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RESUMO 

 
A cavidade bucal é um ambiente naturalmente habitado por diversas 

espécies que micro-organismos que coexistem sem causar nenhum dano aos seres 

humanos. Entre as espécies fúngicas, o gênero Candida é o mais frequentemente 

isolado na cavidade bucal de indivíduos saudáveis, entretanto, quando há 

mudanças de fatores locais ou sistêmicos no hospedeiro, essas leveduras passam 

do estado comensal para o patogênico, desencadeando o processo infeccioso 

denominado candidíase. O presente estudo objetivou avaliar a sensibilidade in vitro 

de cepas C. albicans e não-albicans (C. tropicalis e C. glabrata) frente ao 

isoeugenol e nistatina, através da determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM); Concentração Fungicida Mínima (CFM); interferência sobre a 

micromorfologia microbiana e teste de modulação dos produtos- checkerboard. 

Utilizou-se neste estudo 19 cepas de Candida, sendo 7 cepas clínicas de C. 

tropicalis e uma padrão ATCC 13803; quatro clínicas de C. glabrata e sua ATCC 

90030 e cinco clínicas e uma padrão (ATCC 76485) de C. albicans. Pode-se 

observar atividade antifúngica do isoeugenol em todos os isolados testado com 

CIM70% de 128 µg/mL. As moléculas acetamidas híbridas não demonstraram 

nenhuma atividade antifúngica contra as cepas avaliadas, com valor da CIM100% de 

1024 µg/mL. A relação CFM/CIM do isoeugenol indicou atividade fungicida em 

84,21% das cepas testadas. O isoeugenol foi capaz de interferir na formação de 

estruturas de virulência nas espécies C. albicans e C. tropicalis, nas concentrações 

da CIM, CIMX2 e CIMX4. O teste de modulação do isoeugenol e nistatina 

demonstrou interação do tipo antagonista em C. glabrata LM-116, sinérgica em C. 

tropicalis LM-211 e indiferente C. albicans LM-4b. A partir dos dados obtidos neste 

estudo, foi possível concluir que o isoeugenol apresenta boa atividade antifúngica 

frente as espécies de Candida avaliadas, podendo ser uma alternativa terapêutica 

no tratamento de candidíases bucais. 

 
 

Palavras-chave: Atividade antifúngica, Produtos naturais, Isoeugenol, Candida 

spp. 



 

ABSTRACT 

 
 

 
The oral cavity is an environment naturally inhabited by several species that 

microorganisms coexist without causing any harm to humans. Among fungal 

species, the Candida genus is the most frequently isolated in the oral cavity of 

healthy individuals, however, when there are changes of local or systemic factors in 

the host, these yeasts pass from the commensal state to the pathogen, triggering 

the infectious process called candidiasis. The present study aimed to evaluate the 

in vitro susceptibility of C. albicans and non-albicans strains (C. tropicalis and C. 

glabrata) against isoeugenol and nystatin by determining the Minimum Inhibitory 

Concentration (MIC); Minimum Fungicidal Concentration (CFM); interference on 

microbial micromorphology and product modulation test- checkerboard. In this 

study, 19 Candida strains were used, with 7 clinical isolates of C. tropicalis and one 

ATCC 13803 standard; four clinics of C. glabrata and its ATCC 90030 and five clinics 

and one standard (ATCC 76485) of C. albicans. Antifungal activity of isoeugenol 

can be observed in all isolates tested with MIC70% of 128 μg/mL. Hybrid acetamide 

molecules did not demonstrate any antifungal activity against the strains evaluated, 

with an MIC of 100% of 1024 μg/mL. The CFM/MIC ratio of isoeugenol indicated 

fungicidal activity in 84.21% of the strains tested. Isougenol was able to interfere in 

the formation of virulence structures in C. albicans and C. tropicalis species at MIC, 

CIMX2 and CIMX4 concentrations. The modulation test of isoeugenol and nystatin 

demonstrated antagonist type interaction in C. glabrata LM-116, synergistic in C. 

tropicalis LM-211 and indifferent C. albicans LM-4b. From the data obtained in this 

study, it was possible to conclude that isoeugenol has good antifungal activity 

against the Candida species evaluated and may be a therapeutic alternative in the 

treatment of oral candidiasis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

 
A microbiota bucal é colonizada por diferentes espécies de micro-organismos, de 

condições metabólicas totalmente distintas, cuja composição está diretamente 

relacionada a fatores sistêmicos inerentes ao hospedeiro (fisiológicos, imunológico 

e/ou hormonais) ou locais (região de isolamento, disponibilidade de oxigênio e 

nutrientes, pH e higiene local, entre outros).1 Estima-se que mais de 500 espécies 

distintas de micro-organismos, entre fungos, bactérias, vírus e protozoários compõem 

a microbiota bucal dos seres humanos, sendo estes pertencentes aos três domínios 

existentes: Bactéria, Archea e Eukaria.1,2,3,4,5,6
 

Entre os fungos que compõe a microbiota natural dos seres humanos, as leveduras 

do gênero Candida spp. encontram-se presentes em cerca de 20-80% da população 

mundial, colonizando harmonicamente os tratos respiratório, gastrointestinal, 

vulvovaginal e mucosa bucal de seu hospedeiros sem ocasionar-lhes nenhum dano à 

saúde.7,8,9,10 Sua presença na cavidade bucal não implica necessariamente o 

desenvolvimento de infecções, porém por ser um micro-organismo oportunista, 

pequenas mudanças nas condições de saúde do hospedeiro e expressão de fatores 

de virulência fúngico propiciam a transição da forma fúngica comensal para 

patogênica, desencadeando então o processo infeccioso denominado 

candidíase.8,9,10,11
 

Os mecanismos de patogenicidade de Candida spp. estão diretamente 

relacionados a capacidade de transformação da forma comensal para patogênica 

decorrente da expressão de múltiplos fatores de virulência em resposta as mudanças 

ambientais do hospedeiro ou fatores genéticos. Desta forma, a literatura relata um 

grande número de fatores de virulência relacionados ao estabelecimento e progressão 

da candidíase, como plasticidade fenotípica, produção e liberação de enzimas 

extracelulares, capacidade de aderência celular, formação de biofilme, expressão de 

genes resistentes a antifúngicos, entre outros.7,12,13
 

A plasticidade fenotípica de Candida spp. ocorre pelo caráter dimorfico que 

inúmeros fungos patogênicos apresentam, relacionado à sua habilidade de 

crescimento nas formas unicelular leveduriforme a multicelular filamentoso, passando 
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pelo estado transicional de tubo germinativo.7,12,13 As estruturas de pseudo-hifas e 

hifas verdadeiras apresentam maior capacidade infectante quando comparadas às 

células leveduriformes de Candida spp., contudo ambas morfologias demonstram 

grande importância no estabelecimento e progressão do processo infeccioso, uma vez 

que é por meio das células leveduriformes que há eficiente propagação do micro- 

organismo e é por meio da forma filamentosa que há melhor capacidade invasiva às 

células do hospedeiro.10,13
 

A produção de enzimas extracelulares, como fosfolipases e proteases, é um fator 

de virulência de grande importância e eficácia no processo de disseminação da 

candidíase bucal, pois ocasionam danos às estruturas celulares e degradam 

substratos fisiologicamente importantes do sistema imunológico hospedeiro.7,12,14 

Constituem duas famílias de isoenzimas distintas que apresentam capacidade de 

penetração ao tecido hospedeiro por diferentes mecanismos de ação: as fosfolipases 

degradando fosfolipídios presentes na membrana plasmática celular e as proteases 

destruindo barreiras físicas da mucosa bucal, degradando imunoglobulinas e 

proteínas do sistema complemento e a matriz extracelular.7,12
 

A capacidade de aderência e invasão celular de tecidos hospedeiros e materiais 

inanimados por Candida spp. ocorre pela ação conjunta de proteínas especializadas, 

denominadas adesinas e invasinas, mediadoras de diferentes interações celulares 

entre a superfície hifal fúngica e o tecido hospedeiro. As adesinas melhores estudadas 

no processo de patogenicidade de Candida spp. em candidíase bucal são as proteínas 

de superfície celular da família ALS (Agglutinin-Like Sequence) e Hwp1; e as 

invasinas são Ssal (pertencente à família da proteína de choque térmico - Hsp 70) e 

ALS3, observadas no mecanismo de endocitose induzida (mediada por sua ligação a 

E-caderina presente em células epiteliais orais) e na invasão ativa (cujo seu 

envolvimento com outros mecanismos moleculares ainda não foram bem 

elucidados).7,13
 

A habilidade de formação de biofilme por Candida spp. é outro importante fator de 

virulência no estabelecimento da candidíase. Biofilmes são estruturas tridimensionais 

complexas formadas por leveduras, hifas e pseudo-hifas envoltas por uma matriz 

extracelular, que promovem acentuada resistência às respostas imunológicas do 

hospedeiro e ao tratamento antifúngico quando comparado as células planctônicas, 
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representando assim, um grave problema de relevância clínica no tratamento desta 

infecção micótica. 10,13
 

Para tanto, outros fatores de virulência relacionados a patogenicidade de 

Candida spp. são relatados na literatura, como: a capacidade de adaptação e 

modulação ao pH local, flexibilidade metabólica na assimilação de nutrientes, 

adaptação fúngica ao estresse ambiental, captação de aminoácidos, metais (como 

ferro, zinco, cobre e manganês), carbono (C) e nitrogênio (N) pelo micro-organismo 

e produção de proteínas induzidas por choque térmico (Hsps) em resposta ao 

estresse local.13
 

A candidíase bucal, também denominada candidose bucal, é uma infecção 

micótica oportunista causada por fungos do gênero Candida que acomete a 

cavidade bucal de indivíduos imunocomprometidos. Tem como principal agente 

etiológico Candida albicans, entretanto, espécies não-albicans de importância 

clínica, como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii e 

C. lusitaniae também são relatadas como agentes causadores desta patologia.10,12
 

 
É uma doença que acomete diferentes localidades da boca e apresenta aspectos 

clínicos distintos que variam de acordo com tipo de infecção manifestada. Sua 

classificação pode ser do tipo primária ou secundária, exibindo-se nas formas aguda 

ou crônica, que variam de acordo com manifestações clínicas expressas pelo 

paciente.9 

Estudos epidemiológicos têm demonstrado que lesões bucais causadas por 

Candida spp. são facilmente manifestadas em pacientes submetidos a diferentes tipos 

de condições predisponentes, sejam eles fisiológicos, imunológicos ou de hábitos de 

vida. Um estudo realizado por Hartmann et al.15
, com objetivo de avaliar a incidência 

de doenças micóticas em pacientes HIV positivos na cidade de Santo Angelo – RS, 

demonstrou alto percentual (53,3%) de positividade para Candida spp. em pacientes 

com idade entre 19 a 63 anos. Patil et al.16, relataram prevalência de 34% e 15%, 

respectivamente, de lesões do tipo estomatite protética e candidíase eritematosa, em 

pacientes geriátricos indianos. 

