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RESUMO 

Introdução: A fitoterapia tem estimulado a avaliação da atividade de diferentes 
produtos à base de plantas para o controle de problemas bucais, visando criar 
novas estratégias para o controle químico das infecções da cavidade bucal, na 
tentativa de suprir os incovenientes e fragilidades dos produtos do mercado. 
Objetivo: isolar, identificar leveduras do gênero Candida da cavidade bucal de 
usuários de prótese (parcial e total removível) e avaliar a atividade antifúngica in 
vitro do óleo essencial extraído das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi 
(aroeira). Materiais e Métodos: Foram coletados material biológico de 23 
usuários de prótese e a identificação das leveduras foi realizada com base na 
macro e micromorfologia, provas fisiológicas e bioquímicas. Para os ensaios da 
atividade antifúngica de S. terebinthifolius Raddi foram utilizadas quatro cepas de 
Candida albicans (C. albicans LM-1A, C. albicans LM-3A, C. albicans LM-16B, C. 
albicans LM-19A), quatro cepas de Candida tropicalis (C. tropicalis LM-2A, C. 
tropicalis LM-7A, C. tropicalis LM-11A, C. tropicalis LM-13A) de leveduras isoladas 
e identificadas da coleta do material biológico e cepas padrão da coleção 
americana ATCC (American Type Culture Collection) C. albicans ATCC 76485 e 
C. tropicalis ATCC 13803. O perfil de sensibilidade aos antifúngicos sintéticos foi 
avaliado pela técnica de difusão em meio sólido indicada para antifungigrama. Os 
antifúngicos utilizados foram anfotericina B (100 μg), fluconazol (25 μg), 
itraconazol (10 μg), miconazol (50μg), nistatina (100 U.I.), cetoconazol (50μg). Foi 
determinada a concentração inibitória mínima (CIM) do óleo essencial e da 
nistatina (controle) pela técnica da microdiluição e calculada a concentração 
fungicida mínima (CFM) através do subcultivo em Agar Sabouraud Dextrose 
(ASD). Resultados: A maioria dos usuários de prótese eram do sexo feminino 
(78%) e a média de idade de 48 anos e dois meses. C. albicans e C. tropicalis 
foram as espécies mais prevalentes nas coletas realizadas nas mucosas palatinas 
(17,39% cada) e nas bases das próteses (21,73% cada). O antifúngico que todas 
as cepas testadas apresentaram-se sensíveis foi a anfotericina B, seguida da 
nistatina, cetoconazol e miconazol com respectivamente 90%, 80%, 50% das 
cepas sensíveis. A maioria das cepas (90%) foram resistentes ao fluconazol e 
todas foram ao itraconazol. Os valores da CIM do óleo essencial variaram entre 
128µg/mL (CIM60%) e 256µg/mL (CIM100%). Para a nistatina a CIM100% foi de 
16µg/mL.  A relação CFM/CIM do óleo essencial indica atividade fungicida frente 
a 80% das cepas testadas, sendo considerada fungistática diante da C. tropicalis 
LM-7A e C. tropicalis LM-13A. E a relação CFM/CIM da nistatina indica atividade 
fungicida frente a todas as cepas estudadas.  Conclusão: As espécies mais 
prevalentes nos usuários de prótese foi C. albicans e C. tropicalis, com perfil de 
sensibilidade variado em relação aos antifúngicos sintéticos, com destaque para 
um padrão de resistência de algumas cepas, especialmente ao fluconazol e 
itraconazol. O óleo essencial de S. terebinthifolius Raddi apresentou atividade 
fungicida sobre a maioria das cepas testadas.  
 
Palavras-chave: Prótese Dentária; Candidíase Bucal; Plantas Medicinais; 
Fitoterapia.  
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ABSTRACT 

Introduction: The phytotherapy has encouraged the evaluation of different herbal 
products activity to control dental problems, by creating new strategies for the 
chemical control of oral cavity infections, in an attempt to overcome the drawbacks 
and weaknesses of market products. Objective: To isolate, identify Candida 
genus yeasts from denture wearers (removable partial dentures or complete 
dentures) and evaluate the in vitro antifungal activity of an essential oil extracted 
from the leaves of Schinus terebinthifolius Raddi. Materials and Methods: It was 
collected biological material from 23 prosthesis wearers and the identification of 
yeasts was based on macro and micro-morphology, physiological and biochemical 
tests. In the antifungal activity tests of S. terebinthifolius Raddi was used four 
strains of Candida albicans (C. albicans LM-1A, C. albicans LM-3A, C. albicans 
LM-16B, C. albicans LM-19A), four strains of Candida tropicalis (C. tropicalis LM-
2A, C. tropicalis LM-7A, C. tropicalis LM-11A, C. tropicalis LM-13A) of yeasts 
isolated and identified by biological material collect and standard strains of the 
american collection ATCC (American Type Culture Collection): C. albicans ATCC 
76485 and C. tropicalis ATCC 13803. The sensitivity profile to synthetic antifungal 
was evaluated by diffusion technique in solid medium suitable for antifungal 
susceptibility test. The antifungal agents used were amphotericin B (100 μg), 
fluconazole (25 μg), itraconazole (10 μg), miconazole (50 μg), nystatin (100 I.U.), 
ketoconazole (50 μg). It was determined the minimum inhibitory concentration 
(MIC) of essential oil by the microdilution technique and calculated the minimum 
fungicidal concentration (MFC) by subculture on Sabouraud Dextrose Agar (SDA). 
Results: Most of the denture wearers were female (78%) and the average age 
was 48 years and two months. C. albicans and C. tropicalis were the most 
prevalent species in samples taken in the palatal mucosa (17.39% each) and the 
bases of prostheses (21.73% each). The antifungal that all strains tested were 
sensitive to was amphotericin B followed by nystatin, ketoconazole and 
miconazole with respectively 90%, 80%, 50% of the susceptible strains. Most 
strains (90%) were resistant to fluconazole and all were to itraconazole. The MIC 
values varied from 128μg/mL to 256μg/mL, being determined the MIC100% as 
256μg/mL. For nystatin, the MIC100% was 16µg/mL. The MFC/MIC ratio indicates 
fungicidal activity against 80% of the strains tested and is considered fungistatic 
against C. tropicalis LM-7A and C. tropicalis LM-13A. For nystatin, indicated 
fungicidal activity against all tested strains. Conclusion: The most prevalent 
species in denture wearers were C. albicans and C. tropicalis, with a varied 
susceptibility profile compared to synthetic antifungal, highlighting a pattern of 
resistance of some strains, particularly to fluconazole and itraconazole. The 
essential oil of S. terebinthifolius Raddi showed fungicidal activity against most of 
the strains tested. 
 
Keywords: Dental Prosthesis; Candidiasis, Oral; Plants, Medicinal;  
Phytotherapy.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O gênero Candida é caracterizado como estruturas leveduriformes, 

sendo considerado patógenos oportunista, pois são encontrados no corpo 

humano em uma relação comensal, sendo a maior causa de infecção fúngica nos 

seres humanos (MONGE et al., 2006). Normalmente, nos estados patológicos a 

espécie mais prevalente é a Candida albicans, entretanto, outras espécies como 

C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guillierermondii e C. krusei, são 

encontradas (AVRELLA; GOULART, 2008; FAVALESSA; MARTINS; HAHN, 

2010; MÍMICA et al., 2009; OBEROI et al., 2012; RUKAYADI et al., 2011). Além 

de fazerem parte da microbiota humana, as leveduras do gênero Candida podem 

ser encontradas em vários ambientes como solo, água, alimentos e microbiota de 

animais por possuírem facilidade de adaptação (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). 

O aparecimento de candidíase é favorecida por uma série de fatores 

sistêmicos como: câncer; antibioticoterapia prolongada; xerostomia; desnutrição; 

idade (especialmente idosos e crianças); diabetes; Síndrome da Imunodeficiência 

Adquirida (SIDA) e gravidez. Os fatores locais para o surgimento de candidíase 

bucal são: fumo; doenças preexistentes na mucosa bucal; higiene precária e uso 

de prótese dentária. A existência de fatores sistêmicos e/ou locais favorecem o 

desequilíbrio da relação micro-organismo/hospedeiro, condição onde as defesas 

do indivíduo ficam comprometidas, permitindo o crescimento desordenado do 

fungo e a invasão de tecidos, características da doença infecciosa oportunista. É 

importante deixar claro que somente a presença do fungo não garante o 

desenvolvimento da infecção (DE ROSSI et al., 2011; FAVALESSA; MARTINS; 

HAHN, 2010; GABLER et al., 2008; LOTFI-KAMRAN et al., 2009; WINGETER et 

al., 2007; OLIVEIRA et al., 2006).  

Candidíase é uma infecção humana de natureza fúngica que tornou-se 

preocupante devido à sua frequência e gravidade das suas complicações em 

pacientes imunocomprometidos (RUKAYADI et al., 2011). Quando essa infecção 

é encontrada na mucosa bucal é chamada de candidíase bucal e quando 

acomete a área do palato em usuários de prótese pode está associada a 

estomatite protética (PEREIRA-CENCI, 2008).  

As características clínicas da estomatite protética podem surgir em 

diferentes graus de inflamação da mucosa palatina que está em contato com a 



12 
 

base da prótese superior, que vão desde petéquias a inflamação generalizada 

com hiperplasia papilar (PELLIZZARO et al., 2012). A classificação da estomatite 

protética baseia-se em critérios clínicos e divide-se em três tipos que podem 

apresentar-se associados. Tipo I: inflamação localizada, puntiforme ou pontos de 

hiperemia, que se manifesta por discretas áreas de inflamação focal do palato, 

localizado e limitado aos ductos das glândulas salivares palatinas menores; Tipo II 

(eritema difuso): observa-se eritema generalizado abrangendo parte ou toda a 

área coberta pela prótese; Tipo III (hiperplasia papilar do palato): caracteriza-se 

pela presença de nódulos ou placas (geralmente localizados na parte central do 

palato) e eritema da mucosa de suporte da prótese (NEWTON, 1962). 

Embora saibamos que a inflamação da mucosa tenha diferentes e 

diversas causas, a capacidade da Candida spp. aderir à resina da base da 

prótese e formar biofilmes tem sido considerado um dos principais fatores 

responsáveis pelo desenvolvimento desta patologia (PELLIZZARO et al., 2012).  

