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RESUMO 

 

 

A crescente incidência de infecções causadas por espécies de Candida não albicans, associada 

à resistência a antifúngicos convencionais, evidencia a importância da busca por alternativas 

naturais eficazes. Os óleos essenciais obtidos das variedades comerciais de Humulus lupulus: 

Pahto, Lupomax Citra, Lupomax Mosaic e Columbus foram testados frente às cepas de Candida 

glabrata ATCC 90030 e Candida krusei ATCC 6258, com intuito de avaliar a atividade 

antifúngica, utilizando a técnica de microdiluição em Caldo Sabouraud Dextrose, com diluições 

seriadas em placas de 96 poços e nistatina como controle positivo. Além disso, para a 

determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) foram utilizadas concentrações 

equivalentes a Concentração Inibitória Mínima (CIM), CIMx2 e CIMx4, permitindo classificar 

os óleos como fungicidas ou fungistáticos com base na razão CFM/CIM. Investigou-se também 

o envolvimento da parede celular e da membrana plasmática como possíveis alvos desses óleos, 

utilizando sorbitol e ergosterol exógeno, respectivamente, com caspofungina e nistatina como 

controles positivos. Dessa forma, os óleos essenciais das variedades Pahto, Lupomax Citra e 

Lupomax Mosaic apresentaram valores de CIM=250 µg/mL, já a variedade Columbus 

destacou-se ao mostrar uma CIM de 250µg/mL para C. glabrata e 125µg/mL para C. krusei. 

Esses resultados indicam bioatividade moderada para as três primeiras variedades de lúpulo, já 

para o óleo essencial da variedade Columbus, apresenta uma bioatividade moderada contra C. 

glabrata e boa bioatividade contra C. krusei. A relação entre as concentrações fungicida e 

inibitória confirmou que todas as amostras apresentaram atividade fungicida. Ademais, o ensaio 

investigativo da parede celular fúngica demonstrou que os valores da CIM não apresentaram 

variação na presença do sorbitol, indicando que os óleos essenciais do lúpulo não apresentam 

um mecanismo de ação na parede fúngica. Por outro lado, a investigação da membrana 

plasmática apresentou elevação da CIM com a presença do ergosterol exógeno, especialmente 

para os óleos de Pahto e Columbus frente a C. glabrata e elevação da CIM em todas as quatro 

variedades de lúpulo na presença do ergosterol frente a C. krusei, sugerindo uma ação na 

membrana plasmática. Os óleos essenciais das variedades Pahto, Lupomax Citra e Lupomax 

Mosaic demonstraram atividade antifúngica moderada contra C. glabrata e C. krusei, enquanto 

o óleo de Columbus evidenciou atividade moderada contra C. glabrata e boa bioatividade 

contra C. krusei. A membrana plasmática fúngica de C. krusei configura alvo de ação para todas 

os óleos essenciais estudados. Para a C. glabrata, somente os óleos Pahto e Columbus 

demonstraram efetiva ação na membrana celular. Ressalta-se a importância de novos estudos 

para aprofundar a compreensão dos mecanismos de ação óleos essenciais obtidos de variedade 

de lúpulo. 

 

Palavras-chave: Candida glabrata; Candida krusei, lúpulo; antifúngico; parede celular; 

membrana plasmática. 



ABSTRACT 

 

 

The increasing incidence of infections caused by Candida non-albicans species, coupled with 

resistance to conventional antifungal agents, highlights the importance of seeking effective nat- 

ural alternatives. Among explored options, essential oils obtained from commercial varieties of 

Humulus lupulus: Pahto, Lupomax Citra, Lupomax Mosaic, and Columbus, were tested against 

strains Candida glabrata ATCC 90030 and Candida krusei ATCC 6258 to evaluate antifungal 

activity. Testing was conducted using the microdilution technique in Sabouraud Dextrose broth, 

employing serial dilutions in 96-well plates, with nystatin as a positive control. Additionally, 

for the determination of the Minimum Fungicidal Concentration (MFC), concentrations equiv- 

alent to the Minimum Inhibitory Concentration (MIC), MICx2, and MICx4 were used, allowing 

the classification of the oils as fungicidal or fungistatic based on the MFC/MIC ratio. Investi- 

gations also assessed the involvement of fungal cell wall and plasma membrane as possible 

targets, using sorbitol and exogenous ergosterol, respectively, alongside caspofungin and nys- 

tatin as positive controls. Essential oils from the Pahto, Lupomax Citra, and Lupomax Mosaic 

varieties showed identical MIC values of 250 µg/mL, whereas the Columbus variety stood out 

with a MIC of 250 µg/mL for C. glabrata and 125 µg/mL for C. krusei. These results indicate 

moderate bioactivity for the first three hop varieties, while Columbus essential oil exhibited 

moderate bioactivity against C. glabrata and good bioactivity against C. krusei. The fungicidal 

nature of all tested oils was confirmed by the MFC/MIC ratio. Moreover, investigation into the 

fungal cell wall showed no significant change in MIC values in the presence of sorbitol, indi- 

cating no action on the fungal cell wall. Conversely, assessment of the plasma membrane 

showed elevated MIC values in the presence of exogenous ergosterol, especially for Pahto and 

Columbus oils against C. glabrata, and for all four hop varieties against C. krusei, suggesting 

plasma membrane involvement. Essential oils from Pahto, Lupomax Citra, and Lupomax Mo- 

saic varieties demonstrated moderate antifungal activity against both C. glabrata and C. krusei, 

while Columbus oil exhibited moderate activity against C. glabrata and strong activity against 

C. krusei. The plasma membrane of C. krusei was identified as the primary target for all studied 

essential oils, whereas for C. glabrata, only Pahto and Columbus oils showed effective plasma 

membrane action. Further studies are necessary to deepen the understanding of the action mech- 

anisms of essential oils derived from hop varieties. 

