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RESUMO 

NOBREGA, J. R. Avaliação da atividade antifúngica in vitro do α-pineno sobre Candida 

spp. isoladas de pacientes com otomicose. 2019. 62p. Mestrado - Programa de Pós-Graduação 

em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, Universidade Federal da Paraíba. 2019. 

 

Os fungos destacam-se em meio as doenças infecciosas devido ao aumento da incidência e das 

taxas de morbidade e mortalidade. Esses micro-organismos são geralmente de natureza 

oportunista, capazes de desenvolver diversas infecções, entre elas, otomicose. Esta é uma 

infecção causada por fungos filamentosos e/ou leveduras que acomete o sistema auditivo. Os 

principais agentes etiológicos envolvidos na otomicose são espécies pertencentes aos gêneros 

Aspergillus e Candida. O tratamento dessa infecção envolve a eliminação dos fatores de risco, 

remoção de detritos, uso de substância antisséptica e/ou fármacos antifúngicos. No entanto, 

com o aumento do número de casos de otomicose, o pequeno número de agentes antifúngicos 

disponíveis, aliado do uso de substância antisséptica sem segurança comprovada e com o 

aumento de cepas fúngicas resistentes, encorajam pesquisadores pela busca por terapias 

alternativas, especialmente por derivados de plantas e seus metabólitos, o qual destaca-se o α-

pineno. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antifúngica do α-pineno contra espécies 

de Candida isoladas de otomicose, por meio dos ensaios in vitro de determinação da 

Concentração Inibitória Mínima (CIM), Concentração Fungicida Mínima (CFM) e avaliação 

das alterações micromorfológicas na presença do fitoconstituinte, bem como investigar o efeito 

da associação entre o monoterpeno e o ácido bórico, empregando a técnica de Checkerboard. 

O α-pineno apresentou atividade antifúngica significativa frente as estirpes ensaiadas, com 

superior atividade inibitória frente a espécie C. parapsilosis. Além disso, a CFM frente as cepas 

C. albicans e C. parapsilosis caracterizou a atividade do monoterpeno como fungicida. O α-

pineno demonstrou ainda ser eficaz em inibir o aparecimento de estruturas fúngicas, como 

pseudo-hifas e causar acentuada diminuição de blastoconídios. Além disso, o estudo de 

associação entre o fitoconstituinte e o ácido bórico produziu efeitos aditivos, sendo os melhores 

resultados observados sobre as cepas de C. parapsilosis. Pode-se ainda inferir que apesar de 

resultados sinérgicos não terem sido evidenciados nesse trabalho, é importante destacar que 

resultados antagônicos não foram produzidos nas combinações testadas. Os dados obtidos no 

presente trabalho fornecem expectativas mais claras para estudos farmacológicos futuros, além 

de destacar a importância do α-pineno como notável composto antifúngico e estimular 

sucessivas pesquisas no intuito de viabilizar sua inserção na terapêutica tradicional, otimizando 

as estratégias farmacológicas contra otomicose. 

Palavras chave: Monoterpenos. Atividade antimicrobiana. Candida parapsilosis. Ácido 

bórico. 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 

NOBREGA, J. R. Evaluation of the in vitro antifungal activity of α-pinene on Candida spp. 

isolated from otomycosis patients. 62p. Master’s Degree - Program of Post-Graduation in 

Natural Products and Bioactive Synthetics, Federal University of Paraíba. 2019. 

 

Fungi stand out among infectious diseases due to the increased incidence and rates of morbidity 

and mortality. These microorganisms are generally opportunistic in nature, capable of 

developing various infections, including otomycosis. This is an infection caused by filamentous 

and/or yeast fungi that affects the auditory system. The main etiological agents involved in 

otomycosis are species belonging to the genera Aspergillus and Candida. Treatment of this 

infection involves elimination of risk factors, debris removal, use of antiseptic and/or antifungal 

drugs. However, the increased number of otomycosis cases, the small number of antifungal 

agents available, the use of antiseptic substances without proven safety, and the increase of 

resistant fungal strains have aroused researcher’s interest in the search for alternative therapies, 

especially for derivatives of plants and their metabolites, which stands out the monoterpene α-

pinene. The objective of this work was to evaluate the antifungal activity of α-pinene against 

Candida species isolated from otomycosis, by means of in vitro assays for the determination of 

Minimum Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Fungicidal Concentration (MFC) and 

evaluation of micromorphological alterations in the presence of the phytoconstituent, as well 

as investigating the effect of the association between monoterpene and boric acid, using the 

Checkerboard technique. The α-pinene showed significant antifungal activity against the 

strains tested, with superior inhibitory activity against C. parapsilosis species. In addition, MFC 

against strains C. albicans and C. parapsilosis characterized fungicidal monoterpene. α-Pinene 

has also been shown to be effective in inhibiting the onset of fungal structures, such as 

pseudohifas, and causing a marked decrease in blastoconidia. Finally, the study of association 

between phytoconstituent and boric acid produced additive effects, the best results being 

observed on the strains of C. parapsilosis. However, although synergic results were not 

evidenced in this study, it is important to note that antagonistic results were not produced in 

any of the combinations performed. The data obtained in the present study provide clearer 

expectations for future pharmacological studies, besides highlighting the importance of α-

pinene as a remarkable antifungal compound and stimulating successive researches in order to 

enable its insertion into traditional therapeutics, optimizing pharmacological strategies against 

otomycosis. 

Keywords: Monoterpenes. Antimicrobian activity. Candida parapsilosis. Boric acid. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os fungos patogênicos emergiram nas últimas décadas como uma ameaça global 

crescente à saúde humana. Esses micro-organismos são geralmente de natureza oportunista, 

capazes de causar diversos tipos de infecções, principalmente, em indivíduos com sistema 

imunológico comprometido; ou que utilizam, por longo período, equipamentos médico-

hospitalares; ou submetidos a processos cirúrgicos; ou por condições em que se produz meio 

susceptível ao crescimento do micro-organismo. Esses organismos causam doenças de um 

espectro variando de infecções superficiais que afetam 1,7 bilhões de indivíduos em todo o 

mundo, a infecções invasivas que matam milhões de indivíduos ao ano (BROWN et al., 2012; 

SPITZER; ROBBINS; WRIGHT, 2017). 

A otomicose é uma infecção fúngica bastante comum em ambulatórios de 

otorrinolaringologia. É uma infecção fúngica que afeta na maioria dos casos apenas o canal 

auditivo externo. Raramente, podem envolver a orelha média, se houver acometimento da 

membrana timpânica (PONTES et al., 2009; ALI et al., 2018). Os sintomas comuns associados 

a essa infecção incluem prurido, dor, plenitude aural, descarga auditiva, deficiência auditiva 

e/ou zumbido. Os principais fatores de risco para otomicose são condições higiênicas 

deficientes; traumas menores; inflamação ou lesão física; prática de natação; e exposição à 

atmosferas quentes e úmidas (ABDELAZEEM, 2015; AGARWAL; DEVI, 2017). 

A otomicose tem sido uma causa preocupante e desafiadora para profissionais da saúde ao 

longo dos anos. Além disso, é de frequente recorrência e pode causar complicações graves. Essa infecção 

é responsável por aproximadamente 9-13% das infecções do canal auditivo, e os patógenos mais 

envolvidos na colonização do ouvido são entre os fungos filamentosos, espécies de Aspergillus; e entre 

as leveduras, o gênero Candida (SATISH, VISWANATHE, MANJULADEVI, 2013; HAGIWARA et 

al., 2018). 

A problemática e alta prevalência de infecções ocasionadas por C. albicans continuam, 

no entanto, com o desenvolvimento de métodos de identificação molecular, o número de 

infecções causadas por espécies não-albicans têm aumentado. Este grupo inclui, entre outras, 

as espécies C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. A patogenicidade de Candida 

spp. é atribuída aos diversos fatores de virulência apresentados por este gênero, entre eles: 

adesão de células epiteliais; capacidade de formação de biofilmes; secreções enzimáticas 

hidrolíticas etc. Além disso, a produção de biofilme está relacionada a um alto nível de 
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resistência antifúngica, bem como contribui para a persistência da infecção. Na otomicose, 

essas leveduras crescem e se fixam no sistema auditivo, formando uma massa de detritos 

(SILVA et al., 2012a; RODRIGUES; SILVA; HENRIQUES, 2014; SILVA et al., 2017). 

O tratamento na otomicose envolve a remoção de detritos do canal e completa limpeza; 

uso de agentes antifúngicos e/ou uso de substâncias antissépticas. Os antifúngicos disponíveis 

para o tratamento incluem medicamentos de administração tópica ou sistêmica, utilizando-se 

de mecanismos diversos com atividade fungistática ou fungicida. Além dos fármacos 

antifúngicos, outras substâncias são usadas no tratamento de otomicose, incluindo os agentes 

antissépticos (SHARIFYNIA et al., 2016).  

Os antissépticos são formulações utilizadas para inibir ou eliminar o crescimento de 

micro-organismos quando aplicados sobre a pele ou mucosas (PEREIRA et al., 2015). Diversos 

estudos destacam a importância e a grande utilização destes compostos no tratamento de 

otomicose, entre eles, o ácido bórico destaca-se pelas propriedades bacteriostáticas e 

fungistáticas apresentadas. Estudos recentes mostram as suas várias aplicações, como: 

inseticida, conservante e lubrificante, além de ser utilizado em escala industrial (SCHMIDT, 

2017; SALIHOGLU et al., 2017). 