Em um estudo sobre a saúde bucal de um grupo representativo de 

idosos não institucionalizados com mais de 70 anos nos estados da Nova 

Inglaterra foi visto que 36,7% dos participantes eram edêntulos e não havia 

relação entre o edentulismo e os níveis de educação e renda. E 89,9%  dos 

indivíduos edêntulos usavam próteses totais superiores e inferiores (MARCUS et 

al., 1996).  

Segundo o Inquérito Comunitário Canadense de Saúde, 24% dos 

indivíduos com 15 anos ou mais velhos relataram uso de próteses em 2003.  No 

geral, o uso de prótese foi mais prevalente entre as mulheres do que os homens, 

principalmente entre os idosos. Em 2003, cerca de 9% da população de edêntulos 

relataram que não usavam dentaduras (MILLAR; LOCKER, 2005).  

Em uma revisão da literatura sobre a prevalência e incidência de 

edentulismo e perda de dentes em países europeus foi visto que a incidência de 

perda dentária nesse continente é baixa e que o número de dentes perdidos 

aumenta com a idade, havendo uma tendência para a diminuição da incidência 

nas últimas décadas. Entretanto, a meta da Organização Mundial da Saúde 

(OMS) de possuir pelo menos 20 dentes na idade de 80 anos ainda não foi 

atendida em todos os países (MÜLLER; NAHARRO; CARLSSON, 2007).  

Já os dados epidemiológicos da Pesquisa Nacional de Saúde Bucal 

(SB Brasil 2010) mostram que, no Brasil 0,5% dos indivíduos de 15 a 19 anos, 
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25,8% de 35 a 44 anos e 71,9% de 65 a 74 anos fazem uso de algum tipo de 

prótese removível superior, sendo o percentual de necessidade de algum tipo de 

prótese de 13,7%, 68,7%, 92,6% para as mesmas faixas etárias (BRASIL, 2012). 

No estudo de Colussi e Freitas (2002) que objetivou analisar os estudos 

epidemiológicos sobre a saúde bucal dos idosos no Brasil a partir de 1988 até 

2001, foi observado que a prevalência do edentulismo ficou em 68% e somente 

3,9% dos idosos não necessitavam nem usavam qualquer tipo de prótese. No 

estudo de Crispim et al. (2009), no estado de Santa Catarina, dos 196 

participantes com idade superior a 60 anos foi encontrado  que 74,0% usavam 

algum tipo de prótese dentária superior e 42,9% inferior e foi constatado alto 

percentual de necessidade de próteses (63,3% arco superior; 82,1% arco inferior) 

para esta população.  

Tendo em vista o grande número de usuários e indivíduos com 

necessidade do uso de próteses torna-se evidente a possibilidade de 

envolvimento de uma considerável parcela da população com essa patologia, 

incluindo a necessidade de tratamento e conscientização dos cuidados com a 

higiene bucal.  

Em uma revisão da literatura dos 24 artigos mais recentes sobre o 

tratamento da candidíase bucal, Garcia-Cuesta, Sarrion-Pérez e Bagán (2014) 

encontraram que a condução da terapêutica depende do tipo da candidíase e a 

virulência da infecção, sendo a nistatina e a anfotericina B os fármacos mais 

utilizados localmente e que suspensão oral de fluconazol está demonstrando ser 

uma droga muito eficaz no tratamento da candidíase bucal. Verificou-se que 

fluconazol é a droga de escolha para o tratamento sistémico da candidíase bucal 

devido às  boas propriedades antifúngicas, a  elevada aceitação do paciente e da  

eficácia em comparação com outras drogas antifúngicas. Para os casos em que o 

fluconazol não mostra-se eficaz, deve-se avaliar e distinguir outras opções como 

itraconazol ou cetoconazol. 

Diante das dificuldades encontradas no tratamento de infecções 

fúngicas, como por exemplo a resistência adquirida pelos agentes etiológicos à 

ação dos antifúngicos, reduzido número de medicamentos disponíveis, interações 

medicamentosas ou toxicidade torna-se necessária a busca por novas 

alternativas terapêuticas advindas da utilização empírica e cultural de diferentes 

povos na tentativa de descoberta de alguma terapia que supra essas situações 
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(ARAÚJO et al., 2004; KLAN et al., 2012; CASTILHO et al., 2007). Sendo assim, a 

etnobotânica e a etnofarmacologia têm demonstrado ser importantes ferramentas 

na busca por substâncias naturais de ação terapêutica (ALBUQUERQUE; 

HANAZAKI, 2006).  

Apesar da medicina moderna ser bem desenvolvida na maior parte do 

mundo, a OMS reconhece que a medicina tradicional é essencial para a atenção 

primária de grande parte dos países em desenvolvimento, tendo em vista que 

80% desta população utilizam práticas tradicionais nos seus cuidados básicos de 

saúde e 85% destes utilizam plantas ou preparações destas (BRASIL, 2006). 

O Brasil por apresentar extensa biodiversidade, em torno de 15 a 20% 

do total mundial, tem grande potencial para fabricação de fitoterápicos e outros 

medicamentos, visto que as plantas são a matéria-prima desse processo. Além 

dessa utilização as plantas são também aproveitadas em práticas populares e 

tradicionais como remédios caseiros e comunitários, processo conhecido como 

medicina tradicional. Sem contar com a rica diversidade cultural e étnica do Brasil 

que resultou em um acúmulo considerável de conhecimentos e tecnologias 

tradicionais, passados de geração a geração, entre os quais se destaca o vasto 

acervo de conhecimentos sobre manejo e uso de plantas medicinais 

(ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; BRASIL, 2006). 

Assim, a Política Nacional de Práticas Integrativas e Complementares 

no Sistema Único de Saúde (SUS), pactuada na Comissão Intergestores 

Tripartite, aprovada pelo Conselho Nacional de Saúde no ano de 2005 e 

publicada por meio de Portaria GM nº 971, de 03 de maio de 2006, propõe a 

inclusão das plantas medicinais e fitoterapia, homeopatia, medicina tradicional 

chinesa/acupuntura e termalismo social/crenoterapia como opções terapêuticas 

no sistema público de saúde. Essa política traz dentre suas diretrizes para plantas 

medicinais e fitoterapia a elaboração da Relação Nacional de Plantas Medicinais 

e de Fitoterápicos; e o provimento do acesso à plantas medicinais e fitoterápicos 

aos usuários do SUS (BRASIL, 2006). Sendo o Schinus terebinthifolius, planta 

utilizada no presente estudo, uma das 71 espécies de plantas com potencial 

medicinal incluídas na Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao 

SUS (RENISUS). 

Schinus terebinthifolius Raddi (aroeira) é uma planta utilizada 

popularmente para diversos problemas de caráter inflamatórios, dentre os quais 
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os de origem bucal. É nativa da região nordeste do Brasil e apresenta várias 

propriedades farmacológicas, com atividade antimicrobiana, antiinflamatória e 

cicatrizante, as quais estão relacionadas aos taninos, flavonóides e triterpenos 

que encontram-se em diferentes partes da planta (LIMA et al., 2006). 

Em uma pesquisa que objetivou realizar um estudo etnobotânico sobre 

a indicação de plantas medicinais para tratamentos de patologias bucais, bem 

como investigar sobre o uso de plantas medicinais entre usuários de serviços 

odontológicos em João Pessoa, Brasil, foi observado que o Schinus 

terebinthifolius Raddi foi a segunda planta mais vendida pelos raizeiros para uso 

odontológico conhecida pela atividade cicatrizante e anti-inflamatória, e que 27% 

dos usuários de serviços odontológicos do município utilizam a aroeira para 

patologias bucais, sendo indicada para inflamação e a forma de uso a infusão 

(SANTOS et al., 2009).  

A atividade anti-inflamatória de um anti-séptico bucal de S. 

terebinthifolius foi comprovada na redução da inflamação gengival em um ensaio 

clínico triplo-cego randomizado (FREIRES et al., 2013). 

Avaliando o potencial genotóxico de um extrato de S. terebinthifolius, in 

vitro, Carvalho et al. (2009) observaram que, embora o extrato não tenha sido 

capaz e causar uma ruptura direta na estrutura do DNA, ele mostrou potencial 

para causar dano oxidativo ao DNA, bem como mutação bacteriana. 

Além disso, Varela-Barca et al. (2007) mostrou que as frações de flavonóide 

encontrado nas cascas do caule de S. terebinthifolius  foram capazes de quebrar 

ligações fosfodiéster do DNA, gerando lesões que pode potencialmente levar a 

mutações. Ainda, Veiga Júnior et al. (2005) relataram que dermatite alérgica por 

contato era um efeito colateral do uso da aroeira. 

Nota-se, inclusive, que no Brasil, as plantas medicinais da flora nativa 

são utilizadas com pouca ou nenhuma comprovação de suas propriedades 

farmacológicas, sendo, muitas vezes, empregadas para fins medicinais diferentes 

daqueles utilizados pelos primeiros consumidores. Logo, a toxicidade de plantas 

medicinais passa a ser um problema sério de saúde pública, além disso, os 

efeitos adversos, possíveis adulterações e nível tóxico, bem como a interação 

com outras drogas podem ocorrer. As pesquisas realizadas para avaliação do uso 

seguro de plantas medicinais e fitoterápicos no Brasil ainda são incipientes, assim 

como o controle da comercialização pelos órgãos oficiais em feiras livres, 
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mercados públicos ou lojas de produtos naturais. Assim, grande parte dos 

consumidores de plantas medicinais sentem-se encorajados por acreditarem que 

estes remédios, por serem naturais, são inerentemente seguros (VEIGA JÚNIOR 

et al., 2005). 