 

Keywords: Candida glabrata; Candida krusei; hop; antifungal; cell wall; plasma membrane. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

As espécies do gênero Candida são microrganismos ubíquos e comensais dos seres 

humanos, apresentando membrana citoplasmática fosfolipídica, com predomínio de esteróis na 

forma de ergosterol, permeada por proteínas (Trabulsi et al., 2015), parede celular formada por 

polissacarídeos e quitina (Chaffin et al., 1998). As espécies de Candida, geralmente não 

representam risco à saúde, no entanto, quando ocorre um desequilíbrio na resposta imunológica 

do hospedeiro, seja por alterações fisiológicas ou imunossupressão, estes microrganismos 

podem atuar como patógenos oportunistas (Zaitz et al., 2010). 

Dentre as espécies que compõem este gênero, destaca-se Candida albicans como a 

espécie de fungo mais frequentemente isolada e estudada (Gómez-Gaviria et al., 2022). No 

entanto, outras espécies de Candida não albicans, como Candida krusei, Candida glabrata, 

Candida rugosa, Candida tropicalis e Candida parapsilosis, também têm sido associadas a 

infecções hospitalares, mostrando-se uma preocupação significativa na assistência à saúde 

(Barbedo, 2010 e Riera et al., 2022). Cepas de C. glabrata, cuja taxonomia atual as classifica 

como Nakaseomyces glabratus, se destacam pela gravidade das infecções invasivas que podem 

causar, resultando em taxas de mortalidade bastante elevadas de 20% a 50% em até 30 dias 

após o diagnóstico (WHO, 2022). 

As infecções fúngicas por Candida spp. são nomeadas de candidíase, dentre as quais 

cita-se a candidíase oral, bastante recorrente em pacientes que utilizam próteses dentárias 

(Gajardo et al., 2023) e a candidíase vulvovaginal. Segundo Zaman (2022), 43% dos casos de 

candidíase vulvovaginal ocorrem em mulheres em idade reprodutiva e dentre estas 46,2% 

associam-se a espécies de Candida albicans, 29,1% a Candida krusei, atualmente também 

conhecida como Pichia kudriavzevii (De hoog et al., 2023), 19% a Candida parapsilosis e 5,7% 

a Candida glabrata. 

A patogênese da candidíase envolve vários fatores como: adesão, formação de 

biofilmes, produção e secreção de enzimas hidrolíticas, como proteases e fosfolipases, além da 

capacidade de invasão das células hospedeiras. Somando-se a isso, a capacidade de mudar sua 

estrutura contribui significativamente para sua patogenicidade, permitindo que o gênero 

Candida se adapte ao ambiente (Naglik et al., 2008). 

Considerando-se a gravidade das infecções decorrentes da colonização por membros do 

gênero Candida, a indústria farmacêutica disponibiliza antifúngicos que podem ser divididos 

em três classes químicas: os poliênicos, que atuam na membrana plasmática do fungo; os 
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azólicos, que têm como objetivo inibir a síntese do ergosterol; e as equinocandinas, cujo alvo 

de ação é a parede celular fúngica (Sato, 2022). 

Dados epidemiológicos que demonstram a alta incidência de infecções fúngicas e 

bacterianas, inclusive resistentes aos fármacos atualmente disponíveis, impulsionam a 

realização de investigações para identificação de novas substâncias que sejam capazes de atuar 

de maneira eficaz frente a essas desordens (Vieira; Santos, 2017). 

Neste sentido, a literatura científica relata que compostos presentes nas inflorescências 

femininas de lúpulo (Humulus lupulus) apresentam atividade antimicrobiana contra isolados 

clínicos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), cepas padronizadas de 

Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophillus (Kolenc et al., 2023), Clostridium 

perfringens, Clostridium difficile (Cermák et al., 2017) e até mesmo a parasitas, como 

Trypanosoma brucei e Leishmania mexicana (Bocquet et al., 2019) 

Ademais, Korbecka-Paczkowska e colaboradores (2024) observaram uma redução 

99,3% no crescimento de Candida albicans na presença de nanopartículas de prata acrescidas 

de extrato de lúpulo (Humulus lupulus), sendo considerada uma excelente atividade antifúngica. 

