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RESUMO 

O gênero Candida normalmente possui uma relação de comensalismo na 
cavidade bucal, fatores modificadores podem alterar essa relação de forma direta 
ou indiretamente, tornando-o patogênico, desencadeando a candidíase. Os 
produtos provenientes de plantas medicianais vêm constituindo uma alternativa 
terapêutica, amplamente utilizada no tratamento da candidíase. Objetivou-se 
isolar e identificar cepas de Candida tropicalis e Candida parapsilosis da cavidade 
bucal de indivíduos saudáveis, através da macro e micromorfologia, provas 
fisiológicas e bioquímicas. Avaliou-se a sensibilidade in vitro dessas cepas frente 
ao eugenol e a nistatina, através da determinação da Concentração Inibitória 
Mínima (CIM); Concentração Fungicida Mínima (CFM) e curva de morte, 
micromorfologia e estudo de associação (checkboard). Utilizaram-se oito cepas 
de Candida tropicalis, uma cepa padronizada (ATCC 13803) e sete de origem 
clínica e seis cepas clínicas de Candida parapsilosis e sua padrão (ATCC 22019). 
Observou-se atividade antifúngica do eugenol sobre as espécies ensaiadas, 
sendo determinada a CIM/CFM de 64 μg/mL para Candida tropicalis. A relação 
CFM/CIM indica atividade fungicida frente a 87,5% das cepas testadas. Na 
espécie de Candida parapsilosis a CIM foi de 256 μg/mL a qual coincidiu com a 
CFM em 100% das cepas ensaiadas. Com relação ao ensaio de associação, 
utilizou-se a cepa ATCC 13803 e outra clínica - LM-34 de C. tropicalis. Os 
resultados mostraram antagonismo das substâncias analisadas tanto para cepa 
ATCC 22019, quanto para cepa clínica LM-34. O estudo da micromorfologia 
demonstrou inibição das estruturas de virulência como pseudo-hiifas e 
blastoconídeos nas três concentrações analisadas (CIM; CIMx2 e CIMx4), em 
ambas as cepas avaliadas de C.tropicalis e C. parapsilosis. A curva de morte 
microbiana mostrou um efeito fungicida após 24 horas de experimento em ambas 
as espécies estudadas. Os resultados do presente estudo indicam uma forte 
atividade da molécula do eugenol sobre as cepas de Candida tropicalis e Candida 
parapsilosis analisadas, podendo representar uma alternativa terapêutica para o 
tratamento da candidíase oral. 

Palavras-chave: Fitoterapia; Candidíase Bucal; Eugenol 
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ABSTRACT 

The Candida genus usually has a commensal relationship in the oral cavity, 
modifying factors may alter this relationship directly or indirectly, making it 
pathogenic, triggering oral candidiasis. The phytotherapeutic products have been 
constituting a therapeutic alternative, widely used in the treatment of candidiasis. 
The objective of this study was to isolate and identify strains of Candida tropicalis 
and Candida parapsilosis from the oral cavity of healthy individuals through macro 
and micromorphology, physiological and biochemical tests. The in vitro and in 
silico sensitivity of these strains to eugenol and nystatin was then evaluated by 
determining the Minimum Inhibitory Concentration (MIC); Minimal Fungicide 
Concentration (MFC) and analyzing the mechanisms of action through microbial 
growth kinetics, micromorphology and association study (checkboard), and in 
silico assay. Eight strains of Candida tropicalis, one from the American Type 
Culture Collection - ATCC 13803 and seven from clinical origin and seven from 
Candida parapsilosis to their ATCC standard (22019) and six from clinical isolates 
were used. An antifungal activity of eugenol on the tested species was observed, a 
MIC and MFC of 64 μg / mL for Candida tropicalis was determined. The CFM / 
MIC ratio indicates fungicidal activity compared to 87.5% of the tested strains. In 
the Candida parapsilosis species the MIC was 256 μg / mL which coincided with 
the CFM in 100% of the strains tested. Regarding the association assay, strain 
ATCC 13803 and another clinic - LM-34 of C. tropicalis were used, the results 
showed antagonism of the substances analyzed for both the ATCC 22019 strain 
and the LM-34 clinical strain. Micromorphology demonstrated inhibition of 
virulence structures such as pseudohyphae and blastoconideas at the three 
concentrations analyzed for C. tropicalis (ATCC 13803 and LM-34) and C. 
parapsilosis (ATCC 22019 and LM-70) strains. The microbial death curve showed 
a fungicidal effect after 24 hours of experiment in both species studied. The results 
of the present study indicate a strong activity of the eugenol molecule on the 
strains of Candida tropicalis and Candida parapsilosis analyzed and could 
represent a therapeutic alternative for the treatment of oral candidiasis. 

Keywords: Phytotherapy; Candidiasis Oral; Eugenol 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A cavidade bucal possui uma microbiota residente bastante diversificada, 

entre as espécies que habitam o ambiente oral, encontra-se a do gênero Candida, 

que normalmente vivem em equilíbrio dinâmico no ambiente oral.3,26  

No entanto, quando há um quadro de desarmonia nessa relação ou 

alterações na imunidade do hospedeiro, as espécies de Candida costumam ter 

comportamento diferente daquele nas relações comensais, tornando-se 

patogênicas, o que gera um quadro de instabilidade na saúde do hospedeiro.16 

Candida é considerado como um fungo leveduriforme, diplóide e polimorfo 

e são encontrados em cerca de 60% dos dentados saudáveis. O desenvolvimento 

do processo infeccioso pode ocorrer tanto em tecidos superficiais (mucosas), 

como em tecidos profundos, podendo levar a morte do indivíduo.32 

A candidíase oral é uma infecção fúngica mais prevalente nos tecidos 

bucais, desencadeada pelo micro-organismo fúngico do gênero Candida, que 

compreende cerca de 200 espécies, porém apenas 15 destes são de interesse 

clínico. Na candidíase oral, a espécie com maior frequência no aparecimento da 

patologia é a Candida albicans23.Clinicamente, ela pode ser caracterizada pelo 

aparecimento de placas brancas ou máculas avermelhadas de forma isolada ou 

agrupada aderida ao longo dos tecidos bucais - mucosa jugal, palato, língua e 

gengiva29. 

É possível evidenciar variados quadros em que ocorre a manifestação da 

candidíase, por exemplo, em pacientes infectados com HIV (Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida)2. A candidíase oral aparece como um dos principais 

sinais mais comum na cavidade oral dos indivíduos soro positivo, sendo muitas 

vezes uma característica que leva ao diagnóstico inicial.31 É comum também, 

observar casos de candidíase oral em pacientes usuários de próteses, sendo 

apresentada na forma estomatite protética, onde as cepas desse micro-organismo 

tem papel fundamental no desenrolar da patologia.31  

Ainda é possível constatar casos de candidíase em indivíduos portadores 

de diabetes mellitus, alteração de caráter sistêmico, que, quando não controlada 

pode predispor a inúmeras alterações bucais, inclusive, a candidíase28.  Em 
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portadores de Síndrome de Down, além das alterações ocasionadas pela 

síndrome, ainda é possível evidenciar uma maior susceptibilidade desse grupo 

frente ao desenvolvimento da candidiase.22
 Por fim, alterações que afetam o 

sistema imunológico do hospedeiro, como radioterapia, quimioterapia, 

antibioticoterapia, tornam o indivíduo mais vulneráveis a processos infecciosos, 

incluindo os fúngicos.13
 

A maioria das espécies presentes nos casos de candidíase é representada 

por Candida albicans, porém vários estudos têm demonstrado uma contribuição 

significativa de outras espécies não-albicans: Candida tropicalis, Candida 

glabrata, Candida parapsilosis e Candida dubliniensis.20 Candida tropicalis é a 

espécie mais encontrada, logo após da C. albicans, em casos de candidíase 

oral.12 Pesquisas mostram que cepas de C. tropicalis e C. parapsilosis são 

encontradas em casos graves da candidíase bucal ou de resistência.14 

Candida parapsilosis é um micro-organismo ubíquo e diferentemente das 

outras espécies de Candida, não é um patógeno humano obrigatório, ocorrendo 

relatos de isolamento de sítios que não são provenientes do corpo humano.34 

Além disso, pode ser considerada importante no desencadeamento da candidíase 

bucal, pois está envolvida em casos de resistência bucal, como também é 

considerada a segunda espécie de fungos oportunistas isoladas de culturas 

sanguíneas de várias localidades geográficas.33,34 

O processo de estabelecimento da doença é determinado por fatores 

inerentes ao hospedeiro associados aos dos fungos. As características de 

virulência fúngica são responsáveis pela colonização e consolidação do processo 

infeccioso. Destaca-se como fatores de virulência: dimorfismo (transição da fase 

leveduriformes para a forma filamentosa), produção de enzimas (fosfolipases e 

proteinases), capacidade de se adaptar as variações de temperatura, pH, e 

formação de biofilmes.  

O tratamento da infecção fúngica procede-se com medicamentos locais ou 

sistêmicos ou associação desses.35 Normalmente a candidíase é tratada com 

aplicações de agentes tópicos como a nistatina na forma de suspensão (polienos) 

ou miconazol gel (imidazóis). Em episódios recorrentes, institui-se uma terapia 

medicamentosa sistêmica, sendo o fluconazol a droga eleita para prescrição por 

suas características farmacológicas potentes contra o processo de resistência 21,35 
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Os agentes poliênicos são compostos anfipáticos que formam uma rede 

molecular com o ergosterol, parte fundamental para a membrana citoplasmática 

fúngica, ocasionando a formação de poros na membrana. Esse processo 

desencadeia um desequilíbrio nas concentrações de componentes celulares, 

incluindo proteínas e cátions monovalentes e divalentes, afetando o processo 

dinâmico osmótico da célula fúngica, levando a perda da polaridade da membrana 

o que o ocasiona a morte celular.9,19  

O miconazol é um derivado dos imidazóis e seu mecanismo de ação ocorre 

por meio da interferência da biossíntese do ergosterol, principal derivado 

esteroide presente na membrana celular das leveduras. O mecanismo ocorre pela 

inibição da 14-α-desmetilase enzima do citocromo P450, que catalisa a reação de 

oxidação do grupo 14-α-metil do lanosterol. Isso acarreta uma interrupção da 

síntese de ergosterol e acúmulo de lanosterol, causando interferência no arranjo 

estrutural dos grupamentos lipídeos presentes na membrana. Esse processo 

compromete vias enzimáticas ligadas a estrutura celular fúngica, inibindo o 

crescimento e o crescimento fúngico.3 

No entanto, de acordo com os achados na literatura, é possível constatar 

fatores relacionados à resistência, efeitos tóxicos e colaterais dos agentes 

antifúngicos envolvidos no tratamento da candidíase, o que desperta o interesse 

em pesquisar por novos produtos que maximize a eficácia do tratamento e 

minimize os riscos para os pacientes.12  

A fitoterapia tem constituído uma terapêutica alternativa no tratamento das 

afecções orais, por exemplo, a candidíase oral5. Souza; Felfili30 (2006) afirmam a 

importância dos produtos naturais na odontologia, justamente por ter um grande 

espectro de utilização popular, baixo custo e adequado efeitos antimicrobianos e 

quando utilizados na dosagem certa tem a vantagem de não apresentarem efeitos 

colaterais.  