Assim, muitos estudos almejam aliar a extensa biodiversidade 

brasileira, os conhecimentos populares das comunidades e práticas culturais com 

o conhecimento científico para buscar produzir evidências para aplicabilidade dos 

produtos naturais, visando criar novas estratégias de controle químico das 

infecções da cavidade bucal por Candida, bem como suprir os inconvenientes e 

fragilidades dos produtos do mercado. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi 

isolar, identificar leveduras do gênero Candida da cavidade bucal dos usuários de 

prótese (parcial e total removível) em uma comunidade e avaliar a atividade 

antifúngica in vitro do óleo essencial extraído das folhas de Schinus 

terebinthifolius Raddi (aroeira). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral: 

Isolar, identificar leveduras do gênero Candida da cavidade bucal de 

usuários de prótese (parcial e total removível) em uma comunidade e avaliar a 

atividade antifúngica in vitro do óleo essencial extraído das folhas de Schinus 

terebinthifolius Raddi (aroeira). 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

 Isolar leveduras do gênero Candida da cavidade bucal de usuários 

de prótese (parcial e total removível) da Associação Afrocultural Bessen 

Dan/Santa Rita; 

 Identificar as leveduras do gênero Candida com base na macro e 

micromorfologia, provas fisiológicas e bioquímicas; 

 Avaliar o comportamento de sensibilidade ou resistência das 

leveduras identificadas frente antifúngicos comercialmente disponíveis; 

 Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do óleo essencial 

extraído das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi sobre as cepas de Candida 

provenientes da coleta da cavidade bucal de usuários de prótese; 

 Determinar a Concentração Fungicida Mínima (CFM) do óleo 

essencial extraído das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi sobre as cepas de 

Candida provenientes da coleta da cavidade bucal de usuários de prótese; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Delineamento do Estudo: 

Realizou-se um estudo epidemiológico transversal e laboratorial, no 

qual foi adotada uma abordagem indutiva, com procedimento comparativo 

estatístico e técnicas de observação direta extensiva - Formulário e 

documentação direta - Pesquisa de Laboratório (LAKATOS; MARCONI, 2010). 

 

3.2 Locais da Pesquisa: 

O local destinado à realização das coletas do material biológico foi a 

Associação Afrocultural Bessen Dan/Santa Rita que foi fundada e ativa desde 

18/08/2010, tem natureza de associação privada e desenvolve atividades 

associativas ligadas à cultura, arte, educação, de recreação, lazer, esportivas e 

produção de espetáculos de dança. 

Os estudos de investigação da atividade antifúngica e procedimentos 

laboratoriais foram desenvolvidos no Laboratório de Micologia do Departamento 

de Ciências Farmacêuticas (DCF), do Centro de Ciências da Saúde (CCS), da 

Universidade Federal da Paraíba (UFPB).  

 

3.3 Universo e Amostra:  

O universo foi composto pelos 125 indivíduos cadastrados na 

Associação Afrocultural Bessen Dan/Santa Rita da grande João Pessoa-PB.  

A amostra, definida por conveniência, foi composta por 23 indivíduos 

da comunidade que atendiam aos seguintes critérios de inclusão: fazer uso de 

prótese dentária parcial ou total removível, ter idade superior a 18 anos, aceitar 

participar voluntariamente do estudo e não ter utilizado antimicrobianos nos 

últimos três meses que antecederam a realização dos exames. 

 

3.4 Aspectos Éticos: 

Aos participantes da pesquisa, foram garantidos os princípios da 

Autonomia, Beneficência, Não-Maleficência e Justiça. A participação de cada um 

dos componentes da amostra foi de forma voluntária, sendo garantido o direito de 

desistir do estudo, em qualquer tempo, sem que essa decisão o prejudicasse. O 

projeto vinculado ao estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 
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Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal da Paraíba (CAAE: 

34309614.3.0000.5188).  

Os indivíduos participantes deste estudo foram apresentados ao Termo 

de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE - Apêndice) e esclarecidos sobre os 

aspectos éticos do estudo. Mediante concordância com as condições do estudo, 

os voluntários realizaram impressão datiloscópica ou assinaram o TCLE.  

 

3.5 Coleta dos Dados: 

Os procedimentos de preenchimento do formulário e coleta do material 

biológico foram realizados por um único pesquisador. As informações coletadas 

foram registradas em um formulário (Apêndice), direcionado para cada 

participante do estudo. O formulário contemplava perguntas sobre dados 

pessoais; o acesso a serviços de saúde bucal; identificação de produtos naturais 

utilizados em infecções orais; as condições de higiene e uso de próteses 

dentárias; presença de doenças sistêmicas e uso de medicamento.  

   

3.6 Coleta do material biológico, Isolamento e identificação das espécies de 

Candida: 

O período de coleta das amostras foi de agosto de 2014 a setembro de 

2015. Para coleta das amostras do material biológico foram utilizados dois swabs 

estéreis. O primeiro foi umedecido em solução fisiológica esterilizada e aplicado 

no palato duro do paciente com movimentos de vai e vêm (fricção), por 30 

segundos. Depois, o mesmo foi inserido em um tubo de ensaio com Caldo 

Sabouraud Dextrose (CSD) (Difco Laboratories Ltda. USA/France) para o 

transporte até o laboratório. O segundo swab foi friccionado em toda base da 

prótese e imerso em outro tubo com CSD (SIDRIM; ROCHA, 2004; NEGRONI; 

GUELFAND, 1999). 

A identificação das leveduras foi realizada com base na macro e 

micromorfologia, provas fisiologias e bioquímicas, seguindo os critérios 

estabelecidos por Looder (1970); Hoog e Guarro (1995); Kurtzmann e Fell (1998); 

Sidrim e Rocha (2004). 

O material biológico coletado foi inoculado em placas descartáveis 

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

Laboratories Ltda. USA/France), adicionado de cloranfenicol a 100 µg/mL (Sigma 
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Chemichal Corporation, St Louis, MO, USA). Decorrido o período de 48h em 

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

leveduriformes foram isoladas em CHROMOagar-Candida (Difco Laboratories 

Ltda. USA/France) (Lote: 4104408; Validade: 31/03/2016) e após a verificação do 

crescimento nas placas as colônias foram avaliadas quanto à coloração e ao 

morfotipo. Após esta avaliação, a identificação presuntiva foi realizada. A 

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

coloração azul escuro a azul metálico indicava C. tropicalis, a rosa claro com 

bordas esbranquiçadas indicava C. krusei e as outras leveduras podiam aparecer 

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

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

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

fabricante. Os cultivos foram incubados a temperatura de 35±2ºC por 48 h.   

Outros testes foram realizados para a identificação da espécie de 

Candida como: 

 

1) Prova do Tubo Germinativo: 

A prova do tubo germinativo é um teste que caracteriza rápida e 

presuntivamente a levedura da espécie Candida albicans. A técnica baseia-se, 

fundamentalmente, na semeadura de um pequeno inóculo dessa levedura em 

soro (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

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

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

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

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

uma preparação do tipo lâmina-lamínula, para observação microscópica. O tubo 

germinativo, quando o teste é positivo, aparece como filamento fino e cilíndrico, 

originado do blastoconídio da levedura, no qual não se observa nenhuma zona de 

constricção, quer na base ou ao longo de sua extensão (Figura 1) (TASCHDJIAN 

et al., 1960; SIDRIM; ROCHA, 2004). 
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2) Microcultivo de Leveduras: 

Esta técnica baseia-se no princípio de que leveduras, quando 

incubadas em um meio com Tween-80 apresentam a capacidade de filamentar, 

formando pseudo-hifas e/ou hifas verdadeiras. Assim, pelas características 

morfológicas diferenciadas das estruturas filamentosas, pode-se sugerir a espécie 

de levedura implicada na identificação (Figura 2) (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

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

microcultivo, com pipeta estéril. Esperou-se o meio solidificar e, com alça de 

platina, foi apreendida uma alíquota da colônia de levedura e semeada em estria 

no Ágar Fubá e, em seguida, coberta com lamínula estéril. Após 2 a 3 dias à 28-

30ºC a preparação foi observada em microscópio com aumento de 40x (DALMAU, 

1929; LODDER, 1970; SIDRIM, ROCHA, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Teste positivo para tubo germinativo. Presença de filamento fino e 

cilíndrico (seta) originado do blastoconídio da levedura. (Fonte: 

portal.anvisa.gov.br/.../14-identificacao_leveduras_interesse_medico.ppt....) 
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3) Auxanograma (Assimilação de Carboidratos e Nitrogênio):  

3.1) Assimilação de Carboidratos: 

Esta técnica baseia-se na capacidade que as leveduras apresentam de 

utilizar determinado carboidrato como única fonte de carbono, para sua 

viabilidade celular. Desta forma utiliza-se um meio basal destituído de qualquer 

fonte de carbono (sem o qual a célula fúngica não pode crescer) e a levedura que 

se deseja identificar é semeada. Em seguida, é adicionado ao cultivo um 

carboidrato e observada a capacidade de utilização deste como fonte de carbono. 

Quando o carboidrato é assimilado pela levedura observou-se crescimento desta 

ao redor da fonte de carbono (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

Preparou-se o meio Yeast Nitrogen Base de acordo com as normas 

preconizadas pelo fabricante e simultaneamente preparou-se uma suspensão de 

leveduras com turvação equivalente ao tubo 0,5 da escala de MacFarland. Uma 

alíquota de 1 mL desta suspensão de leveduras foi adicionada a 20 mL de meio 

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

homogeneizada suavemente. Após a solidificação do meio, discos impregnados 

com açúcares foram posicionados em locais previamente demarcados. Incubou-

se à 28-30ºC por 24-48 horas e foram observadas regiões opacas ao redor dos 

açúcares assimilados (Figura 3) (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

 

 

Figura 2: Microcultivo de C. tropicalis. Aumento: 40x. 



23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2) Assimilação de Nitrogênio: 

A assimilação de nitrogênio demonstra a capacidade que algumas 

leveduras apresentam de assimilar nitrato de potássio (nitrogênio inorgânico), 

como única fonte de nitrogênio utilizado na sua viabilidade biológica (SIDRIM; 

ROCHA, 2004). 

Preparou-se o meio Yeast Carbon Base, de acordo com as indicações 

do fabricante. E em 20 mL deste meio resfriado foi acrescentado 1mL da 

suspensão de levedura previamente preparada (com turvação correspondente ao 

tubo 0,5 da escala de MacFarland). Após a homogeneização e solidificação do 

meio, foram distribuídas discos impregnados de compostos nitrogenados (nitrato 

de potássio e peptona). A peptona foi empregada como controle da viabilidade do 

inóculo, visto que todas as leveduras a utilizam como fonte nitrogenada. Incubou-

se à 28-30ºC por 24-48 horas e foram observadas regiões opacas ao redor dos 

compostos nitrogenados assimilados (Figura 4) (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

 

 

 

 

 

Figura 3: Crescimento da levedura (regiões opacas) ao redor dos açúcares 

assimilados. Xy: Xylose; Ca: Cellobiose; Te: Trehalose; Ma: Maltose; Md: 

Melibiose.  