O aparecimento de cepas multirresistentes aos antifúngicos é um fenômeno 

crescentemente reconhecido. Além disso, a toxicidade apresentada pelos antifúngicos e o 

pequeno número de medicamentos disponíveis para o tratamento de infecções fúngicas têm 

chamado a atenção para a busca de novos compostos com propriedades antifúngicas eficazes 

(SILVA et al., 2012a; PAULA et al., 2014; CAMPOY; ADRIO, 2017). 

Os produtos naturais se mostram como uma das principais fontes de substâncias 

potencialmente ativas, que podem produzir tratamentos eficazes tornando-se cada vez mais 

importantes e estudas. Entre eles, as plantas têm sido amplamente utilizadas na medicina a um 

longo período de tempo, em particular, na medicina popular, pois podem ser aplicadas a 

diversas doenças, são facilmente acessíveis e representam uma ótima alternativa econômica. 

No entanto, diversos são os compostos produzidos nos vegetais, que se classificam em 

metabólitos primários ou secundários. Esses são os responsáveis pela variabilidade biológica 

apresenta pelas plantas, os quais se destacam os óleos essenciais por apresentarem atividade 

antimicrobiana intrínseca (SARDI et al., 2013; NASCIMENTO JÚNIOR et al., 2016). 
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Os óleos essenciais apresentam-se como misturas líquidas, voláteis, límpidas e 

coloridas de vários compostos aromáticos, merecendo destaque por serem misturas complexas 

constituídas, predominantemente, por substâncias da família dos terpenoides, ente eles se 

destacam os monoterpenos por suas atividades biológicas marcantes. Entre os monoterpenos 

bicíclicos destaca-se o α-pineno, um fitoconstituinte monoinsaturado, com odor resinoso, 

podendo ser encontrado principalmente em óleos essenciais de coníferas. Sua atividade 

biológica vem sendo estudada cada vez com maior intensidade, devido aos significativos 

resultados encontrados (HIM et al., 2008; SATOU et al., 2014; EDUARDO et al., 2018). 

Considerando a importância clínica da otomicose causada por leveduras do gênero 

Candida, e baseando-se no potencial biológico contido nos monoterpenos, se faz necessário o 

estudo para avaliar a atividade antifúngica de fitoconstituintes com promissora atividade 

antifúngica, além de observar as possíveis alterações micromorfológicas provocadas por esses 

metabólitos, e consequentemente avaliar sua possível inserção como uma nova opção 

terapêutica. Além disso, o estudo de monoterpenos quando associados com substâncias 

antifúngicas já utilizadas nessa condição clínica, pode apontar para novas possibilidades 

terapêuticas no tratamento da otomicose, ou por aumentar a eficácia, ou por evitar a inativação 

por inibir mecanismos de resistência. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

As infecções fúngicas se destacam em meio as doenças infecciosas devido à incidência 

e taxas de morbidade e mortalidade cada vez mais crescentes. Acredita-se que esse fato ocorra 

devido a utilização de tratamentos mais invasivos, como o transplante de células-tronco 

hematopoéticas, transplante de órgãos, uso de novos agentes quimioterápicos, 

imunomoduladores, acarretando o aumentando do número de pacientes imunocomprometidos, 

os quais são os mais afetados e que necessitam de tratamento a longo prazo (BROWN; 

DENNING; LEVITZ, 2012; SULEYMAN; ALANGADEN, 2016). 

Apesar das infecções fúngicas ainda serem subestimadas e as mortes resultantes dessa 

condição clínica, frequentemente, negligenciadas, tais infecções tornam-se cada vez mais 

incidente. Por exemplo, no Brasil atualmente com uma população superior a 200 milhões de 

pessoas, nenhuma das infecções fúngicas em humanos está atualmente na lista de doenças 

relatadas oficialmente, mascarando a real incidência de infecções superficiais e/ou invasivas no 

país causadas por fungos. No entanto, observa-se com clareza que a incidência varia de acordo 

com regiões geográficas, hábitos culturais, condições socioeconômicas e condições individuais 

de risco para colonização por esses micro-organismos (GIACOMAZZI et al., 2016). 

A otomicose ou otite fúngica é uma infecção unilateral ou bilateral de caráter 

superficial agudo, subagudo ou crônico causada por leveduras e/ou fungos filamentosos que 

acometem a orelha externa, incluindo o pavilhão auricular e o canal auditivo externo; e a orelha 

média quando ocorre perfuração do tímpano (Figura 1, p. 19). Também chamada e orelha de 

natação, otite tropical e orelha fétida, a maioria dos organismos fúngicos envolvidos nessa 

infecção são saprófitos, devido a exposição continuada da orelha a uma variedade de micro-

organismo (HAJA; SHAIK; SIVA, 2017; KUMARAN; KAVITHA, 2017; ALARID-

CORONEL et al., 2018). No contexto atual, a taxa de frequência de otomicose é maior entre os 
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pacientes na faixa etária de 26 a 50 anos. No entanto, esse perfil pode variar de acordo com a 

região geográfica e condições de estudo (ALI; ELHAG; IBRAHIM, 2018). 

Diversos fatores de predisposição estão envolvidos na causa da otomicose, de origem 

fisiológica ou exógena, como: falhas nos mecanismos de defesa da orelha (alteração no pH do 

canal auditivo, alteração no epitélio de revestimento, mudanças quantitativas ou qualitativas da 

produção de cerume), trauma por limpeza excessiva, uso de prótese auditiva, uso de piercing, 

entrada de corpos estranhos no canal, exposição frequente a água (natação) ou associada a 

infecções bacterianas de origem desconhecida. Outros fatores de risco que se destacam, de 

forma geral, são: o uso de antibióticos de amplo espectro, o uso de esteroides, desordens 

endócrinas, neoplasias e doenças autoimunes (KAZEMI et al., 2015; CHERAGHSAHAR et 

al., 2017). 

Figura 1 - Anatomia do ouvido externo, médio e interno. 

 

Fonte: Adaptada de Chittka; Brockmann (2005, p. 564). 

A otite fúngica é comumente associada a regiões geográficas tropicais, de clima quente 

e úmido (ABDELAZEEM et al., 2015). Além disso, fatores anatômicos relacionados ao canal 

auditivo, como tortuosidade, diâmetro e comprimento não são fatores de risco para o 

desenvolvimento da otomicose (BHALLY et al., 2004). 

Estudos evidenciaram que os micro-organismos mais comuns isolados em casos de 

otomicose foram Aspergillus niger, seguido por A. flavus, A. fumigatus. Enquanto, espécies de 
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Candida são consideradas as principais entre as leveduras envolvidas nessa infecção (SATISH, 

VISWANATHE, MANJULADEVI, 2013; BARATI et al., 2011; PANCHAL et al., 2013; ANEJA 

et al., 2010; CHERAGHSAHAR et al., 2017). A diferença de variabilidade observada nesse 

tipo de infecção é explicada pela ampla distribuição geográfica e pelos diversos fatores 

ambientais que os fungos estão expostos (ALI et al., 2018). 

Trabalhos publicados recentemente demonstram uma variedade de organismos 

fúngicos envolvidos na etiologia da otomicose, incluindo espécies dos gêneros Aspergillus, 

Candida, Penicillium, Fusarium, Mucoraceae, Scopulariopsis, Alternaria e Malassezia, bem 

como vários dermatófitos. É indiscutível que o gênero Aspergillus seja o de maior incidência, 

em especial, a espécie A. niger, sendo a mais isolada em estudos recentes, embora A. flavus e 

A. fumigatus também estejam entre as mais comuns (AGARWAL; DEVI, 2017; CHAPPE et 

al., 2018). Fato importante a se destacar é que o gênero Candida é considerado o segundo 

principal agente etiológico envolvido na otomicose, especialmente as espécies C. albicans, C. 

parapsilosis, C. auris e C. tropicalis. Além disso, é fato que alguns estudos citam este gênero 

como principal micro-organismo isolado. Geralmente, Candida spp. estão envolvidas nessa 

infecção como patógeno único ou associado a outros micro-organismos (KUMARAN; 

KAVITHA, 2017; SURANENI et al., 2017; ALI et al., 2018). Por esta razão, destaca-se a 

importância do estudo com essas leveduras. 

O gênero Candida tem se destacado nos últimos anos, por espécies deste gênero 

pertencerem a microbiota humana, podendo se tornar patógenos oportunistas, por meio da 

manifestação dos fatores de virulência do micro-organismo, devido às condições fisiológicas 

ou imunológicas do indivíduo. Entre os principais fatores de virulência associados ao gênero 

Candida, estão: adesão de células epiteliais; capacidade de formação de biofilmes; secreções 

enzimáticas hidrolíticas, tais como: proteases, fosfolipases e hemolisinas; evasão de células 

fagocitárias e transição entre estados de levedura e hifa, tornando-se capazes de adentrar tecidos 

(CHAVES; SANTOS; COLOMBO, 2012; CHAVES et al., 2013).  

De acordo com sua classificação taxonômica, o gênero Candida pertence ao Domínio 

Eukarya, Reino Fungi, Divisão Eumycota, Subdivisão Deuteromycotina, Classe 

Hemiascomycetes, Ordem Saccharomycetales, Família Saccharomycetoceae, Gênero Candida. 

Sua composição é heterogênea e compreende mais de 200 espécies de organismos 

leveduriformes eucarióticos, que fazem parte da microbiota de diversas regiões do corpo, tais 
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como: orofaringe, cavidade bucal, brônquios, vagina e unhas (HOOG et al., 2001; SILVA et 

al., 2012a). 