No Brasil, a fitoterapia, desde 2006, está inserida no Sistema Único de 

Saúde como parte das Práticas Integrativas e Complementares, que tem como 

objetivo incentivar a utilização de plantas medicinais como forma de tratamento 

das doenças que acometem o corpo8. Souza; Felfili30 salientam ainda, que o Brasil 

possui uma vasta biodiversidade, o que reflete na grande variabilidade de plantas 

que possui efeitos fitoterápicos significativos.  



4 
 
 

Os produtos naturais, em especial os óleos essenciais, têm mostrado 

resultados positivos in vitro/in vivo em relação ao efeito antifúngico, geralmente a 

propriedade antifúngica está diretamente ligada a um composto bioativo 

majoritário do óleo essencial, denominado fitoconstituiente.17 

O eugenol (2-metoxi-4-(2-propenil) fenol) é um composto, presente nos 

óleos essenciais do Mentha pulegium (poejo), Myristica fragans (noz-mascada), 

Ocotea odorífera (sassafrás), Cinnamomum zeylanicum blume (canela) e no 

Eugenia caryophyllata (cravo da índia ), esse último apresenta cerca de 70% de 

eugenol em sua composição.1,7,11 

Quimicamente o eugenol é classificado como um terpenóide, da classe dos 

monoterpenos, seus efeitos são relatados pela medicina popular e cientificamente 

alguns efeitos biológicos já são comprovados, como: analgésicos, anti-

inflamatório, antitumoral, antioxidante, anestésico.15,17 Tais efeitos justifica o fato 

de já ser um composto amplamente utilizado na clínica odontológica associada a 

outras substâncias.27 

Analisando sua conformação molecular, supõe-se que, do ponto de vista 

biofísico, essa molécula pode ter um comportamento anfipático e/ou hidrofóbico. 

A partir dessas informações, sugere-se que o eugenol pode afetar a organização 

da membrana celular e o equilíbrio eletrostático, consequentemente agindo sobre 

atividade de proteínas intrínsecas, tais como ATPases e receptores específicos 

da membrana.25 

Ahmad et al.1 (2010), em suas pesquisas, avaliaram, a atividade da H+ 

ATPase e associaram com o pH intracelular de Candida na presença de eugenol 

e timol. Observou-se que o efeito dos compostos foi eficaz, sugerindo que os dois 

fenóis interagiram diretamente com a enzima, a qual funcionou como alvo 

específico na célula para ação do agente antifúngico, uma vez que as cepas 

ensaiadas mostraram aumento da acidificação interna, o que resultou em uma 

diminuição do pH intracelular, prejudicando a viabilidade celular fúngica.   

Porém, os estudos ainda são escassos sobre o modo de ação antifúngico 

do eugenol e sua associação com antifúngicos contra cepas clínicas de C. 

tropicalis e C. parapsilosis. Dessa forma, o presente estudo analisou a atividade 

antifúngica do eugenol frente a cepas de C. tropicalis e C. parapsilosis isoladas da 

cavidade bucal de indivíduos saudáveis. 



5 
 
 

 

2. CAPÍTULO 1: ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO de Candida tropicalis 

ENVOLVIDAS EM INFECÇÕES FÚNGICAS E SENSIBILIDADE IN VITRO 

FRENTE AO EUGENOL 

O manuscrito a seguir foi submetido para publicação no periódico “Journal of 

Applied Oral Science” ISSN: 1678-7765 / Qualis Capes Odontologia: A2 e 

encontra-se em análise – Normas para publicação Anexo 2  

José Klidenberg de Oliveira Júnior*: Mestrando em Ciências Odontológicas do Programa 

de Pós-Graduação em Odontologia, Universidade Federal da Paraíba, João-Pessoa, 

Paraíba, Brazil. E-mail: joseklidemberg@gmail.com.  

Daniele de Figueredo Silva: Doutoranda do Programa de Pós-Graduação em Produtos 

Naturais e Sintéticos Bioativos, Universidade Federal da Paraíba, João-Pessoa, Paraíba, 

Brazil. E-mail: danielefigueredo31@gmail.com. 

Julliana Cariry Palhano: Doutoranda em Clínicas Odontológicas, Universidade Estadual 

da Paraíba, Campina Grande, Paraíba, Brazil, E-mail: jullianapalhano@hotmail.com 

Janiere Pereira de Sousa: Doutora em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, 

Universidade Federal da Paraíba João-Pessoa, Paraíba, Brazil. E-mail: 

janiereps@yahoo.com.br. 

Felipe Queiroga Sarmento Guerra: Doutor, Universidade Federal da Paraíba, João 

Pessoa, Paraíba, Brazil, e-mail: felipeqsguerra@gmail.com.  

Ana Luíza Alves de Lima Perez: Mestre em Ciências Odontológicas pela Universidade 

Federal da Paraíba, João-Pessoa, Paraíba, Brazil, e-mail: 

analuiza_perez@yahoo.com.br.  

Edeltrudes de Oliveira Lima: Doutora, Universidade Federal da Paraíba, João Pessoa, 

Paraíba, Brazil, e-mail: edeolima@yahoo.com.br.  

 
 

Autor correspondente* 

José Klidenberg de Oliveira Júnior, Rua Sebastião Avelino da Rocha, Jardim São Paulo, 

Ed. Corais do Sul, Bloco B, Apto: 303B CEP: 58053-150. Contato: +55(83) 99929-4773; 

e-mail: joseklidemberg@gmail.com. 

 

 

 

mailto:joseklidemberg@gmail.com
mailto:danielefigueredo31@gmail.com
mailto:janiereps@yahoo.com.br
mailto:felipeqsguerra@gmail.com
mailto:analuiza_perez@yahoo.com.br
mailto:edeolima@yahoo.com.br
mailto:joseklidemberg@gmail.com


6 
 
 

RESUMO: Neste estudo, realizou-se o isolamento e identificação das espécies clínicas 

de Candida tropicalis da cavidade bucal de indivíduos saudáveis, posteriormente foi 

avaliada a sensibilidade destas cepas frente o eugenol e nistatina. Para tanto, realizou-se 

a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM); Concentração Fungicida 

Mínima (CFM), assim como a cinética de crescimento microbiano, micromorfologia e 

estudo de associação (checkboard). Selecionaram-se oito cepas de Candida tropicalis no 

total, sete de isolados clínicos, e uma padrão da American Type Culture Collection (ATCC 

13803). A atividade antifúngica do eugenol sobre as espécies ensaiadas, foi observada 

em 90% e 65%, das cepas sensíveis, respectivamente, a uma CIM de 64 μg/mL e CFM 

de 64 μg/mL. A relação CFM/CIM indica atividade fungicida frente a 87,5% das cepas 

testadas. Com relação ao ensaio de associação, utilizou-se a cepa de C. tropicalis ATCC 

13803 e outra cepa clínica LM-34, os resultados mostraram antagonismo das substâncias 

analisadas tanto para cepa ATCC quanto para cepa clínica. O estudo da micromorfologia 

demonstrou inibição das estruturas de virulência como pseudo-hiifas e blastoconídeos 

nas três concentrações analisadas. A curva de morte microbiana mostrou um efeito 

fungicida após 24 horas de experimento em ambas as espécies estudadas. Dessa forma, 

o eugenol apresentou um efeito antifúngico satisfatório sobre o grupo de leveduras 

analisadas, podendo ser um agente antifúngico no tratamento de candidíase oral.  

 

Palavras-chave: Candidíase. Fitoterapia. Eugenol.  

 

2.1 Introdução 

Candida é um fungo leveduriforme, diplóide e polimorfo que vive em relação de 

comensalismo com o hospedeiro e podem ser encontrados em cerca de 60% dos 

dentados saudáveis1,. Fatores modificadores podem alterar essa relação de forma direta 

ou indiretamente, tornando-o patogênico 2,3. 

Entre as infecções fúngicas mais prevalentes em mucosas, encontra-se a 

candidíase oral, patologia caracterizada pelo aparecimento de placas brancas ou 

máculas avermelhadas de forma isolada ou agrupada aderida ao longo dos tecidos 

bucais - mucosa jugal, palato, língua e gengiva4.   

A maioria das espécies presentes nos casos de candidíase é causada por 

Candida albicans, porém vários estudos têm demonstrado uma contribuição significativa 

de outras espécies não-albicans: Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida 

parapsilosis e Candida dubliniensis5. Candida tropicalis é a espécie mais encontrada, 

logo após da C. albicans, em casos de candidíase bucal6. Pesquisas mostram que cepas 
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de C. tropicalis são encontradas em casos avançados da candidíase bucal ou 

resistência7.  

Na atualidade os antifúngicos licenciados não têm mostrado eficácia clínica no 

combate da candidíase, causando resistência ou episódios de recorrência da patologia 

fúngica8. Os produtos naturais, em especial os óleos essenciais, vem demostrando 

resultados positivos em estudos in vitro/in vivo em relação ao efeito antifúngico, 

geralmente a propriedade antifúngica desses compostos está diretamente ligada a um 

composto majoritário do óleo essencial, denominado fitoconstituiente9.  

Nesse contexto, o eugenol ((2-metoxi-4-(2-propenil) fenol)) é um composto, 

presente nos óleos essenciais da Mentha pulegium (poejo), Myristica fragrans (noz-

mascada), Ocotea odorífera (sassafrás), Cinnamomum zeylanicum blume (canela) e na 

Eugenia caryophyllata (cravo), esse último apresenta cerca de 70% de eugenol em sua 

composição10. Quimicamente o eugenol é classificado como um terpenóide, da classe 

dos monoterpenos, seus efeitos são relatados pela medicina popular e cientificamente 

alguns efeitos biológicos já são comprovados, como: analgésicos, anti-inflamatório, 

antitumoral, antioxidante, anestésico12,13. Tais efeitos justifica o fato de já ser um 

composto amplamente utilizado na clínica odontológica associada a outras substâncias14.  