 

Te 
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4) Fermentação de Carboidratos: 

A capacidade de uma levedura fermentar determinado carboidrato está 

diretamente ligada à habilidade desta de possuir sistemas enzimáticos eficientes, 

capazes de permitir, em baixas tensões de oxigênio, degradar açúcares para 

produção de energia, formando, entre outros metabólitos, etanol e gás carbônico. 

Assim, utiliza-se também na identificação das leveduras essa característica 

fenotípica, onde se investiga a habilidade que uma determinada levedura possui 

de fermentar um açúcar, através da demonstração da produção de CO2 (SIDRIM; 

ROCHA, 2004). 

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

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

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

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

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

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

à 37ºC por 10-14 dias e observou-se a produção de CO2 através da visualização 

de bolhas (Figura 5) (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

 

 

 

Figura 4: Crescimento da levedura (região opaca) ao redor da peptona (P) e 

ausência de crescimento ao redor do KNO3. 

 

KNO3 
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3.7 Avaliação da atividade antifúngica do óleo essencial de Schinus 

terebinthifolius Raddi:  

3.7.1 Produtos natural - Óleo essencial das folhas de Schinus terebinthifolius 

Raddi 

O óleo essencial utilizado para a avaliação da atividade antifúngica foi 

extraído das folhas frescas de Schinus terebinthifolius Raddi, que foi obtido pelo 

Professor Pablo Queiroz Lopes do Departamento de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade Federal da Paraíba. Essas folhas foram coletadas em abril-julho 

2013 a partir do jardim do Laboratório Rabelo na cidade de Cabedelo-PB 

(Latitude: 6° 58' 49'' Sul Longitude: 34° 49' 49'' Oeste) e um espécime de 

vouchers (JPB 85943 e 85944) foi depositada no Herbário Lauro Pires Xavier da 

Universidade Federal da Paraíba. A identificação dos componentes do óleo 

essencial foi realizada pelo técnico Sócrates Golzio do Santos por cromatografia 

gasosa acoplada a espectrometria de massa para detecção ultra CG-EM. Este 

produto natural foi selecionado de acordo com as respostas obtidas pelo 

formulário do estudo.  

Este óleo essencial foi extraído por arraste de vapor de água utilizando 

o extrator D2 Mini Linax. As folhas foram transferidas para o reservatório de 

destilação a vapor, que apresenta ciclo contínuo de água vinda diretamente do 

Figura 5: Esquema da visualização da formação de bolhas (seta) dentro do 

tubo (produção de CO2).  

 

Maltose 
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sistema de água. Esta água não estava em contato com a amostra, o vapor de 

água passa através do reservatório onde estão as folhas riscadas e arrasta para 

baixo os constituintes voláteis. As amostras foram armazenadas em frascos de 

vidro sob refrigeração para evitar eventuais perdas de matérias voláteis. 

Diferentes tempos de extração (1 a 6 horas) foram utilizadas para estimar o 

melhor rendimento (TAVARES et al., 2005). 

A identificação dos componentes do óleo foi efectuada por 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa para detecção em 

Ultra CG-EM, o amostrador automático foi um injector série COA-20is (Shimadzu), 

o cromatógrafo de fase gasosa era um GC-2010 Plus (Shimadzu), o 

espectrômetro de massa foi um GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu) e o íon detector 

(MS, modelo 4000) (Shimadzu), com espectrometria de massa por ionização de 

elétrons - (EI-MS 70 eV). A análise foi desenvolvida em Rtx®-5MS (Restek, 

Bellefonte, PA, EUA) em coluna capilar (Shimadzu), 30m de comprimento, 

0,25mm de espessura e 0,25mm de diâmetro interno com hélio a 1 mL/min como 

gás portador. Programa de temperatura: injector a 250ºC, coluna-forno de 60 a 

240ºC em 3ºC/min. O índice de retenção (IR) foi calculado para todos os 

constituintes voláteis utilizando uma série homóloga de n-alcanos, variando entre 

C8 e C40, usando uma equação linear de temperatura programada (VAN DEN 

DOOL; KRATZ, 1963). 

 

3.7.2 Antifúngico Sintético Padrão 

Para controle da atividade antifúngica foi utilizada nistatina (Sigma 

Chemichal Corporation, St Louis, MO, USA) nas concentrações 1024µg/mL até 

1µg/mL. 

 

3.7.3 Micro-organismos  

Para os ensaios de atividade antifúngica de Schinus terebinthifolius 

Raddi foram utilizadas quatro cepas de Candida albicans (C. albicans LM-1A, C. 

albicans LM-3A, C. albicans LM-16B, C. albicans LM-19A), quatro cepas de 

Candida tropicalis (C. tropicalis LM-2A, C. tropicalis LM-7A, C. tropicalis LM-11A, 

C. tropicalis LM-13A) de leveduras isoladas e identificadas da coleta do material 

biológico e cepas padrão da coleção americana ATCC (American Type Culture 

Collection) C. albicans ATCC 76485 e C. tropicalis ATCC 13803. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
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3.7.4 Inóculo  

Para o procedimento de preparação do inóculo das leveduras, os 

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

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

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

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

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

cada suspensão teve sua turbidez comparada e ajustada àquela apresentada 

pela suspensão de sulfato de bário do tubo 0,5 da escala McFarland, a qual 

corresponde a um inóculo de aproximadamente 106UFC/mL. Em seguida, essa 

suspensão foi diluída com água destilada numa proporção de 1:10 resultando em 

um inóculo contendo aproximadamente 105UFC/mL, que foi utilizado nos ensaios 

(CLSI, 2002; SAHIN et al., 2004; HADACECK; GREEGER, 2000; CLEELAND; 

SQUIRES, 1991) 

 

3.7.5 Perfil de sensibilidade das cepas fúngicas frente a antifúngicos 

A metodologia utilizada para traçar o perfil de sensibilidade das 

leveduras utilizadas foi difusão em meio sólido indicada para antifungigrama pelo 

fabricante dos discos impregnados de antifúngicos (Centro de Controle e 

Produtos para Diagnósticos Ltda - CECON, São Paulo, SP, Brasil). Semeou-se a 

suspensão das leveduras em swab estéril em uma placa descartável 15x90mm, 

contendo ASD. Em seguida, pressionou-se levemente os discos contendo os 

antifúngicos anfotericina B (100 μg), fluconazol (25 μg), itraconazol (10 μg), 

miconazol (50μg), nistatina (100 U.I.), cetoconazol (50μg) (Centro de Controle e 

Produtos para Diagnósticos Ltda - CECON, São Paulo, SP, Brasil) sobre o meio 

de cultura e incubou-se em estufa bacteriológica por 48h a 35±2ºC. Os halos de 

inibição foram medidas com régua em duas diagonais e a média correspondendo 

ao resultado expresso em milímetros (mm) e comparado com a interpretação dos 

resultados do fabricante.  

 

3.7.6 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM)  

A determinação da CIM do óleo essencial foi realizada pela técnica de 

microdiluição, utilizando placas contendo 96 cavidades (Kasvi, Itália) e em 

duplicata (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELLOF, 1998; HADACEK; GREEGER, 
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2000; KONEMAN et al., 2001; SAHIN et al., 2004). Em cada orifício da placa, 

foram adicionados 100 µL do meio líquido CSD duplamente concentrado. 

Posteriormente, 100 µL da emulsão do óleo essencial, também duplamente 

concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa, que 

foram diluídos seriadamente, à partir da retirada de uma alíquota de 100 μL da 

cavidade mais concentrada para a cavidade sucessora, obtendo-se 

concentrações de 1024 µg/mL até 8 µg/mL, de modo que na primeira linha da 

placa encontravam-se a maior concentração e na última, a menor concentração. 

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

cada coluna da placa referiu-se a uma cepa fúngica, especificamente. Foram 

feitos controles para a viabilidade das cepas fúngicas, com nistatina (Sigma 

Chemichal Corporation, St Louis, MO, USA) e do meio líquido nas mesmas 

condições do ensaio. As placas foram seladas e incubadas a 35±2ºC por 24-48h. 

Definiu-se a CIM para o óleo essencial e nistatina como a menor concentração 

capaz de inibir visualmente o crescimento fúngico verificado nos orifícios, quando 

comparado com o crescimento controle. Os ensaios foram realizados em 

duplicata.  

Utilizou-se como critérios para determinação da CIM os seguintes 

valores: 50 até 500µg/mL são considerados com forte/ótima atividade 

antimicrobiana; 600 até 1500µg/mL possuem atividade moderada; acima de 

1500µg/mL, atividade fraca ou produto inativo (SARTORATTO et al., 2004; 

HOUGHTON et al., 2007).  

 

3.7.7 Determinação da Concentração Fungicida Mínima (CFM)  

Após determinação da CIM, 1 µL da concentração correspondente à 

inibitória e as duas concentrações imediatamente mais concentradas foram 

subcultivadas em placas descartáveis 15x90mm, contendo ASD. Após 24-48h de 

incubação a 35±2ºC, as leituras das CFMs foram realizadas, sendo considerada 

CFM a menor concentração da droga que impediu o crescimento visível do 

subcultivo (ERNST et al., 1999; ESPINEL-INGROFF et al., 2002). 

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

substância possui uma atividade fungistática (CFM/CIM ≥ 4) ou fungicida 

(CFM/CIM <4) (SIDDIQUI et al., 2013). 
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3.8 Análise dos dados:  

As amostras das leveduras isoladas e identificadas da coleta do 

material biológico foram codificadas com as letras LM (Laboratório de Micologia) 

seguida do número correspondente a sequência da coleta realizada. 

Os dados foram analisados por estatística descritiva, a partir da qual 

foram construídos tabelas para subsidiar a abordagem comparativa e estatística. 
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4 CAPÍTULO 1 

O manuscrito a seguir foi submetido para publicação no periódico 

―Planta Medica‖, cuja classificação QUALIS/CAPES na área Odontologia é B1. 