No sistema auditivo, à medida que essas leveduras crescem, as camadas superficiais 

das células epiteliais são fundidas e preenchem o canal auditivo com uma massa de detritos, 

isso ocorre porque o processo infeccioso leva a um desequilíbrio lipídico/ácido da orelha, 

ocasionando um processo inflamatório (RATHOD et al., 2017). O comprometimento desse 

sistema fisiológico leva o indivíduo a apresentar diversos sintomas, como por exemplo: otalgia, 

otorreia, prurido, zumbido, plenitude aural, bloqueio e/ou perda auditiva. No entanto, muitas 

vezes essa infecção permanece despercebida e sem acompanhamento médico até ocorrer 

complicações graves, como rompimento do tímpano, que possivelmente levará a um duradouro 

acompanhamento e tratamento farmacológico (DHINGRA; DHINGRA, 2014; KUMAR; 

KUMAR; KUMAR, 2017).  

O diagnóstico da otomicose é realizado por exame microscópico direto do material 

fúngico. Porém, esse exame pode apresentar resultados conflitantes, pois os detritos auditivos 

podem assemelhar-se a Candida spp. ou dermatófitos. Além disso, material insuficiente pode 

levar a resultados falso-negativos. Portanto, a cultura de células continua sendo o teste de 

diagnóstico desejável nesse tipo de infecção (ALARID-CORONEL et al., 2018). Em 

contrapartida, estudos afirmam que a cultura raramente é necessária, por não alterar o manejo 

farmacológico (GUITTEREZ et al., 2005; EDWARD; IRFANDY, 2012). Sabe-se que apesar 

de raramente ser uma ameaça à vida, a otomicose é um processo desafiador e frustrante para os 

pacientes, otorrinolaringologistas e demais profissionais de saúde, pois geralmente requer longo 

período de tratamento e acompanhamento (HO et al., 2006; MOFATTEH et al., 2018). 

O tratamento intensivo da otomicose envolve desde a eliminação dos fatores de risco; 

remoção de detritos e limpeza completa do canal; até o uso de substâncias antissépticas e/ou 

fármacos antifúngicos (EDWARD; IRFANDY, 2012). Embora, vários estudos tenham avaliado 

a eficácia de diversos agentes antifúngicos, não existe um consenso ou protocolo a ser seguido 

sobre o fármaco mais efetivo para o tratamento. Por esta razão, várias classes de medicamentos 

antifúngicos têm sido usadas na clínica com sucesso variável, devido os micro-organismos 

envolvidos na otomicose serem de origem diversas, possuírem perfis de susceptibilidade 

antifúngica variada ou ainda por apresentarem mecanismos de resistência. Outro componente 

fundamental do tratamento inclui manter o ouvido seco com o objetivo de restaurar as 
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características fisiológicas do sistema (VENNEWALD; KLEMM, 2010; GHARAGHANI; 

SEIFI; MAHMOUDABADI, 2015; ALI; ELHAG; IBRAHIM, 2018). 

Os compostos antifúngicos utilizados no tratamento da otite fúngica são, normalmente, 

administrados por via tópica e preparados como solução otológica estéril de baixa concentração. 

Os principais fármacos utilizados descritos na literatura são: clotrimazol, tioconazol, miconazol 

e nistatina. Entretanto, em muitos casos são administradas soluções ácidas e/ou desidratantes 

de administração otológica com características antissépticas e baixo efeito tóxico, como: ácido 

acético, ácido bórico, acetato de m-cresol, entre outros, acetato de fenil-mercúrio, acetato de 

alumínio (solução a 5%), violeta de genciana, entre outros (VENNEWALD; KLEMM, 2010; 

HAMZA et al., 2011; ROMSAITHONG et al., 2016).  

Os azóis constituem a maior e principal classe de agentes antifúngicos utilizados na 

otomicose. Essa classe é constituída de moléculas orgânicas cíclicas, introduzidas pela primeira 

vez como antifúngicos na década de 1980. Esses antifúngicos podem ser classificados em dois 

grupos: imidazóis e triazóis. Os imidazóis (clotrimazol, miconazol e cetoconazol) foram os 

primeiros azóis desenvolvidos. No entanto, devido à sua alta toxicidade, efeitos colaterais 

graves e inúmeras interações com outros fármacos, eles foram substituídos pelos triazóis 

(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).  

De forma geral, os triazóis são compostos heterocíclicos com anel pentagonal. Seu 

mecanismo de ação funciona interrompendo a biossíntese do ergosterol promovendo a inibição 

da enzima 14-α-esterol desmetilase, uma enzima dependente do citocromo P-450, que é 

responsável pela conversão do lanosterol em ergosterol (Figura 2). Desta forma, promovem o 

comprometimento da biossíntese do principal esterol da membrana celular fúngica, causando 

uma alteração do equilíbrio hidroeletrolítico da membrana por desagregar o arranjo compacto 

das cadeias acil dos fosfolipídeos, interferindo nas funções de sistemas enzimáticos associados 

à membrana, promovendo falha no processo de replicação do fungo, inibindo assim o seu 

crescimento (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; CAMPOY; ADRIO, 2017). 
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Figura 2 – Parede celular, membrana fúngica e mecanismo de ação dos azóis.  

 

Fonte: Adaptada de Spitzer; Robbins; Wright (2017, p. 171). 

Nos Estados Unidos, o clotrimazol, em solução tópica otológica a 1%, é considerado 

o fármaco de primeira escolha para o tratamento de otomicose sem complicações. Embora, esse 

derivado imidazólico tenha eficácia comprovada contra um amplo espectro de patógenos e não 

tenha demonstrado ototoxicidade, ele não possui indicação específica para otomicose 

(MUNGUIA; DANIEL, 2008; CROWLEY; GALLAGHER, 2014). Entretanto, os estudos 

encontrados na literatura que utilizam desse tratamento são conduzidos com um número 

limitado de casos e a eficácia terapêutica, normalmente, é avaliada apenas pela resolução dos 

sintomas. Além disso, observa-se que a eficácia dos azóis na otomicose parece depender da 

duração do tratamento (SURANENI et al., 2017; OMRAN et al., 2018). 
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Em casos de otomicose refratária, crônica ou com comprometimento da membrana 

timpânica se faz necessário, na maioria dos casos, o uso de uma terapia antifúngica oral 

(RAVINDRAN; SAGESH, 2017). A terapia farmacológica utilizada nessa infecção é 

considerada limitada, quando comparada ao arsenal de antifúngicos disponíveis. Acredita-se 

que isso seja atribuído a via de administração pretendida para o tratamento ou aos possíveis 

efeitos tóxicos apresentados pelos antifúngicos (SILVA et al., 2012a). 

Além dos antifúngicos comercializados, outras substâncias com propriedades 

antifúngicas podem ser usadas no tratamento de otomicose, incluindo os agentes antissépticos. 

Os antissépticos são formulações utilizadas para inibir ou eliminar o crescimento de micro-

organismos quando aplicados sobre a pele ou mucosas. Muitos apresentam atividade 

antifúngica significativa, entretanto, alguns fatores podem levar a ineficácia da ação dessas 

substâncias, incluindo a resistência dos micro-organismos, a inativação devido à diluição da 

substância ou o antagonismo quando usadas com outras substâncias (PEREIRA et al., 2015). 

Diversos estudos destacam a importância e a grande utilização dos antissépticos no 

tratamento da otomicose. Entre eles, destaca-se o ácido bórico, também conhecido como ácido 

borácico, é um ácido inorgânico disponível na forma de pó cristalino branco, inodoro e 

facilmente solúvel em água, cuja fórmula molecular é H3BO3 (Figura 3, p. 24). Na natureza sua 

fraca produção se dá em minerais, água do mar e frutas. Tem propriedade antisséptica moderada 

com mecanismo de ação pouco claro. O ácido bórico também possui propriedades 

bacteriostáticas e fungistáticas. Apresentando várias outras aplicações, como: inseticida, 

conservante e lubrificante, além de ser utilizado em escala industrial. Na medicina é usado como 

antisséptico na lavagem ocular ou no tratamento de cortes e queimaduras menores, acne, aftas, 

podendo ainda ser usado no tratamento de segunda linha em infecções fúngicas vulvovaginais 

complicadas (IAVAZZO et al., 2011; SALIHOGLU et al., 2017). Nos últimos anos, também 

vem sendo empregado no tratamento de otite média, sendo administrado na concentração de 

4% diluída em álcool a 70% ou água destilada (OZTÜRKCAN et al., 2009; LOOCK, 2012).  
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Figura 3 - Molécula do ácido bórico. 

 

Fonte: Adaptado de Silva e colaboradores (2016, p. 6633). 

O uso de soluções de ácido bórico como tratamentos antissépticos pode ser rastreado 

até o trabalho pioneiro de Lister, relatado em 1875, além de ser frequentemente recomendado 

na literatura não científica (WORBOYS, 2013). É importante ressaltar que não parece haver 

um mecanismo específico de resistência ao ácido bórico que diminua o potencial terapêutico 

dessa substância (SCHMIDT, 2017). Recentemente, estudos demonstraram que o ácido bórico 

atua, possivelmente, aumentando lentamente a permeabilidade da célula fúngica, diminuindo a 

síntese de ergosterol e causando a supressão da transformação de hifa-levedura (SCHMIDT et 

al., 2010; DE SETA; HUNTER; LARSEN, 2014). Outros estudos indicaram ainda que o ácido 

bórico pode ter uma influência nos mecanismos de biossíntese da parede celular em bactéria 

(DE SETA et al., 2009; POINTER; BOYER; SCHMIDT, 2015). 