Diante do exposto, este projeto se propôs a avaliar o potencial antifúngico dos óleos 

essenciais obtidos de diferentes variedades lúpulo (Humulus lupulus) sobre cepas de Candida 

não albicans. Espera-se que as amostras testadas possam levar à produção de novos 

medicamentos, ampliando o arsenal terapêutico e contribuindo para minimização de 

mecanismos de resistências expressos pelos microrganismos. 
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2. REFERÊNCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Gênero Candida 

 

 

O gênero Candida abrange espécies que exibem dimorfismo, crescendo de forma 

leveduriforme (blastoconídeos) ou filamentosa (hifas) (Melo, 2022). Sua morfologia é 

altamente adaptável, podendo sobreviver tanto no solo quanto no indivíduo. Assim, algumas 

espécies possuem pseudo-hifas e alternam seu estado morfológico de leveduriforme para 

filamentosa de acordo com a concentração do pH (Barbedo, 2010). Normalmente, os membros 

desse gênero formam colônias de textura úmida e cremosa, variando de branco a creme em sua 

coloração possuindo um metabolismo majoritariamente aeróbico, embora certas espécies 

também possam se desenvolver em ambientes anaeróbicos (Melo, 2022). 

As espécies agrupadas neste gênero, assim como todos os fungos, são células 

eucarióticas sem pigmento fotossintetizante, compostas por uma membrana citoplasmática. Por 

sua vez, a composição da membrana plasmática fúngica, inclui bicamada lipídica rica em 

proteínas e esteróis, sendo o ergosterol seu principal componente (Oliveira et al., 2011). Apesar 

das semelhanças estruturais as membranas plasmáticas de células de mamíferos apresentam o 

colesterol como esterol predominante (Aguilar-Ballester et al., 2020). 

Externamente à membrana plasmática, as leveduras de Candida spp. possuem uma 

parede celular composta principalmente por quitina, β-(1,3)-D-glucano, β-(1,4)-D-glucano, β- 

1,6-glucanos e glicoproteínas. Essas glicoproteínas são as responsáveis por conferir a 

capacidade de adesão aos tecidos, além de mediar a interação com o sistema imunológico 

(Santana et al., 201; Szymanski et al., 2022; Pallotta, 2023). 

Vale ressaltar que o gênero Candida tem a capacidade de formar biofilmes que são 

estruturas microbianas compostas por aglomerados de fungos que podem aderir a superfícies 

inanimadas, algo corriqueiro a ser encontrado em pacientes que usam dispositivos como tubos 

endotraqueais, próteses orais, implantes, cateteres venosos centrais, cateteres urinários entre 

outros materiais de longa permanência no corpo do hospedeiro, facilitando a instalação de uma 

infecção fúngica na corrente sanguínea (candidemia). Este quadro clínico apresenta prognóstico 

de difícil tratamento e alta taxa de mortalidade, considerando que a formação dos biofilmes 

impede que o antifúngico ultrapasse a barreia biológica e atue devidamente no microrganismo 

(Pallotta, 2023). 

Dentre as espécies que compõem este gênero destaca-se Candida albicans como a 

espécie de fungo mais frequentemente isolada e estudada (Gómez-Gaviria et al., 2022). São 
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microrganismos reconhecidamente comensais, inofensivos quando em equilíbrio e colonizam 

principalmente o trato gastrointestinal, a microbiota vaginal e oral do ser humano (Barbedo, 

2010). No entanto, em situações de desequilíbrio, este microrganismo pode se tornar 

patogênico, sendo considerado um patógeno oportunista. Além de C. albicans, o grupo das 

Candida não albicans (NAC) está crescendo e sendo reconhecido como causador de doenças 

oportunistas, incluindo micoses superficiais e invasivas nos seres humanos (Gómez-Gaviria et 

al., 2022). 

Para todas as espécies observa-se que a transição da forma comensal para a forma 

patogênica ocorre mais frequentemente em pacientes imunodeprimidos, pacientes 

hospitalizados por longos períodos com utilização de equipamentos hospitalares, portadores de 

doenças degenerativas, neoplasias e pessoas vivendo com o vírus da imunodeficiência humana 

(HIV) (Barbedo, 2010). 

 

2.1.1 Candida albicans 

 

 

Candida albicans é a espécie de fungo mais frequentemente isolada e estudada, sendo 

o primeiro fungo zoopatogênico a ter seu material genético decifrado. Ela é considerada 

inofensiva e faz parte da microbiota humana, no entanto, em situações de desequilíbrio, este 

microrganismo pode se tornar patogênico, sendo considerado um patógeno oportunista (Freire 

et al., 2016). Seu aspecto morfológico ocorre em três formas: leveduriforme (blastoconídios) 

pseudo-hifas ou hifas verdadeiras, essa, por sua vez apresenta uma capacidade maior de adesão 

e penetração quando o objetivo é causar um dano às células do indivíduo (Ribeiro et al., 2024). 