 

Isolation and identification of Candida species from the oral cavity of 

denture users and in vitro susceptibility to Schinus terebinthifolius Raddi 

 

 

Abstract 

The present study aimed to isolate and identify Candida yeasts from denture users 

and evaluate their in vitro susceptibility to the essential oil extract of Schinus 

terebinthifolius Raddi leaves. Biological material was collected from 23 denture 

users, and yeasts were identified based on macro- and micromorphological 

assessments and on physiological and biochemical assays. The antifungal activity 

of S. terebinthifolius Raddi was assessed with different strains of Candida albicans 

(C. albicans ATCC 76485, LM-1A, LM-3A, LM-16B and LM-19A) and C. tropicalis 

(C. tropicalis ATCC 13803, LM-2A, LM-7A, LM-11A and LM-13A). The 

susceptibility profile to synthetic antifungals was determined via the disk-diffusion 

method to establish an antifungigram. The minimum inhibitory concentration (MIC) 

of the essential oil was determined by microdilution, whereas the minimum 

fungicidal concentration (MFC) was calculated by means of subculture in 

Sabouraud dextrose agar (SDA). The majority of denture users were women 

(78 %), and the mean age was 48 years and two months. C. albicans and C. 

tropicalis were the most prevalent species in samples collected from the palatal 

mucosa and denture bases. All of the studied strains were susceptible to 

amphotericin B; however, none were susceptible to itraconazole, and most were 

resistant to fluconazole. MIC values of the essential oil ranged from 128 µg/mL to 

256 µg/mL, and the MIC100% was 256 µg/mL. The MIC100% found for nystatin was 

16 µg/mL. The MFC/MI Cratio indicated fungicidal activity against all tested strains 

for nystatin and against most of them, except for C. tropicalis LM-7A and C. 

tropicalis LM-13A, when it was used the essential oil; the activity against those 

strains was fungistatic. In conclusion, the most prevalent species present in 
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denture users were C. albicans and C. tropicalis, and the susceptibility profile 

varied with the synthetic antifungal agent, highlighting a resistance pattern in some 

strains, especially to fluconazole and itraconazole. The essential oil of S. 

terebinthifolius Raddi exhibited fungicidal activity against most of the tested 

strains.  

Keywords: Denture; Oral Candidiasis; Medicinal Plants; Fungal Resistance.   

 

 

Introduction 

 Yeasts from the Candida genus are frequently found as commensals of 

several human organs, present in the normal microbiota of the skin, oral mucosa, 

gastrointestinal tract and vagina [1]. If microbiological imbalance occurs, 

colonization becomes pathological; in the oral cavity, this condition is called 

candidiasis. Characteristically, candidiasis is an opportunistic fungal infection 

triggered by changes in the oral microbiota, systemic diseases or compromised 

patient immunity. Candida albicans is the most prevalent species and exhibits the 

highest pathogenicity among the strains involved in oral candidiasis [2]. Other 

species, including C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis, C. guilliermondii and C. 

glabrata, are also involved in the course of disease, and eventually become 

representative in clinical findings, making them important in its etiology [3]. 

 The occurrence of oral candidiasis in the palate of denture users is 

associated most often with denture stomatitis. The clinical characteristics of this 

condition correspond to different degrees of inflammation of the palatal mucosa, 

which is in contact with the upper denture base. Manifestations range from 

petechiae to systemic inflammation with papillary hyperplasia. The ability of 

Candida spp. to adhere to the denture base resin and form biofilms has been 

considered one of the main factors responsible for the development of pathology 

[4].   

 Current research suggests that the prevalence of edentulous individuals 

and denture users, especially among the elderly, is significant in developing and 

developed countries. These groups represent a relevant fraction of the population 

in need of assistance in the prevention and development of oral candidiasis [5-7]. 

 The treatment of human fungal infections has become difficult due to 

increasing antifungal resistance, low numbers of available drugs, therapeutic 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
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limitations, inefficacy, toxicity, severe neutropenia, drug interactions, and 

insufficient bioavailability of the available synthetic antifungals. This situation 

justifies the need for the discovery of new therapeutic alternatives [8,9]. In this 

context, the potential of natural resources, such as plant extracts, including those 

from Schinus terebinthifolius, is worthy of further study.   

 S. terebinthifolius Raddi (Brazilian pepper tree) is a plant popularly used to 

treat several inflammatory conditions, including those affecting the oral cavity. This 

plant is native to the northeast of Brazil and exhibits several pharmacological 

properties, such as antimicrobial, anti-inflammatory and wound healing properties, 

which are related to the tannins, flavonoids and triterpenes present in several parts 

of the plant [10]. 

 According to the literature, the alcohol extract from the bast of S. 

terebinthifolius Raddi has a positive impact and seems promising as a natural local 

antiseptic against highly severe peritonitis in rats [11]. The anti-inflammatory 

activity of an S. terebinthifolius mouth wash was demonstrated in a randomized 

triple-blind clinical trial that observed reduced gingival inflammation levels [12]. 

Further, a study in rats suggested that the oral administration of dry S. 

terebinthifolius bark extract did not exhibit toxicity [13]. 

Considering the significant number of denture users, the associated 

potential for the development of oral candidiasis, and the popular knowledge and 

use of the Brazilian peppertree in the treatment of inflammatory processes of the 

oral cavity, the present study aimed to isolate and identify Candida yeasts from 

denture users of a local community and evaluate their in vitro susceptibility to 

essential oil extracted from S. terebinthifolius Raddi leaves. 

 

Results 

Of the 23 denture users who participated in sample collection, 78 % (n=18) 

were women. The age of the participants ranged from 32 years and two months to 

77 years and three months, with a mean age of 48 years and two months. 

Table 1 shows the prevalence of Candida species in samples from the 

palatal mucosa and denture base. 
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 Palatal mucosa Denture base 

 N % N % 

C. albicans 4 17.39 5 21.73 

C. tropicalis 3 13.04 4 17.39 

C. parapsilosis 1 4.35 1 4.35 

C. krusei 0 0 1 4.35 

C. tropicalis + C. parapsilosis 1 4.35 1 4.35 

Absent 14 60.87 11 47.83 

TOTAL 23 100 23 100 

 

Table 2 exhibits the diameters of the antifungal-impregnated disk inhibition 

zone for amphotericin B (100 μg), fluconazole (25 μg), itraconazole (10 μg), 

miconazole (50 μg), nystatin (100 IU) and ketoconazole (50 μg) against the 

isolated yeasts and the interpretation of the results according to the criteria of the 

disk manufacturer and the behavior of the yeasts studied in the presence of the 

essential oil of S. terebinthifolius Raddi in the concentration 128μg/mL. 

Data on the antifungal activity of the essential oil of S. terebinthifolius Raddi 

and nystatin against the clinical C. albicans (C. albicans LM-1A, C. albicans LM-

3A, C. albicans LM-16B and C. albicans LM-19A) and C. tropicalis (C. tropicalis 

LM-2A, C. tropicalis LM-7A, C. tropicalis LM-11A and C. tropicalis LM-13A) strains 

and the laboratory Candida strains (C. albicans ATCC-76485 and C. tropicalis 

ATCC-13803) are listed in Table 3.  

Table 1: Prevalence of Candida species in samples from the palatal mucosa and denture base. 
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YEAST ANTIFUNGAL ESSENTIAL OIL 

 Anphotericin B 
(100 μg) 

Fluconazole 
(25 μg) 

Itraconazole 
(10 μg) 

Miconazole 
(50 μg) 

Nystatin 
(100 IU) 

Ketoconazole 
(50 μg) 

S. terebinthifoliusRaddi 
(128μg/mL) 

Inhibition zone 
(Interpretation) 

Inhibition zone 
(Interpretation) 

Inhibition zone 
(Interpretation) 

Inhibition zone 
(Interpretation) 

Inhibition zone 
(Interpretation) 

Inhibition zone 
(Interpretation) 

Presence or absence of yeast 
(Interpretation) 

C. albicans 
LM-1A 

18 mm 
(S) 

0 mm 
(R) 

0 mm 
(R) 

20 mm 
(I) 

20 mm 
(S) 

20 mm 
(I) 

Presence 
(R) 

C. albicans 
LM-3A 

13 mm 
(S) 

20 mm 
(S) 

15 mm 
(I) 

30 mm 
(S) 

28 mm 
(S) 

33 mm 
(S) 

Presence 
(R) 

C. albicans 
LM-16B 

19 mm 
(S) 

15 mm 
(I) 

13 mm 
(I) 

30 mm 
(S) 

24 mm 
(S) 

25 mm 
(S) 

Absence 
(S) 

C. albicans 
LM-19A 

16 mm 
(S) 

14 mm 
(R) 

12 mm 
(I) 

28 mm 
(S) 

26 mm 
(S) 

28 mm 
(S) 

Absence 
(S) 

C. albicans 
ATCC-76485 

12 mm 
(S) 

12 mm 
(R) 

10 mm 
(R) 

16 mm 
(I) 

15 mm 
(S) 

30 mm 
(S) 

Absence 
(S) 

C. tropicalis 
LM- 2A 

15 mm 
(S) 

0 mm 
(R) 

0 mm 
(R) 

10 mm 
(I) 

0 mm 
(R) 

25 mm 
(S) 

Absence 
(S) 

C. tropicalis 
LM-7A 

18 mm 
(S) 

0 mm 
(R) 

0 mm 
(R) 

20 mm 
(I) 

30 mm 
(S) 

30 mm 
(S) 

Absence 
(S) 

C. tropicalis 
LM-11A 

15 mm 
(S) 

10 mm 
(R) 

14 mm 
(I) 

26 mm 
(S) 

22 mm 
(S) 

25 mm 
(S) 

Presence 
(R) 

C. tropicalis 
LM-13A 

14 mm 
(S) 

0 mm 
(R) 

0 mm 
(R) 

30 mm 
(S) 

23 mm 
(S) 

15 mm 
(I) 

Presence 
(R) 

C. tropicalis 
ATCC-13803 

14 mm 
(S) 

15 mm 
(I) 

16 mm 
(I) 

20 mm 
(I) 

15 mm 
(S) 

28 mm 
(S) 

Absence 
(S) 

TOTAL (%)  
susceptible strains 

 
100% 

 
10% 

 
0% 

 
50% 

 
90% 

 
80% 

 
60% 

Table 2: Diameters of the antifungal-impregnated disk inhibition zone (mm) against the studied yeasts and the interpretation of results according to the criteria 

of the disk manufacturer and behavior of the yeasts studied in the presence of the essential oil of S. terebinthifolius Raddi in the concentration 128 μg/mL. 

Source: Centro de Controle e Produtos para Diagnósticos Ltda - CECON, São Paulo, SP, Brazil. 

S - susceptible; I - intermediate; R- resistant 
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Discussion 

Epidemiological studies focusing on candidiasis in denture users are of 

great importance and necessary to evaluate the prevalence of disease. The 

identification of isolated species, virulence factors and the analysis of the 

susceptibility profile towards antifungal agents are essential phases in the 

development of new research and the discovery of new therapeutic proposals for 

the treatment of candidiasis [14].  