Devido ao aumento do número de casos relatados de otomicose e o pequeno número 

de fármacos antifúngicos disponíveis que possam ser utilizados nesse tipo de infecção, as 

substâncias antissépticas têm se tornado uma alternativa farmacológica para o tratamento da 

otomicose. No entanto, estudos com o propósito de garantir a segurança no uso otológico dessas 

substâncias devem ser realizados. Diante do exposto, faz-se necessária a busca por terapias 

alternativas, especialmente por derivados de plantas e seus metabólitos. Logo, esses compostos 

são reconhecidos como fontes de agentes terapêuticos de diversidade estrutural química com 

atividade biológica reconhecida (LAHLOU, 2007; NASCIMENTO JÚNIOR et al., 2016). 

Diversas são as substâncias produzidas nos vegetais, que podem ser divididas em dois 

grandes grupos. O primeiro, denominado de metabólitos primários ou macromoléculas, 
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apresentam funções vitais bem definidas e são essenciais a manutenção e sobrevivência dos 

vegetais, incluem os lipídeos, glicídios, nucleotídeos e protídeos. O metabolismo das vias 

biossintéticas para produção dessas substâncias, originam, via gasto de energia. O primeiro 

grupo de compostos encontrados nos vegetais, são denominados por metabólitos secundários 

ou micromoléculas, geralmente apresentando estrutura complexa, baixa massa molecular e 

marcantes atividades biológicas. No entanto, são encontrados em baixas concentrações e em 

grupos de plantas específicas (POSER; MENTZ, 2004).  

A atividade antimicrobiana apresentada pelas plantas é caracterizada pela presença de 

compostos químicos, oriundos do metabolismo secundário, como alcaloides, glicosídeos, óleos 

essenciais e seus fitoconstituintes, flavonoides, taninos e cumarinas. Além dessa propriedade 

intrínseca, tais substâncias podem alterar o efeito de fármacos antimicrobianos, seja 

aumentando ou diminuindo sua atividade. Além disso, a utilização dessas substâncias pode 

representar um avanço contra os mecanismos de resistência que inativam fármacos 

antimicrobianos (MIRON et al., 2014). 

Dentre os metabólitos secundários derivados de plantas, destacam-se os óleos 

essenciais, os quais a Organização Internacional de Normalização (ISO/D1S9235.2) define 

como um produto feito por destilação com água ou vapor, ou por processamento mecânico ou 

por destilação a seco de materiais naturais. Eles aparecem como misturas líquidas, voláteis, 

límpidas e coloridas de vários compostos aromáticos. Os óleos essenciais são obtidos de todas 

as partes da planta, principalmente de ervas e especiarias, embora atualmente sejam examinadas 

novas fontes desse metabólito, como a partir de resíduos alimentares. Usos medicinais dessas 

substâncias são documentados com supostas atividades biológicas, como: anti-inflamatória, 

analgésica, sedativa, antimicrobiana, espasmolítica, anestésica, antioxidante, entre outras 

(AMORATI; FOTI; VALGIMIGLI, 2013; FENGFENG et al., 2017).  

Os óleos essenciais são constituídos predominantemente por substâncias da família 

dos terpenos, que formam estruturalmente e funcionalmente diferentes classes de metabólitos 

pela combinação de unidades de isopreno (C5H8), que se origina do ácido mevalônico. O 

isopreno é um composto orgânico da classe dos alcadienos. Os principais compostos terpênicos 

são: os monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), 

tetraterpenos (C40), polisoprenoides (nC) e seus derivados oxigenados (terpenoides) 

(BAKKALI et al., 2008). 
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Os monoterpenos são divididos em três grandes subgrupos: os acíclicos (geraniol, 

citral e linalol); os monocíclicos (α-terpineol e terpinoleno); e os bicíclicos (α-pineno, β-pineno, 

tujona e fenchona). São arrastados pelo vapor d’água livres de outros componentes por serem 

altamente voláteis, geralmente são utilizados no meio industrial por suas características 

organolépticas marcantes (SIMÕES, SPITZER, 2010). 

Os pinenos fazem parte do grupo dos monoterpenos bibíclicos. Eles apresentam dois 

isômeros constitucionais ativos, ambos possuem enantiômeros conhecidos na natureza como (-

)-α-pineno, (+)-α-pineno, (-)-β-pineno e (+)-β-pineno, podendo ocorrer em várias proporções 

dependendo da sua origem vegetal (Figura 4). A mistura racêmica está presente em alguns óleos 

essenciais e podem ser encontrados em plantas da região Nordeste do Brasil como a malva-

santa, eucalipto, erva de santa maria, manjericão e pimenta preta (JUCÁ, 2007; TABANCA et 

al., 2007; YANG et al., 2011). Ambos os isômeros são produzidos a partir do difosfato de 

geranil através da ciclização do difosfato de linalil, e seguido pela perda de prótons no 

carbocátion (DEWICK, 1997). 

Figura 4 - Fórmula estrutural dos enantiômeros α e β-pineno.  

 

Fonte: Silva e colaboradores (2012b, p. 6306). 

O α-pineno (2,6,6-trimetil bicíclico [3.1.1]-hept-2-eno) é um composto 

monoinsaturado, com um odor resinoso característico, tipo madeira. Esse fitoconstituinte pode 

ser encontrado nos óleos essenciais de coníferas, alecrim e lavanda. Sob condições normais ele 

é altamente volátil, devido à sua alta pressão de vapor (HO et al., 2011). Em relação a sua 

atividade biológica, já é evidenciada propriedades larvicida (GOVINDARAJAN et al., 2016), 
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antinociceptiva (HIM et al., 2008), anti-inflamatória (KIM et al., 2017), antibacteriana 

(EDUARDO et al., 2018), além de prevenir o estresse oxidativo (KARTHIKEYAN et al., 

2018). Também foi evidenciado que a inalação do α-pineno produziu efeito ansiolítico em um 

teste de labirinto elevado em ratos (SATOU et al., 2014). Foi comprovado ainda que a 

estimulação olfativa pelo fitoconstituinte também induz relaxamento fisiológico, provocando 

uma diminuição significativa da frequência cardíaca (IKEI; SONG; MIYAZAKI, 2016). 

Diante dessa realidade, faz-se necessária a experimentação de substâncias com 

promissor potencial antifúngico contra cepas do gênero Candida isoladas de otomicose, para 

que se possa determinar a atividade dessas substâncias e, consequentemente, estudar sua 

inserção como uma nova opção terapêutica. Ainda, tornar essas substâncias, uma alternativa 

que poderá ser explorada com o uso combinado com outros agentes antifúngicos, com o objeto 

de melhorar o tratamento ou extinguir a problemática frente a otomicose. 

Baseado no potencial biológico contido nos monoterpenos, em especial no α-pineno, 

esse trabalho se propôs a avaliar a atividade antifúngica desse fitoconstituinte frente estirpes de 

Candida ssp. e ainda, avaliar a atividade antifúngica das principais opções terapêuticas 

disponíveis utilizadas na otomicose, como: o clotrimazol e ácido bórico, a fim de que seja 

descoberta uma possível alternativa terapêutica no combate a esta infecção, seja no uso isolado 

do monoterpeno ou quando combinado com os agentes de caráter antifúngico descritos 

anteriormente. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

Investigar a atividade antifúngica in vitro do α-pineno contra espécies de Candida 

isoladas de pacientes com otomicose. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do α-pineno contra cepas 

de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis isoladas de pacientes com otomicose; 

• Determinar a CIM do clotrimazol e do ácido bórico frente os mesmos isolados; 

• Determinar a Concentração Fungicida Mínima (CFM) do monoterpeno contra 

os organismos fúngicos em análise; 

• Avaliar a interferência do monoterpeno sobre a micromorfologia das leveduras;  

• Investigar o efeito da associação entre o fitoconstituinte e ácido bórico frente a 

espécies de Candida. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 LOCAL DE DESENVOLVIMENTO DO ESTUDO 

Os ensaios laboratoriais foram realizados no Laboratório de Micologia (LM) do 

Departamento de Ciências Farmacêuticas, Centro de Ciências da Saúde (CCS), Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB), João Pessoa, Paraíba, sob a coordenação da Prof.ª Dra. Edeltrudes 

de Oliveira Lima. O laboratório dispõe de estrutura, substâncias, materiais e equipamentos 

adequados e suficientes para a realização dos experimentos descritos. O período de execução 

do estudo decorreu de março de 2017 até novembro de 2018.  

4.2 ASPECTOS ÉTICOS 

Foi solicitado ao Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos a isenção do Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), com base na resolução do Conselho Nacional 

de Saúde (CNS) nº 466 de 12 de dezembro de 2012, item IV.8 que contempla a dispensa do 

TCLE em situações de impossibilidade de obtenção. Essa solicitação foi fundamentada por ser 

um estudo experimental, qualitativo-quantitativo, analítico/descritivo que contempla o uso dos 

micro-organismos isolados a partir dos exames micológicos de indivíduos com otomicose, que 

se encontravam armazenados como parte da rotina de uma instituição privada, localizada na 

cidade de João Pessoa, Paraíba. Portanto, as etapas do estudo foram realizadas sem adição de 

riscos ou danos aos participantes da pesquisa ou prejuízos ao bem-estar dos mesmos. Esse 

estudo foi conduzido após aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa em Seres Humanos, com 

parecer consubstanciado favorável (Anexo 1), número 2.410.809, no dia 01 de dezembro de 

2017, João Pessoa, Paraíba pelo Comitê de Ética e Pesquisa em Seres Humanos do CCS. 