Dessa maneira, Candida albicans, quando está presente em indivíduos com a imunidade 

debilitada torna-se um dos principais patógenos a causar a infecção fúngica sistêmica, 

representando cerca de 70% dos casos registrados com taxa de mortalidade que pode chegar a 

75% (Korbecka-Paczkowska, 2024). Diversos fatores de virulência inerentes a esta espécie 

fúngica estão envolvidos na patogênese das candidíases: a aderência às células epiteliais através 

das adesinas; alteração morfológica de levedura para pseudo-hifas, facilitando a penetração nos 

tecidos; formação de biofilmes diminuindo o processo de fagocitose e aumentando a resistência 

fúngica a reação do hospedeiro e aos antifúngicos tradicionais; e a secreção de enzimas 

hidrolíticas, que tem como função degradar os componentes celulares e auxiliar na camuflagem 

do sistema imunológico do hospedeiro, tais como a aspartil proteinases e fosfolipases (Sato et 

al., 2022). 
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2.1.2 Candida não albicans 

 

As infecções causadas por espécies de Candida não albicans têm mostrado um aumento 

significativo, representando mais de 20% dos diagnósticos de candidíase. O programa de 

vigilância SENTRY de 2013 destacou que 96,2% das cepas de Candida isoladas de casos 

clinico, podendo ser de pacientes com infecções na corrente sanguínea e fluidos corporais 

normalmente estéreis, tecidos e abscessos, pertenciam a Candida albicans, Candida glabrata, 

Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei e Candida dubliniensis (Castaneira 

et al., 2016). 

Além disso, foram identificadas 13 espécies de isolados clínicos do gênero Candida 

com redução da suscetibilidade ao fluconazol, bem como aumento na taxa de isolamento de 

espécies não albicans. Entre essas, C. glabrata apresenta prevalência de 10,2% a 11,7%, C. 

tropicalis de 5,4% a 8,0%, e C. parapsilosis de 4,8% a 5,6%, conforme dados do ARTEMIS 

DISK Global Antifungal Surveillance Study (Pfaller et al., 2010). 

Candida glabrata, amplamente reconhecida como o segundo agente mais comum de 

infecções na corrente sanguínea, candidemia, diferencia-se por não depender das alterações 

morfológicas para promover seu potencial patogênico e, geralmente se mantém no formato 

leveduriforme, utilizando-se da sua capacidade de adesão, formação de um biofilme e produção 

de enzimas hidrolíticas durante o desenvolvimento de sua patogênese. Desse modo, esta espécie 

está causando preocupações clínicas devido à sua alta resistência intrínseca e adquirida a 

antifúngicos comumente utilizados, como é o caso do fluconazol (Gómez-Gaviria et al., 2022; 

Hassan et al., 2021; Katsipoulaki et al., 2024), bem como à sua associação a altos índices (50%) 

de mortalidade em pacientes com câncer quando comparada às outras Candida não albicans 

(Barbedo, 2010 e Khoury et al., 2025). 

Dentre as infecções fúngicas humanas, cinco espécies de Candida respondem por mais 

de 90% dos casos sendo a C. albicans a mais prevalente seguindo depois para C. glabrata, C. 

parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (Katsipoulaki et al., 2024). Recentemente, a C. glabrata 

obteve destaque como um patógeno significativo, quando a infecção está presente em pacientes 

imunocomprometidos (Gómez-Gaviria et al.,2020) resultando em uma taxa de mortalidade que 

pode chegar até 67% em adultos que apresentam um quadro de candidíase invasiva (Who,2022). 

Este achado pode relacionar-se a resistência antifúngica ao fluconazol (Gómez- Gaviria et 

al.,2020), anfotericina B e itraconazol (Wu et al., 2020) 

Candida krusei é considerada uma levedura oportunista, com termodimorfismo, 

revelando-se na forma de pseudo-hifas a 37°C e como blastoconídios quando incubadas em 
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temperaturas menos elevadas. A patogênese destas espécies está relacionada a produção de 

enzimas hidrolíticas, como as proteases e fosfolipases, que facilitam sua adesão e invasão 

tecidual, e a formação de biofilmes. Embora C. krusei seja capaz de aderir às células epiteliais 

bucais humanas, sua eficiência é menor comparada a outras espécies do gênero, como C. 

albicans e C. tropicalis (Gómez-Gaviria et al.,2020). 

O tratamento para as Candida glabrata e Candida krusei configura-se como de difícil 

prognóstico terapêutico, uma vez que ambas apresentam resistência adquirida ou intrínseca aos 

diversos antifúngicos disponíveis para combater a candidíase (Barantsevich et al., 2022). As 

equinocandinas, classe de antifúngicos de escolha, podem ser utilizadas como solução para 

tratar a candidíase invasiva caso as cepas de Candida glabrata e Candida krusei não apresentem 

resistência. No entanto, cepas multirresistentes de Candida glabrata estão sendo cada vez mais 

comuns, apresentando resistência a classe dos azóis e equinocandinas, sendo necessário utilizar 

a anfotericina B (Barantsevich et al., 2022). 

Recentemente a Candida auris ganhou visibilidade crescente ao ser incluída na lista de 

patógenos prioritários para fungos de acordo com a Organização Mundial da Saúde. Esta 

espécie apresenta resistência aos antifúngicos comumente utilizados, além de uma alta taxa de 

transmissibilidade de pessoa a pessoa e elevada sobrevida em fômites, devido à sua capacidade 

de formar biofilmes (Du et al., 2020). 

 

2.2 Antifúngicos 

 

Considerando-se a gravidade das infecções decorrentes da colonização por membros do 

gênero Candida a indústria farmacêutica disponibiliza antifúngicos que podem ser divididos 

em três classes químicas: azóis (triazóis, cetoconazol, miconazol, fluconazol e itraconazol), os 

poliênicos (anfotericina B e nistatina) e as equinocandinas (caspofugina) (Prasad et al.,2016; 

Lee et al.,2022). 

