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APRESENTAÇÃO 

Esta tese foi desenvolvida sob a orientação da Profa. Dra. Renata Pereira 

Limberger e sob co-orientação Profa. Dra. Adelina Mezzari, nos Laboratórios de 

Toxicologia (Labtóxico), Micologia (Biomicolab) e Farmacognosia da Faculdade de 

Farmácia em parceria com o Hospital de Odontologia da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (UFRGS) através da Profa Dra Simone Luisi. O termo de anuência da 

Faculdade de Odontologia e os pareceres da Comissão de Pesquisa da Faculdade de 

Farmácia (n°80/2017) e do Comitê de Ética em Pesquisa da UFRGS (número 

2.236.863) estão apresentadas nos ANEXO 1, 2 e 3, respectivamente. 

A presente tese foi redigida de acordo com as normas vigentes no Estatuto do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas da Faculdade de Farmácia 

da UFRGS, organizada na forma de capítulos, permitindo a apresentação e discussão 

dos resultados obtidos em cada uma das etapas que compõem este estudo. Assim, 

este trabalho encontra-se dividido da seguinte forma:  

1. Introdução; 

2. Objetivo geral e específicos;  

3. Mapa conceitual do estudo; 

4. Revisão Bibliográfica;  

5. Manuscrito I: Susceptibility profile of Candida spp. in dental prosthesis users 

6. Manuscrito II: Adhesion and biofilm formation capacity of Candida spp. clinical 

isolates from dental prosthesis users 
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Myristica fragrans Houtt in clinical isolates of Candida spp. 

9. Manuscrito V: Fingerprint-MS of clinical isolates of Candida by MALDI-TOF MS 

10. Discussão  

11. Conclusões;  

12. Referências 
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RESUMO 

A candidíase é uma micose oportunista ocasionada por leveduras do gênero 

Candida, a qual faz parte da microbiota do corpo humano, colonizando pele, cavidade 

oral e mucosas do trato genital, gastrointestinal e urinário. A epidemiologia da 

candidíase depende da predisposição do hospedeiro, carga parasitária e virulência 

fúngica. Vários fatores podem predispor ao desenvolvimento da candidíase oral, tais 

como, imunossupressão, xerostomia e uso de próteses dentárias. De uma forma 

geral, o tratamento da candidíase oral utiliza nistatina tópica como primeira escolha. 

Quando o tratamento tópico não for suficiente, fluconazol e itraconazol podem ser 

empregados, e em casos de candidíase invasiva, voriconazol, anfotericina B, 

micafungina e caspofugina são considerados tratamento de escolha.  Entretanto, nas 

últimas décadas tem se observado um grande aumento da resistência aos 

antifúngicos disponíveis no mercado para a prática terapêutica em isolados clínicos. 

Justifica-se assim, a necessidade de prospecção de novos antifúngicos e nesse 

sentido, as plantas medicinais representam uma importante fonte renovável para a 

busca de outros agentes terapêuticos com potencial frente a cepas resistentes. Face 

ao exposto, este trabalho visa avaliar o perfil de suscetibilidade, capacidade de 

adesão e formação de biofilme das espécies do gênero Candida obtidas de isolados 

da cavidade oral em usuários de prótese dentária, bem como verificar a atividade 

antifúngica e antibiofilme dos óleos essenciais (OEs) de Pelargonium graveolens L'Her 

(gerânio; Geranaceae), Cinnamomum cassia L. (canela; Lauraceae), Syzygium 

aromaticum L. Merr. & L.M. Perry (cravo; Myrtaceae) e Myristica fragrans Houtt (noz-

moscada; Myristicaceae) frente a estes isolados.  Para tanto foi realizado o perfil de 

suscetibilidade destes isolados frente aos antifúngicos convencionais fluconazol, 

cetoconazol, itraconazol, nistatina e aos óleos essenciais de Pelargonium graveolens 

L'Her, Cinnamomum cassia L., Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry e Myristica 

fragrans Houtt empregando o método de microdiluição em caldo segundo documento 

M27 A3/ M60 da CLSI. Também foi verificado a capacidade de aderência em célula 

epitelial oral, a capacidade de formação de biofilme pelo método do cristal violeta e a 

determinação da atividade antibiofilme dos óleos essenciais de Pelargonium 

graveolens L'Her, Cinnamomum cassia L., Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry 

e Myristica fragrans Houtt pelos mesmos isolados. A identificação destes isolados foi 

realizada através MALDI-TOF MS Biotyper Bruker. Participaram deste estudo, 120 



  

 

 

pacientes com e sem próteses dentárias removíveis. Obteve-se uma prevalência de 

58,33% de Candida spp. nos usuários de prótese dentária e 33,33% no grupo controle 

(x2 de 7,55, gl 1, p 0,006) pelo teste do qui-quadrado. No grupo de usuários de prótese 

dentária C. albicans foi a espécie mais prevalente (47,36%) seguida de C. tropicalis, 

C. lusitaniae, C. glabrata. No grupo controle C. albicans (55,00%) seguida de C. 

lusitaniae e C. glabrata. Não foi verificado diferença estatística quanto a 

suscetibilidade dos isolados nos dois grupos frente aos antifúngicos azólicos, 

observando-se apenas um menor número de isolados resistentes no grupo controle 

frente a nistatina (x2 4,298, gl1, p 0,03). Para a capacidade de formação de biofilme, 

os melhores resultados obtidos foram nos isolados provenientes do grupo usuários de 

prótese dentária e em Candida não-albicans, p <0,05. Os quatro óleos essenciais 

avaliados neste estudo apresentaram atividade antifúngica e antibiofilme frente aos 

isolados clínicos de Candida spp. Os óleos de canela e cravo apresentaram os 

melhores resultados para ambos os testes. Os resultados de prevalência de Candida 

spp. em usuários de prótese dentária removível e sua suscetibilidade frente aos 

antifúngicos podem auxiliar na escolha de abordagens terapêuticas para candidíase 

nestes pacientes. Os OEs apresentaram efeitos positivos frente a inibição do 

crescimento das espécies de Candida spp. e na diminuição da formação de biofilme 

constituindo uma alternativa para o desenvolvimento de novos agentes antifúngicos 

no tratamento da candidíase. Os resultados obtidos poderão ser extrapolados para 

estudos futuros com outros microrganismos ou outros óleos, uma vez que 

microrganismos de origem oral podem ser responsáveis por infecções sistêmicas . 