O presente estudo isolou e identificou espécies clínicas de Candida tropicalis da 

cavidade bucal de indivíduos saudáveis, posteriormente foi avaliada a sensibilidade 

destas cepas frente o eugenol e antifúngico padrão nistatina a partir da determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM); Concentração Fungicida Mínima (CFM) e 

analisando os mecanismos de ação por meio da cinética de crescimento microbiano, 

micromorfologia e estudo de associação (checkboard). 

 

2.2 Metodologia  

 

Tipo de estudo  

 

  A identificação das leveduras e as análises referentes ao estudo da atividade 

antifúngica dos produtos naturais selecionados foram realizadas no Laboratório de 

Pesquisa da Atividade Antibacteriana e Antifúngica de produtos naturais e/ou sintéticos 

bioativos, DCF/CCS/UFPB.   

O presente estudo foi submetido e aprovado (CAAE: 5743516.4.0000.5188) pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal 

da Paraíba (CEP-CCS), de acordo com a resolução 466/12 do Conselho Nacional de 

Saúde/MS.  
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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 Looder15 

(1970); Hoog e Garro16 (1995); Kurtzmann e Fell17 (1998); Sidrim e Rocha18 (2004). 

 Na coleta do material biológico para isolamento e identificação de espécies de 

Candida dos indivíduos foram utilizados três swabs (INLAB® Confiança, Brasil) estéris. 

Cada swab foi umedecido em solução fisiológica esterilizada e aplicado em três sítios 

distintos da cavidade buca do paciente: palato duro, língua e mucosa jugal com 

movimentos de varredura (fricção), por 30 segundos, em cada sítio anatômico. 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 microbiológica 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. Ainda para a 

determinação das espécies de Candida realizou-se os seguintes testes: prova do tubo 

germinativo, microcultivo de leveduras em Ágar Fubá, auxanograma (assimilação de 

carboidratos e nitrogênio) e fermentação de carboidratos.  

 

 

Seleção das cepas fúngicas e preparação do inóculo  

 

Os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, sendo 

adultos, com idade igual ou superior a 18 anos, de ambos os sexos, não utilizar nenhum 

tipo de prótese dentária e depois de realizado o exame clínico intraoral não apresentar 

nenhuma alteração bucal, como por exemplo, a candidíase oral. 

Foram isoladas e identificadas sete cepas clínicas de C.tropicalis da cavidade 

bucal dos indivíduos participantes (LM-2; LM-34; LM-77; LM-82; LM-96; LM-100; LM-211) 

para os ensaios in vitro adicionou-se ainda uma cepa padrão da coleção American Type 

Culture Collection (ATCC)13803. 

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 microrganismos em tubos contendo 5 mL de solução salina 0,9% estéril 

(Farmax - Distribuidor Ltd., Amaral, Divinópolis, MG, Brasil).  
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Após agitação em vortex (Fanem Ltd., Guarulhos, SP, Brasil), cada suspensão 

teve sua turbidez comparada e ajustada àquela apresentada pela suspensão de sulfato 

de bário do tubo 0,5 da escala McFarland. Em seguida, essa suspensão foi diluída com 

água destilada numa proporção de 1:10 resultando em um inóculo contendo 

aproximadamente 105 UFC/mL, que foi utilizado nos ensaios19,25.  

 

Meios de cultura utilizados  

 

Para os ensaios de atividade antifúngica foi utilizado RPMI 1640/ com L-glutamina 

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

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

de acordo com as instruções do fabricante.  

 

Produtos utilizados 

 

Os produtos testes utilizados foram o fitoconstituinte eugenol (Sigma-Aldrich, 

São Paulo, SP, Brasil®; Lote: 024) e o antifúngico padrão Nistatina (Sigma-Aldrich, São 

Paulo, SP, Brasil®; Lote: SLBB5282V)  

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. 

 

Ensaios biológicos 

 

Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Fungicida Mínima (CFM) 

                 A determinação da CIM do produto selecionado foi realizada pela técnica de 

microdiluição, executada em triplicata, utilizando microplacas com fundo em “U”, 

esterilizadas, contendo 96 orifícios (Kasvi, Itália)20,21,22,23,24,25.  

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

1,6x4,0 (Sigma-Aldrich®/São Paulo, SP/Brasil) duplamente concentrado. Posteriormente, 

100 µL dos produtos (eugenol e nistatina), também duplamente concentrados, foram 

dispensados nas cavidades da primeira linha da placa, que foram diluídos 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 2 µg/Ml25.  
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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 de cultura 

líquido RPMI 1640 nas mesmas condições do ensaio. As placas foram seladas e 

incubadas a 35±2ºC por 24-48h. 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 inativo 26,27. 

Após determinação da CIM, alíquotas 10 µL do sobrenadante das cavidades 

correspondentes à concentração inibitória mínima e as duas concentrações superiores a 

concentração inibitória mínima (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 ensaios20.  

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)28. 

 

Efeito dos produtos teste isolados sobre a micromorfologia de C. tropicalis 

 

Para o estudo de possíveis alterações na micromorfologia de C. tropicalis foi 

empregada à técnica de microcultivo em lâmina em placa de Petri (câmera úmida)29. O 

meio de cultura ágar-fubá-Tween 80 fundido foi fracionados 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 negativo). 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. tropicalis 

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. 
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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 algumas modificações.  

Foram utilizadas duas cepas de C. tropicalis, uma padrão da ATCC 13803 e outra 

cepa clínica (LM-82). Neste ensaio, frente às concentrações inibitórias mínimas do 

eugenol e nistatina 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 superiores a CIM (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 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). 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/ mL)30.  

 

Ensaio de sinergismo pelo método checkerboard 

 

O efeito de associação dos produtos com antifúngico padrão será determinado a 

partir da técnica de microdiluição – checkerboard para derivação do ICIF (Índice da 

Concentração Inibitória Fracionada). 

Serão utilizadas soluções dos produtos testados em concentrações determinadas 

a partir de suas respectivas CIM. Inicialmente, 100 μL de caldo Saboraud dextrose serão 

adicionados nos poços da microplaca estéril contendo 96 cavidades, com fundo em forma 

de “U” (ALAMAR®). Em seguida, 50 μL de cada produto testado, em diversas 

concentrações (CIM÷16, CIM÷8, CIM÷4, CIM÷2, CIM, CIM×2, CIM×4, CIM×8 e CIMX16) 
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serão adicionados no sentido vertical (antifúngico padrão) e horizontal (produtos teste) da 

microplaca. Por fim, será adicionado 10 μL da suspensão fúngica. O ensaio será 

realizado em duplicata, sendo as microplacas incubadas a 35 ºC por 48 horas. 31,32 

O ICIF (Índice da Concentração Inibitória Fracionada) será calculado através da 

soma do CIFA + CIFB, onde A representa o produto teste e B o antifúngico padrão. O 

CIFA, por sua vez, é calculado através da relação CIMA combinado/CIMA sozinho, 

enquanto que o CIFB = CIMB combinado/CIMB sozinho. Este índice é interpretado da 

seguinte forma: sinergismo (ICIF ≤ 0,5), antagonismo (ICIF > 4,0) e indiferença (0,5 < 

ICIF ≤ 4).32 

Análise dos dados 

 

   Os dados da CIM, CFM e do Ensaio da Associação foram analisados por meio da 

estatística inferencial e descritiva.  A curva de cinética de crescimento microbiana foi 

plotada pelo log10UFC/mL em função do tempo e  das concentrações estudadas, sendo 

assim para esse experimento, a análise estatística se deu pelos testes de Kruskal-Wallis 

e Dunn considerando um nível de significância de 0.05 (p<0,05). Foi utilizado o Softaware 

GrafPad (GraphPad for Windows, San Diego, CA – USA) para gerar os resultados da 

presente pesquisa.  

 

2.3 Resultados  

 

Participaram da pesquisa 20 indivíduos, com maior prevalência para o sexo 

feminino (60%) e idade média de 50,6 anos. Na tabela abaixo é possível evidenciar a 

quantidade e identificação de espécies provenientes do isolamento da cavidade bucal 

dos indivíduos participantes na pesquisa (Tabela 1). 
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Tabela 1: Prevalência de espécies de Candida provenientes da cavidade bucal dos 

indivíduos n: número da amostra; fi: frequência total. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A avaliação do efeito antifúngico do eugenol e da nistatina sobre C. tropicalis foi 

realizado através da determinação CIM e CFM pela técnica de microdiluição em caldo. A 

CIM do eugenol foi de 64 𝜇g/mL inibindo 90% das cepas utilizadas no experimento. Na 

nistatina apresentou uma CIM inferior ao do fitoconstituinte 8 𝜇g/mL para 90% das 

espécies testadas.  

O teste da CFM, para o eugenol, apresentou concentrações inibitórias em 75% 

das cepas analisadas, semelhantes ao do teste da CIM, caracterizando o produto de 

natureza fungicida. Para nistatina, em quatro cepas testadas (ATCC 13803; LM-2; LM-77; 

LM 82) (50%) tiveram a CFM semelhante com as concentrações da CIM, enquanto outras 

quatro espécies apresentaram CFM superior ao valor da CIM (LM-34; LM-96; LM-100 e 

LM-32).  

              O controle de esterilidade do meio não apresentou contaminação, todos os 

poços no controle de crescimento fúngico foram positivos. Os dados estão descritos na 

Tabela 2.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Sítio anatômico Palato Mucosa jugal Língua  
      Espécie n fi  n fi  n fi   

        

Candida albicans 4 10,3 7 17,9 9 23,1  

Candida tropicalis 4 7,7 - - 3 10,3  

Candida parapsilosis 2 5,1 1 2,6 3 7,6  

Candida krusei 2 5,1 1 2,6 3 7,7  

 Total  11 28,2 9 23,1 18 48,7    100    
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Tabela 2: Resultados da avaliação da CIM e CFM do eugenol e nistatina sobre C. 

tropicalis. CIMA(Eugenol)90%:64𝜇g/mL CIMB(NISTATINA)87,5%:8𝜇g/mL 

 

 

              Realizou-se o estudo micromorfológico com o objetivo de avaliar o crescimento e/ou 

inibição das estruturas de virulência na  presença ou ausência dos produdos testados. Para 

esse experimento, escolheu-se de forma aleatória uma cepa clínica - LM-34, dentro daquelas 

com a CIM mais prevalente (64𝜇g/mL) das cepas testadas e a  padrão ATCC 13803 de C. 

tropicalis.  Os dados estão descritos na Tabela 3 e Figura 1.  