O pesquisador, orientador e demais colaboradores envolvidos no Projeto em questão 

se comprometem, individual e coletivamente, a utilizar os dados provenientes deste, apenas 

para os fins descritos e a cumprir todas as Diretrizes e Normas descritas na Resolução CNS 

nº466/12, e suas complementares. 
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4.3 PRODUTOS TESTES 

O monoterpeno α-pineno foi adquirido da Sigma-Aldrich®, São Paulo - SP, Brasil com 

grau de pureza de 98% e densidade igual a 0,858 g/mL. Para realização dos ensaios de avaliação 

da atividade antifúngica, o fitoconstituinte foi solubilizado em água destilada estéril, com 

Tween 80 a 2% e Dimetilsulfóxido (DMSO) em uma proporção de até 10% (HOOD; 

WILKINSON; CAVANAGH, 2003). 

O antifúngico padrão, clotrimazol, foi adquirido da Henrifarma Produtos Químicos e 

Farmacêuticos Ltda., São Paulo - SP, Brasil. Esse fármaco foi selecionado para a execução dos 

ensaios propostos por se tratar de um princípio ativo de uso terapêutico aprovado pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil, além de ser um fármaco de escolha 

utilizado na condição clínica em estudo. 

O ácido bórico foi adquirido da Henrifarma Produtos Químicos e Farmacêuticos Ltda., 

São Paulo - SP, Brasil. Esse ácido foi utilizado para execução dos ensaios por se tratar de um 

composto antisséptico utilizado no tratamento de otomicose. O ácido bórico foi solubilizado 

em água destilada estéril no momento da realização dos ensaios. 

4.4 MEIOS DE CULTURA 

Para a manutenção das cepas e realização dos ensaios de atividade antifúngica foram 

utilizados, respectivamente, o Agar Sabouraud Dextrose (ASD) da Difco Laboratories Ltd, 

USA e o Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), com L-glutamina e sem 

bicarbonato da Investigação Laboratorial Ltda. (INLAB), São Paulo - SP, Brasil. Os meios 

foram mantidos e preparados conforme as recomendações dos fabricantes. O ASD foi 

distribuído em tubos de ensaios de vidro neutro e esterilizados de 20 mm x 200 mm, em volume 

adequado, cerca de 8 mL, para semear colônias de leveduras. Enquanto, o RPMI 1640 com L-

glutamina e sem bicarbonato foi preparado e distribuído em tubos de ensaio de vidro neutro e 

esterilizados de 15 mm x 150 mm antes da realização dos ensaios. 

4.5 CEPAS DO GÊNERO Candida 

Para os ensaios da atividade antifúngica, foram utilizadas leveduras da linhagem 

padrão American Type Culture Collection (ATCC®) e originados de pacientes com otomicose. 

Foram utilizadas 14 amostras fúngicas, pertencentes as seguintes espécies:  
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• C. albicans (Robin) Berkhout, 1923: LM-19, LM-133, LM-77, LM-701, LM-18 e 

ATCC® 60193™; 

• C. parapsilosis (Ashford) Langeron et Talice, 1934: LM-87, LM-20, LM-107 e 

ATCC® 22019™;  

• C. tropicalis (Castellani) Berkhout, 1931: LM-177, LM-808, LM-217 e ATCC® 

13803™.  

Os isolados clínicos foram obtidos a partir de um laboratório privado, localizado na 

cidade de João Pessoa, Paraíba - PB, Brasil como parte da rotina laboratorial. Os micro-

organismos foram selecionados de acordo com a solicitação médica da coleta de material 

fúngico do canal auditivo, como suspeita de infecção de ouvido associada a espécies fúngicas. 

Após isolamento e identificação das espécies referentes ao gênero Candida, essas foram 

semeadas em ASD, e após seu crescimento, foram mantidas sob refrigeração a ± 4ºC. As 

estirpes utilizadas estão depositadas e registradas na Micoteca do Laboratório de Pesquisa: 

Atividade Antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, CCS, 

UFPB. Todas as estirpes foram repicadas em ASD e incubadas a 35 ± 2ºC, por 24-48 horas 

antecedentes ao experimento, a fim de revitalizá-las. 

4.6 INÓCULO 

Para preparação do inóculo, colônias de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis 

foram semeadas em ASD e incubadas a 35 ± 2ºC, por 48 horas antes da realização dos 

experimentos, como descrito anteriormente. Posteriormente, colônias dessas culturas foram 

suspensas em solução de cloreto de sódio 0,9% (NaCl 0,9%) esterilizada e, por fim, ajustadas 

de acordo com o padrão do tubo nº 0,5 da escala McFarland (Figura 5), para obtenção de um 

inóculo, com aproximadamente 106 Unidades Formadoras de Colônias (UFC)/Mililitro (mL). 

No entanto, uma diluição na proporção 1:10 foi realizada no momento da execução de todos 

experimentos, desta forma os ensaios foram realizados com inóculo final correspondente a, 

aproximadamente, 105 UFC/mL (HOLETZ et al., 2002; CLSI, 2017). 
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Figura 5 - Preparação do inóculo. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

4.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

4.7.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A determinação da CIM do α-pineno, clotrimazol e ácido bórico contra espécies de 

Candida foi realizada pela técnica de microdiluição em placa, contendo 96 poços com cavidade 

em formato de “U” (INLAB, São Paulo - SP, Brasil). Inicialmente, foram distribuídos 100 μL 

de meio RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato nos poços das placas. Em seguida, 

100 μL do produto teste foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa, obtendo 

uma concentração inicial de 1.024 μg/mL. Posteriormente, por meio de diluições seriadas à 

razão de dois (2:1), foram obtidas concentrações de 1.024 μg/mL até 1 μg/mL. Por fim, foram 

adicionados 10 μL do inóculo das espécies de Candida nas cavidades, correspondendo a um 

inóculo final de 105 UFC/mL. Desta forma, cada coluna da placa corresponde a uma cepa 

fúngica. As placas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35 ± 2°C por 24 horas. Após 

este período foi realizada a leitura dos resultados. O valor da CIM foi definido como a menor 

concentração capaz de inibir o crescimento fúngico visível, quando comparado ao seu controle 

de crescimento, sendo confirmada pela observação da mudança colorimétrica do meio líquido 

utilizado, como indicativo de crescimento fúngico (Figura 6), sendo a concentração expressa 

em μg/mL (CLEELAND; SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; CLSI, 2017).  
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Figura 6 - Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM). 

 

Legenda: 1. Adição do meio líquido; 2. Adição do produto teste; 3. Diluições seriadas 2:1; 4. Adição do inóculo; 

5. Incubação da placa; 6. Avaliação do crescimento fúngico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

No momento da execução do experimento os controles foram testados, para 

verificação da ausência de interferência dos agentes emulsificantes (100 µL do RPMI 1640 com 

L-glutamina e sem bicarbonato + 100 µL de solução com DMSO a 10% e Tween 80 a 2% + 20 

µL do inóculo), controle de esterilidade do meio de cultura (apenas 100 µL do RPMI 1640 com 

L-glutamina e sem bicarbonato) e controle de viabilidade do micro-organismo (100 µL do 

RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato + 10 µL do inóculo). Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata e a média aritmética das CIMs obtidas nos ensaios foi calculada. 

A atividade antifúngica do α-pineno foi interpretada e considerada como ativa ou 

inativa, conforme os seguintes critérios: até 500 μg/mL a substância é considerada com elevada 

atividade, entre 600 e 1.500 μg/mL moderada atividade; e CIM acima 1.500 μg/mL caracteriza 

o produto com fraca atividade ou inativo contra as cepas testadas (HOLETZ et al., 2002; 

SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).  

4.7.2 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

Todas as cepas de C. albicans e C. parapsilosis foram ensaiadas para determinação da 

CFM do α-pineno. Primeiramente, alíquotas de 10 μL do sobrenadante da cavidade de cada 
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cepa onde foi observado inibição do crescimento fúngico (CIM, CIMx2 e CIMx4) foram 

adicionados a 100 μL de caldo RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato e incubadas 

por 24 horas a 35 ± 2°C. Após este período a CFM foi considerada como a menor concentração 

do produto onde não houve crescimento do micro-organismo (Figura 7, p. 34). Os ensaios foram 

realizados em triplicata (NCUBE; AFOLAYAN; OKOH, 2008; BALOUIRI; SADIKI; 

IBNSOUDA, 2016). Os controles de ausência de interferência pelos agentes emulsificantes, de 

viabilidade dos micro-organismos e de esterilidade do meio de cultura foram realizados e 

apresentaram resultados, respectivamente, positivo, positivo e negativo para os ensaios 

realizados. 

O modo de ação do monoterpeno foi caracterizado entre atividade fungistática ou 

fungicida a partir da razão CFM/CIM. O α-pineno foi considerado um agente com atividade 

fungicida quando CFM/CIM < 4 ou fungistático, caso CFM/CIM ≥ 4 (SIDDIQUI et al., 2013). 

O resultado foi expresso pela média aritmética das CFMs obtidas para cada cepa. 

Figura 7 - Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM). 

 
Legenda: 1. Retirada do sobrenadante da CIM, CIMx2 e CIMx4; 2. Adição do meio líquido; 3. Incubação da placa; 

4. Avaliação do crescimento fúngico. 

Fonte: Elabora pelo autor. 