Aprovação da pesquisa no Comitê de Ética e Pesquisa da UFRGS, sob o número 

2.236.863. 

 

Palavras-chave: Candida, Pelargonium, Cinnamomum, Syzygium, Myristica, 

suscetibilidade, antifúngicos e próteses dentárias 



  

 

 

ABSTRACT 

Candidiasis is an opportunistic mycosis caused by yeasts of the genus Candida, 

which is part of the microbiota of the human body, colonizing skin, oral cavity and 

mucous membranes of the genital, gastrointestinal and urinary tract. The epidemiology 

of candidiasis depends on host predisposition, parasitic charge and fungal virulence. 

Several factors may predispose the development of oral candidiasis, such as 

immunosuppression, xerostomia and use of dental prostheses. Treatment of oral 

candidiasis uses topical nystatin. When treatment is not sufficient, fluconazole and 

itraconazole can be used, and in cases of invasive candidiasis, voriconazole, 

amphotericin B, micafungin and caspofugina are considered in the in therapy. 

However, in recent decades there has been an increase in resistance to antifungals 

available for therapeutic practice in clinical isolates. This justifies the need to prospect 

for new antifungals. In this sense, vegetable drugs represent an important renewable 

source for the search for other therapeutic agents with potential in the face of resistant 

strains. In view of the report, this study aims to evaluate the susceptibility profile, 

adhesion capacity and biofilm formation of species of the genus Candida obtained from 

isolates of the oral cavity in users of dental prosthesis, as well as to verify the antifungal 

and antibiofilm activity of essential oils (EOs) of Pelargonium graveolens L'Her 

(geranium; Geranaceae), Cinnamomum cassia L. (cinnamon; Lauraceae), Syzygium 

aromaticum L. Merr. & L.M. Perry (clove; Myrtaceae) and Myristica fragrans Houtt 

(nutmeg; Myristicaceae) against these isolates.  For this purpose, the susceptibility 

profile of these isolates was compared to conventional antifungals fluconazole, 

ketoconazole, itraconazole, nystatin and essential oils of Pelargonium graveolens 

L'Her, Cinnamomum cassia L. Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry and 

Myristica fragrans Houtt using the broth microdilution method according to CLSI 

document M27 A3 / M60. The ability to adhere to an oral epithelial cell, the ability to 

biofilm by the violet crystal method and the determination of the antibiofilm activity of 

the essential oils of Pelargonium graveolens L'Her, Cinnamomum cassia L. Syzygium 

aromaticum L. Merr. & L.M. Perry and Myristica fragrans Houtt by the same isolates. 

The identification of these isolates was carried out using MALDI-TOF MS Biotyper 

Bruker. 120 patients participated in this study with and without removable dental 

prostheses. A prevalence of Candida spp. was 58.33% in dental users and 33.33% in 

the control group (x2 of 7.55, gl 1, p 0.006) in the chi-square test. In the group of dental 



  

 

 

prosthesis users C. albicans was the most prevalent species (47.36%) followed by C. 

tropicalis, C. lusitaniae, C. glabrata. In the control group C. albicans (55.00%) followed 

by C. lusitaniae and C. glabrata. No difference was found regarding the susceptibility 

of samples obtained from removable dental users and the control group against azole 

antifungals. There was only a smaller number of resistant isolates in the control group 

against nystatin (x2 4.298, gl1, p 0.03). For the biofilm formation capacity, the best 

results were obtained by isolates from users of dental prosthesis and Candida non-

albicans, p <0.05. The four essential oils evaluated in this study showed antifungal and 

antibiofilm activity against the clinical isolates of Candida spp. Cinnamon and clove oils 

showed the best results for both tests. The results of the prevalence of Candida spp. 

in users of removable dental prosthesis and their susceptibility to antifungal agents can 

help in the choice of therapeutic approaches for candidiasis in these patients. The OEs 

showed positive effects against the growth inhibition of Candida spp. and in the 

reduction of biofilm formation constituting an alternative for the development of new 

antifungal agents in the treatment of candidiasis. The results obtained can be 

extrapolated for future studies with other microorganisms or other oils, since 

microorganisms of oral origin may be responsible for systemic infections. Ethical 

approval by the Ethics and Research Committee of UFRGS, number 2,236,863. 

 

Keywords: Candida, Pelargonium, Cinnamomum, Syzygium, Myristica, suscetibility, 

antifungal and dental prostheses. 
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As micoses são doenças ocasionadas por fungos, organismos eucariontes, 

aclorofilados, saprófitos, simbiontes ou parasitas, que podem causar no homem 

infecções superficiais, cutâneas, subcutâneas, sistêmicas ou oportunistas. Dentre os 

agentes de micoses oportunistas, destacam-se Candida spp., Aspergillus spp., 

Fusarium spp. e Cryptococcus spp. (BARBOSA; FARIA, 2014; GARCIA-CUESTA; 

SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014; HANI et al., 2015; VILA et al., 2020). 