 

Nistatina 
 

Cepas 
C.tropic

alis  

 Eugenol      

(𝜇g/mL) 

  Nistatina 

(𝜇g/mL) 

   

  CIMA CFM CFM 
/CIM 

Atividade 
antifúngica 

CIMB CFM CFM/
CIM 

Atividade 
antifúngica 

ATCC 
13803 

128 512 ≥ 4 
 

Fungistático 16 16 1 Fungicida 

LM-2 32 32 1 Fungicida 8 8 1 Fungicida 
LM-34 64 64 1 Fungicida 8 16 2 Fungicida 
LM-77 64 64 1 Fungicida 8 8 1 Fungicida 
LM-82 64 64 1 Fungicida 8 8 1 Fungicida 
LM-96 64 64 1 Fungicida 8 16 2 Fungicida 
LM-100 32 32 1 Fungicida 8 16 2 Fungicida 
LM-211 64 64 1 Fungicida 8 32 8 Fungistático 

Estruturas de virulência  

Candida 
tropicalis 

  Pseudo-hifas    Blastoconídeos       Clamidoconídeos 

      Eugenol  

 
ATCC 
13803 

  
CONTROLE 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 CIM - + - 
 CIMX2 - * - 
 CIMX4 - * - 

 
LM-34 

 
CONTROLE 

 
+ 

 
+ 

 
+ 

 CIM - * - 
 CIMX2 - - - 
 CIMX4 - - - 
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Tabela 3: Análise qualitativa da micromorfologia da cepa ATCC 13803 e cepa clínica LM-

34 na presença do eugenol e nistatina e ausência ( controle) das estruturas . + 

Crescimento das estruturas; -: ausência das estruturas; *: raras estruturas 

 

 

 

 

 

 

   

Figura 1: Fotomicrografia de microscopia óptica (aumento 400x) das estruturas de 

virulência na ausência ou presença do eugenol. A: Controle de crescimento Candida 

tropicalis (LM-34); A1: Atividade do fitoconstituinte eugenol na concentração de 128 

𝜇g/mL A2: Atividade do eugenol na concentração de 64 𝜇g/mL. B:Controle de 

crescimento  Candida tropicalis  ATCC 13803; B1: Crescimento de estruturas na 

concentração de 256 𝜇g/mL; B2: Presença de raras estruturas na concentração de 128 

𝜇g/mL 

 

ATCC 13803 CONTROLE + + + 
 CIM - + - 

 
 
 
 

LM-34 

CIMX2 
CIMX4 

- 
- 

* 
- 

- 
- 

 
CONTROLE 

CIM 
CIMX2 
CIMX4 

 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
- 
- 
- 

 
+ 
- 
- 
- 

            

  

 

                 

 

 

 

 

 

B B1 B2 

A A1 A2 
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O estudo da associação foi realizado pela técnica do checkboard o qual possibilita 

a construção de uma matriz bidimensional através da combinação das diferentes 

concentrações das substâncias avaliadas. De acordo com os resultados obtidos, o teste 

foi igual a 8 (oito) para a cepa padrão ATCC 13803 e 6 (seis) para a cepa LM-34, 

observando uma relação de antagonismo (ICIF > 4,0) da nistatina com o eugenol, esse 

valor foi obtido através da fórmula álgebra fornecida pelo Índice de Concentração 

Inibitória (ICIF), que considera a CIMs isoladas e combinadas dos produtos resultando no 

valor do índice (Tabela 4). 

Tabela 4: Estudo de associação (checkboard) do Eugenol frente Candida tropicalis ATCC 

13803 (CIMIsol.: 128 𝜇g/mL CIMcomb.:512𝜇g/mL) e Nistatina (CIMIsol.: 16 𝜇g/mL 

CIMcomb.64𝜇g/Ml); Eugenol frente Candida tropicalis LM-34 (CIMisol.: 64 𝜇g/mL CIMComb.: 

128𝜇g/mL) e Nistatina (CIMIsol.: 8𝜇g/mL CIMComb.: 32𝜇g/mL). 

 

Analisou-se através da curva de morte microbiana, se ocorreu redução 

significativa do crescimento fúngico em relação à quantidade de Unidades Formadoras 

de Colônia por mililitro (UFC/mL) nas concentrações estudadas da nistatina e eugenol - 

CIM, CIMX2, CIMX4, quando comparados ao grupo do controle de crescimento. 

 Os dados estão expressos na Figura (2A, 2B, 2C, 2D). Na cepa clínica LM-34 

observou-se um decréscimo considerável na curva de morte microbiana a partir do tempo 

de 8h para todas as concentrações estudadas. A nistatina (B), para a mesma cepa, 

apresentou uma diminuição da curva após 4h em todas as concentrações testadas. Foi 

possível observar um potencial efeito do eugenol sobre o crescimento de C. tropicalis a 

partir do tempo de exposição correspondente a 2 e 4 horas. Em ambas as cepas 

avaliadas constatou-se ausência total de crescimento fúngico no tempo de 24h tanto para 

o antifúngico padrão quanto para o fitoconstituinte estudado.  

 

 

 

Cepas fúngicas CIM (µg/mL) Índice 
ICIF 

Tipo de interação 

Eugenol  Nistatina 
  

 Eugenol 
- 

Nistatina 

 

C. tropicalis ATCC 
13803 

 128  16 512-64 8 Antagônica 

C. tropicalis LM- 34 64        8 128-32 6 Antagônica 
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Figura 2: Curva de tempo-morte microbiana para o efeito antifúngico do Eugenol (A) 

Nistatina (B) para a cepa clínica LM-34; (C) eugenol; (D) nistatina para a cepa ATCC 

13803, nas concentrações CIM, CIMX2, CIMX4 nos tempos 0, 2, 4, 8, 12, 24h.  

 

 

 

 

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 2 8

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

G ro w th  co n tro l

E u g e n o l M IC

E u g e n o l M IC  x  2

E u g e n o l M IC  x  4

D e te c tio n  L im it

T e m p o  (h o ra s )

lo
g

1
0

C
F

U
/m

L

 

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 2 8

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

G ro w th  co n tro l

N is ta t in a  M IC

N is ta t in a  M IC  x  2

N is ta tin a  M IC  x  4

D e te c tio n  L im it

T im e  (h o u rs )

lo
g

1
0

C
F

U
/m

L

 

                            (A)                                   (B) 

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 2 8

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

G ro w th  co n tro l

E u g e n o l M IC

E u g e n o l M IC  x  2

E u g e n o l M IC  x  4

D e te c tio n  L im it

T im e  (h o u rs )

lo
g

1
0

C
F

U
/m

L

0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4 2 8

1 0 0

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

G ro w th  co n tro l

 N is ta tin a  M IC

N is ta t in a  M IC  x  2

N is ta t in a  M IC  x  4

D e te c tio n  L im it

T im e  (h o u rs )

lo
g

1
0

C
F

U
/m

L

 

                         (C)                                                                    (D) 

2.3 Discussão 

 

O presente estudo constatou uma prevalência de 48,3% de espécies não-

albicans, em destaque a Candida tropicalis que apresentou uma frequência de 18% entre 

as espécies isoladas, demostrando uma distribuição representativa ao longo dos sítios 

avaliados. Esses dados corroboram aos do de Mushi et al (2016)33, o qual apresentou  a 

C. tropicalis como a segunda espécie mais frequente em isolados da cavidade oral de 

indivíduos saudáveis e HIV- positivos.  

Resultados semelhantes foram mostrados por Rajakumari e Kumari34 (2016), 

nesse estudo foi a avaliado a presença de cepas albicans e não-albicans em uma 

amostra de 400 indivíduos, divididos em 50% portadores de diabetes mellitus e a outra 

metade em não diabéticos, os resultados apontaram um maior aparecimento de Candida 

albicans seguido de C. tropicalis tanto em diabéticos (39,61%; 19%) como em saudáveis 

(9,53%; 29%) respectivamente.  
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Com relação à atividade antifúngica do eugenol, a Concentração Inibitória Mínima 

ficou estabelecida 64𝜇g/mL (CIM 90%). De acordo com os parâmetros estabelecidos por 

Holetz (2002) e Sartoratto (2004)26,27 para avaliação da CIM do produto, o fitoconstituinte 

avaliado apresentou um forte/ótima atividade antimicrobiana (CIM 50 a 500 µg/ mL- 

atividade ótima). Ressalva-se o fato de que o produto-teste obteve uma CIM bem próxima 

a da nistatina, antifúngico padrão utilizado na clínica odontológica para tratamento da 

candidíase.  

Resultados semelhantes foram encontrados por Marcos-Aires et al35 (2011) que 

realizaram a avaliação da sensibilidade de cepas de Candida isoladas da superfície da 

prótese dentária frente a dez fitoconstituintes, dentre eles, o eugenol, como resultado a 

molécula demonstrou atividade inibitória sobre todas as cepas ensaiadas.  

Braga, et al36. (2007) determinaram uma concentração de 500µg/ mL sobre 

biofilmes de Candida albicans utilizando o eugenol como produto teste e ainda 

observaram-se alterações morfológicas nas estruturas fúngicas. Sugere-se então que 

futuros estudos poderiam subsidiar a formação de biofilmes de uni/multiespécies e 

possíveis efeitos e mecanismos de ação sobre estruturas celulares fúngicas 

consideradas alvos para detecção de substâncias antifúngicas.  

A CFM teve valores semelhantes ao da CIM em 90% das cepas, de acordo com 

avaliação de Saddiq e Khayyat37 (2010) a substância possui uma atividade fungistática 

quando a relação CFM/CIM ≥ 4 e fungicida quando CFM/CIM <4, já Hafidh,38 et al. (2011) 

considera a relação 1:1 e 2:1, o produto é considerado fungicida e fungistático com a 

razão maior que 2:1. Seguindo os parâmetros metodológicos das avaliações acima, o 

eugenol tem caráter fungicida para as cepas avaliadas. O efeito fungicida do eugenol já 

foi constatado também nos estudos de Fontanelle39 et al (2011) o qual obteve  uma 

atividade fungicida através da relação CIM/CFM para o grupo de leveduras analisadas 

(C. albicans, tropicalis, parapsilosis e krusei).  