Conhecida popularmente por sapinho, a candidíase pseudomembranosa é um tipo 

de candidíase bucal designada do tipo crônica que se manifesta pelo aparecimento 
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de placas amarelo-esbranquiçadas, de aspecto mole à gelatinoso, facilmente 

removíveis ao atrito físico. Apresenta-se em placas aderidas fracamente nas regiões 

do palato, língua, orofaringe e mucosa bucal, que ao extraídas mecanicamente 

evidenciam uma superfície eritematosa não ulcerada. Seu surgimento ocorre 

geralmente de forma assintomática em casos infecciosos leves, contudo em casos 

graves há queixas de sensibilidade, ardência e dificuldade de deglutição.17,18
 

A candidíase atrófica ou eritematosa, outro tipo de candidíase denominada do tipo 

aguda, se manifesta em persistência da forma pseudomembranosa, porém com 

região eritematosa mais abrangente. É um tipo secundário da infecção e demonstra- 

se sempre de forma sintomática, com presença de inflamação, sensibilidade intensa 

e atrofia das papilas linguais.19 Sua prevalência ocorre principalmente em pacientes 

imunodeprimidos em consequência de doenças crônicas ou que fazem uso de 

antibioticoterapia de amplo espectro e por isso esse tipo de candidíase é denominado 

também de estomatite ou glossite por antibióticos.11,18,19
 

A candidíase atrófica crônica, também conhecida por estomatite ou inflamação 

protética ou de dentadura, é um tipo de candidíase do tipo crônica que se manifesta 

frequentemente em idosos usuários de próteses, sendo essa a única condição 

necessária para o surgimento do processo infeccioso. Apresenta como fatores 

etiológicos, associados ao uso da prótese dentária, o traumatismo crônico na 

superfície gengival alveolar decorrente de atritos físico da prótese com a mucosa 

gengival; utilização noturna, má adaptação e higienização precária da dentadura; 

hipersensibilidade ao material base da prótese dentária, entre outros.19,20,21 As 

manifestações clínicas observadas neste tipo de candidíase são: vermelhidão intensa 

na superfície aveolar, de aspecto aveludado a pedregroso, com formação ou não de 

vesículas e erosões confluentes; podendo se manifestar nas formas circunscrita ou 

difusa com formação ou não de lesões ulcerativas. Os sintomas clínicos, algumas 

vezes, demonstrados neste tipo de candidíase são: dor, irritação e problemas de 

salivação.17,19
 

Quanto a epidemiologia da candidíase atrófica crônica, um estudo realizado em 

João Pessoa-PB demonstrou prevalência de 35% da candidíase bucal do tipo 

estomatite protética em pacientes com faixa etária entre 21 a 90 anos, usuários de 

próteses parcial removível (59%) ou prótese total (42%), com predomínio do 
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diagnóstico para tal tipo de candidíase em pacientes do sexo feminino (77%).20 Santos 

et al.,22 em outro estudo realizado no nordeste brasileiro, demonstraram prevalência 

um pouco menor para lesões microbianas do tipo estomatite protética (27,3%) em 

pacientes idosos acompanhados por uma Unidade de Saúde no Estado da Bahia. 

A candidíase hiperplásica, é um tipo de candidíase crônica que se manifesta 

geralmente de forma assintomática, mas com presença de lesões esbranquiçadas 

circunscritas, homogêneas, de superfície lisa a nodular, não removíveis ao atrito 

físico.2,11,23 Apresenta lesões pequenas e translúcidas ou grandes e opacas que se 

semelham a placas leucoplásicas e que estão fortemente aderidas a mucosa bucal. É 

um tipo de manifestação incomum da candidíase bucal, mas quando presente, deixa 

sequelas como lesões residuais esbranquiçadas com possíveis alterações de 

malignidade decorrente da infiltração profunda das hifas do fungo no tecido 

hospedeiro.11,18,19
 

Caracterizada pela persistência prolongada do processo infeccioso em 

membranas mucosas, em consequência da resistência aos antifúngicos 

convencionais utilizados no tratamento da doença, a candidíase mucocutânea, é tipo 

de candidíase crônica de causa diversa, que está associada, muitas vezes, a 

problemas endócrinos desencadeados por uma série de síndromes autoimunes no 

paciente.11,17 É uma forma de candidíase bucal grave, embora ocorra de forma 

esporádica, entretanto tem-se notado um padrão de herança autossômica recessiva 

em algumas famílias, evidenciando-se já nos primeiros anos de vida do indivíduo.18
 

Além das manifestações clínicas de candidíase relatadas acima, existe ainda dois 

tipos de candidíase bucais pouco mencionadas na literatura: a cheilo-candidíase 

caracterizada pelo aparecimento de lesões ulceradas de borda eritematosa na 

mucosa dos lábios superior e inferior e a candidíase crônica multifocal, caracterizada 

pelo aparecimento de placas eritematosas presentes em duas ou mais regiões da 

boca de paciente fumantes do sexo masculino.11
 

A terapia medicamentosa para candidíase bucal dá-se inicialmente por 

antifúngicos de uso tópico como nistatina e miconazol e em caso de insucesso, se 

inicia o uso de antifúngicos de efeito sistêmico sendo a anfotericina B e alguns 

derivados azólicos exemplos de drogas sistêmicas.2,17
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Como principal fármaco de escolha para o tratamento de candidíase bucal, a 

nistatina (Fig. 1) foi o primeiro antifúngico do grupo dos polienos a ser descoberto, 

ainda na década de 50, a partir de isolados gram-positivos Streptomyces noursei.24 É 

um medicamento bastante utilizado nos dias de hoje, podendo ser encontrado nas 

formas de suspensão tópica ou comprimido nas concentrações que variam de 100.000 

UI/mL a 500.000 UI/mL.17
 

 

 
Figura 1: Estrutura molecular da nistatina. Fonte: PubChem 

 
 

 
A atividade farmacológica da nistatina em células fúngicas se dá por meio da 

interação com o principal esterol da membrana plasmática dos fungos, o ergosterol, 

alterando assim a permeabilidade e fluidez da membrana citoplasmática e 

ocasionando morte microbiana.9,11 Outros antifúngicos também pertencentes ao grupo 

dos polienos são a natamicina e anfotericina B, conhecidos por atuar de forma 

fungicida e fungistática contra uma grande variedade de leveduras, sendo 

considerados antifúngicos de amplo espectro.25
 

O mecanismo de ação dos antifúngicos pertencentes ao grupo dos polienos ocorre 

devido grande afinidade que essas moléculas possuem ao ergosterol da membrana 

plasmática de Candida, formando complexos molécula/ergosterol e permitindo a 

criação de poros transmembranares, que possibilitam a saída de componentes 

citoplasmáticos importantes (proteínas, açúcares e íons, em especial íon potássio), 
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desencadeando desequilíbrio osmótico celular e consequentemente a morte do micro- 

organismo (Figura 2).24,25,26,27
 

 
 

Polienos 

 

Ergosterol  
Membrana 

plasmática 

fúngica 

 

 
 

Figura 2: Mecanismo de ação dos antifúngicos poliênicos e formação de poros 

transmembranares. Fonte: Adaptado de Gonçalves, 2011. 

 
 

Embora moléculas poliênicas apresentam grande afinidade ao ergosterol presente 

na membrana plasmática de Candida, elas podem também interagir com moléculas 

de colesterol da membrana plasmática das células humanas, causando danos a elas 

e produzindo efeito tóxicos sobre elas.25
 

Formando o grupo de maior número de antifúngicos sintéticos, as drogas azólicas 

ou simplesmente azóis, descobertas no final da década de 40, são prescritas para 

diferentes tipos de micoses até os dias de hoje.26 São constituídas por moléculas 

unicamente sintéticas, de cadeia heterocíclica, aromáticas, com presença de dois ou 

três átomos de nitrogênio na cadeia alinfática do grupo fenil (Figura 3). Estão divididos 

em duas famílias, os imizadóis (dois átomos de nitrogênio) (Fig. 3 a) e os triazóis (três 

átomos de nitrogênio) (Fig. 3 b), sendo o miconazol (pertencente à família dos 

imidazóis) um dos fármacos mais comum na prescrição do tratamento de candidíases 

bucais.25
 

Complexo 

polieno/ergosterol 

Açúcares Proteínas 

Saída dos componentes citoplasmáticos 
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(a) (b) 
 
 

Figura 3: Estrutura molecular dos azóis: a) Imidazóis, com dois átomos de 

nitrogênio ligado ao anel aromático fenil. b) Triazóis, com três átomos de nitrogênios 

ligados ao anel aromático fenil. Fonte: PubChem. 

 
 

São drogas inibidoras da biossíntese dos esteróis na membrana plasmática 

fúngica, comprometendo sua a permeabilidade e fluidez e impedindo assim o 

crescimento do micro-organismo (Figura 4). Apresentam baixa toxicidade às células 

humanas, sendo prescritas no tratamento de micoses superficiais à sistêmicas 

causada por fungos filamentosos ou leveduriformes.25,26
 

Seu mecanismo de ação baseia-se na capacidade de ligação as moléculas de ferro 

(Fe+) da porção heme da enzima esterol 14-α-desmetilase, inativando, portanto, a 

síntese do ergosterol. A inativação da enzima 14-α-desmetilase, que atua na 

desmetilação oxidativa do lanosterol (intermediário) à ergosterol, aumenta o acúmulo 

de metilesteróis (produto tóxico as células fúngicas) no interior das células 

ocasionando declínio do ergosterol na membrana plasmática, gerando mudanças 

estruturais e de integridade celular, impedindo assim o crescimento fúngico.28,29
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Figura 4: Mecanismo de ação das drogas azólicas na síntese do ergosterol da 

membrana plasmática fúngica. Fonte: Adaptado de Rezende et al., 2017. 

 
 

O aumento da resistência microbiana, em escala mundial, aos agentes 

terapêuticos disponíveis no mercado vem preocupando cada vez mais profissionais e 

órgãos da saúde, e alertando a comunidade para a necessidade de novas políticas 

públicas que combata ou ao menos diminua a frequência desse fenômeno. Fatores 

como o grande número de pacientes imunocomprometidos e exposição prolongada 

aos antifúngicos convencionais no tratamento de infecções micóticas tem propiciado 

aumento na resistência fúngica de Candida spp. às terapias medicamentosas 

convencionais.30
 

O fenômeno de resistência fúngica às terapias micóticas tradicionais, pode ser 

causado por fontes associadas a insensibilidade microbiana à terapia medicamentosa 

(resistência microbiológica) ou pela ineficácia do tratamento recomendado, mesmo 

que este seja o adequado (resistência clínica).31 A resistência fúngica do tipo 

microbiológica pode ser dividida em duas categorias: a intrínseca, que é quando o 

micro-organismo é naturalmente resistente a terapia antifúngica mesmo antes de 

exposta a ela, e a adquirida, que é quando há mutações gênicas no micro-organismo 

somente após seu contato com o antifúngico. A resistência clínica pode ser adquirida 

por múltiplos fatores, que vão muito além de questões relacionadas a resposta micro- 

organismo/antifúngico, na verdade, é um conjunto de elementos associados a 

resistência antimicrobiana do fungo, estado imunológico do hospedeiro e 

comportamento farmacológico do agente terapêutico utilizado.31,32
 

Desta forma, a necessidade de novas terapias alternativas que supram as 

limitações da terapia antifúngica tradicional tem possibilitado o crescente número de 

Acúmulo de 

ergosterol 

malformado 

na 

membrana 
Inibição da C14-α- 

desmetilase 

   Ergosterol malformado  
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pesquisas utilizando conhecimentos etnobotânicos de plantas medicinais, terapias 

combinadas e fitoterápicos como recursos de melhoria ao tratamento de doenças 

micóticas. Considerado rico em diversidade biológica, o Brasil tem grande potencial 

na descoberta de novos fármacos com ação antimicrobiana, uma vez que o país 

possui ampla diversidade vegetal e vasto conhecimento científico na busca de novas 

moléculas bioativas capazes de atuar em diversas afecções bucais.33
 

Estudos etnobotânicos têm demonstrado que espécies vegetais encontradas no 

Nordeste brasileiro são relatadas com propriedades farmacológicas para o tratamento 

de infecções bucais, entre elas Punica granatum L. (romã), Anacardium occidentale 

L. (cajueiro roxo), Abarema cochliacarpos (barbatimão) e Plectranthus amboinicus 

Lour. Spreng. (hortelã da folha graúda) utilizadas no tratamento de diversas patologias 

orais por demonstrar ação anti-inflamatória, antimicrobiana, analgésica e 

cicatrizante.34,35,36,37
 

Na Paraíba, estudos etnobotânicos demonstraram que além das espécies vegetais 

declaradas acima, ainda há relatos da utilização das espécies Allium sativum L. (alho) 

para dor de dente; Psidium guajava (goiabeira) e Tabebuia avellanedare (Ipê-roxo) 

para gengivite e inflamações em geral; e Spindias urundeuva (umbuzeiro) para 

amigdalite. 38,39
 

Santos et al.40 demonstrou que espécies como Pitchecelobium avaremotemo Mart. 