The literature states that denture stomatitis is a pathological condition that 

affects approximately two-thirds of all denture users, of which the majority are 

women and the elderly. Furthermore, most of the patients do not report symptoms, 

whereas others exhibit symptoms that render denture use impossible, such as 

pain, swelling, dry mouth, halitosis and/or bleeding [15]. However, in this study, 

more than half the sample of denture users (54.3 %) tested negative for Candida, 

YEAST 
ESSENTIAL OIL 

S. terebinthifolius Raddi 
NYSTATIN 

 
MIC 

(µg/mL) 
MFC 

(µg/mL) 
MFC/
MIC 

Antifungal 
activity 

MIC 
(µg/mL) 

MFC 
(µg/mL) 

MFC/
MIC 

Antifungal 
activity 

C. albicans 
LM-1A 

256 256 1 Fungicidal 8 16 2 Fungicidal 

C. albicans 
LM-3A 

256 256 1 Fungicidal 8 16 2 Fungicidal 

C. albicans 
LM-16B 

128 256 2 Fungicidal 16 16 1 Fungicidal 

C. albicans 
LM-19A 

128 256 2 Fungicidal 8 16 2 Fungicidal 

C. albicans 
ATCC-76485 

128 128 1 Fungicidal 16 32 2 Fungicidal 

C. tropicalis 
LM-2A 

128 128 1 Fungicidal 16 32 2 Fungicidal 

C. tropicalis 
LM-7A 

128 > 512 > 4 Fungistatic 8 8 1 Fungicidal 

C. tropicalis 
LM-11A 

256 512 2 Fungicidal 8 8 1 Fungicidal 

C. tropicalis 
LM-13A 

256 > 512 ≥ 4 Fungistatic 8 8 1 Fungicidal 

C. tropicalis 
ATCC-13803 

128 128 1 Fungicidal 16 32 2 Fungicidal 

Table 3: Antifungal activity of the essential oil of S. terebinthifolius Raddi and nystatin against the studied strains 
 

CIM60%do MIC60%essential oil= 128 µg/mL; MIC60% nystatin= 8 µg/mL 
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which is can closely associated with denture stomatitis. The majority of the 

participants of the present study were women (78%), which is in agreement with 

the literature. This situation might be explained by the higher prevalence of female 

denture users who seek help due to possible symptoms that arise and render 

denture use impossible, which ultimately impacts esthetics and function. 

Furthermore, women historically seek health care services more often than men 

[16].  

In the present study, C. albicans and C. tropicalis were isolated in equal 

amounts(n=4 each; 40 % each), but other studies have reported that the majority 

of strains isolated from denture users are C. albicans [3,17]. 

Was found 39.13% of positive tests for Candida in the palatal mucosa of the 

participants and 52.17% in the denture base. In view of the higher number of 

positive findings in the denture base in the present study, it is important to note 

that not only is it relevant to treat patients with denture stomatitis, but denture 

hygiene and exchange periods are essential factors in the prevention of 

reinfection. According to Yildirim-Bicer et al. [18], the cleansing process must be 

properly performed to prevent infections and lesions of the oral mucosa, and it is 

important to keep the dentures submerged in water and cleansing solution 

overnight. Specifically, sodium hypochlorite diluted in water is among the most 

common and easily accessible solutions. 

As for the susceptibility profile of the isolated yeast strains, responses 

varied depending on the tested antifungal agent. The best-performing antifungal 

was amphotericin B, tow hich all tested strains exhibited susceptibility, followed by 

nystatin with 90 % susceptible strains, ketoconazole with 80 %, miconazole with 

50 %, fluconazole with 10 %, and itraconazole, tow hich no strain was susceptible. 

According to Khan et al. [19], Candida species exhibit resistance to some synthetic 

antifungal drugs. This finding was confirmed in the present study and 

demonstrates the need to search for alternative and/or complementary therapies 

in the treatment of infections involving these microorganisms. 

In recent years, medicinal plants have been the focus at a global level and 

have gained considerable popularity given that these natural products provide an 

unparalleled source of chemical diversity for the discovery of significant 

biologically active molecules [20].  
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 Currently, S. terebinthifolius Raddi has been the object of many studies due 

to its broad empiric use for different health problems, including oral health 

problems [11, 12, 13, 21]. Vieira et al. [22] have found that the antimicrobial 

activity of this plant towards Streptococcus mutans was similar to that of 0.12 % 

chlorhexidine, which was used as the control. The essential oil of S. 

terebinthifolius Raddi has shown antibacterial activity against hospital-borne 

strains [23] and antimicrobial activity against Enterococcus faecalis [24]. 

Essential oils are composed of different substances in different proportions, 

which can differ quantitatively depending on the method of analysis and the plant 

tissue being studied [25]. Additionally, it is still not possible to narrow down the 

specific compound responsible for the observed effect, however, it is suggested 

that the main compound has its importance in this process. 

The main component of the essential oil of the present study was the 

monoterpene limonene (63.96 %). In a study by Gundidza et al. [26] on the 

essential oil of fresh S. terebinthifolius leaves collected in sub-Saharan Africa, the 

main constituents included sabinene, α-pinene, α-phellandrene, β-pinene, 

terpinen-4-ol, trans-β-ocimene, andmyrcene, and the essential oil exhibited 49.8 % 

inhibition of C. albicans, evidently, local conditions have an influence on the 

chemical composition of essential oils.   

 D-limonene is an isomer of limonene and is one of the most common 

terpenes in nature. It is a major constituent in many citrus oils (orange, lemon, 

tangerine, lime and grapefruit). D-limonene is considered to have relatively low 

toxicity. It has been tested for carcinogenicity in mice and rats. In humans, it 

showed low toxicity after single or repeated administration for up to one year, is an 

excellent solvent of cholesterol, has been used to relieve heartburn, has well 

established chemo preventive activity against many kinds of cancers [27]. But it is 

not found in the literature studies on their possible antifungal activity. 

The MIC60%of the essential oil of S. terebinthifolius Raddi against the tested 

strains was 128 µg/mL, and the MFC/MIC ratio reflected fungicidal activity against 

80 % of the strains. The different MIC values of the essential oil against the tested 

strains might be explained by the fact that these were clinical strains, possibly 

exhibiting different genetic profiles and mechanisms of acquired resistance. The 

present study corroborates a study from the literature in which a tincture of S. 
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terebinthifolius exhibited antifungal activity against a laboratory Candida strain, 

with a MIC of 312.5 µg/mL [28]. 

Possible explanations for the mechanisms underlying the antifungal activity 

of the essential oil include interference with cell wall biosynthesis and increases in 

the permeability of the yeast cell membrane to ions [29]. No studies describing the 

mode of action of the essential oil of S. terebinthifolius against Candida species 

were found in the literature. 

With respect to the toxicity of S. terebinthifolius, Lima et al. [13] have shown 

that the oral administration of dry S. terebinthifolius bark extract for 45 days 

induced no toxic effects in Wistar rats of both sexes. Furthermore, no significant 

changes were observed in the biochemical and hematological indices or in the 

anatomical and histopathological characteristics.  

Given its popular use as a medicinal plant, S. terebinthifolius has exhibited 

great potential in the development of novel plant-based products [30], and can be 

used for treatment or even as an adjuvant agent in the oral hygiene process. 

The present investigation is a pioneer study on the antifungal activity of the 

essential oil of Schinus terebinthifolius Raddi against Candida species isolated 

from denture users, including some strains resistant to synthetic antifungals. The 

exhibited results reflect a high potential for follow-up studies addressing the 

kinetics of the inhibition of fungal growth, the mode of action of the substance, 

changes in fungal micromorphology, antibiofilm activity, and the cytotoxicity and 

antimicrobial action of the isolated compounds. 

 

Materials and Methods 

Area and samples 

Denture users were recruited from a local community of the Municipality of 

João Pessoa, Paraíba State, Brazil. From a population of 125 subjects, 23 were 

selected to represent the sample according to the following inclusion criteria: uses 

dentures; is above 18 years of age; accepts voluntary participation in the study; 

and has not used antimicrobials in the past three months prior to the exams. This 

research project was approved by the research ethics committee of Center of 

Health Sciences of the Federal University of Paraiba (Universidade Federal da 

Paraíba) (CAAE: 34309614.3.0000.5188). 
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Collection of biological material and yeast isolation and identification 

Biological material samples were collected with two sterile swabs. 

Specifically, one swab was moistened with sterile saline solution and swabbed 

(friction) along the patient’s hard palate for 30 sec, whereas the other swab was 

rubbed all over the base of the samepatient’s denture. Each swab was then 

inserted into a test tube containing Sabouraud dextrose broth (SDB; Difco 

Laboratories Ltd., USA/FRANCE) for transport to the laboratory [31, 32]. 

Yeasts were identified based on macro- and micromorphology and via 

physiological and biochemical assays, following the criteria established byLooder 

[33], Hoog and Guarro [34], Kurtzmann and Fell [35], and Sidrim and Rocha [31].  

Sample material was inoculated into 15x90 mm disposable plates 

(Dispopetri) containing Sabouraud dextrose agar (SDA; Difco Laboratories Ltd., 

USA/FRANCE) supplemented with 100 µg/mL chloramphenicol (Sigma Chemical 

Corporation, St. Louis, MO, USA). After 48 h incubation at 35 ºC± 2 ºC in a 

bacteriological incubator, grown colonies with a yeasty appearance were isolated 

with CHROMagar-Candida (Difco Laboratories Ltda. USA/France; lot: 4104408; 

expiration date: 03/31/2016). After assessing growth in the plates, colonies were 

evaluated with respect to color and morphotype for presumptive identification. 

Light to medium green colonies indicated the presence of C. albicans, the colors 

dark blue to  metallic blue  indicated C. tropicalis, the light rose  with a whitish 

border indicate C. krusei and other yeasts could appear both in its natural color 

(cream ) or light/dark mauve  (e.g. C. glabrata and other species), according to the 

criteria established by the manufacturer. Culture media was prepared according to 

the manufacturer’s instructions. Cultures were incubated for 48 h at35 ºC±2 ºC.  

Further tests for the identification of Candida species included the germ 

tube test [36,31], yeast microculture (Candida spp. filamentation in agar-corn flour 

with Tween-80) [37,33,31], auxanography (carbohydrate and nitrogen assimilation) 

[31], and carbohydrate fermentation [31]. 