4.7.3 Efeito do α-pineno sobre a micromorfologia fúngica 

Para o estudo das possíveis alterações morfológicas provocadas pelo α-pineno sobre 

as cepas de C. albicans ATCC® 60193™ e LM-19; e C. parapsilosis ATCC® 22019™ e LM-87, 

as linhagens foram subcultivadas frente a diferentes concentrações do α-pineno (CIM, CIMx2 
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e CIMx4). Inicialmente, foram distribuídos 100 μL de RPMI 1640 com L-glutamina e sem 

bicarbonato nos poços das placas de microdiluição. Em seguida, 100 μL do α-pineno foram 

dispensados nas cavidades da primeira linha da placa, na concentração correspondente a 

CIM×4. Por meio de diluições seriadas à razão de dois (2:1), foi obtida concentrações de CIM×4 

até CIM. Por fim, 10 μL do inóculo foram adicionados nas cavidades, previamente padronizado 

de acordo com a escala do tubo nº 0,5 da escala McFarland, onde cada coluna da placa 

correspondeu a uma cepa fúngica específica. As placas foram acondicionadas a 35 ± 2°C por 

24 horas. Após esse período cada poço foi homogeneizado e uma alíquota de 10 μL retirada 

para ser analisada por microscopia óptica, em um aumento de 400x (Figura 8, p. 35), para 

avaliação qualitativa será observada a presença ou não de estruturas características como 

blastoconídios e pseudo-hifas (ALVES et al., 2013).  

O experimento foi realizado em triplicata e a média aritmética foi calculada a partir 

das estruturas presentes em cinco campos (em cruz) nas concentrações ensaiadas, em 

comparação ao controle de crescimento (100 μL de RPMI 1640 com L-glutamina e sem 

bicarbonato + 10 µL do inóculo). A avaliação dos resultados encontrados foi executada em 

software estatístico GradhPad Prisma versão 7.03®, disponível em versão de teste válida para 

uso por tempo determinado. A análise estatística foi submetida a avaliação de amostras não 

paramétricas pelo teste U de Mann-Whitney. 
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Figura 8 - Efeito do α-pineno sobre a micromorfologia fúngica. 

 
Legenda: 1. Adição do meio líquido; 2. Adição do produto teste; 3. Diluições seriadas 2:1; 4. Adição do inóculo; 

5. Incubação da placa; 6. Esfregaço em lâmina. 7. Avaliação das estruturas fúngicas. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

4.7.4 Ensaio Checkerboard 

Após determinação da CIM do α-pineno e do ácido bórico contra as cepas de Candida, 

foi realizado o estudo de associação entre os produtos pela técnica de Checkerboard. 

Inicialmente, 100 μL de RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato foram distribuídos na 

placa de 96 cavidades, com fundo em forma de “U” (INLAB, São Paulo-SP, Brasil). 

Posteriormente, 50 μL do α-pineno nas concentrações CIM×8, CIM×4, CIM×2, CIM, CIM÷2, 

CIM÷4, CIM÷8 foram adicionados no sentido horizontal. Em seguida, foi dispensado 50 µL do 

ácido bórico nas concentrações CIM×8, CIM×4, CIM×2, CIM, CIM÷2, CIM÷4, CIM÷8 no 

sentido vertical. Por último, foram acrescentados 20 μL do inóculo padronizado correspondente 

a cada combinação. As placas foram incubadas a 35 ± 2ºC e a leitura feita após 24 horas para 

observação da presença ou não do crescimento fúngico visível (Figura 9, p. 36), assim como 

indicado pela mudança colorimétrica do meio líquido utilizado, indicando crescimento do 

micro-organismo (WHITE et al., 1996).  
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Todos os controles foram aplicados, com o objetivo de atestar a ausência de 

interferência pelos agentes emulsificantes, a esterilidade do meio de cultura utilizado e a 

viabilidade dos micro-organismos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

Figura 9 - Ensaio Checkerboard. 

 
Legenda: 1. Adição do meio líquido; 2. Adição do produto teste A; 3. Adição do produto teste B; 4. Adição do 

inóculo; 5. Incubação da placa; 6. Avaliação do crescimento fúngico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Para determinação do tipo de efeito produzido na associação de duas substâncias pela 

técnica de Checkerboard, os cálculos descritos pelos quatro métodos possíveis foram aplicados 

(BONAPACE et al., 2002). Diante dos resultados obtidos, a técnica de cálculo descrita por 

Anon (1992) foi empregada para reprodução dos valores encontrados na combinação. Dessa 

maneira, a Concentração Inibitória Fracionada (CIF) foi calculada para cada produto utilizado 

na associação, da seguinte forma: 

CIFA =
CIM do produto A na combinação

CIM do produto A individual
 e CIFB =

CIM do produto B na combinação

CIM do produto B individual
 

Posteriormente, o Índice da Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) foi calculado 

através da equação:  

ICIF = CIFA + CIFB 

Após determinação do ICIF, os resultados foram interpretados como: sinergismo (ICIF 

≤ 0,5); aditividade (ICIF > 0,5 e < 1); indiferença (ICIF ≥ 1 e < 4); ou antagonismo (ICIF ≥ 4) 

(LEWIS et al., 2002; CORREA-ROYERO et al., 2010). 



38 
 
 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Dada a complexa variação genética que existe nos genomas eucarióticos, substâncias 

com promissora atividade antifúngica podem traçar novos mecanismos de ação, tratar micro-

organismos resistentes, aumentar as alternativas de tratamento, diminuir a toxicidade 

apresentada pelos antifúngicos, surgir como uma alternativa economicamente viável ou ainda 

intensificar a eficácia do tratamento através de efeitos combinados. Diante disso, os resultados 

encontrados nesse estudo são fundamentais para o possível desenvolvimento e aprimoramento 

molecular de um novo fármaco antifúngico ou uma nova terapia antifúngica combinada em 

casos de otomicose. 

5.1 DETERMINAÇÃO DA CIM E CFM 

Os valores da CIM do α-pineno, clotrimazol e ácido bórico contra Candida spp. podem 

ser observados na Tabela 1, p. 38. O α-pineno apresentou CIM no intervalo entre 64 e 1.024 

µg/mL. O monoterpeno foi capaz de inibir, aproximadamente, 86% dos micro-organismos 

ensaiados. O melhor perfil de inibição do crescimento fúngico foi apresentado pela 

concentração de 128 µg/mL, inibindo 79% das cepas testadas. Enquanto, a concentração de 64 

µg/mL inibiu o crescimento de 35% das leveduras. O α-pineno apresentou melhor atividade 

antifúngica frente as cepas ATCC®. Dessa forma, baseando-se na concentração na qual o 

produto conseguiu inibir pelo menos 75% das cepas ensaiadas (CIM75) e interpretando de 

acordo com os critérios de Sartoratto e colaboradores (2004) pode-se dizer que o fitoconstituinte 

apresentou forte atividade antimicrobiana, com CIM75 de 128 µg/mL. 

Os métodos de diluição são os mais adequados para a determinação dos valores da 

CIM, uma vez que oferecem a possibilidade de estimar a concentração do agente 

antimicrobiano testado em meio sólido (diluição em ágar) ou meio líquido (macrodiluição ou 

microdiluição). O último pode ser utilizado para determinar quantitativamente a atividade 

antimicrobiana in vitro contra bactérias e fungos. Muitos protocolos clínicos são aprovados para 

o teste de suscetibilidade antimicrobiana por diluição em meio líquido para bactérias, leveduras 

e fungos filamentosos (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). 

A atividade fungicida ou fungistática dos óleos essenciais e seus fitoconstituintes, a 

literatura crescente sobre a elucidação dos mecanismos de ação envolvidos dessas substâncias, 

juntamente com o conhecimento sobre seus usos tradicionais, enfatizam as possíveis aplicações 
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desses produtos em diversos campos, inclusive na medicina humana. Diante disso, 

monoterpenos surgem como moléculas importantes para o desenvolvimento de novos fármacos 

antifúngicos que sejam seguros para a saúde humana e ambiental (NAZZARO et al., 2017). 

Tabela 1 - Concentração Inibitória Mínima (µg/mL) do α-pineno, clotrimazol e ácido bórico 

contra espécies de Candida. 

Cepas 

 
α-pineno  clotrimazol 

 ácido 

bórico 

 controles 

 CIM  CIM  CIM  Micro-organismo  RPMI 

C. albicans           

LM-19  128  +  1.024  +  - 

LM-133  128  +  1.024  +  - 

LM-77  128  +  1.024  +  - 

LM-701  128  +  1.024  +  - 

LM-18  128  +  1.024  +  - 

ATCC® 60193™  64  +  1.024  +  - 

C. parapsilosis           

LM-87  64  +  1.024  +  - 

LM-20  64  1.024  1.024  +  - 

LM-107  64  1.024  1.024  +  - 

ATCC® 22019™  64  1.024  1.024  +  - 

C. tropicalis           

LM-177  +  +  +  +  - 

LM-808  1.024  +  +  +  - 

LM-217  +  +  +  +  - 

ATCC® 13803™  64  +  1.024  +  - 

Legenda: (+): Crescimento do micro-organismo; (-): Ausência de crescimento do micro-organismo; CIM: 

Concentração Inibitória Mínima. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Os resultados obtidos no presente estudo condizem com os recentemente encontrados 

por Rivera-Yañez e colaboradores (2017), que constataram que o α-pineno apresentou atividade 

contra C. albicans com CIM de 500 µg/mL contra 50% das estirpes estudadas. Valor idêntico 

foi determinado em estudo prévio realizado por Jiang e colaboradores (2011) na avaliação da 

atividade antifúngica dos componentes químicos majoritários do óleo essencial de Rosmarinus 
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officinalis L., entre eles o α-pineno, contra C. albicans. No entanto, Silva e colaboradores 

(2012b) avaliaram a atividade dos enantiômeros (+)-α-pineno e (-)-α-pineno contra C. albicans. 

Como resultado, puderam observar que o (+)-α-pineno apresentou CIM menor que a encontrada 

nesse trabalho, com valor de 3,125 µg/mL. Enquanto, o enantiômeros (-)-α-pineno não 

apresentou atividade contra a estirpe ensaiada.  