(babatenon), Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira), Anacardium occidentale L. 

(cajueiro roxo), Bumelia sartorum Mart. (quixaba) são amplamente utilizadas no 

tratamento de infecções bucais na capital paraibana, indicadas principalmente pela 

ação anti-inflamatória e cicatrizantes. 

Sendo assim, relata-se na literatura que a utilização de produtos naturais e da 

terapia combinada frente diferentes fungos patogênicos é uma alternativa viável para 

o tratamento da candidíase bucal 41,42,43,44
 

Considerado um importante recurso para limitações da monoterapia convencional 

no tratamento da candidíase bucal, a terapia combinada é uma estratégia que visa 

possibilitar a interação de duas ou mais moléculas, buscando efeito sinérgico entre 

elas, para proporcionar alguns benefícios em comparação terapia tradicional.45 É uma 

técnica que procura sempre melhorar a eficácia terapêutica, aumentando a 
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sensibilidade do micro-organismo e minimizando o desenvolvimento e evolução da 

resistência fúngica ao tratamento indicado, com redução de doses e 

consequentemente toxicidade aos fármacos, garantindo assim maior segurança, 

tolerabilidade e melhorias na taxa de cura do paciente.46
 

Gadea e Mensa45 descreve que as possíveis interações das moléculas 

antifúngicas na terapia combinada são: melhor penetração de um fármaco na célula 

fúngica graças à atuação de outro na membrana celular do micro-organismo; 

alterações nas bombas de efluxo capazes de eliminar os antifúngicos no interior 

celular; ação conjunta e sequencial das drogas nas mesmas cadeias biossintéticas 

vitais a sobrevivência fúngica; bloqueio simultâneo de múltiplos alvos celulares; e 

aceleração da resposta terapêutica do hospedeiro ao tratamento indicado.45 Contudo, 

os autores expõem ainda que nem sempre o sinergismo entre as moléculas é o 

resultado alcançado e que limitações como aumento da toxicidade e competitividade 

entre os fármacos são frequentes. 

Alguns trabalhos mostram o efeito sinérgico de antifúngicos convencionais e óleos 

essenciais sobre cepas de Candida spp.47,48,49 Castro et al.47, demonstraram que o 

timol, principal monoterpeno encontrado no óleo essencial de Thymus vulgaris 

(tomilho), associado a nistatina apresentou atividade sinérgica sobre cepas de C. 

albicans, C. krusei e C. tropicalis, consideradas importantes agentes etiológicos da 

candidíase bucal. 

Silva et al.48, demonstraram que o óleo essencial de Cloriandrum sativum 

(coentro), quando associado a anfotericina b, apresentou efeito sinergismo sobre C. 

albicans e aditividade sobre C. tropicalis. 

Essid et al.49, avaliaram atividade anti-Candida de dez óleos essenciais (OE) e 

perceberam que os OE de Cinnamomum verum (canela), Thymus capitatus (tomilho), 

Syzygium aramaticum (cravo-da-índia) e Pelargonium graveolens (gerânio) 

demonstraram efetiva atividade sobre diferentes espécies do gênero. Quanto a 

atividade sinérgica, os autores perceberam que óleos essenciais de P. graveolens e 

C. verum em associação ao fluconazol apresentaram sinergismo positivo, com valor 

da Concentração Inibitória Fracionada - CIF<0,5, frente as cepas testadas (inclusive 

àquelas resistentes a este antifúngico) e concluíram que o mecanismo de ação de C. 

verum (canela)/fluconazol ocorreu pela inibição à biossíntese do ergosterol da 



12  

membrana plasmática fúngica e que P. graveolens (gerânio)/fluconazol atuou 

alterando a permeabilidade da parede celular de Candida. 

Os óleos essenciais são utilizados na etnomedicina há bastante tempo como 

antifúngicos eficazes e seguros contra infecções por Candida.50 Por definição, óleos 

essenciais são misturas complexas de compostos naturais que contém diversos 

fitoconstituintes químicos, polares e apolares, oriundos do metabolismo secundários 

de plantas e que demonstram inúmeros propriedades biológicas.50 Apresentam, do 

ponto de vista farmacológico, propriedades anti-inflamatórias, analgésicas, 

antioxidantes, antitumoral, antiparasitárias, antimicrobiana, entre outras, que variam 

de acordo com o perfil fitoquímico demonstrado no produto extraído da 

planta.49,51,52,53,54 

Encontrado na grande maioria dos óleos essenciais, porém em pequenas 

quantidades, os fenilpropanóides constituem um grupo de fitoquímicos derivados da 

fenilalanina que desempenham importantes funções na sobrevivência, estrutura e 

defesa dos organismos vegetais.51,55 São sintetizados a partir da desaminação da L- 

fenilalanina em ácido trans-cinâmico pela enzima fenilalanina amônia-liase (PAL), 

através da via do ácido chiquímico, com posterior redução a aldeídos e outras reações 

dependentes de enzimas que ocorrem sob condições de estresse ambiental.56,57 

Demonstram como estrutura química esqueleto carbônico formado por três átomos de 

carbonos ligados a um anel aromático fenil; sendo alguns de seus representantes o 

eugenol, isoeugenol, metil eugenol, chavicol, safrol, dilapiol, entre outros.58
 

O isoeugenol, quimicamente denominado 4-propenil-2-metoxifenol (Fig. 5), é um 

composto aromático pertencente ao grupo dos fenilpropanóides naturalmente 

presente em especiarias como Syzygium aromaticum (cravo-da-índia), Myristica 

frangrans (noz-moscada), Ocimum basilicum L. (manjericão) e Laurus nobilis L. 

(louro).59,60,61,62 É um isômero de posição do eugenol (figura 6) quanto a dupla ligação 

C=C da cadeia alinfática, com fórmula molecular C10H12O2, peso molecular 164, 204 

g/mol e densidade 1,08 g/cm3. Possui características físicas: cor amarelo 

esbranquiçado, odor característico, ligeiramente solúvel em água, porém bastante 

solúvel em álcool éter e solventes orgânicos, com ponto de ebulição 266 °C e ponto 

de fusão -10 °C.63 É um composto ainda pouco relatado na literatura quanto atividade 

antifúngica, visto que a grande maioria dos estudos, principalmente na odontologia, 
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estão centrados nesta propriedade presente no eugenol; contudo, trabalhos 

evidenciam a capacidade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória, antitumoral e 

analgésica do isoeugenol.60,62,64,65
 

 
 
 
 

 

Figura 5: Estrutura molecular do 

isoeugenol. 

Figura 6: Estrutura molecular do 

eugenol. 

 

 

Em relação a atividade antifúngica, Peixoto et al.60 avaliaram a capacidade anti- 

Candida, antibiofilme e mecanismo de ação do óleo essencial de L. nobilis (louro) e 

verificaram que o referido produto apresentou atividade fungicida frente diferentes 

espécies de Candida isoladas da cavidade oral, bem como interferiu na adesão e 

formação do biofilme destas espécies. Os autores relataram ainda, que o composto 

majoritário encontrado no OE de L. nobilis foi o isoeugenol (53,5%) e propuseram que 

o mecanismo de ação do óleo demonstrou-se pela capacidade de interferência à 

biossíntese da parece celular fúngica e/ou pelo aumento da permeabilidade iônica da 

membrana plasmática fúngica. 

Galluci et al.64, demonstraram in vitro que o fitoconstituinte isoeugenol foi capaz de 

matar cepas de C. albicans, C. dublinienses, C. krusei e C. tropicalis resistentes ao 

fluconazol e relataram que o mecanismo de ação dos diferentes compostos fenólicos, 

entre eles o isoeugenol, ocorrem devido a capacidade que essas moléculas têm de 

perturbar a integridade da membrana plasmática do fungo. 

Bhatia et al.66, avaliando atividade in vitro do isoeugenol sobre 28 isolados clínicos, 

susceptíveis (17) e resistentes (11) ao fluconazol, e três padrões de Candida spp., 

obtiveram valores da concentração inibitória mínima (CIM) que variaram entre 100 – 

250 µg/mL. O estudo mostrou ainda que o fitocomposto em questão interferiu no 

crescimento de Candida spp. inibindo o funcionamento da bomba de prótons presente 

na membrana plasmática fúngica. 
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Considerando a importância clínica e epidemiológica da candidíase bucal e o 

aumento das limitações nas terapias sintéticas convencionais, o presente estudo 

buscou investigar, in vitro, a atividade antifúngica do fitoconstituinte isoeugenol contra 

leveduras do gênero Candida isoladas da cavidade bucal, bem como avaliar os 

possíveis efeitos do produto sobre a micromorfologia das células e seu efeito inibitório, 

pelo método de checkerboard, em combinação com o antifúngico padrão nistatina. 
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Resumo 

 
A candidíase bucal é uma infecção fúngica oportunista causada por leveduras 

do gênero Candida que acomete geralmente pacientes imunocomprometidos. Tem 

como principal agente etiológico Candida albicans, entretanto espécies não- 

albicans como C. tropicalis e C. glabrata têm sido frequentemente isoladas nesta 

patologia. O presente estudo teve como objetivo avaliar atividade antifúngica do 

isoeugenol, sua ação sobre a micromorfologia de C. tropicalis e C. glabrata isolados 

da cavidade bucal, bem como analisar seu efeito combinatório com antifúngico 

padrão nistatina. Os testes de atividade antifúngica do isoeugenol foram 

determinados por microdiluição em caldo. A avaliação do efeito do isoeugenol sobre 

a micromorfologia de estruturas de patogenicidade, blastoconídios e pseudo-hifas, 

de C. tropicalis foi determinada. O índice da concentração inibitória fracionada 

(ICIF) do isoeugenol e nistatina foi determinado utilizando o método de 

checkerboard. O isoeugenol apresentou efeito antifúngico, com valores da CIMs 

entre 128 µg/mL e 256 µg/mL para C. tropicalis e C. glabrata. A CFM do isoeugenol 

variou entre 128 µg/mL e 512 µg/mL para C. tropicalis e 128 µg/mL e 256 µg/mL 

para C. glabrata. O isoeugenol causou alterações na micromorfologia dos isolados 

avaliados. A combinação do isoeugenol com a nistatina demonstrou atividade 

sinérgica em C. tropicalis LM-211 com valor ICIF=0,25. Este estudo revelou que o 

isoeugenol é um fitocomposto com efetiva ação antifúngica contra Candida spp. e 

tem grande potencial a ser um futuro antifúngico. 

mailto:daiannemedeiros1@gmail.com
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1. Introdução 

 
 

A candidíase bucal é uma infecção fúngica oportunista ocasionada por 

leveduras do gênero Candida que constituem naturalmente a microbiota normal de 

seres humanos [1]. É uma doença de etiologia multifatorial podendo estar 

relacionada a condições predisponentes de âmbito local, como uso de próteses 

dentárias, má higienização, mudança de pH e problemas de salivação; ou 

sistêmicos como doenças endócrinas, uso de tratamentos quimioterápicos ou 

radioterápicos, mudanças imunológicas, fisiológicas e deficiências nutricionais [2] 

Candida albicans é a espécie comumente conhecida como o agente etiológico 

mais virulento do gênero Candida, entretanto com o advento da Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida (Aids) nas últimas décadas e a utilização disseminada 

de antibioticoterapias, mudanças nos padrões epidemiológicos da candidíase tem 

ressaltado que espécies não-albicans como C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis 

e C. glabrata, tidas emergentes, vem sendo mais frequentemente isoladas nesta 

patologia [3-7]. 