 

Evaluation of the antifungal activity of S. terebinthifolius Raddi 

Strains of C. albicans (C. albicans LM-1A, C. albicans LM-3A, C. albicans 

LM-16B and C. albicans LM-19A) and C. tropicalis (C. tropicalis LM-2A, C. 

tropicalis LM-7A, C. tropicalis LM-11A and C. tropicalis LM-13A) were isolated and 

identified from collected samples. These strains, along with two laboratory strains 
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from the American Type Culture Collection (ATCC; C. albicans ATCC 76485 and 

C. tropicalis ATCC 13803), were used in the assays. 

 The essential oil of S. terebinthifolius Raddi leaves was used to assess the 

antifungal activity against Candida species due to its known anti-microbial and 

anti-inflammatory activity [10,12] and because of its empiric use by some of the 

participants of the study who utilized traditional Brazilian medicine.  

 The above essential oil was provided by Professor Pablo Queiroz Lopes 

from the Department of Pharmaceutical Sciences of the Federal University of 

Paraíba. S. terebinthifolius Raddi leaves were collected from April to June of 2013 

in the garden of the Rabelo Laboratory in the city of Cabedelo, Paraíba State 

(Latitude: 6° 58' 49'' South, Longitude: 34° 49' 49'' West). One specimen voucher 

(JPB 85943 and 85944) was deposited at the Lauro Pires Xavier Herbarium of the 

Federal University of Paraíba, Brazil. Essential oil components were identified by 

Professor Sócrates Golzio dos Santos by means of gas chromatography coupled 

with mass spectrophotometry (ultra GC-MS) [38]. The major components found in 

the composition of the essential oil of S. terebinthifolius Raddi leaves were 

limonene (63.96%), α-pinene (16.38%), p-cymene (4.87%), α-phellandrene 

(4.44%), β-elemene (1.98%), phtalic acid (1.67%) and myrcene (1.3%).  

For the preparation of yeast inoculant, isolates were first cultivated in SDA 

for 24 h (overnight) at 35 ºC±2 ºC. Yeast suspensions were then prepared in 

sterile 0.9 % saline solution (Farmax – Distribuidor Ltda., Amaral, Divinópolis, MG, 

Brazil) and turbidity was adjusted to 0.5 turbidity units on the McFarland scale by 

comparison with the barium sulfate standard to obtain an inoculum of 

approximately 106 CFU/mL. For the assays, suspensions were diluted with distilled 

water to obtain an inoculum containing approximately 105 CFU/mL [40-43]. 

 

1) Antifungal susceptibility profiles of yeast strains 

The susceptibility profiles of the studied yeast strains were determined by 

means of the disk-diffusion method to establish the antifungigram according to the 

manufacturer’s instructions (Centro de Controle e Produtos para Diagnósticos 

Ltda - CECON, São Paulo, SP, Brazil). Sterile swab-yeast suspensions were 

seeded onto 15x90 mm disposable plates containing SDA. Disks impregnated with 

the antifungals amphotericin B (100 μg), fluconazole (25 μg), itraconazole (10 μg), 

miconazole(50 μg), nystatin (100 IU) and ketoconazole (50 μg) (Centro de 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
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Controle e Produtos para Diagnósticos Ltda - CECON, São Paulo, SP, Brazil) 

were then lightly pressed onto the culture medium, and plates were incubated in a 

bacteriological incubator for 48 h at 35 ºC±2 ºC. Inhibition zones were measured 

with a ruler by two diagonals and the average corresponding to results expressed 

in millimeters (mm), and were compared with the interpretations specified by the 

manufacturer, as seen in Box 1.  

 

 

Antifungal Inhibition zone (mm) Interpretation 

Amphotericin B (100 μg) 
> 10 Susceptible 

≤ 10 Intermediate or resistant 

Fluconazole (25 μg) 

≥ 19 Susceptible 

18-15 Intermediate 

≤ 14 Resistant 

Itraconazole (10 μg) 

≥ 20 Susceptible 

19-12 Intermediate 

≤ 11 Resistant 

Miconazole(50μg) 

> 20 Susceptible 

20-10 Intermediate 

<10 Resistant 

Nystatin (100 IU) 
>10 Susceptible 

≤ 10 Resistant 

Ketoconazole (50μg) 

> 20 Susceptible 

20-10 Intermediate 

< 10 Resistant 

 

 

2) Determination of MIC 

The MIC of the essential oil was determined in duplicate by microdilution 

using plates 96 U-bottom wells [41,44,45]. A volume of 100 µL of 2X SDB was 

added to each well. For serial dilutions,100 µL of 2X product solution was added to 

each well of the first row; then,100 μL was removed from each of these wells and 

homogenized in the wells of the following row. This procedure was repeated for all 

Box 1: Interpretation of antifungal inhibition zones  

Source: Centro de Controle e Produtos para Diagnósticos Ltda - CECON, São Paulo, SP, Brazil 
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rows to generate decreasing concentrations ranging from 1024 µg/mL to 8 µg/mL. 

Finally, 10 µL inoculum was added to each well, in which each column 

represented one yeast strain. Microorganism control was carried out in the 

absence of substance, as well as  culture medium sterility control without insertion 

of the inoculum and antifungal control was run with nystatin concentrations from 

1024 µg/ml to 1 µg/ml. Plates were sealed and incubated for up to 48 h at 

35 ºC±2 ºC. The MIC of the essential oil was defined as the lowest concentration 

capable of visually inhibiting fungal growth in the wells by comparison with the 

growth control. All assays were performed in duplicate and the result was 

considered the highest concentration found. 

 

3) Determination of MFC  

After the determination of the MIC, 1 µL subcultures were grown in the 

presence of the MIC, as well as two of the immediately higher concentrations, in 

disposable 15x90 mm plates containing SDA for 24 h at35 ºC±2 ºC. The MFC was 

determined as the lowest concentration of the drug capable of inhibiting visible 

growth of the subculture[46,47]. 

The MFC/MIC ratio was calculated to determine whether the substance was 

fungistatic (MFC/MIC ≥ 4) or fungicidal (MFC/MIC<4) [48]. 

 

Conclusion 

 

The most prevalent species isolated from denture users were Candida 

albicans and C. tropicalis, with varied susceptibility profiles with respect to 

synthetic antifungals. A resistance pattern was observed for some strains, 

especially to fluconazole and itraconazole. The essential oil of S. terebinthifolius 

Raddi exhibited fungicidal activity against most of the tested strains.  
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5 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

Este estudo propôs isolar, identificar leveduras do gênero Candida da 

cavidade bucal dos usuários de prótese (parcial e total removível) e avaliar a 

atividade antifúngica in vitro do óleo essencial extraído das folhas de Schinus 

terebinthifolius Raddi (aroeira) a partir do uso popular dessa planta em uma 

comunidade em vulnerabilidade social.  

A maioria dos usuários de prótese dentária deste estudo não 

apresentaram Candida (54,3%) no exame de coleta de material biológico 

realizado, indicando que, provavelmente, não havia presença de estomatite 

protética e confrontando com os dados da literatura que mostra que a estomatite 

protética é uma condição patológica que afeta cerca de dois terços dos usuários 

de prótese, sendo a maioria mulheres e idosos (PENHA et al., 2000; MONROY et 

al., 2005; SILVA; MARTINS-FILHO; PIVA, 2011).   

A idade média dos usuários de prótese participantes foi de 48 anos e 2 

meses, sendo justificado pelos dados epidemiológicos encontrados na literatura 

que apontam para um aumento considerável no quesito uso e necessidade de 

prótese com o avançar da idade (MILLAR; LOCKER, 2005; BRASIL, 2012). 

Apesar dos achados da literatura mostrarem que a maioria das cepas 

isoladas de pacientes usuários de prótese sejam C. albicans (LYON et al., 2008; 

KAMIKAWA et al., 2014; KABAWAT et al., 2014) o presente estudo encontrou nas 

amostras de mucosa palatina a C. albicans e a C. tropicalis em 17,39% cada. 

Pode-se observar que as cepas isoladas apresentaram comportamento 

variado frente aos diferentes antifúngicos testados, mostrando considerável 

resistência ao fluconazol e itraconazol. O antifúngico que todas as cepas testadas 

apresentaram-se sensíveis foi a anfotericina B, seguida da nistatina, cetoconazol,  

miconazol e fluconazol com respectivamente 90%, 80%, 50%, 10% das cepas 

sensíveis. Todas as cepas foram resistentes ao itraconazol. De acordo com Khan 

et al. (2009), as espécies de Candida tem mostrado comportamento resistentes 

mediante a aplicação de alguns medicamentos antifúngicos sintéticos. Estes 

resultados evidenciam a necessidade da busca de terapias alternativas e/ou 

complementares para o tratamento de infecções que envolvem esses micro-

organismos. 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
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Historicamente, pode-se notar que o uso de extratos vegetais com fins 

terapêuticos é uma das mais antigas formas de prática medicinal da humanidade. 

E atualmente pode-se vivenciar um crescimento do interesse pelos produtos de 

origem natural devido a grande procura por terapias alternativas para tentar 

superar os entraves encontrados nos produtos sintéticos. Sendo geralmente a 

ineficácia de alguns produtos sintéticos diante de cepas específicas, o alto custo 

dos medicamentos convencionais e à busca da população por tratamentos que 

possam ser menos agressivos ao organismo humano (GONÇALVES; ALVES 

FILHO; MENEZES, 2005; SOARES et al., 2008).  

Segundo Santos et al. (2009) levantamentos baseados no 

conhecimento popular de plantas usadas em afecções orais devem ser 

realizados, identificando espécies vegetais com potencial para uso comprovado e 

seguro na odontologia. É importante destacar que a região nordeste é o local 

onde tem sido realizada  a maioria dos estudos do uso popular de plantas em 

odontologia no Brasil (VIEIRA et al., 2014). 