Candida pertence à microbiota normal da cavidade oral, trato gastrointestinal e 

urinário do indivíduo (BARBOSA; FARIA, 2014; GARCIA-CUESTA; SARRION-

PEREZ; BAGAN, 2014; HANI et al., 2015; VILA et al., 2020). A incidência de Candida 

spp. é reportada em diferentes grupos, sendo que de 30% em adultos saudáveis 

(ELTTEN et al., 2006) e 60% em usuários de próteses dentárias removíveis 

(MARCOS-ARIAS, et al.,2009), na qual a C.albicans é a espécie mais prevalente 

seguida de C. tropicalis, C. guilhermondii, C. glabrata e C. parapslosis (MARCO-

ARIAS et al., 2009). A sua presença não implica necessariamente em quadros de 

infecção (LEITE et al., 2015), no entanto sob determinadas condições pode 

desenvolver desde manifestações clínicas mais superficiais e leves como a 

candidíase esofágica ou orofaríngea até infecções graves, como a candidemia 

(COLOMBO; GUIMARÃES, 2003).  

O desenvolvimento da candidíase oral é favorecido por uma combinação de 

fatores ligados ao indivíduo, como idade, condições imunossupressoras, tabagismo e 

utilização de próteses dentárias, bem como pelos fatores de virulência do 

microrganismo, como a propriedade de aderência aos tecidos e superfícies (dentes, 

materiais restauradores e próteses), capacidade de expressão de enzimas hidrolíticas 

e a formação de biofilmes (DE MELO; CONSIGLIERO GUERRA, 2014; MARTINS 

FILHO, 2015; NEVES-JUNIOR et al., 2015). A presença de um ou mais destes fatores 

favorece o desequilíbrio microrganismo/hospedeiro, permitindo o crescimento 

desordenado do fungo e a invasão de tecidos (DANGI; SONI; NAMDEO, 2010; DE 

MELO; CONSIGLIERO GUERRA, 2014; MARTINS FILHO, 2015; NEVES-JUNIOR et 

al., 2015).  

A candidíase oral pode ser tratada com antifúngicos tópicos e sistêmicos os 

quais são apresentados em diferentes formas farmacêuticas. O tratamento da 

candidíase oral segundo Guideline for the Management of Candidiasis (2016) utiliza 

nistatina em suspensão como fármaco de primeira escolha, enquanto os outros 
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antifúngicos, como fluconazol e itraconazol são indicados quando o tratamento tópico 

foi ineficiente (GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014; MIRANDA-

CADENA et al., 2018). Em casos severos de candidíase orofaríngea faz-se o uso de 

voriconazol, anfotericina B ou as equinocandinas - caspofungina, micafungina e 

anidulafungina (PAPPAS et al., 2016). A maioria das espécies de Candida spp. tem 

apresentado boa susceptibilidade frente aos antifúngicos azólicos, no entanto C. 

glabrata tem sido menos susceptível aos azólicos e a C. krusei apresentando 

resistência intrínseca ao fluconazol (KATHIRAVAN et al., 2012; MIRANDA-CADENA 

et al., 2018). Há relatos também de casos de resistência de Candida spp. frente a 

anfotericina B, nistatina (CHANDRA et al., 2001), fluconazol (ARASTEHFAR et al., 

2020), itraconazol (GOULART et al., 2018: ARASTEHFAR et al., 2020), cetoconazol 

(YUMI et al., 2004), voriconazol (ARASTEHFAR et al., 2020; RICARDO et al., 2020) 

e equinocandinas (DALLA LANA et al., 2020; SITTERLÉ et al., 2020). Com o aumento 

dos casos de resistência antifúngica, surge a necessidade da expansão e validação 

de novos agentes terapêuticos, e o reconhecimento da sua resistência (PFALLER, 

2012). 

Apesar da descoberta de novas moléculas e da disponibilidade de novas 

formulações para reduzir a toxicidade e aumentar a biodisponibilidade, a pesquisa de 

novos agentes antifúngicos é uma necessidade continua já que o ritmo de 

desenvolvimento dos medicamentos antifúngicos não acompanha o ritmo das 

necessidades clínicas, especialmente no que tange ao desenvolvimento da 

resistência (LEE; LEE, 2018). Nesse sentido, as plantas medicinais representam uma 

importante fonte renovável para a busca de outros agentes terapêuticos com potencial 

terapêutico frente a cepas resistentes (SCORZONI et al., 2016).  

Os principais grupos de metabólitos vegetais com atividade antimicrobiana 

incluem os alcaloides, taninos, flavonoides e óleos essenciais (SRINIVASAN; LOPEZ-

RIBOT; RAMASUBRAMANIAN, 2014; SCORZONI et al. 2016). Estudos recentes têm 

demonstrado o uso de óleos essenciais com potencial atividade antifúngica em 

isolados de Candida spp. resistentes aos medicamentos clínicos. Como exemplos 

desses óleos essenciais podemos citar aqueles extraídos do Allium sativum L. 

(MENDOZA-JUACHE, 2017), Eucalyptus citriodora Hook (PATTNAIK; 

SUBRAMANYAM; KOLE, 1996), Origanum vulgare L. (PRADEBON BRONDANI et al., 
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2018); Cinnamomum cassia L. e Pelargonium graveolens L’Her (DOS SANTOS et al., 

2020; GUCWA et al., 2018). 