Entre o grupo não-albicans, C. tropicalis e C. glabrata são as espécies 

consideradas mais virulentas no estabelecimento da candidíase bucal, realidade 

relacionada a fatores de virulência expressos por essas espécies [8]. Tais fatores 

de virulência incluem alta capacidade de adesão a células epiteliais e materiais 

inanimados, produção de enzimas extracelulares capazes de degradar substratos 

fisiologicamente importantes ao hospedeiro e rápido desenvolvimento e expressão 

de genes de resistência aos antifúngicos atualmente presentes no mercado [8-10] 

Na odontologia, a nistatina tem sido amplamente utilizada no tratamento de 

lesões teciduais por Candida spp., apesar de outras drogas de uso tópico 

(clotrimazol e miconazol) ou sistêmico (fluconazol, cetroconazol e anfotericina B) 

também serem prescritas no tratamento da candidíase bucal [11-15]. 

Entretanto, com o aumento da resistência fúngica aos fármacos e as limitações 

apresentadas pela monoterapia convencional tem aumentado a busca de novas 

moléculas biologicamente ativas contra Candida spp. e impulsionado a procura de 

alternativas terapêuticas que possibilitam contornar restrições encontradas no 

tratamento da candidíase bucal [16]. 
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Entre as novas alternativas terapêuticas no tratamento da candidíase bucal, a 

utilização de produtos naturais como fonte de moléculas farmacologicamente ativas 

e sua ação combinada com drogas antifúngicas presentes no mercado têm 

ganhado grande destaque em diversos estudos da área, sendo os fenilpropanóides 

um grupo de moléculas amplamente utilizados na odontologia [16-20]. 

O isoeugenol (4-propenil-2-metoxifenol) (figura 1) é um fitocomposto derivado 

dos fenilpropanóides majoritariamente presente em óleos essenciais de Syzygium 

aromaticum, Myristica frangrans, Ocimum basilicum L. e Laurus nobilis L. e que tem 

demonstrado propriedades antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória, 

antitumoral e analgésica [21-26]. É um composto isômero do eugenol (figura 2), 

com sua atividade antifúngica ainda pouco relatada na literatura. Desta forma, o 

presente estudo teve como objetivo analisar a atividade antifúngica do isoeugenol, 

bem como sua ação sobre a micromorfologia de C. tropicalis e C. glabrata isoladas 

da cavidade bucal e verificar seu efeito sinérgico em combinação ao antifúngico 

nistatina. 

 
 

 

 

 

Figura 1: Esqueleto molecular do 

isoeugenol. 

Figura 2: Esqueleto molecular do 

eugenol. 

 
 
 
 

2. Materiais e Métodos 

 
 

2.1 Substâncias padrão, fitoconstituinte: As substâncias obtidas comercialmente 

neste estudo foram: isoeugenol (Sigma aldrich®, São Paulo, SP, Brasil), nistatina 

(Fragon®, São Paulo, SP, Brasil), dimetilsulfóxido (DMSO) (Labsynth produtos para 

laboratórios. Ltd., Diadema, SP, Brasil) e Tween-80 (Vetec Fine Chemicals Ltd., 

Duque de Caxias, RJ, Brasil). 
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2.2 Meios de cultura: Para avaliação da atividade antifúngica dos compostos foram 

utilizados RPMI 1640 L-glutamato sem bicarbonato de sódio (Sigma aldrich®, São 

Paulo, SP, Brasil) e Ágar Sabouraund Dextrose (Difco®, USA, França). Os meios 

de cultura foram devidamente preparados conforme as instruções do fabricante. 

 
2.3 Cepas fúngicas e preparação do inóculo: Foi utilizado neste trabalho o total de 

13 isolados de Candida spp., sendo 7 clínicos (LM-211, LM-02, LM-82, LM-96, LM- 

34, LM-77, LM-100) e um padrão ATCC-13803 de C. tropicalis e 4 isolados clínicos 

(LM-116, LM-302, LM-17, LM-106) e um padrão ATCC-90030 de C. glabrata. Todos 

pertenciam a coleção de micologia do Laboratório de Pesquisa: Atividade 

Antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (DF/CCS/ 

UFPB). 

As cepas foram conservadas em Ágar Sabouraud Dextrose (ASD) a 4 °C e a 35 

°C (± 2°C) por 24h para preparação dos inóculos e realização dos testes in vitro. 

As suspensões microbianas foram preparadas utilizando 5 mL de solução 

salina estéril a 0,9% (Farmax, Amaral, Divinopolis, MG, Brasil) e agitada com auxílio 

de vórtex (Fanem Ltda., Guarulhos, SP, Brasil) por 15 segundos. 

Após agitação a densidade celular foi avaliada e padronizada, utilizando sulfato 

de bário a 0,5 da escala de McFaland que corresponde a 106 Unidades Formadoras 

de Colônia por milímetro (UFC/mL). Para obtenção do inóculo a concentração 105 

UFC/mL, utilizadas neste estudo, diluiu-se a suspenção na proporção 1:10. A 

concentração final obtida foi de 1-5 X 105 UFC/mL e a confirmação realizada pela 

contagem de células em câmara de Neubauer [27-31]. 

 
2.4 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM): A Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) do isoeugenol foi determinado pelo método de microdiluição 

em caldo realizada em duplicata utilizando placas de 96 poços de fundo redondo 

(Kasvi®, Itália) [28, 30, 32]. 

Foi adicionado inicialmente aos poços 100 µL de caldo RPMI-1640 (Sigma- 

Aldrich®/São Paulo/Brasil) duplamente concentrado e acrescentado, em seguida, 

100 µL do produto teste. Foi realizado microdiluições em série, em que uma 

alíquota de 100 µL do poço contendo meio mais concentrado foi transferida ao poço 

subsequente menos concentrado, nas concentrações de 1024 µg/mL a 4 µg/mL. 
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Por fim, foi adicionado aos poços 10 µL do inóculo de Candida sp., de forma que 

cada coluna representava uma cepa diferente. 

Em paralelo ao teste, foi realizado controle do meio, de viabilidade das cepas 

em meio líquido e susceptibilidade ao antifúngico padrão nistatina 100 UI às 

mesmas condições do ensaio. As placas foram incubadas a 35° C (±2 °C) por 24 a 

48 horas e posteriormente analisadas visualmente para verificação da formação ou 

não de “botões” de células no fundo dos poços. A CIM dos produtos foi determinada 

como a menor concentração do produto capaz de inibir visualmente o crescimento 

fúngico em comparação com os controles. 

Para interpretação da atividade antimicrobiana foi utilizado os seguintes valores 

padrão para CIM: <100 µg/mL (atividade boa/forte); 100 - 500 µg/mL (atividade 

moderada); 500 – 1000 µg/mL (atividade fraca) e CIM> 1000 µg/mL (inatividade) 

[35]. 

 
2.5 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM): Após a determinação 

da CIM, alíquotas de 10 µL do sobrenadante dos poços equivalente a CIM, CIM X2 

e CIM X4 foram retiradas e repassadas para placa de microdiluição, de 96 poços 

com fundo redondo (Sigma-Aldrich®/São Paulo/Brasil), contendo 100 µL de RPMI 

1640 [32,33]. As placas foram incubadas em estufa a 35 °C (±2 °C) por um período 

de 24 - 48h. Por fim, a leitura da placa foi realizada visualmente e a CFM 

determinada como a menor concentração dos produtos capaz de inibir o 

crescimento fúngico. Os ensaios foram realizados em duplicata e os valores 

expressos em média aritmética. A relação CFM/CIM foi calculada para determinar 

ação fungicida (CFM/CIM <4) ou fungistática (CFM/CIM ≥4) [36]. 

 
2.6 Ação dos compostos sobre a micromorfologia de C. tropicalis: As alterações 

morfológicas, ou não, das leveduras de C. tropicalis LM-211 e ATCC 13803, 

submetidas a nistatina e isoeugenol, foram verificadas pela técnica de microcultivo 

em câmara úmida utilizando meio Ágar-Fubá-Tween 80 sólido [19]. Alíquotas de 

3mL de Agar-Fubá-Tween 80 líquido, contendo substância teste na concentração 

da CIM, CIM X2 e CIM X4 foram despejados em lâmina de vidro apoiada sobre um 

suporte situado dentro da placa de Petri para solidificar. Após solidificação do meio, 

repiques recentes (em ASD por 24h à 35 °C ±2°C) foram semeadas na lâmina em 

formato de estrias e a placa tampada e incubada a temperatura de 35 °C (± 2 ºC) 
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por 24h a 48 horas. A umidade do interior da placa foi mantida por papel filtro 

embebido em água destilada estéril. 

As lâminas foram analisadas em microscópio óptico comum, em aumento de 

400x para observação da formação, ou não, de estruturas características como 

blastoconídios e pseudo-hifas. Foi realizado a contagem das estruturas formadas e 

estas foram fotodocumentadas. 

 
2.7 Estudo de associação in vitro: O ensaio de susceptibilidade da interação do 

isoeugenol com nistatina (100 UI) foi realizado pela técnica de checkerboard em 

microdiluição em caldo. 

Para realização deste ensaio, foi adicionado 100 µL de Caldo Saboraud 

Dextrose, em placa de 96 poços de fundo redondo (Kasvi®/Itália), seguido de 50 µL 

do isoeugenol nas concentrações CIM ÷ 8; CIM ÷ 4, CIM ÷ 2, CIM, CIM x 2, CIM x 

4 e CIM x 8 (linhas verticais), 50 µL da nistatina (100 UI) nestas mesmas 

concentrações nas linhas horizontais e 10 µL da suspensão fúngica de C. tropicalis 

LM-211 e ATCC 13803 e C. glabrata LM-116 e ATCC 90030 em todos os poços. 

Em seguida, as placas foram tampadas e incubadas a 35 °C ± 2 °C por 72 h. [17, 

37] 

O ICIF (Índice de Concentração Inibitória Fracionada) foi determinado pelo 

somatório do ICIF dos produtos testes (ICIFA) com o ICIF dos antifúngicos 

licenciados padrões (ICIFB). Por sua vez, os valores do ICIFA ou B foram 

determinados através da relação da CIMA ou B combinados/CIMA ou B sozinhos 

(equação 1), sendo considerados os seguintes valores de referência: ICIF ≤ 0,5 = 

sinergismo; 0,5 > ICIF < 1 = aditividade; 1 ≥ ICIF < 4 = indiferença; e ICIF ≥ 4 = 

antagonismo [38]. 

Fórmula utilizada para calcular ICIF: 
 

 

∑ICIF= CIFA + CIFB = 
CIM A 

+ 
CIM B

 
 

(1) 
CIM a CIM b 

 
 

Em que: 

 
 

CIM A = CIM da combinação das substâncias testes com antifúngico 

CIM a = CIM das substâncias teste isoladas 
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CIM B = CIM do antifúngico na combinação com as substâncias testes 

CIM b = CIM do antifúngico isoladas 

 

3. Resultados e Discussão 

 
 

Os resultados da atividade antifúngica do isoeugenol frente a C. tropicalis e C. 

glabrata estão registrados nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Pode-se observar 

que, o isoeugenol apresentou atividade antifúngica moderada contra C. tropicalis, 

com valores da CIM88% de 128 µg/mL (tabela 1) e C. glabrata com CIM60% também 

na concentração de 128 µg/mL (tabela 2). A nistatina demostrou forte atividade 

antifúngica em comparação ao isoeugenol frente a todos isolados de Candida com 

CIM = 8 µg/mL para C. tropicalis e CIM = 2 µg/mL para C. glabrata. O resultado de 

esterilidade do meio não demonstrou nenhum crescimento fúngico e de viabilidade 

das cepas nenhuma inibição de crescimento. Gallucci et al. [25] determinaram que 

a CIM do isoeugenol capaz do inibir o crescimento de cepas clínicas de C. tropicalis 

resistentes ao fluconazol e anfotericina B foi de 0,55 mg/mL1. 