Os antifúngicos do grupo azóis atuam inibindo a enzima 14α-lanosterol desmetilase, 

presente no citocromo P450 e essencial para a biossíntese do esterol presente na membrana 

plasmática das espécies do gênero Candida, o ergosterol. A enzima 14α-lanosterol desmetilase 

é codificada pelo gene ERG11 e auxilia na conversão do lanosterol em ergosterol (Prasad et al., 

2016). Os azóis são o tratamento de escolha para candidíase. Todavia, atualmente a C. albicans 

desenvolveu resistência ao itraconazol (Taira e Chang 2011). 

A resistência antifúngica as moléculas pertencentes ao grupo dos azóis pode estar 

associada a diversos fatores: (1) a superexpressão do gene ERG11, que ocorre em resposta ao 
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bloqueio da síntese do ergosterol, ou seja, ao realizar esse aumento da expressão do gene ERG11 

o fungo passa a aumentar os sítios-alvo disponíveis para o antifúngico e consequentemente 

diminui sua eficácia (Lee et al.,2022); (2) superexpressão das bombas de efluxo, como os 

transportadores transmembranar das superfamílias ABC (-Cassete de Ligação ao ATP) e MFS 

(-Superfamília dos Facilitadores Maiores), reduzindo a concentração intracelular do 

antifúngico, limitando sua ação e (3) modificação estrutural da enzima alvo (Erg11), reduzindo 

a afinidade do antifúngico pelo sítio alvo da Erg11, tornando esse azóis irrelevantes para a 

sobrevivência fúngicas (Lee et al.,2022). 

Para a classe dos polienos destacam-se a anfotericina B e a nistatina, são conhecidas por 

serem moléculas anfipáticas e a classe mais antiga dentro da história de antifúngicos, pois 

apresenta um amplo espectro de ação contra fungos (Lee et al.,2022). Esta classe de 

antifúngicos apresenta a membrana plasmática como principal alvo de ação, resultando na 

formação de poros iônicos na membrana, extravasamento de componentes citoplasmáticos e 

consequentemente morte celular (Czajka et al., 2023). 

Apesar da sua reconhecida eficácia a anfotericina B é utilizada de forma limitada devido 

a sua alta taxa de nefrotoxicidade, um efeito tóxico dose-dependente. Além disso, a ausência de 

uma formulação com biodisponibilidade oral segura restringe ainda mais seu uso (Lee et 

al.,2022). Para a nistatina, a literatura científica descreve ação farmacológica através do 

mecanismo de formação de poros na membrana e propriedades químicas que permitem a sua 

utilização na forma de pomada, enxaguante oral, gel, pastilha e comprimido vaginais (Millsop 

et al., 2016). Esta molécula em seu uso tópico é classificada como um antifúngico de escolha 

para profilaxia e tratamento de candidíase oral e vaginal em pacientes imunocomprometidos, 

recém-nascidos e bebês pelo fato de não desenvolver uma interação medicamentosa e 

apresentar boa eficácia (Lyu et al.,2016). 

Nesse sentido, casos de resistência antifúngica ao polienos podem estar associados a 

exposição aos fármacos da classe azóis. Esta observação pode ser justificada pela redução na 

concentração de ergosterol disponível na membrana do fungo e consequentemente a alteração 

no gene ERG11 (Lee et al.,2022). Por mais que os casos de resistência aos polienos demostrem 

ser incomuns, alguns casos de resistência são relatados para espécies de Candida na literatura 

científica e estão associados a modificação na expressão do ergosterol, culminando na produção 

de esteróis alternativos e ineficácia dos polienos disponíveis (Lee et al.,2022). 

A classe das equinocandinas é representada pelas moléculas caspofungina e 

micafungina, cujo mecanismo de ação envolve um desequilíbrio na estrutura da parede celular. 

Os membros desta classe ligam-se de forma não competitiva aos sítios de ligação das 
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subunidades FKS1p (enzima glicosiltransferase heterométrica transmembrana), impedindo a 

formação das ligações glicosídicas β-(1,3)-d-glucano e consequentemente produzindo uma 

parede celular frágil e instável, incapaz de suportar a pressão osmótica interna, culminando na 

morte celular fúngica (Szymanski et al., 2022; Fotsing et al., 2024). 

Espécies de Candida raramente são resistentes ao tratamento com equinocandinas. No 

entanto, há estudos que relatam essa ocorrência, pois o gênero Candida pode sofrer mutações 

diante de exposição prolongada e estresse celular na presença dessas equinocandinas, que 

podem desencadear mutações fúngicas ampliando sua capacidade de virulência. Nesse sentido, 

o gene FKS, presente na parede celular da Candida, sofrem alterações genéticas passando a ser 

identificado como FKS2 para a Candida glabrata, e FKS1 para as demais espécies de Candida, 

pois é a mutação mais frequente e comum, resultando em diminuição de eficácia (Szymanski 

et al., 2022). 

A resistência antifúngica intrínseca as espécies de Candida pode ser favorecida pelo uso 

excessivo destas drogas, restringindo os medicamentos que podem ser úteis ao tratamento de 

um quadro de candidíase. Esta observação aliada à alta toxicidade inerente as moléculas 

antifúngicas impulsionam um crescente interesse em pesquisas sobre antifúngicos de origem 

vegetal que apresentem baixa toxicidade e alta eficácia (Riera, 2022; Santos Júnior, 2024). 