O óleo de Pelargonium graveolens L’Her (gerânio) tem demonstrado atividade 

antifungica em estudos prévios pelo nosso grupo de pesquisa (DOS SANTOS et al., 

2020). Seu óleo é obtido através da hidrodestilação das partes aéreas e apresenta um 

rendimento de 1,0 a 1,3 %, sendo, portanto, um recurso viável e renovável (BLANK et 

al., 2012). Seu constituinte principal é o geraniol (SWEETMAN, 2011) o qual tem 

comprovada atividade antifúngica (BARD et al., 1988; LEITE et al., 2015). O óleo 

essencial de Cinnamomum cassia L. (canela-da-india) possui atividade 

antimicrobiana, inibindo o crescimento de bactérias como o Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Enterobacter aerogenes e Proteus vulgaris, fungos filamentosos e a 

Candida spp. (OOI et al., 2006). Seu óleo pode ser extraído de folhas ou ramos jovens 

e é constituído predominantemente por trans-cinamaldeído, possui um rendimento 

mínimo de 1% (FARMACOPEIA, 2010). O óleo essencial de Syzygium aromaticum 

(L.) Merr.& Perry (cravo) é obtido por hidrodestilação, a partir de botões florais secos, 

e é constituído majoritariamente por eugenol (FARMACOPEIA, 2010). Seu óleo possui 

atividade antifúngica frente a Candida spp. (DOS SANTOS et al., 2020; FERRÃO et 

al., 2020), Aspergilus spp. e espécies de dermatófitos (PINTO et al., 2009). O óleo 

essencial de Myristica fragrans Houtt (noz-moscada) é constituido principalmente por 

pineno, canfeno, mirceno, limoneno, terpinoleno, miristicina, safrol, sabineno, 

terpineol, eugenol e elimicina (MARGARET; NEERAJA, 2016) e possui atividade 

antioxidantes e antimicrobiana (BUTZGE et al., 2020; FERRÃO et al., 2020; 

PERIASAMY et al., 2016).  

Considerando o gênero Candida um patógeno oportunista em infecções na 

mucosa oral, bem como sua variabilidade no perfil de suscetibilidade das espécies, o 

presente estudo visa avaliar o perfil de suscetibilidade antifúngica, capacidade de 

adesão e formação de biofilme dos isolados de Candida spp. Identificados por MALDI-

TOF MS, bem como verificar a atividade antifúngica e antibiofilme dos óleos 

essenciais de Pelargonium graveolens L’Her, Cinammomum cassia L., Syzygium 

aromaticum (L.) Merr. & Perrye Myristica fragrans Houtt frente a estes isolados.  
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2.1. Objetivo Geral 

Avaliar o perfil de suscetibilidade, capacidade de adesão e formação de biofilme 

dos isolados clínicos de Candida spp. da cavidade oral de pacientes usuários de 

prótese dentária, previamente identificados por MALDI-TOF MS, bem como, verificar 

a atividade antifúngica, antibiofilme e hemolítica dos óleos essenciais de Pelargonium 

graveolens L’Her, Cinammomum cassia L., Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry e 

Myristica fragrans Houtt. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

1. Avaliar a prevalência das espécies de Candida spp. em mucosa oral dos 

pacientes avaliados e relacionar com seus hábitos e características; 

2. Determinar o perfil de suscetibilidade antifúngica das espécies de Candida 

spp., isoladas da mucosa oral dos pacientes estudados, para o fluconazol, 

itraconazol, cetoconazol e nistatina 

3. Determinar a capacidade de aderência das espécies de Candida spp. em 

célula epitelial oral; 

4. Avaliar a capacidade de formação de biofilme pelos isolados clínicos; 

5. Avaliar a atividade antifúngica dos óleos essenciais de Pelargonium 

graveolens L’Her, Cinammomum cassia L., Syzygium aromaticum (L.) Merr. 

& Perrye Myristica fragrans Houtt frente a estes isolados de Candida spp.; 

6. Verificar a atividade antibiofilme dos óleos essenciais de Pelargonium 

graveolens L’Her, Cinammomum cassia L., Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry e 

Myristica fragrans frente aos isolados de Candida spp.; 

7. Avaliar a atividade hemolítica dos óleos essenciais de Pelargonium 

graveolens L’Her (Geranaceae), Cinammomum cassia L., Syzygium aromaticum (L.) 

Merr & Perry e Myristica fragrans Houtt  

8. Identificar os isolados clínicos de Candida spp. através de MALDI-TOF 

MS e verificar o perfil da impressão- MS digital destes isolados.  
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4.1. Candidíase 

Candida é uma levedura que faz parte da microbiota do corpo humano 

colonizando a pele, cavidade oral e as mucosas do trato genital, gastrointestinal e 

urinário. O gênero Candida contém centenas de espécies heterogêneas, mas apenas 

uma minoria tem sido implicada em infecções fúngicas (CADAVID et al., 2020; 

GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014).  

As principais espécies de interesse clínico são a C. albicans, C. parapsilosis, 

C. tropicalis, (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; NAKAMURA; CALDEIRA; AVILA, 

2013), C. glabrata, C. krusei, (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; LYON et al., 2008a) 

C. guilliermondii e C. lusitaniae (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003). Entretanto, um 

número progressivo nos casos de doenças superficiais e invasivas relacionadas as 

espécies emergentes de Candida spp. têm sido descritos, envolvendo isolados de C. 

dubliniensis (AL-AHMAD et al., 2016; GHESHLAGHI; HELWEG-LARSEN, 2020), C. 

kefyr, C. rugosa (MICELI; DÍAZ; LEE, 2011; MLOKA; BWIRE; MWAMBETE, 2020), C. 

famata  (EMMANUEL et al., 2020), C. palmioleophila (CASAGRANDE PIERANTONI 

et al., 2020) C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis, C. inconspícua, entre outras (SONG 

et al., 2020). 