Bhatia et al. [39] observaram que a CIM do isoeugenol sobre Candida spp. 

sensíveis e resistentes ao miconazol variou entre 100-200 µg/mL e 100-200 µg/mL, 

respectivamente. Peixoto et al. [22], determinaram que a CIM do óleo essencial de 

Laurus nobilis Linnaeus (louro) variou entre 200-500 µg/mL contra C. glabrata e C. 

tropicalis isolados da cavidade bucal. Os autores relataram o isoeugenol como 

fitocomposto majoritário (53,5%) do óleo essencial de L. nobilis. Nossos resultados 

demonstraram valores ainda melhores, com CIM entre 128-256 µg/mL para C. 

tropicalis e C. glabrata, conforme mostra a tabela 1. 

Estudos anteriores revelaram que o isoeugenol foi capaz de inibir o crescimento 

fúngico de Fusarium verticillioides com CIM de 0,40 mM (≅ 66 µg/mL) [40] e 

Aspergillus parasiticus com CIM de 1,26 mM ((≅ 207 µg/mL) [41], com sua atividade 

antifúngica concentração dependente. 

Em nosso trabalho a CFM das amostras com isoeugenol apresentaram valores 

idênticos a suas respectivas CIM em dois isolados clínicos de C. tropicalis (LM-77, 

LM-100) e ATCC 13803; CIM X 2 nos isolados LM-211 e LM-02; e CIM X 4 em LM- 

82, LM-96 e LM-34. A CFM de todos os isolados de C. glabrata foram idênticos a 

suas respectivas CIM. Em C. tropicalis os valores da CFM da nistatina 
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demonstraram ser idênticos a suas CIM em seis isolados e 4x vezes maior nas 

duas outras cepas analisadas (tabela 1); enquanto que para C. glabrata os valores 

da CFM foram idênticos a CIM em todos os isolados (tabela 2). De acordo com 

Sindique et al. [36] um composto possui ação fungicida quando a relação CFM/CIM 

for <4 e fungistática quando CFM/CIM for ≥4. Nossos resultados mostraram que o 

isoeugenol possuiu ação fungicida em 60% dos isolados de C. tropicalis e 100% 

dos isolados de C. glabrata avaliados no estudo. Os dados deste estudo 

corroboram com os achados por Peixoto et al. [22] em que a CFM correspondeu a 

sua CIM do OE de L. nobilis Linnaeus frente cepas de C. tropicalis E C. glabrata da 

cavidade bucal. 

 
Tabela 1: Resultados da relação CIM, CFM e CFM/CIM do isoeugenol, nistatina e 

controle de esterilidade e viabilidade das cepas frente C. tropicalis. A CIM e CFM 

apresentam valores expressos em µg/mL. 

Isoeugenol (µg/mL)  Nistatina (µg/mL) Controles 

C. 

tropicalis 

CIM CFM CFM/ 

CIM 

Atividade 

Antifúngica 

CIM CFM CFM/ 

CIM 

Meio de 

cultura 

Micro- 

organismos 

LM-211 128 256 2 Fungicida 8 8 1 - + 

LM-02 128 256 2 Fungicida 8 8 1 - + 

LM-82 128 512 4 Fungistática 8 8 1 - + 

LM-96 128 512 4 Fungistática 8 8 1 - + 

LM-34 256 512 4 Fungistática 8 8 1 - + 

LM-77 128 128 1 Fungicida 8 16 2 - + 

LM-100 128 128 1 Fungicida 8 8 1 - + 

ATCC 

13803 

128 128 1 Fungicida 8 8 1 - + 

+: Crescimento fúngico; -: Ausência de crescimento fúngico. 

 
 

A avaliação das possíveis interferências do isoeugenol e nistatina na 

micromorfologia de C. tropicalis ATCC 13803 e LM-211, por microscópio óptico 

comum, revelou crescimento de estruturas de patogenicidade, blastoconídios, em 

todas as amostras nas concentrações CIM, CIM X 2, CIM X 4 e controle. O número 

de blastoconídios em ambas amostras foi consideravelmente menor na presença 

da nistatina e do isoeugenol em comparação ao controle nas três concentrações 

avaliadas. Em relação a formação de pseudo-hifas, não foi constatado sua 

presença nas concentrações da CIM, CIM x 2 e CIM x 4 do isoeugenol e CIM X 2 
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e CIM x 4 da nistatina (Figura 3). Dessa forma, nosso estudo demonstrou que o 

isoeugenol foi capaz de inibir o crescimento de estruturas de virulência em Candida 

sp. 

 
Tabela 2: Resultados da relação CIM, CFM e CFM/CIM do isoeugenol, nistatina e 

controle de esterilidade e viabilidade das cepas frente C. glabrata. A CIM e CFM 

apresentam valores expressos em µg/mL. 

Isoeugenol (µg/mL)  Nistatina (µg/mL) Controles 

C. 

glabrata 

CIM CFM CFM/ 

CIM 

Atividade 

Antifúngica 

CIM CFM CFM/ 

CIM 

Meio de 

cultura 

Micro- 

organismos 

LM-116 128 256 2 Fungicida 2 2 1 - + 

LM-302 128 256 2 Fungicida 2 2 1 - + 

LM-17 128 512 4 Fungicida 2 2 1 - + 

LM-106 256 256 1 Fungicida 2 2 1 - + 

ATCC 

90030 

256 256 1 Fungicida 2 2 1 - + 

+: Crescimento fúngico; -: Ausência de crescimento fúngico. 

 
 

A capacidade de transição morfológica de Candida spp. caracteriza-se um dos 

fatores de virulência mais importante no estabelecimento e progressão da 

candidíase bucal. Quando leveduriformes fungos do gênero Candida habitam 

comensalmente o trato respiratório, gastrointestinal, vulvovaginal e mucosa bucal 

de seres humanos sem ocasionar nenhum dano à saúde, entretanto, mudanças 

fisiológicas ou imunológicas do hospedeiro podem desencadear alterações 

morfológicas no fungo e este se tornar patogênico [42]. 

Estudos sobre ação do isoeugenol em alterações morfológicas de C. tropicalis 

ainda são escassos, entretanto pudemos observar que o isoeugenol foi eficiente 

em inibir a formação de estruturas patogênicas de C. tropicalis. 
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C 

 
 

Figura 3: Micromorfologia de C. tropicalis na ausência (controle) e presença do 

isoeugenol e nistatina. (A) Grupo controle LM-211 demonstrando estruturas de 

crescimento blastoconídios e pseudo-hifas. (B) LM-211 sob influência do 

isoeugenol na CIM, evidenciando a presença de blastoconídios. (C) LM-211 na 

presença do antifúngico nistatina. Aumento 400X. Seta preta: indicação de pseudo- 

hifas. Seta-vermelha: indicação de blastoconídios. 

 
Os resultados do efeito combinatório do isoeugenol e nistatina sobre os isolados 

clínicos C. glabrata LM-118 e C. tropicalis LM-211 e os padrões C. glabrata ATCC 

90030 e C. tropicalis ATCC 13803 estão representadas na tabela 3. Foi observado 

que os isolados padrões C. glabrata ATCC 90030 e C. tropicalis ATCC 13803 

demonstraram indiferença (ICIF<4) no teste de interação do isoeugenol e nistatina 

pelo método de checkerboard, com valores ICIF=3,40 e ICIF= 3,98, 

respectivamente. A combinação nistatina e isoeugenol foi antagônica (ICIF ≥4) em 

C. glabrata LM-116 com valor ICIF=7,98 e sinérgica em C. tropicalis LM-211 com 

ICIF=0,25 (ICIF≤ 0,5 = sinergismo) [38]. 

A   B  
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Tabela 3: Interação do antifúngico nistatina com isoeugenol sobre C. glabrata e 

C. tropicalis pelo método de checkerboard. 
 

 C. glabrata 

ATCC 

 
90030 

C. glabrata 

 
LM-116 

C. tropicalis 

 
ATCC 13803 

C. tropicalis 

LM-211 

CIFa 0,421 2,65 1,5 0,125 

CIFb 2,98 5,33 2,484 0,125 

ICIF 3,40 7,98 3,98 0,25 

Interpretação Indiferença Antagonismo Indiferença Sinergismo 

CIF= Concentração Inibitória Fracionada; ICIF= Índice de Concentração Inibitória 

Fracionada. 

 

 
A terapia combinada é uma estratégia laboratorial in vitro que visa possibilitar a 

interação de duas ou mais moléculas em busca do efeito sinérgico para proporcionar 

alguns benefícios em comparação a monoterapia convencional, como potencializar 

eficácia terapêutica do fármaco e diminuir o desenvolvimento e evolução de 

resistências aos antifúngicos [43]. 

Alguns trabalhos são reportados na literatura por demonstrar o efeito positivo na 

atividade antifúngica de fármacos convencionais e outros produtos naturais sobre 

fungos [13,14, 44, 45]. Sobre atividade sinérgica do isoeugenol com antifúngicos 

convencionais sobre espécies fúngicas, Pinheiro et al. [44], relataram atividade 

antagônica do isoeugenol em associação a anfotericina b sobre Cryptococus 

neoformans, entretanto a literatura não reporta nenhum estudo de associação do 

isoeugenol com nistatina sobre Candida ssp. 

Os mecanismos de ação do isoeugenol envolvidos na atividade antifúngica sobre 

células fúngicas de Candida spp. ainda não foram totalmente elucidados. Galluci et al. 

[25], observaram que o isoeugenol foi capaz de causar morte celular de Candida spp. 

resistentes ao fluconazol por perturbar a integridade da membrana celular fúngica. 

Bhatia et al [39], observaram que o isoeugenol foi capaz de diminuir o pH interno da 

célula de Candida spp., indicando sua ação sobre a bomba de prótons H+, e causar 

ruptura na membrana plasmática fúngica. Peixoto et al. [22] concluíram que a CIM do 

isoeugenol foi afetada na presença do sorbitol e ergosterol, sugerindo que o 
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fitocomposto é capaz atuar na biossíntese da parede celular fúngica e alterar a 

permeabilidade iônica da membrana. Desta forma, uma possível explicação para 

atividade antagônica dos produtos sobre C. glabrata pode estar relacionado a ligação 

das moléculas no mesmo sítio ativo da membrana plasmática fúngica. 

Vale salientar que estudos sobre atividade antifúngica o isoeugenol ainda são 

escassos na literatura e que nossos achados são os primeiros a relatar atividade 

combinatória positiva do isoeugenol e nistatina. Nossos resultados demonstraram o 

isoeugenol tem grande potencial no tratamento de infecções micóticas causadas por 

Candida spp. e de ser um potencial futuro fármaco e por isso novas pesquisas devem 

ser realizadas para avaliar a atividade antifúngica deste fitocomposto. 

 
 

4. Conclusão 

 
O estudo demonstrou que o isoeugenol apresentou efetiva atividade antifúngica 

sobre isolados de C. glabrata e C. tropicalis, sendo capaz de inibir o crescimento de 

estruturas de virulência importantes na progressão da candidíase bucal nas espécies 

avaliadas. A combinação isoeugenol e nistatina teve efeito antagônico no isolado 

clínico de C. glabrata, sinérgico no isolado clínico de C. tropicalis e indiferente nos 

padrões ATCC de C. glabrata e C. tropicalis. 