 

2.3 Produtos naturais como antifúngicos 

 

Diante das inúmeras resistências aos antifúngicos convencionais, novos tratamentos 

para candidíase estão sendo desenvolvidos com base na fitoterapia, utilização de plantas 

medicinais com fins terapêuticos, visando a utilização de fármacos eficazes, com menor 

toxicidade e maior aceitação por parte dos pacientes (Cechinel Filho e Zanchett, 2020). 

Neste sentido, os óleos essenciais são compostos naturais extraídos de matérias-primas 

vegetais, geralmente por destilação com água, vapor ou prensagem mecânica, no caso de frutas 

cítricas (Durello et al., 2019), caracterizados por sua alta volatilidade, baixa afinidade com a 

água e elevada solubilidade em gorduras (Sarrou et al., 2013). 

A literatura científica relata comprovada ação antimicrobiana para os óleos essenciais: 

palmarosa e tomilho apresentaram ação antifúngica contra C. albicans (Almeida et al., 2012); 

gengibre (Zingiber officinale Roscoe) frente a cepas de C. albicans (Nakao et al., 2020); 

melaleuca ou tea tree oil (Melaleuca alternifolia Cheel) contra patógenos como a Escherichia 

coli (Gustafson et al., 1998), Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans, Trichophyton 

schoenleinii (Mingorance et al., 2021) e Candida albicans com CIM de 91,217 μg/mL (Tuan 
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et al., 2024); lavanda (Lavandula dentata L) para a inibição do crescimento de Candida spp. 

(Santos et al., 2024). 

A atividade antifúngica frente a cepas de Candida spp. também foi relatada para extratos 

de origem vegetal tais como para gengibre em concentração de 12,5%, que demonstrou 

capacidade de eliminar C. albicans em superfícies apicais de canais radiculares (Aguiar et al., 

2009) e Arctium minus (Hill) Bernh, também conhecida como “bardana”, cujo extrato aquoso 

apresenta efeito fungistático sobre espécies de C. albicans (12,5 µg/mL), C. tropicalis (12,5 

µg/mL), C. glabrata (12,5 µg/mL), C. stellatoideia (12,5 µg/mL) e C. dubliniensis (12,5 

µg/mL), e fungicida sobre C. krusei (12,5 µg/mL), com razão CFM/CIM= 1 (Lubian et al., 

2010). 

2.4 Lúpulo (Humulus lupulus) 

 

Humulus lupulus é uma planta milenar que ganhou destaque no século XII devido ao 

seu uso na produção de cerveja (Zanoli e Zavatti, 2008), na qual adiciona amargor, aroma e 

sabor (Astray et al., 2020). Ela faz parte da família Cannabaceae que abrange o gênero 

Humulus, o qual se divide em três espécies: Humulus lupulus, Humulus japonicus e Humulus 

yunnanensis (Astray et al., 2020). Outrossim, muito antes de ser utilizada na produção de 

cerveja, a planta já era valorizada e conhecida em outras culturas por suas diversas propriedades 

terapêuticas, pelo fato de possuir características antifúngicas (Mizobuchi e Sato, 1984; Zanoli 

e Zavatti, 2008) e antibacterianas (Zanoli e Zavatti, 2008; Astray et al., 2020). 

Uma variedade de fitoquímicos distribuídos por toda a planta pode ser encontrada no 

lúpulo (Humulus lupulus), com maior concentração nas inflorescências femininas, conhecidas 

como cones de lúpulo (Astray et al., 2020). Os fitoquímicos incluem resinas, óleos essenciais, 

proteínas, polifenóis, lipídios, ceras, celulose e aminoácidos (Valente et al., 2024). Os 

polifenóis, responsáveis pelas propriedades antioxidantes, estão presentes em cerca de 4% nas 

flores secas de lúpulo. Já as resinas, que conferem o amargor característico, variam entre 15% 

e 30% nessas mesmas flores, enquanto os óleos essenciais, responsáveis pelo aroma marcante, 

correspondem a 0,5% a 3% da composição dessas flores (Durello et al., 2019). 

A resina total do lúpulo pode ser dividida em resinas macias e duras, sendo as macias 

subdivididas em α-ácidos e β-ácidos. Os α-ácidos (humulonas) são compostos fundamentais 

para conferir o amargor característico da cerveja. Já os β-ácidos (lupulonas), contribuem 

também para o amargor e desempenham um papel crucial na estabilidade microbiológica da 

cerveja, atuando como agentes antimicrobianos ao se incorporarem nas membranas celulares 

dos microrganismos alterando o fluxo de íons (Durello et al., 2019). 
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Além da tradicional utilização dos cones de Humulus lupulus na fabricação de cerveja, 

esta matéria vegetal também é empregada na medicina popular como tranquilizante e tônico 

digestivo amargo (Zanoli e Zavatti, 2008 e Tagasgira et al.,2014). As propriedades sedativas 

do Humulus lupulus são amplamente exploradas na fitoterapia. Além disso, estudos científicos 

identificaram que compostos presentes como o lupulone e os derivados cromados-4-um 

demonstram eficácia superior aos fármacos de referência, como diazepam e paroxetina, 

sugerindo um potencial promissor para o desenvolvimento de sedativos extraídos do lúpulo 

(Belal et al., 2024). 