Na avaliação do possível mecanismo de ação do fitoconstituinte sobre espécies 

fúngicas, estudos demonstram que sua atividade é, possivelmente, por perturbar diretamente a 

integridade metabólica e constitucional da célula fúngica, inibindo a respiração celular e os 

processos de transporte iônico, além de modificar a composição da membrana plasmática, 

causando aumento da permeabilidade em C. albicans (LIMA et al., 2005; TANGARIFE-

CASTAÑO et al., 2011). 

Diversos estudos na literatura mostram a atividade biológica do α-pineno, incluindo 

antimicrobiana, no entanto até o presente momento não foi investigada a ação do monoterpeno 

sobre espécies de C. parapsilosis e C. tropicalis isoladas a partir do sistema auditivo. 

Entretanto, estudos com óleos essências que apresentam o α-pineno como fitoconstituinte 

majoritário, mostram resultados significativos contra as espécies descritas anteriormente 

(NAEINI; NADERI; SHOKRI, 2014; COSTA et al., 2017). 

O clotrimazol não apresentou atividade significativa frente as cepas ensaiadas, como 

pode ser observado na Tabela 1, p. 39. Na concentração de 1.024 µg/mL, o antifúngico inibiu 

o crescimento de apenas 28% delas. A melhor atividade demonstrada foi contra a espécie C. 

parapsilosis. Anteriormente, estudo avaliando a susceptibilidade de espécies de Candida ao 

clotrimazol evidenciou que já existe um grande número de micro-organismos pertencentes a 

este gênero que apresentam mecanismos de resistência ao fármaco. O levantamento mostrou 

que entre as cepas utilizadas no estudo, C. albicans, C. glabrata e outras espécies de Candida 

apresentaram, respectivamente, 38,3%, 30,4% e 29,5% dos isolados resistentes ao clotrimazol 

(KATIRAEE; TEIFOORI; SOLTANI, 2015). 

O clotrimazol parece ser um dos agentes mais eficazes para manejo em otomicose com 

taxa efetiva de 95-100%, sua escolha é justificada pelo fato de apresentar uma fraca atividade 

bacteriana, sendo vantajosa sua utilização quando se trata de infecções tópicas de origem mista, 

bacterianas-fúngicas. Além disso, o clotrimazol não possui efeitos ototóxicos relatados e está 
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disponível em pó, loção e solução (EDWARD; IRFANDY, 2012). No entanto, resultados 

apresentados recentemente por Mofatteh e colaboradores (2018) mostraram que, 

aproximadamente, 30% dos pacientes com otomicose tratados com clotrimazol por vinte dias 

não obtiveram resolução dos sintomas apresentados. 

O crescente número de linhagens de organismos fúngicos resistentes aos azóis está 

relacionado ao uso indiscriminado dessa classe de fármacos, principalmente, as espécies 

pertencentes ao gênero Candida. Os principais mecanismos envolvidos na resistência frente aos 

azóis está a indução de bombas de efluxo pelos genes CDR e MDR, causando a diminuição 

intracelular da concentração desses fármacos, necessária para produzir o efeito desejado. 

Mutações no gene ERG11, promovendo alteração na enzima alvo desses fármacos, por 

alteração do sítio de ligação da molécula. Alterações no gene ERG11p provocando um aumento 

da síntese da enzima 14-α-esterol desmetilase, enzima esta que é inibida pela ação desses 

antifúngicos. E por fim, substituição do ergosterol pelo fecosterol, resultado de mutações no 

gene ERG3, ocasionando uma anulação dos efeitos perturbadores dos azóis sobre a membrana 

fúngica (KANAFANI; PERFECT, 2008; POSTERARO et al., 2017). 

Em oposição ao perfil antifúngico demonstrados pelo clotrimazol, o ácido bórico teve 

a CIM determinada para 11 cepas entre a totalidade. A concentração de 1.024 µg/mL inibiu o 

crescimento de 79% das amostras utilizadas. Os isolados de C. tropicalis foram os que 

apresentaram menor sensibilidade ao antisséptico. De forma geral, o ácido inorgânico utilizado 

teve melhor atividade contra os micro-organismos quando comparado ao antifúngico utilizado 

no estudo (Tabela 1, p. 39). 

O número de estudos publicados com avaliação da atividade in vitro do ácido bórico 

contra espécies Candida é limitada, além disso torna-se difícil uma avaliação comparativa entre 

os resultados devido à falta de padronização para os ensaios de avaliação da atividade 

antifúngica, visto que fatores como meio de solubilização, tempo de leitura, meio nutriente 

utilizado e técnica utilizada influenciam nos resultados obtidos (BALOUIRI; SADIKI; 

IBNSOUDA, 2016; BONA et al., 2014). Entretanto, a determinação da atividade antifúngica 

do ácido bórico por De Seta e colaboradores (2009) contra 71 isolados de C. albicans, sensíveis 

(46 isolados) e resistentes (25 isolados) ao fluconazol, mostrou que a concentração de 1.563 

µg/mL do ácido inibiu o crescimento, respectivamente, de 27 isolados e de 2 isolados.  
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A literatura científica relata que o ácido bórico é uma opção alternativa de tratamento 

seguro e eficaz para infecções bacterianas, fúngicas e protozoárias superficiais do olho, ouvido 

e vagina (IAVAZZO et al., 2011; ROMSAITHONG, et al., 2016). Logo, o tratamento de tais 

infecções fúngicas com preparações de ácido bórico, geralmente, pode ser falho em indivíduos 

com comprometimento do sistema imunológico e com capacidade regenerativa de tecidos 

limitada, sendo necessária uma farmacoterapia de antifúngicos convencionais (FRAGA-SILVA 

et al., 2015; OZ; OZ, 2017). 

Os valores da CFM apresentados pelo α-pineno frente as espécies C. albicans e C. 

parapsilosis podem ser vistos na Tabela 2. A CFM variou entre 64 ou 128 µg/mL. Desta forma, 

o monoterpeno apresentou atividade fungicida, logo a razão CFM/CIM não foi superior a 2:1 

em nenhuma das cepas testadas.  

Tabela 2 – Concentração Fungicida Mínima (µg/mL) do α-pineno contra C. albicans e C. 

parapsilosis. 

Cepas 
 α-pineno 

 CFM  CFM/CIM  

C. albicans      

LM-19  128  1  

LM-133  128  1  

LM-77  128  1  

LM-701  128  1  

LM-18  128  1  

ATCC® 60193™  128  2  

C. parapsilosis      

LM-87  128  2  

LM-20  64  1  

LM-107  64  1  

ATCC® 22019™  64  1  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

De acordo com os achados de Silva e colaboradores (2012b) acredita-se que o α-pineno 

possua atividade fungicida, uma vez que a CIM do fitoconstituinte foi capaz de eliminar 

totalmente a cepa C. albicans ATCC 10231 após 60 minutos de interação. 
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Não foi realizada a determinação da CFM para o clotrimazol e ácido bórico devido a 

CIM ter ocorrido na concentração de 1.024 µg/mL ou pela inatividade dos produtos. Uma vez 

que, para determinação da CFM são necessárias concentrações superiores e inferiores a CIM, 

o que inviabilizou a realização do ensaio.  

5.2 EFEITO DO α-PINENO SOBRE A MICROMORFOLOGIA 

As avaliações micromorfológicas de C. albicans ATCC® 60193™ e LM-19; e C. 

parapsilosis ATCC® 22019™ e LM-87 por microscopia óptica podem ser observadas na Figura 

10. Na ausência do α-pineno os resultados revelaram crescimento característico de leveduras 

pertencente ao gênero Candida, apresentando estruturas fúngicas como blastoconídios e 

pseudo-hifas. Logo, na presença do fitoconstituinte na CIM, CIMx2 e CIMx4 correspondente 

a cada cepa foi observado diminuição expressiva de características microscópicas desses micro-

organismos. Além disso, os achados desse trabalho indicam que a ausência de estruturas não 

depende do aumento da concentração do monoterpeno, uma vez que os efeitos provocados pela 

CIM, CIMx2 e CIMx4 não apresentaram diferença significativa. Portanto, esses resultados 

corroboram com a capacidade de o fitoconstituinte ter considerável atividade fungicida.  
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Figura 10 - Efeito do α-pineno na micromorfologia de espécies de Candida. (A) C. albicans 

ATCC® 60193™. (B) C. albicans LM-19. (C) C. parapsilosis ATCC® 22019™. (D) C. 

parapsilosis LM-87. ** Comparação com o controle (P < 0,05). Teste Mann-Whitney. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

A literatura sugere que a prevenção da transição morfológica entre leveduras a pseudo-

hifas facilitaria o papel do sistema imunológico, sendo uma estratégia vantajosa para o controle 

de infecções causadas por C. albicans. Tal estratégia preservaria a integridade do microbioma 

fúngico, em vez de eliminar totalmente sua colonização. Dessa forma, a espécie se manteria no 

seu estado comensal (JACOBSEN et al., 2012; POINTER; BOYER; SCHMIDT, 2015).  

É possível observar qualitativamente na Figura 11, que estruturas microscópicas 

fúngicas foram observadas em ambas espécies (C. albicans e C. parapsilosis) quando ensaiadas 

na ausência do α-pineno. Contudo, após cultivadas na exposição da CIM do fitoconstituinte, as 
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cepas alteraram o perfil de estruturas fúngicas desenvolvidas, observando ausência de pseudo-

hifas e número consideravelmente reduzido de blastoconídeos. 

Figura 11 - Micromorfologia. (A) C. albicans ATCC® 60193™ na ausência do α-pineno. (B) 

C. albicans ATCC® 60193™ na CIM do fitoconstituinte. (C) C. parapsilosis ATCC® 22019™ 

na ausência do monoterpeno. (D) C. parapsilosis ATCC® 22019™ na CIM do α-pineno. 