Desta forma, o isoeugenol é um fitocomposto com promissora atividade antifúngica 

no tratamento da candidíase bucal. Estudo futuros devem ser realizados para 

compreender melhor seu mecanismo de ação, bem como seus efeitos citotóxicos 

sobre células humanas. 
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3. CAPÍTULO 2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

O manuscrito a seguir será submetido para publicação no periódico “Current 

Topics in Medicinal Chemistry”, ISSN: 1568-0266/ Qualis Capes Odontologia A2. 
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Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar atividade antifúngica do 

isoeugenol e novas moléculas sintéticas sobre C. albicans, utilizando como 

metodologia a determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM), 

Concentração Fungicida Mínima (CFM), análise da ação do isoeugenol sobre 

a micromorfologia, teste de interação com nistatina pelo método de 

checkearboard e estudo de acoplamento molecular com enzimas importantes 

na manutenção da viabilidade fúngica. As moléculas sintéticas não 

demonstraram nenhuma atividade antifúngica in vitro. Os valores da CIM50% 

do isoeugenol variaram entre 128 µg/mL e 256 µg/mL. A CFM do isoeugenol 

apresentou valores idênticos as suas respectivas CIM’s. O estudo da ação do 

isoeugenol sobre a micromorfologia demonstrou que o fitocomposto foi eficaz 

em inibir a formação de estruturas de resistência. O teste de interação entre 

o isoeugenol e nistatina demonstrou como resultado indiferença. Os 

resultados de acoplamento molecular indicaram melhor interação do 

isoeugenol com a enzima delta-14-esterol redutase, seguido da 14-α- 

desmetilase, com valores de energia -84.5773 e -69.4023 respectivamente. 

Os resultados deste estudo permitem concluir que o isoeugenol possui efetiva 

atividade antifúngica, e que seus possíveis alvos moleculares são a síntese 

da parede celular fúngica e a membrana plasmática fúngica. 

 

 
Palavras-chave: Candida albicans, Isoeugenol, Método checkerboard, 

Docking molecular, Atividade Antifúngica, Candidíase oral. 
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1. INTRODUÇÃO 

 
 

A candidíase é processo infeccioso de importância clínica ocasionado por fungos 

dimórficos, comensais, oportunistas, pertencentes ao gênero Candida [1]. É uma 

patologia de grande relevância pública, uma vez que, leveduras desse gênero são 

responsáveis por cerca de 80% das infecções fúngicas hospitalares [2], 

representando o quarto patógeno nosocomial mais comum em infecções 

sistêmicas [3], com taxas de morbimortalidade entre 30-50% [4]. 

Candida compreende cerca de 150-200 espécies descritas, no entanto apenas 

quinze são patogênicas ao homem, sendo C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, 

C. tropicalis e C. krusei as mais prevalentes em diferentes tipos de candidíases [5- 

7]. Diversos fatores de virulências estão diretamente relacionados a capacidade de 

infecção dessas espécies aos seus hospedeiros, dentre elas a aptidão a transição 

morfológica entre os estados leveduriforme e hifal, plasticidade fenotípica, 

formação de biofilmes, produção e secreção de enzimas hidrolíticas tais como 

fosfatases, lipases e hemolisinas, expressão de adesinas e invasinas e crescimento 

via tigmotropismo [8, 9]. 

Entre as infecções fúngicas de mucosas, a candidíase oral encontra-se entre a 

mais prevalente, apresentando como quadro clínico o surgimento de placas 

amarelo-esbranquiçada ou nódulos avermelhados, de aspecto diversos, 

encontrados aderidos a mucosa bucal, língua, palato e gengivas [10]. Diversos 

fatores predisponentes estão associados a alta prevalência da candidíase oral, 

entre eles o uso noturno de próteses dentárias, diminuição do pH salivar, 

xerostomia, uso prolongado de antibioticoterapia e drogas imunossupressoras, 

deficiência nutricional, distúrbios endócrinos e aumento da expectativa de vida da 

população [6, 11, 12]. 

O tratamento da candidíase baseia-se na utilização de agentes antifúngicos das 

classes dos azóis (fluconazol, miconazol, cetoconazol, itraconazol), polienos 

(nistatina e anfotericina B), equinocardinas (caspofungina, micafungina e 

anidulafungina) e antimetabólitos (flucitocina) [11-13]. Entretanto, com o aumento 

da resistência fúngica aos agentes antimicrobianos e o número limitado de 

moléculas antifúngicas disponíveis no mercado é crescente a busca por novos 
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compostos bioativos capazes de inibir o crescimento de Candida e demonstrar 

baixa toxicidade a células humanas [14,15]. 

As plantas medicinais representam uma fonte inesgotável de novas moléculas 

farmacologicamente ativas ao tratamento de doenças fúngicas [15-17]. Entre os 

compostos isolados de plantas, os fenilpropanóides constituem um grupo de 

fitocompostos derivados da fenilalanina amplamente encontrados nos óleos 

essenciais de Syzygium aromaticum (cravo-da-índia), Myristica frangrans (noz 

mostrada), Ocimum basilicum L (manjericão), Laurus nobilis (louro) [15,18-20]. 

São sintetizados a partir da desaminação da L-fenilalanina à ácido 

transcinâmico, via ácido chiquímico, com posterior redução a aldeídos e outras 

reações dependentes de enzimas [21,22]. Apresentada sua estrutura química 

formada por um esqueleto carbônico composto por três átomos de carbonos ligados 

a um anel aromático fenil, sendo o isoeugenol um representante dessa classe de 

moléculas [23]. 

Numerosas publicações relatam propriedades antimicrobiana, antioxidante, anti- 

inflamatória, antitumoral e analgésica dos fenilpropanóides [15,19,24,25]. 

Entretanto, ainda há poucos trabalhos publicados sobre a atividade antifúngica 

desse fitocomposto sobre Candida spp., demonstrando necessidade de maiores 

estudos para compreensão desta propriedade sobre cepas desse gênero. 

Nesta perspectiva, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antifúngica do 

isoeugenol e acetamidas híbridos frente a Candida albicans isoladas da cavidade 

oral, bem como investigar seu efeito sobre estruturas de patogenicidade dessa 

espécie e realizar estudo de ancoragem molecular com enzimas importantes às 

células fúngicas. 

 
 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1 Local da pesquisa 

 
 

Os ensaios microbiológicos foram realizados no Laboratório de Pesquisa: 

Atividade antibacteriana e Antifúngica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos 

(DF/CCS/ UFPB). 
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2.2 Produtos testes 

 
 

As substâncias isoeugenol (Sigma aldrich®, São Paulo, SP, Brasil), nistatina 

(Fragon®, São Paulo, SP, Brasil), dimetilsulfóxido (DMSO) (Labsynth produtos para 

laboratórios. Ltd., Diadema, SP, Brasil) e Tween-80 (Vetec Fine Chemicals Ltd., 

Duque de Caxias, RJ, Brasil), utilizados nesta pesquisa, foram obtidas 

comercialmente. Os compostos sintéticos derivados os isoeugenol (figura 1) foram 

sintetizados no Laboratório de Pesquisa em Bioenergia e Síntese Orgânica 

(DQ/CCEN/UFPB) e cedidos para realização deste estudo. 

 
 

 

 

A B C 

 

 

G H I 
 
 

 

 

Figura 1: Estrutura química das substâncias acetaminas derivadas do isoeugenol. 

A: ISO A1; B: ISO A2; C: ISO A3; D: ISO A4; E: ISO A5; F: ISO A6; G: ISO A7; H: 

ISO A8; I: A10; J: ISO A11; K: isoeugenol 
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2.3 Micro-organismos 

 
 

Os isolados utilizados neste estudo pertenciam a coleção de micologia do 

Laboratório de Pesquisa: Atividade Antibacteriana e Antifúngica de Produtos 

Naturais e Sintéticos Bioativos (DF/CCS/ UFPB). Foram utilizadas ao total cinco 

cepas fúngicas de C. albicans isoladas da cavidade oral, sendo quatro isolados 

clínicos (LM-4b, LM-5b, LM-10b, LM-11b, LM-13b) e um padrão ATCC-76485. 

Todas a cepas foram conservadas em Ágar Sabouraud Dextrose (ASD - Difco®, 

USA, França) a 4 °C e a 35 °C (± 2°C) por 24h para preparação dos inóculos e 

realização dos testes in vitro. 

 

2.4 Triagem microbiológica e Determinação da Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) 

 
A triagem microbiológica e a Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos 

produtos avaliados foram determinados pelo método de microdiluição em caldo 

utilizando placas de fundo redondo com 96 poços (Kasvi®, Itália) [26-28]. 

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

duplamente concentrado foi adicionado aos poços da placa. Em seguida, 100 µL 

dos produtos testes foram inseridos na primeira linha da placa e realizado diluição 

em série, transferindo uma alíquota de 100 µL do poço contendo meio mais 

concentrado para o poço subsequente (menos concentrado), até chegar as 

concentrações de 1024 a 128 µg/mL na triagem e de 1024 a 4 µg/mL na CIM. Por 

último, 10 µL do inóculo correspondente a cada levedura foi adicionado aos poços. 

Os inóculos foram preparados em 5 mL de solução salina estéril a 0,9% 

(Farmax, Amaral, Divinopolis, MG, Brasil) e agitados em vórtex (Fanem Ltda., 

Guarulhos, SP, Brasil) por 15 segundos. A densidade celular foi comparada e 

padronizada, utilizando sulfato de bário a 0,5 da escala de McFaland que 

corresponde a 106 Unidades Formadoras de Colônia por milímetro (UFC/mL). A 

obtenção do inóculo a concentração 105 UFC/mL, foi realizada por diluição a 

proporção 1:10 e a concentração final do inóculo (1-5 1-5 X 105 UFC/mL) 

confirmada em câmara de Neubauer [26, 29,30]. Os controles de esterilidade do 
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meio, viabilidade das cepas e susceptibilidade ao antifúngico padrão nistatina 100 

UI foram realizados em paralelo ao teste antifúngico e às condições do ensaio. 

O ensaio foi realizado em duplicata e as placas de microdiluição foram 

incubadas a 35° C (±2 °C) por 24 a 48 horas para posterior análise visual da 

formação ou não de aglomerado de células no fundo dos poços. Foi considerado 

como CIM, a menor concentração dos produtos testes capazes de inibir 

visualmente o crescimento fúngico dos inóculos em comparação aos controles. 

Para interpretação da atividade antimicrobiana dos produtos testes foi 

determinado os seguintes valores padrão para CIM: <100 µg/mL (atividade 

boa/forte); 100 - 500 µg/mL (atividade moderada); 500 – 1000 µg/mL (atividade 

fraca) e CIM> 1000 µg/mL (inatividade) [31]. 

 

 
2.5 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

 
 

Após a determinação da CIM, alíquotas de 10 µL do sobrenadante dos poços 

equivalente a CIM, CIM X2 e CIM X4 foram repassadas para placa de 96 poços 

contendo meio de cultura RPMI 1640 (Difco®, USA, França) e incubada a 35 °C (±2 

°C) por 24 -48h. A leitura da placa foi realizada visualmente e CFM determinada 

como a menor concentração dos produtos capaz de inibir o crescimento fúngico. 

Os ensaios foram realizados em duplicata e os valores expressos em média 

aritmética. A relação CFM/CIM foi calculada para determinar ação fungicida 

(CFM/CIM <4) ou fungistática (CFM/CIM ≥4) dos produtos [32]. 

 

2.6 Ação dos produtos testes sobre a micromorfologia de C. albicans 

 
Para avaliar as possíveis alterações na micromorfologia de células de C. 

albicans expostas ao isoeugenol realizou-se microcultivo em câmara úmida 

utilizando meio Ágar-Fubá-Tween 80 sólido [16]. Alíquotas de 3mL de Agar-Fubá- 

Tween 80 líquido, homogeneizados a CIM, CIM X2 e CIM X4 dos produtos teste, 

foram despejadas em lâmina de vidro e C. albicans foram semeadas e incubadas 

por 35 °C ±2°C durante 24-48 horas. 

 

As lâminas foram analisadas em microscopia óptica, em aumento de 400x, 

para observar a formação, ou não, de estruturas características como 
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clamidoconídios, blastoconídios e pseudo-hifas. A contagem das estruturas 

formadas foi realizada e posteriormente fotodocumentadas. 

 

2.7 Estudo de associação in vitro 

 
O teste de susceptibilidade de C. albicans na combinação do isoeugenol e 

nistatina (100 UI) foi determinado por microdiluição em caldo pela técnica de 

checkerboard. 