A incidencia de Candida spp. isoladas da cavidade oral tem sido reportada em 

diferentes grupos de indivíduos, 25% em  crianças saudáveis (SILVA et al., 2015), 

30% em adultos saudáveis (ABU-ELTEEN; HAMAD; SALAH, 2006), 60 % em pessoas 

acima dos 65 anos de idade (PRAKASH et al., 2015), 60%  em usuários de próteses 

dentárias removíveis (MARCOS-ARIAS, et al.,2009); 55-58% em pacientes diabéticos  

(ABU-ELTEEN; HAMAD; SALAH, 2006; MARTINEZ et al., 2013a) 70-80% em 

pacientes em tratamento quimioterápico (JAIN et al., 2016; ASLANI et al., 2018) e 62-

72% nos pacientes com síndrome da imunodeficiência adquirida (DELGADO et al., 

2009; LOURENÇO et al., 2017). A espécie mais prevalente tem sido a C.albicans, 

seguida de C. tropicalis, C. guilhermondi, C. glabrata e C. paraplosis, todas 

associadas a micoses orais (MARCO-ARIAS et al., 2009). A presença de Candida 

spp. na mucosa oral não implica necessariamente em patogenicidade, entretanto, sob 

determinadas condições, comportam-se como patógenos oportunistas, produzindo 

infecções que vão desde lesões superficiais da mucosa até disseminações sistêmicas 

graves e invasivas (CARPIO et al., 2009; AL-AHMAD et al., 2016).  
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Lyon e colaboradores (2006), em Minas Gerais, avaliaram a presença de 

Candida spp. na cavidade oral em 112 usuários de prótese e 103 indivíduos com 

dentição natural. Neste estudo concluíram que os fatores como gênero, idade acima 

de 60 anos, baixa educação e xerostomia estão diretamente associados com a 

presença da Candida spp. na cavidade oral. O uso de prótese foi considerado o fator 

predisponente para a presença da levedura. Sendo que, entre as espécies, a C. 

albicans foi a mais prevalente (65,1%), seguido de C. glabrata, C. parapsilosis, C. 

krusei e C. tropicalis (LYON et al., 2006). 

Arias e colaboradores (2009) realizaram um estudo com 100 pacientes usuários 

de prótese, com e sem estomatite protética, revelando que 53% dos pacientes com a 

estomatite protética estavam colonizados por espécies de Candida spp. e a C. 

albicans foi identificada na maioria dos casos (73,4%), seguido de C. glabrata e C. 

tropicalis (8.9%). As demais espécies isoladas foram C. famata, C. krusei, C. 

parapsilosis, C. guilliermondii e C. dubliniensis. Nos pacientes saudáveis também a C. 

albicans foi a espécie predominante (58,9%), seguida por C. tropicalis, C. 

guilliermondii, C. glabrata e C. parapsilosis (MARCOS-ARIAS et al., 2009). Em outro 

estudo reportado por Leite e colaboradores (2015) com 46 pacientes portadores de 

estomatite protética atendidos na Universidade Federal de Odontologia do Sergipe 

corroboram com a ocorrência de C. albicans como a espécie mais prevalente, tanto 

na mucosa do palato (36,5%) como na superfície da prótese, 53,3% (LEITE; PIVA; 

MARTINS FILHO, 2015). 

A candidíase, na maioria das vezes, tem origem endógena, ocorrendo como 

consequência do rompimento do equilíbrio parasita-hospedeiro, desencadeado por 

alterações na barreira tecidual e na microbiota autóctone ou pelo comprometimento 

das defesas naturais e imunológica (CHEN; PLAYFORD; SORRELL, 2010). Fatores 

ligados ao hospedeiro têm sido relacionados como facilitadores para o 

desenvolvimento de infecções fúngicas na cavidade oral, entre eles o diabetes mellitus 

(ABU-ELTTEN; HAMAD; SALAH, 2006; ZOMORODIAN et al., 2016); síndrome de 

Cushing, malignidades, condições imunossupressoras, tabagismo e utilização de 

próteses dentárias (AKPAN; MORGAN, 2002; BADIEE; ALBORZI; JOUKAR, 2011; 

GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014).  

Além destes fatores relacionados ao hospedeiro, existem algumas 

propriedades inerentes ao fungo, denominadas fatores de virulência, que se 
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caracterizam por uma série de estratégias específicas para se estabelecer, colonizar 

e causar a doença fúngica superando os mecanismos de defesas do hospedeiro 

(MAYER; WILSON; HUBE, 2013; BADIEE; HASHEM CHEN; PLAYFORD; SORRELL, 

2010; IZADEH, 2014).  

Os principais fatores de virulência são a capacidade de expressão de enzimas 

extracelulares, fosfolipases e proteinases, que degradam os tecidos do hospedeiro; 

produção de substâncias tóxicas que causam lesão celular; capacidade de adesão a 

células e tecidos; formação de biofilmes sobre células e superfícies inanimadas; 

produção de tubo germinativo por algumas espécies de Candida spp.; produção de 

hemolisinas; hidrofobicidade da superfície celular e resistência ao peróxido de 

hidrogênio (GÁCSER et al., 2007; MAYER; WILSON; HUBE, 2013; BADIEE; 

HASHEMIZADEH, 2014; SILVA; NERY; DIAS, 2014; CANELA et al., 2018).  

O processo inicial de virulência do gênero Candida, por exemplo, da espécie 

C. albicans é a sua adesão às células do hospedeiro. Essa ação é de fundamental 

importância para que o fungo sobreviva aderido ou internalizado pelas células 

epiteliais. Entre os mecanismos pelos quais um fungo adere e mantém contato com a 

superfície hospedeira, estão os não específicos, tais como interações iônicas e 

hidrofóbicas e o reconhecimento específico entre ligantes e receptores. O fungo C. 

albicans possui uma família de genes Agglutinin-Like Sequence (Als) que codifica 

glicoproteínas de superfície celular relacionadas ao processo de adesão às mucosas 