 O estudo micromorfológico indicou a inibição de estruturas como pseudo-hifas e 

clamidoconídeos, essas estruturas são consideradas como fatores de virulências 

desenvolvidos por Candida spp com a finalidade de se estabelecer, colonizar e causar a 

doença40. Substâncias que cessem o crescimento dessas estruturas contribuirão para o 

insucesso do processo infeccioso, por isso são consideradas as estruturas alvo dos 

agentes terapêuticos36.  

No presente estudo a ausência dessas estruturas foram diretamente proporcionais 

às concentrações insatisfatórias do eugenol analisadas. Na literatura nota-se uma 

escassez de estudos que relatem alterações micromorfológicas de Candida tropicalis na 

presença do eugenol. Achados parecidos foram relatados por Freire41 et al (2017), que 
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observou uma diminuição drástica nas estruturas de virulência na presença de citral, 

alterando a morfologia das cepas albicans.  

A associação entre o antifúngico padrão com o produto estudado resultou em uma 

atividade antifúngica antagônica, ou seja, a união dos dois compostos não potencializou o 

efeito sobre as leveduras estudadas e sim, uma redução desta atividade. Possivelmente 

a relação farmacodinâmica de antagonismo é do tipo químico, na qual as substâncias 

desenvolveram uma ligação química com o agonista reduzindo sua eficácia.  Na literatura 

não existem estudos relatando os efeitos da associação entre o eugenol com polienos 

sobre Candida tropicalis. 

A ausência do sinergismo entre nistatina e eugenol não inviabiliza o 

desenvolvimento de outros ensaios que busquem avaliar o perfil desse fitoconstituente 

em associação para com outros antifúngicos. Ahmad 42 et al (2010) analisou o efeito da 

associação entre o eugenol, metileugenol associados individualmente com o fluconazol, 

como resultado foi encontrado um alto efeito sinérgico entre os compostos analisados e o 

fluconazol sobre cepas de Candida albicans, tropicalis e parapsilosis. Nessa perspectiva, 

sugere-se que em estudos futuros, sejam realizados ensaios de associação do eugenol 

com outros antifúngicos e de classes distintas, objetivando avaliar os possíveis efeitos 

dessa combinação de forma integral.  

O crescimento fúngico foi analisado baseado na curva de morte microbiana 

através das diferentes concentrações do eugenol e nistatina estudadas (Figura 2). Esse 

experimento avalia através da contagem de colônias se o produto tem ação fungicida ou 

fungistática sobre as cepas analisadas, dessa forma, através deste teste é possível 

estabelecer uma relação dinâmica entre concentração e atividade inibitória ao longo dos 

tempos analisados. A cepa clínica de C. tropicalis LM-34 em oito horas de experimento 

teve uma redução de 2 log10UFC/mL, em 24 horas a curva baixou para 3 log10UFC/mL 

nas três concentrações analisadas. A cepa ATCC 13803 obteve um decréscimo de 3 

log10UFC/mL em quatro horas de teste nas concentrações correspondentes a CIM e CIM 

x2, demonstrando seu potencial efeito antifúngico sobre a espécie de C. tropicalis.       

Considerando os critérios de avaliação estabelecidos por Klesper30, et al. (1998)  

que classifica o produto em fungicida quando existe uma diminuição na contagem de 

células viáveis em 3 log10 UFC/mL, pode-se afirmar que no presente estudo o eugenol 

teve ação fungicida coincidindo com o  resultado do teste da CFM. Não houve 

crescimento visível nas 24 horas em ambas às cepas testadas quando expostas as três 

concentrações. Tal comportamento expressa uma dependência do tempo para ação da 

substância atingir seu efeito fungicida. 
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O eugenol em concentração fungicida causa uma redução significativa de 

estruturas como ergosterol presente na membrana plasmática da célula fúngica agindo 

principalmente na interferência da síntese da enzima H+ ATPase consequentemente  

provocando o colapso da célula fúngica, tendo em vista que a função dessa enzima é a 

regulação fisiológica da viabilidade 1,34,40,42. 

 

2.4 Conclusão 

 

Os resultados desse estudo permitem concluir que Candida tropicalis foi à espécie 

com a segunda maior prevalência nos isolados clínicos. O eugenol teve ação fungicida 

sobre as leveduras de Candida tropicalis testadas, e revelou possui valores de inibição 

semelhantes ao da nistatina. As concentrações do fitoconstituinte inibem o crescimento e 

causam a morte da espécie fúngica em função do tempo de ação. Em adicional, o estudo 

da micromorfologia inibiu estruturas de virulências importantes no processo infeccioso 

para consolidação da candíadise bucal e ainda foi possível constatar uma atividade 

farmacológica indiferente do eugenol quando associado à nistatina no ensaio de 

associação.  

Dessa forma, o eugenol é um agente antifúngico promissor para tratamentos de 

infecções fúngicas da cavidade bucal, sugere-se que em estudos futuros a investigação 

concentre-se nos mecanismos de ação sobre a célula fúngica bem como observar o seu 

perfil citotóxico frente a células humanas. 
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Resumo: Objetivou-se isolar e identificar espécies clínicas de Candida parapsilosis da cavidade bucal de 

indivíduos saudáveis , como por exemplo, a candidíase bucal. Em seguida foi avaliada a sensibilidade destas 

cepas frente o eugenol e nistatina. Para tal, foi realizada a determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM); Concentração Fungicida Mínima (CFM) a curva de morte de crescimento microbiano e inibição de 

fatores de virulência através da micromorfologia. Selecionou-se sete cepas, seis de origem clínica de Candida 

parapsilosis e a sua padrão ATCC (22019). A CIM ficou determinada em 256 μg/mL a qual coincidiu com a 

CFM em 100% das cepas ensaiadas. O estudo da micromorfologia demonstrou inibição das estruturas de 

virulência como pseudo-hiifas e blastoconídeos nas três concentrações analisadas. A curva de morte 

microbiana mostrou um efeito fungicida após 24 horas de experimento nas cepas estudadas. Dessa forma, o 

eugenol constitui uma molécula promissora no tratamento das infecções fúngicas orais.  

 

Descritores: Eugenol. Fitoterapia. Infecções Fúngicas. Candidíase.  

 

3.1 Introdução  

 

A candidíase bucal é uma infecção fúngica mais prevalente na cavidade bucal, desencadeada pelo 

micro-organismo fúngico do gênero Candida, que compreende cerca de 200 espécies, porém apenas 15 são 

de interesse clínico. Na candidíase bucal, a espécie mais prevalente no aparecimento da patologia é a 

Candida albicans
 
[1].

 
Todavia estudos tem demonstrado uma prevalência significante de espécies não 

albicans no desenvolvimento do processo patogênico e em casos de resistência, em especial de Candida 

parapsilosis [2].
. 

Candida parapsilosis é um micro-organismo ubíquo e diferentemente das outras espécies de 

Candida, não é um patógeno humano obrigatório, ocorrendo relatos de isolamento de sítios que não 

provenientes do corpo humano [3,4]. Além disso, pode ser considerada importante no desencadeamento da 

candidíase bucal e é considerada a segunda espécie de fungos oportunistas isoladas de culturas sanguíneas de 

várias localidades geográficas
 
[5]. 

É possível evidenciar a manifestação da candidíase bucal, em quadros de alteração sistêmica como 

na infecção por Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), diabetes mellitus, síndrome de Down e terapias 

que suprimem a resposta do hospedeiro como a radioterapia, quimioterapia, antibioticoterapia, os tornam 

mais vulneráveis a processos infecciosos, incluindo os fúngicos, onde já se sabe que as espécies do gênero 

Candida são predominantes, além de quadros de infecção local como em pacientes usuários de prótese 

[6,7,8]. 

O tratamento da infecção fúngica procede-se com medicamentos locais ou sistêmicos ou associação 

desses
 
[9].

 
Normalmente a candidíase é tratada com aplicações de agentes tópicos como a nistatina na forma 

de suspensão (polienos) ou miconazol gel (imidazóis), em episódios recorrentes, institui-se uma terapia 

medicamentosa sistêmica, nesse caso o fluconazol é a droga eleita para prescrição
9
. No entanto é possível 

constatar fatores relacionados à resistência, efeitos tóxicos e colaterais dos agentes antifúngicos envolvidos 
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no tratamento da candidíase, surgindo à necessidade em pesquisas maximize a eficácia do tratamento e 

minimize os riscos para os pacientes [10,11]. 

Dessa forma, a fitoterapia tem constituído uma terapêutica alternativa no tratamento da candidíase 

oral [11]. O eugenol é uma molécula presente em diversas espécies de plantas
 
[12]. Estudos mostram como 

sendo um dos constituintes majoritários quando extraídos das partes das plantas como folhas, frutos e caule
 

[13]. Seu uso na odontologia já é consolidado para tratamento de alterações pulpares como também para 

procedimentos restauradores dos dentes
 
[14]. Suas propriedades relatadas na literatura são analgésicas, 

antimicrobianas, anestésicas, antioxidante, anti-inflamatória e antisséptica [15,16]. Porém na literatura não 

existe estudos sobre o modo de ação antinfúngico e sua associação com antifúngicos licenciados contra cepas 

clínicas de C. parapsilosis. 

O presente estudo isolou e identificou espécies clínicas de Candida parapsilosis da cavidade bucal 

de indivíduos sistematicamente saudáveis, posteriormente foi avaliada a sensibilidade destas cepas frente o 

eugenol e antifúngico licenciado padrão nistatina a partir da determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM); Concentração Fungicida Mínima (CFM) e analisando os mecanismos de ação por meio da cinética de 

crescimento microbiano e inibição de fatores de virulência através da micromorfologia.  

 

3.2 Metodologia  

 

Desenho do estudo 

 

  A coleta do material biológico foi realizada na Comunidade Recanto do Poço, Cabedelo – PB, 

Brasil. A identificação das leveduras e as análises referentes ao estudo da atividade antifúngica dos produtos 

naturais selecionados foram realizadas no Laboratório de Pesquisa da Atividade Antibacteriana e Antifúngica 

de produtos naturais e/ou sintéticos bioativos, DCF/CCS/UFPB.  

O estudo experimental foi dividido em duas etapas. A primeira é a ex vivo com a coleta do material 

biológico da cavidade bucal dos indivíduos e posteriormente o isolamento e identificação das cepas de 

Candida parapsilosis, a segunda etapa foi realização dos ensaios in vitro. O presente estudo foi submetido e 

aprovado (CAAE: CAAE: 57435016.4.0000.5188) pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências 

da Saúde da Universidade Federal da Paraíba (CEP-CCS), de acordo com a resolução 466/12 do Conselho 

Nacional de Saúde/MS.  