S. terenbithifolius Raddi tem sido relatado na literatura como uma 

planta medicinal utilizada empiricamente para diversos problemas bucais (LIMA et 

al., 2009; PEREIRA et al., 2011; FREIRE et al., 2013; MELO et al., 2014) Em um 

estudo etnobotânico sobre a indicação de plantas medicinais para tratamentos de 

patologias bucais, bem como investigar sobre o uso de plantas medicinais entre 

usuários de serviços odontológicos na cidade de João Pessoa, Brasil foi 

observado que S. terenbithifolius Raddi (17,24% das vendas) estava entre as 

plantas de uso odontológico mais vendidas pelos raizeiros, sendo antecedida 

apenas pelo Babatenon (20,70% das vendas) e 27% dos usuários faziam uso 

desta planta, ocupando o quinto lugar na lista de plantas medicinais utilizadas por 

usuários de serviços odontológicos. Também foi indicada para inflamação 

(SANTOS et al., 2009). No levantamento da literatura de Vieira et al. (2014) nas 

fontes de pesquisa Biological Abstracts, Chemical Abstracts, Medline, Lilacs, Web 

of Science e Scielo no período de 1996 a 2011 foram referidas 111 espécies 

vegetais utilizadas popularmente em afecções orais, dentre elas estava S. 

terenbitiflius Raddi, uma planta de origem brasileira,  empregada em inflamação.  

Segundo Ferreira et al. (2015) ainda não existem evidências científicas 

que comprovem o uso de algum produto natural no tratamento de candidíase 

bucal, devido aos ensaios clínicos encontrados na literatura apresentarem 
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diferenças metodológicas, quer sejam no projeto do estudo ou na escolha do 

produto testado, nas concentrações e formas farmacêuticas que permitam a 

confirmação da eficácia destes produtos. Tendo em vista essa lacuna na literatura 

evidencia-se a necessidade de estudos que abordem produtos naturais com 

potencial para utilização no tratamento dessa patologia. 

Nos testes para determinação da CIM, os valores do óleo essencial 

extraído das folhas de S. terebinthifolius Raddi variaram entre 128 e 256 μg/mL, 

apresentando o menor valor as cepas C. albicans LM-16B, C. albicans LM-19A, 

C. albicans ATCC-76485, C. tropicalis LM-2A, C. tropicalis LM-7A, C. tropicalis 

ATCC-13803 e responsáveis pelo maior valor as cepas C. albicans LM-1A, C. 

albicans LM-3A, C. tropicalis LM-11A e C. tropicalis LM-13A . Assim, a CIM60% do 

óleo essencial de S. terebinthifolius Raddi frente as cepas testadas foi de 

128µg/mL. Para a nistatina a CIM variou entre 8µg/mL e 16µg/mL, sendo CIM60% 

8µg/mL. A relação CFM/CIM do óleo essencial reflete uma atividade fungicida da 

substância para a maioria das cepas, exceto para C. tropicalis LM-7A e C. 

tropicalis LM-13A. As diferenças encontradas na CIM do óleo essencial desta 

planta frente as cepas testadas pode ser explicada por serem de origem clínica e 

possivelmente apresentarem diferentes perfis genéticos e mecanismos de 

resistência adquiridos. O presente estudo corrobora um estudo encontrado na 

literatura que objetivou avaliar a atividade antifúngica da tintura de S. 

terebinthifolius frente a uma cepa padrão de Candida que foi observada CIM de 

312,5µg/mL (ALVES et al., 2013). 

Diante de todos os achados da literatura e do presente estudo, S. 

terebinthifolius tem mostrado grande potencial para o desenvolvimento de novos 

produtos à base de plantas (CARVALHO et al., 2013).  

Esta investigação representa um estudo da atividade antifúngica do 

óleo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi frente as espécies de Candida, 

incluindo algumas resistentes a  antifúngicos sintéticos, isoladas de usuários de 

prótese.  

Este estudo apresenta limitações como o número reduzido de coletas 

de material biológico para traçar o perfil epidemiológico da presença de Candida 

em usuários de prótese da comunidade em questão, sendo a pouca procura pelo 

atendimento justificada pelas características culturais da comunidade. Ainda, 

trata-se de um estudo inicial, in vitro, porém com cepas clínicas.  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
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Entretanto, os resultados obtidos refletem boas condições para 

prosseguir com os ensaios da cinética de inibição do crescimento fúngico, 

elucidação do modo de ação da substância, alterações na micromorfologia 

fúngica, atividade antibiofilme, avaliação da citotoxicidade, ação antimicrobiana 

dos compostos isolados e associação com antifúngico sintético. 
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6 CONCLUSÃO 

 

As espécies mais prevalentes nos usuários de prótese foi C. albicans e 

C. tropicalis, com perfil de sensibilidade variado em relação aos antifúngicos 

sintéticos, com destaque para um padrão de resistência de algumas cepas, 

especialmente ao fluconazol e itraconazol. O óleo essencial de Schinus 

terebinthifolius Raddi possui atividade fungicida sobre a maioria das cepas 

testadas.  

 

 

 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
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ANEXO  

Normas para submissão do artigo ao periódico “Planta Medica” 
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usuários de prótese e sensibilidade in vitro a produtos naturais e/ou sintéticos”. 
Pesquisador Responsável: Ana Luíza Alves de Lima Pérez. 
Orientadora: Edeltrudes de Oliveira Lima. 
 
 

Comunidade:____________________________________________________________________ 

Data de Nascimento:________________________ Idade:________  Gênero:_________________ 

Raça:______________________________________   

Naturalidade:________________________________         

Escolaridade:________________________________   

Profissão:___________________________________ 

Estado civil:_________________________________ 
 
Doenças Sistêmicas 

Doença SIM NÃO 

Hipertensão Arterial   

Diabetes   

Outra:    

 
Faz uso de algum medicamento? 

Sim  

Não  

Fez uso de algum medicamento nas últimas duas semanas? 

Sim  

Não  

 
 
Já foi a uma consulta com o dentista?  

Sim  

Não  

Quando foi a última consulta? 

     

Foi ao dentista por qual motivo? 

Motivo especial  

Consulta de rotina  

 
 
Existe alguma Unidade de Saúde que abrange a área da sua residência? 

Sim  

Não  

 
 
Tem alguma queixa (dor ou incômodo) na boca? 

Sim  

Não  

 
 
 
 

Qual (is)?_______________________ 

Qual motivo especial? ____________________________ 

Qual (is)?_______________________ 
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Quando você ou algum parente sente algum incômodo na boca, vocês costumam procurar ajuda 
de alguém? 

Sim  

Não  

 
Faz ou já fez uso, alguma vez, de plantas para curar doenças da boca? 

Sim  

Não  

  
 
 
Faz uso de próteses dentárias? 

Sim  

Não  

Quem fez a prótese? 

Protético  

Dentista  

Realiza a higienização da prótese todo dia? 

Sim  

Não  

Como realiza a higienização da prótese? 

 

Faz uso de algum produto para higienizar a prótese? 

Sim  

Não  

sFaz uso de plantas para higienizar a prótese? 

Sim  

Não  

Tira a prótese da boca para higienizá-la? 

Sim  

Não  

Dorme com a prótese? 

Sim  

Não  

Quanto tempo faz que usa essa prótese que está na sua boca? 
 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

Quem?__________________________ 

Qual (is)?______________________________      Para que fim (ns)?______________________ 
Qual a forma de utilização?  ______________________________________________________ 
Qual a parte da planta utilizada? ___________________________________________________ 

Onde conseguiu a planta? ________________________________________________________ 

Qual (is)?__________________________________ 

Qual (is)?__________________________________ 

 

Como armazena a prótese?____________________________ 
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APÊNDICE - Artigo publicado 

 

 

 

 

 

DOES SCIENTIFIC EVIDENCE FOR THE USE OF 
NATURAL PRODUCTS IN THE TREATMENT OF 

ORAL CANDIDIASIS EXIST? A SYSTEMATIC 
REVIEW 

Gabriela Lacet Silva Ferreira, Ana Luíza Alves de Lima Pérez, Ítalo Martins Rocha, Mayara Abreu 
Pinheiro, Ricardo Dias de Castro, Hugo Lemes Carlo, Edeltrudes de Oliveira Lima, 

 Lúcio Roberto Castellano 

 
 
 
 
 

Artigo elaborado durante as atividades de elaboração da Dissertação 
de Mestrado. Programa de Pós-Graduação em Odontologia, Centro 
de Ciências da Saúde, Universidade Federal da Paraíba, Campus I, 

João Pessoa, Paraíba, Brasil, 2015.     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Periódico: Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine (eCAM) 
Qualis-Capes: B1 (Ano-Base 2014) 
Área: Odontologia 
ISSN: 1741-4288 

Fator de impacto: 1,880 (JCR-2014) 
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APÊNDICE - Artigo submetido para publicação 

 

 

 

 

 

ANTIFUNGAL AND ANTI-BIOFILM ACTIVITY, 
MECHANISM OF ACTION AND CYTOTOXICITY OF 

CHLORAMINE T ON Candida spp. 
Gabriela Lacet Silva Ferreira, Larissa Rangel Peixoto, Ana Luíza Alves de Lima Pérez, Brenna 

Louise Cavalcanti Gondim, Fabíola Galbiatti de Carvalho Carlo, Lúcio Roberto Cançado 
Castellano, Edeltrudes de Oliveira Lima, Ricardo Dias de Castro 

 
 
 
 
 

Colaboração na pesquisa da Dissertação de Mestrado da aluna 
Gabriela Lacet Silva Ferreira. Programa de Pós-Graduação em 

Odontologia, Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal da 
Paraíba, Campus I, João Pessoa, Paraíba, Brasil, 2015.     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Periódico: Clinical Oral Investigations 

Qualis-Capes: A1 (Ano-Base 2014) 
Área: Odontologia 
ISSN: 1436-3771 

Fator de impacto: 2,352 (JCR-2014) 
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APÊNDICE - Apresentação de trabalho em Congresso  

 

 

 

 

 

ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DE PRODUTOS 
NATURAIS SOBRE Candida spp. DE ORIGEM 

CLÍNICA  
Ana Luíza Alves de Lima Pérez*, Daniele Figueredo Silva, Cássio Illan Soares Medeiros, Ricardo 

Dias de Castro, Edeltrudes de Oliveira Lima  

 
 
 
 
 

Trabalho elaborado a partir da Dissertação de Mestrado: Estudo da 
atividade antifúngica in vitro do óleo essencial de Schinus 

terebinthifolius Raddi contra espécies de Candida isoladas da 
cavidade bucal de usuários de prótese. Programa de Pós-Graduação 
em Odontologia, Centro de Ciências da Saúde, Universidade Federal 

da Paraíba, Campus I, João Pessoa, Paraíba, Brasil, 2015.     
 

Congresso: 32
a
 Reunião Anual da Sociedade Brasileira de Pesquisa 

Odontológica (SBPqO) 
Ano: 2015 
Local: Campinas- SP, Brasil 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aroeira-vermelha
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