(MURCIANO et al., 2012; HOYER; COTA, 2016). Entretanto, as proteínas Als não 

foram identificadas em todas as espécies de Candida spp. e, provavelmente, nestas 

espécies, outros polipeptídios diferentes possam exercer a função de aderência 

(SILVA et al., 2011), como a Epa1p em C. glabrata (SUNDSTROM, 2002). 
A capacidade das espécies de Candida spp. em se diferenciarem da forma 

unicelular leveduriforme para produzir pseudo-hifas e excepcionalmente hifas 

representa uma resposta adaptativa do fungo para sobreviver em condições 

biológicas diversificadas de pH e temperatura (KARKOWSKA-KULETA; RAPALA-

KOZIK; KOZIK, 2009). Essas mudanças fenotípicas deste fungo são importantes, 

principalmente, no processo de invasão ao hospedeiro, pois eleva a capacidade de 

adesão pelo aumento da superfície de contato tornando o fungo mais virulento durante 

os processos infecciosos (KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). 
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Outros fatores envolvidos na transição da forma comensal para patogênica 

destacam-se a proteção contra lise osmótica (parede celular) e liberação de enzimas 

extracelulares que facilitam com que a Candida spp. atravesse o epitélio do 

hospedeiro (CALDERONE; FONZI, 2001; KARKOWSKA-KULETA et al., 2009). As 

principais enzimas produzidas são as proteinases e as fosfolipases. As fosfolipases 

lizam a membrana fosfolipídica das células do hospedeiro e as proteinases degradam 

colágeno, queratina e peptídeos localizados na superfície de mucosas, podendo 

ainda, atuar sobre componentes do sistema imunológico, como imunoglobulinas, 

complemento e citocinas, facilitando a invasão das leveduras aos tecidos do 

hospedeiro (KUMAR et al., 2006; MARCOS-ARIAS et al., 2011).  

Um importante mecanismo de virulência é a sua versatilidade de adaptação e 

capacidade de formar comunidades microbianas aderidas a superfícies, as quais são 

denominadas de biofilmes. O biofilme é uma massa microbiana altamente estruturada, 

irreversivelmente aderida a um substrato ou interface e embebidas em uma matriz 

extracelular de substâncias poliméricas que as próprias células produzem (DONLAN; 

COSTERTON, 2002; SANTANA et al., 2013; SHANKAR RAUT; MOHAN 

KARUPPAYIL, 2016). Os microrganismos ao se organizarem nestas comunidades 

alcançam um crescimento mais ordenado com melhor capacidade de captação de 

nutrientes e maior proteção contra radiações UV, fagocitose, desidratação e 

resistência aos antifúngicos (SANTANA et al., 2013).  

 

4.2. Tratamento da candidíase oral 

A presença de biofilme, a resistência intrínseca à terapia antifúngica observada 

em algumas espécies de Candida spp. e o desenvolvimento de resistência durante o 

tratamento tem dificultado o manejo terapêutico na candidíase oral (GOULART et al., 

2018).  

 O tratamento convencional abrange três classes farmacêuticas de antifúngicos, 

os poliênicos, os azólicos e as equinocandinas. Os poliênicos mais utilizados são a 

nistatina (Micostatin®) e a anfotericina B (Anforicin B®). Esta classe de fármacos 

apresenta alta toxicidade e falta seletividade para o hospedeiro. A nistatina e 

anfoterina B são fármacos sintéticos bastante utilizados em casos de infecção por 

candidíase oral. A forma farmacêutica mais utilizada para este tipo de patologia é a 

suspensão oral, mas também podem ser encontrados em formas farmacêuticas como 
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comprimidos e pastilhas. Ambos possuem o mesmo mecanismo de ação, agem 

formando um complexo do antifúngico com a membrana plasmática do fungo, devido 

a sua interação com o ergosterol, formando canais na membrana plasmática, 

ocorrendo assim um extravasamento de seu conteúdo celular, mudando a sua 

conformação, e levando a morte da célula fúngica (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006; 

KATHIRAVAN et al., 2012; STEFANOVIC et al., 2013; BARBOSA; FARIA, 2014; LEE; 

LEE, 2018).  

Os antifúngicos azólicos, assim como a nistatina, são bastante utilizados por 

apresentar amplo espectro de ação. Estão organizados em duas subclasses de 

acordo com sua estrutura química. A primeira subclasse compreende os imidazólicos, 

caracterizados por um anel pentagonal com três átomos de carbono e dois de 

nitrogênio (cetoconazol-Nizoral®, clotrimazol- Canesten® e miconazol-Daktarin®) e a 

segunda subclasse, os triazólicos (fluconazol-Zoltec® e itraconazol-Sporanox®l) 

abrange os compostos com dois átomos de carbono e três de nitrogênio (BARBOSA; 

FARIA, 2014; NETT; ANDES, 2016). Estes compostos atuam mediante a inibição da 

enzima lanosterol 14-α demetilase no complexo citocromo P-450 dos fungos. A sua 

inativação inibe a conversão do lanosterol em ergosterol, levando ao acúmulo de seus 

precursores, ocasionando a perda da integridade da membrana fúngica, importante 

para a sobrevivência da célula (BELENKY et al., 2013; CHEN et al., 2018; DELATTIN 

et al., 2014; LEE; LEE, 2018). Possuem uma boa biodisponibilidade quando 

administrados por via oral. Os fármacos mais indicados, dentro da classe dos azóis, 

para tratamento na candidíase oral, são fluconazol, cetoconazol e itraconazol, 

presentes na forma de pomadas, cremes, soluções, pós e preparações orais 

(BARBOSA; FARIA, 2014). 

As equinocandinas (caspofungina, Cancidas®), micafungina (Prograf®) e 

anidulafungina (Ecalta®) são lipopeptídeos semi-sintéticos obtidos a partir dos fungos 

Coleophoma empetri e Glarea lozoyensi (KATHIRAVAN et al., 2012). Atualmente, 

representam a terapia de primeira escolha para candidíase invasiva, incluindo aqueles 

isolados resistentes aos azólicos (PAPPAS et al., 2015). As equinocandinas atuam 

inibindo a síntese de glicanos na parede celular através de inibição não competitiva 

da enzima 1,3-β glicano (CORTÉS; RUSSI, 2011). O bloqueio de sua síntese resulta 

em desequilíbrio osmótico, prejudicando a viabilidade dos microrganismos. Esses 

antifúngicos são seguros, bem tolerados e têm poucas interações medicamentosas 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Parede_celular
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
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(LEE; LEE, 2018).  