 

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 Looder
 
[17]; Hoog e Garro [18]; Kurtzmann e Fell

 

[19]; Sidrim e Rocha
 
[20]. 

 Na coleta do material biológico para isolamento e identificação de espécies de Candida dos 

indivíduos foi utilizado três swabs (INLAB® Confiança, Brasil) estéreis. Cada swab foi umedecido em 

solução fisiológica esterilizada e aplicado em três sítios distintos da cavidade bucal: palato duro, língua e 
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mucosa jugal, do paciente com movimentos de varredura, por 30 segundos, em cada sítio anatômico. 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 

microbiológica 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.  

Ainda para a determinação das espécies de Candida realizou-se os seguintes testes: prova do tubo 

germinativo, microcultivo de leveduras em Ágar Fubá, auxanograma (assimilação de carboidratos e 

nitrogênio) e fermentação de carboidratos.  

 

Seleção das cepas fúngicas e preparação do inóculo  

 

Participaram da pesquisa 20 indivíduos de acordo com os critérios de inclusão estabelecidos na 

pesquisa: idade igual ou superior a 18 anos, de ambos os sexos, não utilizasse nenhum tipo de prótese 

dentária e após a avaliação clínica intraoral não possuir nenhuma alteração bucal.  

Foram isoladas e identificadas seis cepas clínicas de C.parapsilosis da cavidade bucal dos 

indivíduos participantes (LM-1; LM-2; LM-7; LM-70; LM-225; LM-302) para os ensaios in vitro adicionou-

se ainda uma cepa padrão da de C. parapsilosis coleção American Type Culture Collection (ATCC) 22019. 

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 Ltda., 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 10 
6
UFC/mL. Em seguida, essa suspensão foi diluída com água destilada numa 

proporção de 1:10 resultando em um inóculo contendo aproximadamente 10
5 

UFC/mL, que foi utilizado nos 

ensaios
 
[21]. 

 

Meios de cultura utilizados  

 

Para os ensaios de atividade antifúngica foi utilizado RPMI 1640/ com L-glutamina 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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Produtos utilizados 

 

Os produtos testes utilizados foram o fitoconstituinte eugenol (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, 

Brasil®; Lote: 024) Mentha Piperita L. (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil®; Lote: 55791mv) Eugenia 

Uniflora (0717/05209/F Quinare®) Eugenia Uniflora (5579lmv Sigma Adldrich®) e o antifúngico padrão 

Nistatina (Sigma-Aldrich, São Paulo, SP, Brasil®; Lote: SLBB5282V)  

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. 

 

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) [22, 23, 24, 25, 26, 27]. Em cada orifício da placa, foram 

dispensados 100 µL do meio líquido RPMI 1640 (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 seriadamente, a partir da retirada de uma 

alíquota de 100 μL da cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, obtendo-se concentrações de 

1024µg/mL até 32µg/mL para o screening e de 1024µg/mL até 2µg/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 10µL 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 de cultura 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 inativo [29].  

              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.  
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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 ensaios
 
[20].  

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)
 
[30]. 

 

Efeito dos produtos teste isolados sobre a micromorfologia de C. parapsilosis 

 

Para o estudo de possíveis alterações na micromorfologia de C. parapsilosis foi empregada à técnica 

de microcultivo em lâmina em placa de Petri (câmera úmida)
 
[31]. O meio de cultura ágar-fubá-Tween 80 

fundido foi fracionados em tubos estéreis contendo os produtos testes isolados em concentração 

correspondente a CIM. Também foi utilizado um tubo apenas com o  RPMI (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. parapsilosis 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 al
 
[32], com algumas modificações.   

Para a realização da cinética de morte microbiana foram utilizadas duas cepas de C. parapsilosis, 

uma padrão da ATCC 22019 e outra cepa clínica (LM-82). Neste ensaio, frente às concentrações inibitórias 

mínimas do eugenol observando 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 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). 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/ mL)
 
[32].  
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Análise dos dados 

 

Os dados da CIM, CFM e do Ensaio da Associação foram analisados por meio da estatística 

inferencial e descritiva.  A curva de cinética de crescimento microbiana foi plotada pelo log10UFC/mL em 

função do tempo e  das concentrações estudadas, sendo assim para esse experimento, a análise estatística se 

deu pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn considerando um nível de significância de 0.05 (p<0,05). Foi 

utilizado o Softaware GrafPad (GraphPad for Windows, San Diego, CA – USA) para gerar os resultados da 

presente pesquisa. 

3.3 Resultados  

 

Foi realizado o isolamento e identificação da espécie de Candida parapsilosis dos 20 participantes 

da pesquisa (Figura 1). Das espécies encontradas, C. parapsilosis, apresentou uma frequência de 15,3% entre 

as espécies encontradas. A figura (A) mostra as características fenotípicas inerentes ao gênero Candida, 

crescidas em Ágar Sabouraud Dextroxe após 48h em estufa, é possível evidenciar colônias crescidas em 

forma de estrias, branco-amarelado, opacas e lobuladas. Na figura (B) foi realizou-se um repique das colônias 

da primeira placa em seguida foi feita a identificação em CHROMOagar-Candida resultando em colônias  

branco-rósea característico da espécie de C. parapsilosis.  

 

 

 

 

 

 

 De acordo com o screening realizado com os quatro produtos (Tabela 1), o eugenol foi o produto 

que obteve melhor resultado contra as cepas de Candida parapsilosis LM-70 e a ATCC 22019.  Por outro 

lado, as espécies ensaiadas mostram-se resistentes aos óleos essências de diferentes lotes da Eugenia uniflora 

(pitanga). Os resultados estão expostos na tabela abaixo (Tabela 1). 

 

Fig.1: A- Crescimento das colônias em meio sólido Ágar 

Sabouraud Dextroxe após 48 horas da realização do 

esfregaço; B- Crescimento de colônias de Candida 

parapsilosis em CHROMOagar-Candida. 

B 

 

A 

 



30 
 
 

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

Técnica de microdiluição (1024µg/mL a 32µg/mL). *Cepa ATCC 22019  **CEPA LM-70.  

 

Logo abaixo está representado (Tabela 2) o resultado do ensaio da microdiluição para as seis cepas 

clínicas e a padrão ATCC 22019. A CIM para o eugenol em 100% das cepas testadas foi de 256 μg/mL, 

enquanto que para nistatina as espécies testadas não foram sensíveis na concentração de 1024 μg/mL. 

Também é possível verificar na tabela os valores referentes às concentrações fungicidas mínimas.    

 

Candida 

parapsilosis 

Eugenol (μg/mL) Nistatina 

(μg/mL) 

Controle 

das cepas** 

RPMI 

+ 

MO 

Controle 

do 

meio*** 

CIM* CFM CFM/ 

CIM 

Atividade 

antifúngica 
CIM** 

ATCC 

22019 
256 256 1 Fungicida + + - 

LM-1 256 256 1 Fungicida + + - 

LM-2 256 256 1 Fungicida + + - 

LM-7 256 256 1 Fungicida + + - 

LM-70 256 256 1 Fungicida + + - 

LM-225 256 256 1 Fungicida + + - 

LM-302 256 256 1 Fungicida + + - 

                                                        Óleos essenciais  

Nome Científico Família 
Nome 

popular 

CIM(µg/mL) Densidade  

g/cm
3 

Lote 

A* B** 

Eugenia uniflora Myrtacea Pitanga 1024 1024 0,905 0717/05209/F Quinare® 

Eugenia uniflora Myrtacea Pitanga 1024 1024 1,044 5579lmv Sigma Adldrich® 

Mentha piperita L. Lamiaceae Menta 64 64 0,899 5579lmv Sigma Adldrich® 

                                                            Fitoconstituinte   

Nome 
Fórmula 

molecular 
CIM (µg/mL) 

Densidade 

g/cm
3
 

Ponto de 

fusão 

°C 

Massa 

molar 

g/mol 

Lote 

 

 Eugenol C10H12O2 

A B  

 1,06 g/cm³ 

 

-7,5  

164,2 g/

mol 

024 

Sigma 

Adldrich® 
32 32 
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Tabela 2: Resultados da avaliação da CIM e CFM do eugenol e nistatina sobre C. parapsilosis 

CIM
*
(Eugenol)100%:64𝜇g/mL 

**: Houve crescimento na maior concetração analisada 
***

: Sem crescimento de micro-organismo 

     

Os dados da micromorfologia estão notificados através das médias das estruturas de virulência 

realizada através da contagem de três campos das lâminas observados sob microscopia óptica para o controle 

e as concentrações estudadas (Gráfico 1 e 2). Ainda é possível evidenciar as estruturas na ausência e presença 

do eugenol (Figura 2 - A, B, C, D).  
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Gráfico 2: Crescimento/inibição de pseudo-hifas e blastoconídeos na 

cepa clínica LM-70 na presença do eugenol nas concentrações CIM, 

CIMX2 e CIMX4 e na ausência (controle) 

 

Gráfico 1: Crescimento/inibição de pseudo-hifas e 

blastoconídeos na cepa  ATCC 22019 na presença do eugenol 

nas concentrações CIM, CIMX2 e CIMX4 e na ausência 

(controle) 
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Fig. 2: Micromorfologia em microscopia óptica (aumento 400X) na ausência (controle) e presença do 

eugenol. (A) C.parapsilosis ATCC22019 na ausência do produto, demonstrando estruturas como 

blastoconídeos e pseudo-hifas. (B) C.parapsilosis ATCC 22019 na presença do fitoconstituinte, observa-se 

poucas leveduras e pseudo-hifas. (C) C. parapsilosis LM-70 na ausência do eugenol exibindo grande 

quantidade de estruturas celulares, blastoconídeos e pseudo-hifas. (D) C.parapsilosis LM-70 sob ação da 

CIM do eugenol, poucas estruturas celulares. 

 

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

eugenol para a C.parapsilosis ATCC 22019, C.parapsilosis LM-70 e o grupo controle (CIM, CIM×2 e 

CIMx4). Para a cepa padrão sob efeito do eugenol houve uma redução do crescimento para a concentração de 

CIM e CIMX2 quatro horas depois do início do ensaio. A cepa clínica exposta ao produto apresentou redução 

do crescimento no tempo de duas horas após o início do experimento na CIM e na CIMx2. A partir do tempo 

referente a 4 horas nenhum crescimento fúngico foi evidenciado.  
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Figura 3: Curva de tempo-morte microbiana para o efeito antifúngico do Eugenol (A) Cepa ATCC 

22019 (B) a cepa clínica LM-70; nas concentrações CIM, CIMX2, CIMX4 nos tempos 0, 2, 4, 8, 12, 

24h.  
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3.4 Discussão  

 

A incidência de infecções fúngicas causadas por C. parapsilosis tem aumentado exponencialmente 

[4,10].
 