 

Para realização deste ensaio, inicialmente foi adicionado 100 µL de Caldo 

Saboraud Dextrose, nos poços da placa de 96 poços de fundo redondo 

(Kasvi®/Itália). Em seguida, 50 µL do isoeugenol nas concentrações CIM÷8; CIM÷4, 

CIM÷2, CIM, CIMx2, CIMx4 e CIMx8 foram adicionadas verticalmente e 50 µL da 

nistatina nessas mesmas concentrações foram adicionadas horizontalmente. Por 

fim, foi adicionado 10 µL do inóculo fúngico C. albicans LM-4b e ATCC 76485 aos 

poços e as placas tampadas e incubadas a 35 °C ± 2 °C por 72 h. [33,34] Controles 

de esterilidade do meio e viabilidade das cepas foram realizados. A leitura dos 

resultados foi realizada visualmente e o Índice de Concentração Inibitória 

Fracionada (ICIF) foi determinado. 

O cálculo do índice CIF foi realizado pelo somatório do CIFA + CIFB, em que A 

é o isoeugenol e B é a nistatina; e o CIFA, por sua vez, foi determinado pela divisão 

da CIMA combinado/CIMA sozinho e o CIFB determinado pela divisão da CIMB 

combinado/ CIMB sozinho. Os resultados foram interpretados da seguinte maneira: 

sinergismo (ICIF ≤ 0,5), indiferença (0,5 ≥ ICIF < 4) e antagonismo (ICIF ≥ 4) [33,34]. 

 

2.8 Docking molecular 

 
 

As estruturas tridimensionais das moléculas híbridas e do isoeugenol foram 

desenhadas utilizando software MarvinSkentch 18.5 e as suas energias 

minimizadas no software Spartan 18’. A estrutura cristalizada das proteínas esterol 

14-α-desmetilase, delta-14-esterol redutase, 1,3-glucan-sintase e timidiolato 

sintetase foram baixadas no Protein Data Bank (PDB) (www.rcsb.org), sob PDB 

ID’s 5FSA [35], 4QUV [36], 2J0Y [37] e 3QJ7 [38] respectivamente. Os cálculos de 

ancoragem molecular foram determinados utilizando software Malegro virtual 

Docker, v. 6.0.1., em que o ligante e os receptores foram submetidos a ancoragem 

http://www.rcsb.org/
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molecular sob GRID 15 Â em raio e 0.30 Â de resolução ao sítio de ligação da 

enzima. 

 
2.9 Análises dos dados 

 
 

As análises estatísticas da CIM, CFM e estudo da associação foram 

determinados por estatística inferencial e descritiva. A análise dos dados da ação 

do isoeugenol sobre a micromorfologia das cepas fúngicas foram determinadas 

com o auxílio do software GrafPad Prism v. 7.05 (GraphPad for Windows, San 

Diego, CA – USA) e os resultados gerado em média e desvio padrão. 

 

 
3. RESULTADOS 

 
3.1 Determinação da CIM e CFM 

 

Os valores da CIM e da CFM do isoeugenol e nistatina contra Candida albicans 

são mostrados na tabela 1. As moléculas híbridas do isoeugenol não demonstraram 

atividade antifúngica sobre os isolados de C. albicans (CIM = 1024 µg/mL). 

Os valores da CIM50% e CFM50% do isoeugenol variaram entre 128 µg/mL e 256 

µg/mL. Para a nistatina, os valores da CIM100% foi de 8 µg/mL, enquanto que a 

CFM50% variou entre 8 µg/mL e 32 µg/mL. 

O controle de viabilidade das cepas apresentou crescimento fúngico em todos 

os poços e o de esterilidade do meio nenhum crescimento fúngico. 

 
Tabela 1: Resultados da atividade antifúngica do isoeugenol e nistatina sobre 

C. albicans. 
 

Isoeugenol (g/mL) Nistatina (g/mL) Controle 

C. 

albicans 

CIM CFM CFM/CIM* CIM CFM CFM/CIM* meio de 

cultura 

viabilidade 

fúngica 

LM-4b 128 128 1 8 8 1 - + 

LM-5b 128 128 1 8 8 1 - + 

LM-10b 128 128 1 8 8 1 - + 

LM-11b 256 256 1 8 32 4 - + 

LM-13b 256 256 1 8 32 4 - + 
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ATCC 

76485 

256 256 1 8 32 4 - + 

(-) ausência de crescimento fúngico (+) presença de crescimento fúngico 

 
 

3.2 Interferência do isoeugenol sobre a micromorfologia de C. albicans 

 
 

O teste das possíveis interferências do isoeugenol sobre a micromorfologia de 

C. albicans ATCC 13803 e LM-4b foi realizado com o objetivo de verificar o 

crescimento ou não de estruturas características, blastoconídios, clamidoconídios 

e pseudo-hifas, às concentrações da CIM, CIMX2, CIMX4 e ausência do 

isoeugenol. Os números das estruturas de virulência, blastoconídios e pseudo- 

hifas, foram realizados através da média das contagens de estruturas por campo, 

em cinco campos analisados das lâminas (Figura 2 e Figura 3). As estruturas de 

resistência clamidoconídios não foram encontradas nas concentrações da CIM, 

CIMX2 e CIMX4 do produto (Figura 4). 
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D C 

  
 

Figura 2: Crescimento de pseudo-hifas 

e blastoconídios do isolado ATCC 

76485 na presença do isoeugenol (CIM, 

CIMX2 e CIMX4) e na ausência do 

fitoconstituinte (controle). 

Figura 3: Crescimento de pseudo-hifas e 

blastoconídios do isolado LM-4b na 

presença do isoeugenol (CIM, CIMX2 e 

CIMX4) e na ausência do fitoconstituinte 

(controle). 

 

 

 
 

Figura 4: Micromorfologia em microscopia óptica comum (aumento 400x) na 

ausência e presença do isoeugenol. A) C. albicans ATCC 76485 na ausência do 

B A 
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isoeugenol (controle), evidenciando estruturas de virulência pseudo-hifas e 

blastoconídios B) C. albicans ATCC 76485 na presença do isoeugenol, exibindo 

ausência de pseudo-hifas e número reduzido de blastoconídios. C) C. albicans LM- 

4b na ausência do isoeugenol, demonstrando grande quantidade de blastoconídios 

e pseudo-hifas. D) C. albicans LM-4b sob efeito do isoeugenol exibindo ausência 

de blastoconídios. Seta preta: Estruturas de resistência clamidoconídios. 

 
 

3.3 Teste de sinergismo 

 
Os resultados da interação do isoeugenol e nistatina foram avaliados segundo 

a metodologia de checkerboard. O método de checkeboard é uma técnica 

laboratorial in vitro que possibilita a interação de duas ou mais moléculas por meio 

da construção de uma matriz bidimensional entre as substâncias testes [34] Os 

dados obtidos neste estudo demonstraram que a interação do isoeugenol com a 

nistatina foi do tipo indiferente com valores do índice CIF=2,10 e CIF=3,09, para C. 

albicans ATCC 76485 e C. albicans LM-4b, respectivamente. 

 

Tabela 2: Teste de modulação entre isoeugenol e nistatina sobre C. albicans 

ATCC 76485 e LM-4b. 
 

 
Isolados 
fúngicos 

 
CIM (µg/mL) 

Concentração 
Inibitória 

Fracionada 
(CIF) 

Índice 
CIF 

Tipo de 
interação 

Isoeugenol Nistatina CIFa
 CIFb

   

C. albicans 
ATCC 
76485 

256 8 0,98 1,12 2,10 Indiferença 

C. albicans 
  LM-4b  

128 8 1,10 1,98 3,09 Indiferença 

 
 

 
3.4 Docking molecular 

 
O estudo de docking molecular revelou que a molécula ISO A2, derivada do 

isoeugenol, e o próprio isoeugenol se encaixaram no sítio ativo das enzimas 14-α- 

desmetilase (PDB id: 5FSA) [35], delta-14- esterol redutase (PDB id: 4QUV) [36], 

lanosterol 14-α-desmetilase (PDB id: 2J0Y) [37] e β- 1,3-D-glucano (PDB id: 3QJ7) 

[38] responsáveis pela biossíntese e manutenção da membrana plasmática fúngica 
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e formação da parede celular. As energias de ligação entre as moléculas e a 

proteína alvo (MolDock score) estão representadas na tabela 3. 

 

Tabela 3: Energias de ligação isoeugenol e molécula híbrida ISO A2 com enzimas 

fúngicas selecionadas. Os valores estão expressos em kcal/mol. 

 

Enzimas fúngicas Compostos 

 
Isoeugenol ISO A2 

14-α-desmetilase -69.4023 -112.52 

Delta 14- esterol redutase -84.5773 -119.122 

Lanosterol 14-α- desmetilase -34.0519 -53.8423 

β-1,3 glucano -53.8295 -92.1744 

 
 
 

A figura 5 A-D mostra os resultados do estudo do docking do isoeugenol com 

as enzimas avaliadas. A Delta-14- esterol redutase foi a enzima com melhor valor 

de energia em acoplamento com isoeugenol (-84,5773 kcal/mol), demonstrando 

ligações de hidrogênio do grupo metóxi e hidroxila livre com Leu347 e ligação 

estérica com o resíduo Tyr414 (figura 5B). A 14-α-desmetilase foi a segunda enzima a 

demonstrar melhor valor de energia (-69.4023 kcal/mol) apresentando ligações de 

hidrogênio do oxigênio da hidroxila com resíduo Ser378 e eletrostática do oxigênio 

do grupo metóxi com o resíduo Met508 (Figura 5A). 
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Figura 5 A: Interações observadas entre isoeugenol e 14-α-desmetilase. Linhas 

tracejadas azuis indicam ligações de hidrogênio. Linhas tracejadas vermelhas 

indicam ligações eletrostáticas. 

 

 
Figura 5 B: Interações observadas entre isoeugenol e Delta-14-α-redutase. Linhas 

tracejadas azuis indicam ligações de hidrogênio. 

 

 
Figura 5 C: Interações observadas entre isoeugenol e Lanosterol-14-α-desmetilase. 

Linhas tracejadas azuis indicam ligações de hidrogênio. 
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Figura 5 D – Interações observadas entre isoeugenol e β-1,3 glucano. Linhas 

tracejadas azuis indicam ligações de hidrogênio. 

 

A figura 6 A-D mostra os resultados do estudo do docking da molécula sintética 

ISO A2 com as enzimas fúngicas avaliadas. A enzima que apresentou melhor valor 

de energia foi β-1,3 glucano (-92.1744 kcal/mol), seguido da lanosterol 14-α- 

desmetilase (-53.8423 kcal/mol). As interações observadas entre a molécula ISO 

A2 e enzima β-1,3 glucano foram ligações de hidrogênio e eletrostáticas entre 

resíduos Phe262 (B) e Asn264 (B) com grupo dióxido de nitrogênio; ligação de 

hidrogênio entre o oxigênio do grupo acetamida e o resíduo Thr136(F), de 

hidrogênio e eletrostática com Asp133(F) e eletrostática do anel benzeno com os 

resíduos Lys221 (F) e Tyr131 (F) (Figura 6D). 

 

Para enzima lanosterol 14-α-desmetilase as interações observadas foram 

ligações de hidrogênio do resíduo Tyr63 com os oxigênios ligados ao anel 

benzênico, eletrostática com resíduo Pro63 e estérica do resíduo Pro61 (Figura 

6C). 
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Figura 6A – Interações entre ISO A2 e 14-α-desmetilase. Linhas tracejadas azuis 

indicam ligações de hidrogênio. Linhas tracejadas vermelhas indicam ligações 

eletrostáticas. 