Os óleos essenciais de Humulus lupulus são compostos voláteis extraídos das flores do 

lúpulo e sua composição química pode variar a depender do cultivo, da variedade da espécie, 

maturidade da colheita, estado do solo, condição de armazenamento e exposição ao oxigênio 

podendo influenciar significativamente na proporção e nas características desses constituintes, 

impactando diretamente o seu potencial antimicrobiano (Durello et al., 2019). 

Ademais, o extrato de lúpulo apresenta características com atividade antioxidante, efeito 

anti-inflamatório e estimulam a proliferação celular, promovendo a regeneração cutânea 

(Valente et al., 2024). De maneira similar, ele também tem ação antibacteriana e antifúngica, 

sendo utilizado como agente antimicrobiano seguro, sem efeitos tóxicos ao organismo humano, 

o que o torna um componente adequado para o uso farmacêutico (Khaliullina et al., 2024). 

Recentemente, as propriedades antifúngicas dos lúpulos têm atraído a atenção dos 

pesquisadores para o tratamento de doenças fúngicas, pois apresentam inibição do crescimento 

de certas espécies de Candida. (Bocquet et al., 2019). 

Pesquisas foram realizadas mostrando que os extratos de lúpulo exibiram um efeito 

antimicrobiano marcante, superando os controles positivos (estreptomicina, ampicilina, 

cetoconazol e bifonazol) em ensaios realizados contra bactérias como Bacillus cereus, Listeria 

monocytogenes, Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Salmonella typhimurium, bem como 

contra fungos do gênero Penicillium (Alonso-Esteban et al., 2019). 

Diversas variedades de lúpulo (Humulus lupulus) podem ser comercializas na forma de 

extrato e pellet possibilitando a sua utilização na fabricação de cervejas artesanais, dentre as 

quais podemos citar: Pahto, Lupomax Citra, Lupomax Mosaic e Columbus. A variedade 

comercial de lúpulo Pahto, é amplamente utilizado devido ao seu amargor limpo e suave, além 

de possuir leves aromas herbais, terrosos e florais. Dentre as variedades de lúpulo mais 

populares lançadas entre os anos de 2014 e 2019, a variedade comercial Pahto se destaca, 

ocupando o segundo lugar em novas áreas de plantio e consolidando-se como o sétimo lúpulo 

mais cultivado nos Estados Unidos no ano de 2019 (Chris, 2019). 
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3. OBJETIVO 

 

3.1 Objetivo geral 

 

• Avaliar o potencial antifúngicos frente a cepas de Candida não albicans para os óleos 

essenciais extraídos das seguintes variedades comerciais de lúpulo (Humulus lupulus): 

Pahto, Lupomax Citra, Lupomax Mosaic e Columbus. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

• Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) frente a cepas de Candida glabrata 

e Candida krusei para os óleos essenciais extraídos das seguintes variedades comerciais 

de lúpulo (Humulus lupulus): Pahto, Lupomax Citra, Lupomax Mosaic e Columbus; 

• Determinar a Concentração Fungicida Mínima (CFM) frente a cepas de Candida 

glabrata e Candida krusei para os óleos essenciais extraídos das seguintes variedades 

comerciais de lúpulo (Humulus lupulus): Pahto, Lupomax Citra, Lupomax Mosaic e 

Columbus; 

• Investigar a parede celular fúngica como alvo de ação das amostras que apresentarem 

atividade antimicrobiana; 

• Investigar a membrana celular fúngica como alvo de ação das amostras que 

apresentarem atividade antimicrobiana. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 Obtenção dos óleos essenciais 

 

Foram utilizados óleos essenciais extraídos de pellets de 4 variedades comerciais de 

lúpulo (Humulus lupulus): Pahto, Lupomax Citra, Lupomax Mosaic e Columbus. As amostras 

foram devidamente preparadas e disponibilizadas pelo Prof. Dr. Kristerson Reinaldo de Luna 

Freire, docente do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraíba. 

 

4.2 Cepas utilizadas 

 

Para as análises foram utilizadas cepas de Candida não albicans padronizadas, sendo 

elas: Candida glabrata ATCC 90030 e Candida krusei ATCC 6258. 

 

4.3 Local de Execução 

 

Todos os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Farmacologia 

Experimental e Cultivo Celular (LAFECC), vinculado ao Programa de Pós-Graduação em 

Odontologia da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 

4.4 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM). 

 

A determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) teve como propósito 

determinar a menor concentração de cada amostra testada capaz de impedir o crescimento das 

cepas investigadas. Para este experimento, foi utilizada a técnica de microdiluição em Caldo 

Sabouraud Dextrose (CSD, KASVI, Curitiba, Brasil) seguindo a aplicação das diretrizes 

estabelecidas pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2002) para analisar a 

CIM. As concentrações iniciais das amostras testadas foram de 1.000 µg/mL a 7,81µg/mL. 

Dessa maneira, para cada amostra o experimento foi conduzido em placas de 96 poços, 

onde inicialmente pipetou 100 µL de CSD em cada um dos poços. Posteriormente, 100 µL da 

solução do óleo essencial foi adicionada no primeiro poço, seguida por diluições seriadas. 