 

Legenda:        : estruturas celulares fúngicas – blastoconídeos e pseudo-hifas.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Esses achados são considerados significativos por demonstrarem à capacidade de 

inibição do processo de transição morfológica de levedura para pseudo-hifas, por se tratar de 

um dos principais fatores de virulência apresentado por este gênero, responsável pela 
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penetração e invasão de tecidos, dificultando o processo de defesa dos macrófagos, o que torna 

o tratamento antifúngico ineficiente, levando a infecções fúngicas persistentes (BRITO et al., 

2015; SANTOS et al., 2018). Por essa razão, pesquisas futuras são necessárias para entender os 

processos bioquímicos e genéticos envolvidos na inibição da formação de pseudo-hifas causada 

pelo α-pineno em espécies de Candida. 

5.3 ENSAIO CHECKERBOARD 

Os resultados obtidos na combinação entre o α-pineno e o ácido bórico contra cepas 

de C. albicans e C. parapsilosis estão mostrados na Tabela 3. O α-pineno foi capaz de reduzir 

todas as CIMs do ácido bórico quando associados, em comparação aos valores correspondentes 

da CIM individual. No entanto, o efeito sinérgico não foi produzido em nenhuma combinação. 

A interação entre o fitoconstituinte e o ácido bórico produziu apenas um tipo de efeito em todas 

as associações, a aditividade. Os melhores resultados da combinação foram vistos frente a 

espécie C. parapsilosis. 

Tabela 3 – Estudo da combinação entre α-pineno e ácido bórico contra espécies de Candida. 

Cepas 

 CIM na combinação  CIF     

α-pineno 
 ácido 

bórico 
 

α-pineno 

 

ácido 

bórico 

 

ICIF  Resultado 

C. albicans 

LM-19 
16 512 0,125 0,5 0,625 Aditividade 

C. albicans 

ATCC® 60193™ 

 
8 

 
512  0,125 

 
0,5  0,625 

 
Aditividade 

C. parapsilosis 

LM-87 

 
16 

 
512  0,25 

 
0,5  0,75 

 
Aditividade 

C. parapsilosis 

ATCC® 22019™ 

 
32 

 
256  0,5 

 
0,25  0,75 

 
Aditividade 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Uma estratégia promissora para combater micro-organismos resistentes e aumentar a 

eficácia dos medicamentos atualmente utilizados é a terapia combinada. Além disso, a 

combinação de fármacos ou substâncias pode retardar a evolução do surgimento de mecanismos 

de resistência. Por essas razões, os estudos de combinações de compostos para tratar patógenos 
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fúngicos acumulou, consideravelmente, interesse nos últimos anos (HILL; COWEN, 2015; 

BAYM; STONE; KISHONY, 2016). 

Combinações de agentes ativos contra espécies de Candida podem revelar-se mais 

úteis como agentes antifúngicos do que fármacos utilizados isoladamente. Portanto, algumas 

substâncias naturais são investigadas quanto ao sinergismo com azóis, polienos ou 

equinocandinas hoje usados no manejo da infecção por Candida (ZIDA et al., 2017). Apesar 

de ainda não haver estudos da atividade antifúngica do α-pineno contra espécies de Candida 

isoladas de otomicose, principalmente a respeito da terapia combinada com outras substâncias 

ou antifúngicos, os resultados descobertos nesse estudo mostram-se promissores, uma vez que 

a associação do monoterpeno ao antisséptico não apresentou efeitos antagônicos.  

Os resultados interpretados nesse estudo somam-se aos apresentados por Silva e 

colaboradores (2012b), que avaliaram a atividade do enantiômero (+)-α-pineno associado a 

anfotericina B contra C. albicans, obtiveram ICIF igual a 0,62, com efeito indiferente ou aditivo 

da associação. 

O efeito aditivo, apresentado em estudos de associação, é caracterizado pela 

capacidade de duas ou mais substâncias combinadas atuarem em estágios diferentes pela via 

biológica ou até mesmo sobre a mesma proteína, aumentando a eficácia farmacêutica. 

Geralmente, essas combinações permitem maiores efeitos ou menor toxicidade devido a 

administração de doses únicas mais baixas (PEREA et al., 2002; SPITZER; ROBBINS; 

WRIGHT, 2017). 
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6 CONCLUSÕES 

Os resultados demostraram significativa atividade antifúngica do α-pineno frente as 

leveduras de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis isoladas de pacientes com otomicose. 

Além disso, o fitoconstituinte apresentou valores notáveis da relação entre sua CIM e CFM, 

caracterizando o composto com atividade fungicida contra as espécies testadas. Ao mesmo 

tempo em que promoveu alterações significativas, quantitativas e qualitativas, na morfologia 

das espécies de C. albicans e C. parapsilosis, comprovando seu potencial efeito antifúngico. 

Esses achados são importantes, pois fornecem expectativas mais claras para estudos 

farmacológicos futuros, para avaliação toxicológica, possíveis aplicações terapêuticas, 

mecanismos de ação envolvidos, capacidade de reversão de mecanismos de resistência, e 

estudos de eficácia para assegurar, assim, seu uso in vivo.  

Outro aspecto importante determinado nesse trabalho, foi o perfil de atividade do 

clotrimazol contra as cepas utilizadas. Essa é uma informação importante, pois determina o 

perfil de sensibilidade destes isolados clínicos frente aos antifúngicos utilizados no tratamento 

de otomicose. Uma vez que, o fármaco padrão escolhido não apresentou atividade contra as 

cepas ensaiadas. Comportamento oposto foi observado para o composto antisséptico, ácido 

bórico, que apresentou atividade antifúngica considerável, justificando, assim, seu uso clínico. 

Entretanto, pesquisas devem ser realizadas para avaliar o seu perfil toxicológico, como também 

os possíveis mecanismos de ação envolvidos.     

O ensaio de associação entre o monoterpeno e o ácido bórico mostrou que atividade 

sinérgica não foi produzida na combinação, no entanto a atividade aditiva produzida nos ensaios 

surge como uma possível opção terapêutica a não ser descartada, com o objetivo de diminuir a 

exposição do indivíduo a fármacos antifúngicos. Além disso, esse manejo poderá reduzir o 

surgimento de cepas resistentes aos antifúngicos azóis. Vale destacar ainda que não foi 

observado efeito antagônico na associação do fitoconstituinte com o antisséptico. 
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Os dados obtidos no presente trabalho reforçam a importância do monoterpeno α-

pineno como notável composto antifúngico e estimulam sucessivas pesquisas no intuito de 

viabilizar sua inserção na terapêutica tradicional, otimizando as estratégias farmacológicas 

contra otomicose. 
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PARA OBTENÇÃO DA CERTIDÃO DEFINITIVA. 

Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações: 

Tendo em vista o cumprimento das formalidades éticas e legais, SOMOS DE PARECER 

FAVORÁVEL A EXECUÇÃO DO PRESENTE PROJETO DA FORMA COMO SE 

APRESENTA, SALVO MELHOR JUÍZO. 

Considerações Finais a critério do CEP: 

Certifico que o Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Ciências da Saúde da 

Universidade Federal da Paraíba – CEP/CCS aprovou a execução do referido projeto de 

pesquisa. 

Outrossim, informo que a autorização para posterior publicação fica condicionada à 

submissão do Relatório Final na Plataforma Brasil, via Notificação, para fins de apreciação 

e aprovação por este egrégio Comitê. 

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados: 

Tipo Documento Arquivo Postagem       Autor Situação 

Informações 

Básicas 

PB_INFORMAÇÕES_BÁSICAS_DO_P 20/11/2017  Aceito 

do Projeto ROJETO_1023646.pdf 22:04:03  

Projeto Detalhado / Projeto_de_Pesquisa.pdf 20/11/2017 JEFFERSON Aceito 

Brochura  22:03:09 RODRIGUES  

Investigador   NOBREGA  

Declaração de Certidao_de_aprovacao_projeto.pdf 20/11/2017 JEFFERSON Aceito 

Instituição e  21:53:17 RODRIGUES  

Infraestrutura   NOBREGA  

Outros Solicitacao_de_utilizacao_dos_micro_or 19/11/2017 JEFFERSON Aceito 

 ganismos.pdf 15:37:05 RODRIGUES  

   NOBREGA  

Outros Carta_de_anuencia.pdf 19/11/2017 JEFFERSON Aceito 

  15:35:30 RODRIGUES  

   NOBREGA  

Outros Declaracao_de_experimentos_nao_inici 19/11/2017 JEFFERSON Aceito 

 ados.pdf 14:55:46 RODRIGUES  

   NOBREGA  

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 19/11/2017 JEFFERSON Aceito 

  14:46:44 RODRIGUES  

   NOBREGA  

Orçamento Orcamento.pdf 19/11/2017 JEFFERSON Aceito 

  13:21:45 RODRIGUES  

   NOBREGA  
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TCLE / Termos de 

Assentimento / 

Justificativa de 

Ausência 

Solicitacao_de_isencao_do_TCLE.pdf   19/11/2017 

13:21:26 

JEFFERSON 

RODRIGUES 

NOBREGA 

Aceito 

Cronograma Cronograma.pdf 19/11/2017 
13:20:17 

JEFFERSON 
RODRIGUES 
NOBREGA 

  Aceito 

 

Situação do Parecer: 

Aprovado 

Necessita Apreciação da CONEP: 

Não 

 

JOAO PESSOA, 01 de Dezembro de 2017 

 

 

Assinado por: 

Eliane Marques 

Duarte de Sousa 

(Coordenador) 

 