 

 
Figura 6B – Interações entre ISO A2 e Delta-14-α-redutase. Linhas tracejadas azuis 

indicam ligações de hidrogênio. Linhas tracejadas vermelhas indicam ligações 

eletrostáticas. 
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Figura 6C – Interações entre ISO A2 e Lanosterol-14-α-desmetilase. Linhas 

tracejadas azuis indicam ligações de hidrogênio. Linhas tracejadas vermelhas 

indicam ligações eletrostáticas. 

 

 
Figura 6D – Interações entre ISO A2 e β-1,3 D-glucano. Linhas tracejadas azuis 

indicam ligações de hidrogênio. Linhas tracejadas vermelhas indicam ligações 

eletrostáticas. 

 
 
 

4. DISCUSSÃO 

 
Os resultados obtidos neste estudo indicaram que o isoeugenol tem notável 

atividade antifúngica. Os dados demonstram que a menor concentração do 

isoeugenol (CIM50%) capaz de inibir o crescimento de C. albicans foi 128 µg/mL. 

Resultados semelhantes foram encontrados por Bhatia et al. [39] que relataram 
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valor da CIM do isoeugenol entre 100-250 µg/mL para Candida ssp. resistentes e 

sensíveis ao fluconazol, e por Zemek et al. [40] que determinaram valor da CIM = 

100µg/mL do isoeugenol para Candida albicans. Em contrapartida, Gallucci et al 

[41] determinaram que o valor da CIM do isoeugenol capaz de inibir o crescimento 

de C. albicans resistente ao fluconazol foi de 0,17 mg/mL-1. Outros estudos 

revelaram também capacidade do isoeugenol em inibir crescimento de bactérias 

patogênicas Gram-positivas, Gram-negativas e Mycobacterium fortuitum [42], além 

de fungos do gênero Aspergillus, Saccaromyces spp. e Fusarium parasiticus. 

[40,42,43]. 

 

A CFM do isoeugenol mostrou-se idêntica em todas as cepas analisadas, 

enquanto que para nistatina o valor da CFM50% foi 3X o valor da CIM nas cepas C. 

albicans 11b, C. albicans 13b e C. albicans ATCC 76485. De acordo com Sindique 

et al. [32] um composto possui ação fungistática quanto a relação CFM/CIM for ≥4 

e fungicida quando CFM/CIM <4. Desta forma, o isoeugenol demonstrou ação 

fungicida em todas as cepas avaliadas, enquanto que, a nistatina em apenas em 

50% das cepas analisadas, conforme mostra tabela 1. Os resultados encontrados 

por Peixoto et al. [19] corroboram com os observados neste estudo, em que o valor 

da CFM/CIM do óleo essencial de Laurus nobilis (louro) frente a C. albicans 

proveniente da cavidade oral foi <4. Os autores atribuíram a atividade anti-Candida 

de L. nobilis ao isoeugenol, composto majoritário (53,5%) encontrado no óleo 

essencial [19]. 

 

A atividade antimicrobiana do isoeugenol pode ser atribuída a parâmetros 

estruturais e moleculares do fitocomposto, além de variar entre as espécies 

analisadas e o número de substituintes do anel aromático da molécula [40, 44]. A 

presença da hidroxila (-OH) livre da cadeia aromática do isoeugenol é um dos 

parâmetros estruturais envolvidos na atividade antimicrobiana desse fitocomposto, 

entretanto, propriedades moleculares como hidrofobicidade, refratividade e 

geometria molecular parecem, também, estar relacionados na capacidade inibitória 

do isoeugenol sobre Candida spp. [40-44]. 

 

A capacidade de formação de estruturas de virulência, blastoconídios e pseudo- 

hifas, por C. albicans caracteriza um importante fator de virulência do gênero no 

processo infeccioso, uma vez que a presença destas estruturas dificulta fagocitose 



51  

do patógeno pelas células do sistema imune hospedeiro [45]. O isoeugenol 

demonstrou ser capaz de reduzir a formação de estruturas de virulência 

(clamidoconídios, blastoconídios e pseudo-hifas) de C. albicans, sugerindo ser um 

produto eficaz no controle do estabelecimento e progressão de candidíases. 

 

Embora os mecanismos de ação do isoeugenol não estejam totalmente 

compreendidos, a literatura relata que o fitocomposto é capaz de inibir o 

crescimento de Candida spp. por afetar na formação da parede celular fúngica e 

desestabilizar a membrana plasmática por meio de sua interação com bombas de 

prótons H+-ATPase acarretando consequentemente destruição do micro- 

organismo, tendo em vista que esta enzima regula processos fisiológicos 

importantes para viabilidade das células fúngicas [19,39] 

 

O estudo de associação do isoeugenol com a nistatina sobre C. albicans 

demonstrou como resultado indiferença, ou seja, quando associados os dois 

compostos não interagiram entre si para atuar de forma negativa ou positiva sobre 

C. albicans. Embora a ausência de interação entre o fitocomposto isoeugenol e a 

droga padrão nistatina tenha sido observado, os resultados desse estudo não 

inviabiliza a realização de novas pesquisas que busque o perfil de interação do 

isoeugenol com outras drogas antifúngicas licenciadas ou moléculas naturais. 

 

Abourashed et al. [46], analisou o efeito combinatório do isoeugenol com as 

moléculas naturais 6-paradol e 6- shogaol contra C. albicans e do isoeugenol com 

antibiótico isoniazida contra Mycobacterium smegmatis e obteve como resultado 

forte sinergismo entre os compostos avaliados sobre C. albicans e M. smegmatis. 

Desta forma, novos estudos devem ser realizados para avaliar o perfil de 

associação do isoeugenol com antimicrobianos de distintas classes e seu efeito 

potencializador com outras moléculas naturais de ação antimicrobiana. 

 

Estudos para elucidar atividades biológicas de distintas moléculas, empregando 

os métodos in vitro e in silico, podem ser realizados concomitantemente com 

objetivo de ilustrar as possíveis interações existentes entre moléculas testes e o 

sítio ativo dos micro-organismos alvo [15]. 

 

A avaliação dos possíveis mecanismos de ação do isoeugenol, pelo método in 

silico de acoplamento molecular, mostrou que o fitocomposto possivelmente atua 
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na biossíntese da membrana plasmática de Candida, uma vez que os melhores 

valores de energia de ligação foram demonstrados no acoplamento com as 

enzimas delta-14-α-redutase e 14-α-desmetilase, responsáveis pela formação do 

principal esterol presente na membrana plasmática fúngica: o ergosterol [35,36]. O 

melhor valor de interação da energia de ligação da molécula ISO A2 foi com a 

enzima β-1,3 glucano indicando que o possível alvo de ação dessa molécula é a 

interferência na biossíntese da parede celular fúngica [47]. 

 

A literatura não relata nenhum outro estudo que mostre interações entre 

isoeugenol e as enzimas avaliadas, confirmando a necessidade de maiores estudos 

que vise elucidar o potencial antifúngico do isoeugenol sobre a biossíntese de 

estruturas essenciais a viabilidade celular fúngica. 

 

CONCLUSÃO 
 

Os dados obtidos neste estudo permitiram concluir que o isoeugenol 

demonstrou efetiva atividade antifúngica sobre isolados de C. albicans, sendo capaz 

de interferir na formação das estruturas blastoconídios e clamidoconídios, importantes 

no processo de patogenicidade da espécie. O estudo de ancoragem molecular revelou 

que o isoeugenol tem potencial inibidor das enzimas 14-α- desmetilase, delta-14- 

esterol redutase, lanosterol-14-α-desmetilase e β-1,3, glucano. 
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4. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 
 

 
Candidíase bucal é uma infecção fúngica oportunista ocasionada por leveduras 

do gênero Candida, que colonizam naturalmente trato respiratório, gastrointestinal, 

vulvovaginal e mucosa bucal de indivíduos saudáveis. É uma doença que acomete 

habitualmente indivíduos imunocomprometidos ou que apresentam fatores 

predisponentes para o desenvolvimento da patologia, como alterações hormonais, 

fisiológicas ou até mesmo uso de próteses dentárias. 

O gênero apresenta atualmente cerca de 150-200 espécies descritas, 

entretanto apenas 15 são patogênicas ao homem, sendo C. albicans a espécie 

mais prevalente em candidíases bucais. Entre as espécies não-albicans é 

significativamente crescente o número de estudos epidemiológicos que relatam C. 

tropicalis e C. glabrata como agentes infecciosos da candidíase bucal. 

O tratamento desta patologia dá-se inicialmente pelo uso tópico da nistatina e 

em caso de insucesso parte-se para o uso de drogas licenciadas de ação sistêmica, 

entretanto algumas limitações têm dificultado o tratamento da candidíase bucal, 

como número limitado de moléculas com ação antifúngica, aumento de terapias 

imunossupressoras e crescente resistência microbiana aos fármacos disponíveis. 

Entre as possíveis alternativas para suprir as limitações da monoterapia 

convencional no tratamento da candidíase bucal, o uso de plantas medicinais e/ou 

produtos naturais, isolados ou em combinação a antifúngicos licenciados, tem 

demonstrado resultados positivos e permitido o aumento na quantidade de estudos 

que comprove sua ação sobre fungos do gênero Candida. 

Desta forma, considerando a importância clínica e epidemiológica da candidíase 

bucal e a escassez de estudos sobre ação antifúngica do fitoconstituinte 

isoeugenol, o presente estudo teve como objetivo avaliar atividade antifúngica in 

vitro do isoeugenol e moléculas sintéticas sobre isolados clínicos de C. albicans, C. 

tropicalis e C. glabrata da cavidade bucal, verificar ação desse fitocomposto sobre 

a micromorfologia de estruturas de virulência dessas espécies, sua ação em 

conjunto com antifúngico padrão nistatina pelo método checkerboard, bem como 

avaliar o possível mecanismo de ação utilizando como metodologia acoplamento 
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molecular das substâncias testes com proteínas importantes para viabilidade 

celular das espécies fúngicas. 

Entre as limitações encontradas neste estudo podemos citar: ausência de 

ensaios in vitro que vise elucidar o mecanismo de ação do isoeugenol sobre 

Candida spp., assim como efeito citotóxico do fitocomposto sobre células 

eritrocitárias humana, atividade antibiofilme uni e multiespécie de Candida spp. e 

outros patógenos e estudos de associação do isoeugenol com outras classes de 

drogas antifúngicas. 

No entanto, os pesquisadores pretendem continuar com estudos sobre 

atividade antifúngica do isoeugenol, tendo como objetivo sanar limitações 

presentes neste estudo e obter maior conhecimento da ação desse fitocomposto 

como propenso futuro fármaco. 

Desta forma, os resultados obtidos neste estudo servem para embasar estudos 

futuros sobre a potencial ação antifúngica do isoeugenol sobre Candida spp. e 

outras espécies fúngicas; e elucidar, pelo método in silico, os possíveis 

mecanismos de ação desse fitocomposto sobre células de Candida. 
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5. CONCLUSÃO 

 
 

 
A partir dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que o isoeugenol 

demonstrou propensa capacidade antifúngica frente aos isolados de C. albicans, 

C. tropicalis e C. glabrata, exibindo valor da CIM 128 µg/mL em 70% das amostras. 

O produto apresentou atividade fungicida sobre os isolados estudados, atuando 

também sobre a micromorfologia do fungo e interferindo no desenvolvimento de 

estruturas blastoconídios e pseudo-hifas das cepas avaliadas. Quanto a atividade 

moduladora do isoeugenol e nistatina pode-se perceber que o isoeugenol 

demonstrou atividade sinérgica sobre cepas de C. tropicalis LM-13803, indicando 

que seu uso em combinação com a nistatina potencializa a ação farmacológica 

deste fármaco. O estudo de acoplamento molecular demonstrou que os possíveis 

mecanismos de ação do isoeugenol pode estar relacionado a interferência da 

molécula na formação da membrana plasmática fúngica, uma vez que a molécula 

apresentou melhor interação com as enzimas delta-14-esterol redutase e 14-α- 

desmetilase, participantes no processo de biossíntese da membrana plasmática de 

Candida. 
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