Assim, esse processo envolveu a transferência de 100 µL da solução mais concentrada para a 

menos concentrada, até completar a série, com o descarte do volume excedente. 

Sequencialmente, foram adicionados 100 µL do inóculo fúngicos em cada poço. A 

concentração de células fúngicas foi ajustado de acordo com o protocolo do CLSI (2002) 
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obtendo-se uma concentração final de 2,5 x 10³ UFC/mL. Dessa forma, as placas foram 

incubadas a 37°C por 24 horas, e após esse período, foi realizada a leitura visual dos resultados, 

com foco na presença de aglomerados de células fúngicas no fundo dos poços. Nesse sentido, 

a CIM foi identificada no poço onde a amostra testada conseguiu inibir visivelmente o 

crescimento das células fúngicas. 

Como controle positivo, foi utilizada a nistatina (Sigma-Aldrich, São Paulo, Brasil), um 

antifúngico da classe dos poliênicos, na concentração inicial de 48 µg/mL. Adicionalmente 

realizado o controle de esterilidade do meio e crescimento das cepas testadas. Vale salientar 

que todas as análises foram realizadas em triplicata. 

 

4.5 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

 

Com base nos resultados previamente obtidos da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM), foi realizado a semeadura de 50 µL do conteúdo dos poços correspondentes à CIM de 

cada amostra testada para cada cepa de Candida. Adicionalmente, foram testadas duas 

concentrações superiores, equivalentes a CIMx2 e CIMx4. Esse processo foi realizado em 

placas de Petri contendo ágar Sabouraud Dextrose (CLSI, 2002). Após o preparo, as placas 

foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas. Em seguida, realizou-se uma leitura visual para 

avaliar a presença ou ausência de crescimento fúngico. 

A CFM foi determinada como sendo a menor concentração da amostra capaz de destruir 

completamente a célula fúngica no subcultivo, conforme os critérios estabelecidos pelo CLSI 

(2002). Ademais, com o intuito de classificar as amostras como fungicidas ou fungistáticas, 

calculou-se a razão CFM/CIM. Assim, o resultado dessa razão é interpretado conforme os 

parâmetros descritos no quadro 1 (Siddiqui et al., 2013). 

Quadro 1 - Interpretação da razão CFM/CIM 

Razão CFM/CIM Atividades 

(CFM/CIM ≥ 4) Atividade fungistática 

(CFM/CIM < 4) Atividade fungicida 

Fonte: Siddiqui et al., 2013; Nogueira et al., 2023 

 

4.6 Ensaio de investigação na parede celular fúngica 

 

Foi investigado o mecanismo de ação dos óleos essenciais sobre a parede celular de 

espécies de Candida, utilizando a técnica de microdiluição seriada, onde no primeiro poço da 
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placa de 96 a concentração era de 1000 µg/mL e no último poço com uma concentração de 

7,81µg/mL conforme o protocolo descrito na CLSI (2002), com modificação da adição de 

sorbitol anidro (INLAB, São Paulo, Brasil) a 0,8 M como protetor osmótico da parede celular 

fúngica. Posteriormente, o experimento seguiu com os mesmos princípios da CIM, e ao final as 

placas foram incubadas na estufa a 37°C, e a leitura dos resultados ocorreu somente após 24 

horas. 

Como controle positivo utilizou-se o diacetato de caspofungina (Sigma-Aldrich, São 

Paulo, Brasil), que pertencente à classe das equinocandinas, como um controle positivo, uma 

vez que apresenta comprovada atividade antifúngica sobre a parede celular (Letscher-Bru & 

Herbrecht, 2003). A caspofungina foi aplicada no primeiro poço em uma concentração inicial 

de 1µg/mL (Letscher-Bru; Herbrecht, 2003). Portanto, ao considerar a atuação do sorbitol como 

protetor osmótico da parede celular fúngica, valores maiores de CIM em meios com adição de 

sorbitol (meio padrão) implicaria na determinação da parede celular como um dos possíveis 

alvos celulares do composto testado (Melo,2021). 

 

4.7 Ensaio de investigação na membrana fúngica. 

 

O ensaio foi conduzido com a presença de ergosterol exógeno a uma concentração de 

400 µg/mL, utilizando a técnica de microdiluição seriada, com finalidade de investigar o 

possível mecanismo de ação na membra plasmática fúngicas dos óleos essenciais testados em 

uma concentração de 1000 µg/mL a 7,81µg/mL. Em seguida, as placas foram incubadas a 37°C, 

onde ocorreu a leituras após 48 horas (CLSI, 2002). 

Para controle positivo, utilizou-se a nistatina, um antifúngico bem conhecido na 

literatura por apresentar seu mecanismo de ação na membrana plasmática fúngica, resultando 

na formação de poros iônicos na membrana, extravasamento de componentes citoplasmáticos 

e consequentemente morte celular (Czajka et al., 2023). Caso a CIM apresente um valor elevado 

na presença do ergosterol exógeno, isso indica que o mecanismo de ação ocorre na membrana 

plasmática do fungo, exigindo maior concentração do antifúngico (Alves et al., 2020)
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