 O tratamento da candidíase oral segundo Guideline for the Management of 

Candidiasis (2016) é realizado com nistatina tópica, enquanto os outros antifúngicos, 

como fluconazol e itraconazol são indicados principalmente quando o tratamento 

tópico falhou (GARCIA-CUESTA; SARRION-PEREZ; BAGAN, 2014; MIRANDA-

CADENA et al., 2018). Em casos severos de candidíase orofaríngea faz-se o uso de 

voriconazol- Vfend®, anfotericina B ou das equinocandinas (PAPPAS et al., 2015). A 

nistatina, fluconazol, cetoconazol e anfotericina B fazem parte da Relação Nacional 

de Medicamentos Essenciais – RENAME (2017). A maioria das espécies de Candida 

spp. demonstram boa susceptibilidade frente ao miconazol, flucanozol e cetoconazol, 

observando-se que a C. glabrata é a menos susceptível e a C. krusei apresenta 

resistência intrínseca ao fluconazol (KATHIRAVAN et al., 2012; MIRANDA-CADENA 

et al., 2018). A susceptibilidade reduzida de C. glabrata aos azóis tem sido um 

problema no tratamento de infecções causadas por esta espécie (MIRANDA-CADENA 

et al., 2018). Assim, a identificação rápida e precisa da espécie fúngica é necessária 

para o início precoce da terapia antifúngica (CLARK et al., 2013). 

 

4.3 Identificação das espécies 

 

 A identificação de uma levedura pode ser feita através de estudos 

morfológicos, cultivo em meio cromogênico, métodos baseados na assimilação ou 

fermentação de carboidratos, testes enzimáticos, sistemas automatizados ou 

identificação por métodos moleculares (CLARK et al., 2013). Os métodos 

convencionais são baseados em características morfológicas e fisiológicas. O teste 

do tubo germinativo é um procedimento simples, econômico e eficiente para 

diferenciar C. albicans de outras espécies de Candida spp., e se baseia na formação 

de estruturas semelhantes a tubos (denominadas tubos germinativos) de C.albicans 

dentro de 2 a 4 horas a 30°C quando incubadas em soro humano ou de animal 

(BEHESHTI; SMITH; KRAUSE, 1975; NEPPELENBROEK et al., 2014). Algumas 

espécies de Candida não-albicans também podem gerar tubo germinativo ou pseudo-

hifas, como por exemplo C. tropicalis, sendo necessário outros testes confirmatórios 

(LÓPEZ et al., 2005; SINGH; PARIJA, 2012). Outra técnica de identificação destas 

espécies é a formação de clamidoconídios. Espécies como a C. albicans e C. 

dublinensis e alguns isolados de C. tropicalis em condições de depleção dos 
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nutrientes formam clamidoconídios (BEHESHTI; SMITH; KRAUSE, 1975; 

NEPPELENBROEK et al., 2014).  

 A assimilação de fonte de carbono é um método importante para 

diferenciação das leveduras e se fundamenta na capacidade de um isolado assimilar 

um carboidrato específico como a única fonte de carbono. A popularidade desse teste 

pode ser atribuída à simplicidade do método e ao baixo custo (DEVADAS et al., 2017).  

Os testes de fermentação, geralmente são realizados em meios líquidos e baseiam-

se na demonstração da produção de gás. Embora a fermentação de carboidratos seja 

um teste útil para diferenciar as espécies de Candida spp., este é considerado menos 

sensível e, portanto, menos confiável do que o teste de assimilação de carboidratos 

(NEPPELENBROEK et al., 2014). 

 Vários sistemas de diagnóstico simplificados foram desenvolvidos com base 

nos testes convencionais como, formação de clamidósporos e testes de assimilação 

de açúcares. Esses testes podem ser realizados de forma manual, como os kits API 

20C AUX (BioMerieux®) e Candifast (International Microbio®) ou em uma plataforma 

automatizada como ID 32 C (BioMérieux™) para identificação das principais leveduras 

de importância clínica (MALUCHE; SANTOS, 2008; NEPPELENBROEK et al., 2014). 

 Os meios cromogênicos são também utilizados para o isolamento e 

identificação diferencial de C. albicans, C. tropicalis e C. Krusei, após 24-48h de 

incubação a 30°C. As espécies são identificadas pela coloração e aparência das 

colônias resultantes da clivagem dos substratos cromogênicos (ß-N-

acetilhexosaminidase) por enzimas específicas de cada espécie (PINCUS; ORENGA; 

CHATELLIER, 2007). Uma vantagem desta técnica é a detecção de culturas mistas 

(FREYDIERE; GUINET; BOIRON, 2001). No entanto, espécies de Candida não-

albicans como a C. famata, C. firmetaria, C. guilliermondii, C. inconspicua, C. kefyr, C. 

lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegensis e C. parapsilosis, produzem tons variáveis de 

marfim, para os isolados da mesma espécie (NEPPELENBROEK et al., 2014; 

PINCUS; ORENGA; CHATELLIER, 2007). 

Nos métodos moleculares se reconhecem uma sequência específica de 

aminoácidos através de fragmentos do DNA, para a identificação de cada espécie. A 

amplificação do espaçador transcrito interno ITS1/ITS2 do rDNA é considerado o 

padrão-ouro nos métodos de identificação molecular. Está baseado na amplificação 

dos fragmentos de rDna das regiões (18S, 28S ou 5.8S) que flanqueiam ITS-1 ou ITS-
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2. Estes fragmentos posteriormente são analisados pelo polimorfismo no comprimento 

(ZHANG et al., 2016). O processo de amplificação pode ser monitorado através do 

uso de sondas marcadas, que hibridizam especificamente as moléculas de amplicon 

recém-formadas, aumentando a especificidade da Polymerase Chain Reaction - PCR 

(ZHANG et al., 2016). Ele permite discriminar espécies ou variedades de uma mesma 

espécie (CLARCK et al., 2013). No entanto, essa metodologia é demorada e cara para 

uso em rotina de diagnóstico clínico (NEPPELENBROEK et al., 2014).  