Na Europa têm ocorrido uma despolarização nos índices epidemiológicos das doenças fúngicas 

invasivas com aumento significativo de infecções causadas por espécies não-albicans, destacando-se C. 

parapsilosis [33].  

No Brasil são escassos para estudos com espécies não-albicans, especialmente C. parapsilosis. A 

frequência de C. parapsilosis foi expressa em um estudo multicêntrico entre o período de 2003 e 2004 em 11 

hospitais de nove cidades brasileiras constatando-se que C. parapsilosis representou a terceira espécie 

predominante
 
[34]. 

Na cavidade bucal é possível verificar uma larga colonização por espécies albicans e não-albicans. 

Nesta pesquisa diagnosticou-se uma prevalência de 15,3% para Candida parapsilosis, caracterizando a 

espécie como sendo a terceira mais predominante nos isolados bucais dos indivíduos participantes. Essa 

frequência pode ser justificada pelos mecanismos de quórum sensing expressado pela espécie mediante as 

outras comunidades microbianas, tal mecanismo permite que os micro-organismos estabeleçam relações, 

monitore sua densidade populacional e principalmente regulem a expressão gênica, controlando a formação 

de biofilmes e vias de sinalização de fatores de virulência. Esses dados convergem para o estudo de 

Mohiddin
 
et al., [35] o qual avaliou a prevalência de espécies albicans e não-albicans em uma amostra 

composta por 50 crianças portadoras de Síndrome de Down e mais 50 crianças que constituíram o grupo 

controle, os resultados apresentados demonstrou que a Candida parapsilosis figurou como sendo a terceira 

espécie encontrada em ambos os grupos. Sharma e colaboradores [1] apontam em seus estudos que a C. 

parapsilosis foi o tipo de levedura mais encontrada em indivíduos diabéticos tipo II. Esses dados comprovam 

a presença dessa espécie na população microbiana bucal, emergindo como um patógeno importante no 

desencadeamento das micoses bucais.  

Entre os produtos analisados, o eugenol foi o que obteve melhor atividade antifúngica na triagem 

dos produtos. Por outro lado, 100% das cepas ensaiadas mostram-se resistentes a Eugenia uniflora. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Castro e Lima
 
[36] em que 66,7% das cepas de Candida 

albicans (n=5) e Candida tropicalis (n=7) analisadas, apresentou resistência aos óleos essenciais de E. 

uniflora, C. reticulata, M. chamomilla, e Z. officinale. O efeito positivo do eugenol na inibição das cepas 

analisadas pode ser justificado pela reação química que ocorre entre hidroxila (OH) presente no 

fitoconstituinte e os componentes da membrana celular fúngica, ocorrendo o colapso celular resultando na 

morte das leveduras [37].  

Para o teste de microdiluição a atividade antifúngica do eugenol ficou em 256 μg/mL. Resultados 

semelhantes foram descritos por Paula
 
et al., [38] que obteve uma inibição de 90% para a concentração 375 

μg/mL para cepas de C. albicans e C. tropicalis isoladas da cavidade bucal de pacientes soro positivos. Em 

contrapartida Fontanella
 
et al., [39], determinou uma CIM de  620 μg/mL para o eugenol sob cepas de C. 

parapsilosis isoladas de cães, o que pode sugerir uma maior resistência das cepas isoladas desses animais 

quando comparado com as da cavidade bucal desse estudo.  
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A CFM coincidiu com a CIM em todas as cepas ensaiadas. De acordo com os parâmetros 

estabelecidos por Saddiq e Khayyat
 
[30] a substância possui uma atividade fungistática quando a relação 

CFM/CIM ≥ 4 e fungicida quando CFM/CIM <4. Já a metodologia de Hafidh et al.
 
[40] considera essa 

relação 1:1 e 2:1 o produto é considerado fungicida e fungistático com a razão maior que 2:1. Adotando essas 

metodologias, o eugenol demonstrou ter atividade fungicida. Em contrapartida, nos estudos de Marcos Arias
 

et al. [41] evidenciou-se resistência das cepas de C. parapsilosis frente ao eugenol, já para C. albicans, 

tropicalis e glabrata foi encontrada valores de CFMs semelhantes ao da CIM (50µg/mL), esses achados 

comprovam um perfil de menor sensibilidade de C. parapsilosis perante a substâncias antifúngicas.  

O estudo das estruturas de virulência através do ensaio da micromorfologia demonstrou uma 

diminuição nos fatores analisados (pseudo-hifas e blastoconídeos) (Gráfico 1 e 2) demonstrando uma 

dependência da concentração do fitoconstituinte para inibir o crescimento das estruturas (Figuras 2 A,B,C,D). 

Os fatores de virulência tem a capacidade produzir a doença, tornando o fungo mais virulento durante o 

processo infeccioso [42].
 
Uma possível explicação do mecanismo de ação do eugenol sob esses fatores, é que 

supostamente a molécula pode agir inibindo a via de sinalização MAP-K (Mitogen-Actived Protein - Kinase) 

responsável por ativar o gene Cph1 que proporciona a fase filamentosa como também do CLA4, fator 

responsável pela formação de tubo germinativo de hifas. Sugere-se então, que os futuros estudos concentrem 

na elucidação do mecanismo de ação do eugenol sobre a via MAP-K com intuito de esclarecer e consolidar o 

mecanismo de ação do eugenol sobre a inibição dos fatores de virulência. 

No ensaio da cinética, duas cepas de Candida parapsilosis (ATCC 22019, LM-70) foram 

submetidas ao teste de cinética de morte microbiana. Esse experimento realiza uma contagem do número das 

unidades formadoras de colônias por mL (CFU/mL), verificando se o produto testado tem ação fungicida ou 

fungistática, além de analisar a interação entre o produto e o micro-organismo, a fim de caracterizar uma 

relação dinâmica entre a concentração e a atividade ao longo dos tempos avaliados. Analisando os dados 

expressos na Figura 2-A, para a cepa 22019 observou uma diminuição de 3 log10UFC/mL para as 

concentrações de CIM. CIMX2 nas primeiras quatro horas do teste de oito horas em diante não foi observado 

crescimento fúngico, já para a cepa clínica LM-70 em quatro horas o produto já tinha matado 99,9% das 

células viáveis. Em ambas as curvas de morte microbiana o produto teve ação fungicida de acordo com 

critérios preconizados por Klesper et al. [32].  

Nas condições deste experimento observou-se um perfil de resistência da nistatina em relação às 

cepas ensaiadas, não sendo possível determinar CIM para o antifúngico, supondo-se que a concentração para 

sensibilidade destas cepas seja superior a 1024 µg/mL. Corroborando com esse estudo Freire
 
et al [43], relata 

em seus estudos um quadro de resistência a nistatina frente a Candida albicans isoladas da cavidade bucal de 

indivíduos usuários de prótese. Tal fato pode ser explicado pela facilidade ao acesso dos antifúngicos 

disponíveis e o uso desordenado pela população, somado a isto, as pesquisas farmacêuticas para o 

desenvolvimento de fármacos são mais voltados para drogas antibacterianas quando comparado aos 

antifúngicos, tornando o arsenal de drogas antifúngicas mais limitadas quando comparado aos antibacterianos
 

[44]. Dessa forma, torna-se imperante à utilização de forma cautelosa das drogas antifúngicas disponíveis no 

mercado, como também os dados desta pesquisa ratifica a importância de desenvolvimento de novas terapias 

complementares para o tratamento das infecções orais fúngicas. 
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3.5 Conclusões  

 

Os resultados permitem concluir que C. parapsilosis constitui uma espécie prevalente nos isolados 

bucais dos indíviduos da amostra estudada, podendo ser caracterizado como um fungo emergente no 

desenvolvimento da candidíase oral. O eugenol atingiu um efeito fungicida sobre as cepas testadas, 

interferindo no processo no processo de formação das estruturas de virulência e tendo um efeito inibitório 

sobre as células viáveis na curva de morte microbiana. As perspectivas para os próximos estudos 

concentram-se em testes in vitro sobre estruturas alvos específicas do fitoconstituinte na célula fúngica, 

citotoxicidade bem como em modelos animais.  
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4. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

O gênero Candida pode desencadear infecções fúngicas em diversas 

regiões do corpo humano, como por exemplo, a cavidade oral. A candidíase oral 

apresenta maior prevalência de espécies albicans, todavia espécies não-albicans 

têm mostrado coparticipação significativa no desenrolar da patologia, 

especialmente em estados mais avançados ou em quadros de resistência dessas 

espécies as terapias licenciadas, o que dificulta o tratamento, gerando um quadro 

de risco para o indivíduo consequentemente tornando um problema de saúde 

pública. 

Este estudo teve como objetivo isolar, identificar leveduras do gênero 

Candida da cavidade bucal de indivíduos saudáveis sistematicamente e avaliar o 

perfil antifúngico in vitro do fitoconstituinte eugenol presente em diversas plantas 

que são utilizadas pela população.  

A amostra da pesquisa consistiu em 20 indivíduos (n=20), com idade média 

de 50,6 anos e maior prevalência para o sexo feminino. A frequência de espécies 

não-albicans concentrou-se em uma porcentagem de 48,7%, sendo as espécies 

de Candida tropicalis e Candida parapsilosis as espécies mais encontradas após 

Candida albicans.  

Segundo Mímica et al (2009), pesquisas na América do Norte e Europa 

apontam C. glabrata como sendo a espécie não-albicans mais prevalente 

envolvidas em infecções; no Brasil, C . tropicalis tem ocupado essa colocação. 

No Canadá foi realizado um estudo durante um período de cinco anos, o 

qual revelou que C. parapsilosis é a terceira espécie mais prevalente em 

candidemias invasivas.  

No Brasil, são raros os estudos com espécies não-albicans, em especial 

com C. parapsilosis, sendo os dados nacionais escassos quando se tratando da 

referida espécie, os estudos são do tipo observacional e com número limitado a 

hospitais e revisões retrospectivas. A frequência de C. parapsilosis foi expressa 

em um estudo multicêntrico entre o período de 2003 e 2004 em 11 hospitais de 

nove cidades brasileiras constatando-se que C. parapsilosis representou a 

terceira espécie predominante. 
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Diante de todos os achados da literatura e do presente estudo, o eugenol 

tem mostrado um potencial promissor para o desenvolvimento de novos produtos 

à base de produtos naturais.  

Esta investigação representa um estudo da atividade antifúngica do 

fitoconstituinte eugenol frente às espécies de Candida não-albicans, incluindo 

algumas resistentes a antifúngicos sintéticos, isoladas de usuários da cavidade 

bucal de indivíduos saudáveis.  

Como todo estudo científico, a presente pesquisa, apresenta limitações 

como o número reduzido leveduras isoladas para traçar o perfil epidemiológico da 

presença de Candida albicans e não-albicans nos indivíduos analisados, sendo a 

demanda baixa pelo atendimento justificada por características inerentes a fatores 

culturais da comunidade. Ainda, trata-se de um estudo inicial, in vitro, porém com 

cepas clínicas. 

No entanto, os resultados norteiam para futuros estudos que envolvam a 

avaliação da citotoxicidade, atividade antibiofilme, ensaios in vitro mais 

específicos, como por exemplo, em estruturas alvo da célula fúngica e perfil 

mutagênico, associação do eugenol com outros antifúngicos sintéticos licenciados 

e em modelos animais.  

 

. 
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5. CONCLUSÃO 

 

 As espécies de Candida albicans, Candida tropicalis e Candida parapsilosis 

foram as mais prevalentes no isolamento e identificação respectivamente; 

 O eugenol apresentou maior atividade antifúngica dentre as substâncias 

analisadas;  

 A CIM para o eugenol em 90% das cepas de C. tropicalis analisadas foi de 

64 µg/ mL e de 256 µg/ mL para C. parapsilosis em 100% das espécies 

ensaiadas;  

 A substância teste revelou efeito fungicida sobre as cepas testadas;  

 O estudo de associação do eugenol com antifúngico padrão licenciado 

(nistatina) mostrou-se uma atividade antagônica, revelando uma valor de ICIF 

de 8 (oito) para a cepa ATCC 13803 e 6 (seis) para a cepa clínica LM-34;  

 O eugenol interferiu no processo de formação de estruturas de virulência 

importantes no desenvolvimento do processo infeccioso;  

 A cinética de morte microbiana revelou um efeito fungicida do eugenol nas 

três concentrações estudadas no tempo de 24 horas em ambas as espécies 

testadas.  
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APÊNDICE 1- CARTA DE ANUÊNCIA 
 
 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



52 
 
 

APÊNDICE 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Título do Projeto: “Identificação de espécies de Candida da cavidade oral de indivíduos 
usuários de prótese e sensibilidade in vitro a produtos naturais e/ou sintéticos” 
Pesquisador Responsável: José Klidenberg de Oliveira Júnior. 

Orientador: Edeltrudes de Oliveira Lima. 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Prezado (a) Senhor (a) 

 

 Estamos realizando um estudo com o objetivo de identificar os microrganismos do 
gênero Candida, presente nos indivíduos moradores de três comunidades da grande 
João Pessoa, e avaliar a sensibilidade desses microrganismos frente a produtos naturais 
utilizados em uma nas referidas comunidades da cidade de João Pessoa-PB. Esta 
pesquisa se justifica pela necessidade de terapia alternativa no tratamento de infecções 
por Candida na cavidade oral devido a inconvenientes encontrados nos produtos 
alopáticos como alto custo, ineficiência de alguns produtos sintéticos e agressividade ao 
organismo humano. Espera-se que, a partir dos resultados deste estudo, haja o aumento 
do interesse pelo desenvolvimento de produtos naturais com potencial aplicabilidade 
clínica, visando criar novas estratégias de controle químico das infecções da cavidade 
oral por Candida, bem como suprir os inconvenientes e fragilidades dos produtos do 
mercado. Participarão da pesquisa indivíduos moradores das referidas comunidades que 
tenha idade superior a 18 anos e aceitaram participar da pesquisa. As informações serão 
coletadas por meio de formulários de pesquisa e coleta de material biológico da prótese e 
da boca do participante. 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 

José Klidenberg de Oliveira Júnior. Telefone: (83) 9 9 99925634, Endereço: Rua Joaquim Pires 

Ferreira, Bairro dos Estados.  João Pessoa – PB. CEP: 58030229. E-mail: 

joseklidemberg@gmail.com 

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: 58.030-224. Telefone: (83) 3216 7791. E-
mail: eticaccsufpb@hotmail.com 
 

 

 

AUTORIZAÇÃO 
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Após ter sido informado sobre a finalidade da pesquisa “Identificação de espécies de 
Candida da cavidade oral de indivíduos usuários de prótese e sensibilidade in vitro 
a produtos naturais e/ou sintéticos”, AUTORIZO a utilização dos dados por mim 
fornecidos. 

João Pessoa, _____ de _________________ de 2014. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Assinatura da Pesquisadora Responsável 
(José Klidenberg de Oliveira Júnior) 
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Assinatura do voluntário da pesquisa 

 

Impressão Datiloscópica 

 

Assinatura da Orientadora da Pesquisa 
(Edeltrudes de Oliveira Lima) 
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Apêndice 3 – Formulário –A  Formulário de auto avaliação  da saúde bucal 

adaptado de Pinheiro et al., 2005  

 

 

1. Dados pessoais 
 
Comunidade: _____________________________________________________________ 

Data de Nascimento: ___________ Idade: _______      Sexo: ________ Raça:________ 

Naturalidade: __________ Profissão:_____________ 

 
2- Dados socioeconômicos 
 
Grau de escolaridade  
 

Ensino Fundamental Incompleto (   )                     Ensino Fundamental Completo  (   )                          

Ensino Médio Incompleto  (   )           Ensino Médio Completo (   )                Ensino Superior  (   ) 

 

Renda Familiar 

 

1 salário mínimo (   )            Menos de 1 salário mínimo (   )            Mais de 1 salário mínimo (   ) 

Entre 1 e 2 salários mínimos (   )                        2 ou mais salários mínimos (   ) 

 

3- Como classificaria sua saúde bucal? 
 
Péssima(   )            Ruim(   )           Regular(   )            Boa(   )          Ótima(   )        Não sabe(   ) 
 
4-Você alguma vez já recebeu orientação do seu dentista sobre saúde bucal? 

(   ) Sim                (   ) Não 

5- Você tem ou já teve algum problema com seus dentes, boca ou prótese dentária que 

interferem ou já interferiram na sua alimentação?  

Muito frequente (   )   Pouco frequente (   )  Ocasionalmente (    )  Quase nunca (   )   Nunca (   ) 

6- Você tem algum problema com seus dentes?  

(   ) Sim                (   ) Não  

7– Você tem algum problema com suas gengivas?  

(   ) Sim                 (   ) Não 

8 – Você tem sofrido dores na sua boca (dentes, gengiva, bochecha ou língua)?  

Muito frequente (   )   Pouco frequente (   )   Ocasionalmente (   )   Quase nunca (   )   Nunca (  )  
 
9- Quando você ou algum parente sente algum incômodo na boca, vocês costumam 
procurar ajuda de alguém?  
 
(    ) Sim       Quem? ___________ 
(    ) Não 
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Faz ou já fez uso, alguma vez, de plantas para curar doenças da boca 
(    ) Sim  Quais? _______________________ Para que fins?_____________________ 
(    ) Não 
 
10– Você se sente inibido por causa de seus dentes, boca ou prótese dentária?  

 Muito (   )   Pouco frequente (   )     Ocasionalmente (   )      Quase nunca (   )     Nunca (   )  
 
11-Com que frequência você escova os dentes?  
 

Nunca escovei os dentes (   )                          Não escovo todos os dias(    )                                                          

1 vez por dia(    )                                  2 vezes ou mais por dia (   )  

 

12-O que você usa para fazer a higiene de sua boca?  
 

Escova de dente?         (    ) sim                        (   ) não 

Pasta de dente?            (    ) sim                        (   ) não 

Fio dental?                    (    ) sim                       (   ) não 

 

13- Faz o uso de algum tipo de planta para higienizar a boca: 

 

(   ) Sim  Qual?____________________ 

(   ) Não 

 
14- Você tem uma escova de dente só sua?   
 
(    ) Sim, tenho uma somente para mim 

(    ) Não, compartilho minha escova com outra(s) pessoa(s) 

 
15-Com que frequência você troca a sua escova de dente por uma nova? 
 
(    ) Com menos de 3 meses                          (    ) Entre 3 meses e menos de 6 meses                         

(    ) Entre 6 meses e menos de 1 ano          (    ) Com mais de um ano           (    ) Nunca trocou 

 
16- Quando você consultou um dentista pela última vez? 
 
Há menos de 1 ano(    )                           Entre 1 ano e menos de 2 anos(    )                                                  

Entre 2 anos e menos de 3 anos (   )             3 anos ou mais(   )              Nunca consultou(    ) 

 
17- Qual o principal motivo da sua última consulta?  
 

 Revisão, manutenção ou prevenção (    )         Dor de dente(    )                     Extração(    ) 

Tratamento dentário (    )            Problema na gengiva(    )       Tratamento de ferida na boca(   ) 

18- Onde foi à consulta? 
 
 (    ) Unidade de saúde pública (posto  de saúde ou unidade de saúde da família)  

 (    ) CEO (Centro de Especialidade Odontológica) 

 (    ) Hospital Público  

 (    ) Consultório particular ou consultório de estabelecimento privado ou ambulatório de empresa 

ou sindicato  

19- Você usa algum tipo de prótese dentária? 
Não (    )  
Sim, para substituir um dente (    )    

Sim, para substituição de mais de um dente (    )      



56 
 
 

Sim, prótese dentária total (dentadura) em cima (    ) 

Sim, prótese dentária total (dentadura) em baixo (    )  

Sim, próteses dentárias totais (dentaduras) em cima e em baixo (   ) 
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EXAME MICOLÓGICO 

Laboratório de Micologia 
 
 

EXAME MICOLÓGICO 
 
Usuário:  
No Exame: 01 
Material Biológico: Esfregaço da mucosa jugal, palato e língua  
Data:  
 
 
 
EXAME MICROSCÓPICO DIRETO: 
 
(X) A fresco           (  ) KOH           (  ) Ziehl           (  ) Tinta Nanquim           (  ) Gram 
 
Resultado: Leveduras 
 
 
 
CULTURA: 
 
(  )                               (  ) Mycosel Agar    (  ) Ágar Níger    (  ) Ágar Dixon    (X) ChromAGAR 
 
 
Resultado: Candida albicans 
 
 
OBSERVAÇÃO: 
_________________________________________________________________________
_____________________________________________________________________ 
 
 
 
____________________________                                 ____________________________ 
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