 Como alternativa a identificação bioquímica e molecular, vem sendo utlizada 

a espectrometria de massas através de ionização por dessorção à laser assistida por 

matriz e a detecção em analisador do tipo tempo de vôo (MALDI-TOF) na identificação 

rotineira de microrganismos, especialmente bactérias e leveduras, nos centros 

clínicos em várias partes do mundo (LIMA-NETO et al., 2014; VAN VEEN; CLAAS; 

KUIJPER, 2010). A tecnologia MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-

Ionization-Time of Flight) facilita a identificação de um grande espectro de proteínas 

diretamente dos microrganismos intactos (LIMA-NETO et al., 2014; VAN VEEN; 

CLAAS; KUIJPER, 2010).  

A amostra para análise por MALDI-TOF MS é revestida por uma solução de 

composto orgânico de massa molar conhecida, chamado matriz (SINGHAL et al., 

2015). A matriz atua como um suporte, fornecendo prótons para a ionização do 

material clínico (CLARK et al., 2013). O cristal de matriz da amostra é então irradiado 

com um feixe de laser UV por um curto período de tempo, gerando íons protonados a 

partir de analitos na amostra (CLARK et al., 2013). Os íons protonados são acelerados 

com um potencial fixo, onde eles se separam com base na sua razão massa/carga 

(m/z) e são detectados e medidos através de analisadores de tempo de vôo (TOF). 

Utilizando MALDI-TOF, a razão m/z de um íon é medida através da determinação do 

tempo necessário para que o íon percorra o comprimento do tubo. Desta forma, os 

íons leves chegam antes e os íons pesados levarão mais tempo para percorrer o tubo. 

Alguns analisadores de TOF incluem um espelho de íons na extremidade traseira do 

tubo de vôo, que serve para refletir estes íons encaminhando a outro detector. Assim, 

o espelho de íons não apenas aumenta o comprimento do tubo de vôo, mas também 

corrige pequenas diferenças de energia entre os íons (CLARK et al., 2013; SINGHAL 

et al., 2015; YATES, 1998). Com base nas informações do TOF, é gerado um espectro 
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característico denominado impressão digital em massa peptídica (PMF) para analitos 

na amostra, conforme a Figura 1 (SINGHAL et al., 2015). 

 

 

 

Figura 1: Diagrama esquemático mostrando o funcionamento do MALDI-TOF MS (SINGHAL et al., 

2015). 

 O espectro gerado é analisado como um perfil proteômico individual com 

massa molecular variando de 2000 a 20000, onde aparecem importantes proteínas 

ribossômicas que são utilizadas como biomarcadores  (LIMA-NETO et al., 2014; 

SANTOS et al., 2011). Considerando a massa atomica (Da), as regiões mais 

importantes para a identificação de Candida spp. de 5000 a 7000 Da,  e a região de 

11000 Da para a identificação de C. glabrata e C. bracarensis, conforme Figura 2: 

Exemplos representativos de espectros de leveduras analisados por  MALDI-TOF MS (SANTOS et al., 

2011)., (SANTOS et al., 2011). 

 

 

 

Figura 2: Exemplos representativos de espectros de leveduras analisados por  MALDI-TOF MS 

(SANTOS et al., 2011). 
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 O desempenho do MALDI-TOF MS na identificação de leveduras de interesse 

médico é muito satisfatório, com taxas de identificação acima de 90% na maioria dos 

estudos, superando assim os métodos tradicionais de identificação devido à sua 

precisão ganho de tempo e baixo custo de reagente (CASSAGNE et al., 2016). 

Mancini e colaboradores (2013) em seu estudo avaliaram as taxas de identificação 

corretas de leveduras a nível de espécie pelo MALDI-TOF Bruker Biotyper MS (BMS) 

e o Vitek MS (VMS) obtendo taxas de (89,8% versus 84,3%) usando as bases de 

dados comerciais e (100% versus 84,3%) usando um banco de dados estendido do 

MALDI-TOF (MANCINI et al., 2013). Relloso e colaboradores (2015) obtiveram em 

seu estudo um índice de 96,5 % das identificações corretas a nível de espécie 

(RELLOSO et al., 2015). Em outro estudo, 99,0% dos 192 isolados clínicos de 

leveduras foram identificadas corretamente pelo MALDI-TOF MS (STEVENSON et al., 

2010). Na identificação de leveduras, as análises feitas por extração com etanol, ácido 

fórmico e acetonitrato obtiveram os melhores índices de identificação a nível de 

espécie (CASSAGNE et al., 2013). 

 Estudos recentes têm utilizado o MALDI-TOF também para a detecção rápida 

de resistência antifúngica. Vatanshenassan e colaboradores (2018), avaliaram a 

susceptibilidade de C. albicans e C. glabrata frente a caspofungina pelo método MBT 

ASTRA, técnica semi-quantitativa baseada em MALDI-TOF, projetada para testes 

rápidos de suscetibilidade em bactérias (VATANSHENASSAN et al., 2018). Em outro 

estudo Roberto e colaboradores (2020) avaliaram a resistencia de C. parapsilosis por 

MALDI-TOF frente a equinocandinas e obtiveram concordância de 95% para 

anidulafungina e caspofungina, além de 100% para micafungina quando comparados 

com CLSI M27 A3 de 2008 (ROBERTO et al., 2020). 

 

4.4. Resistência antifúngica 

 A resistência antifúngica pode ser classificda como microbiológica ou clínica, 

ou ambas. A resistência microbiológica refere-se a não susceptibilidade do 

microrganismo a um agente antifúngico determinada pelo teste da susceptibilidade in 

vitro. A resistência microbiológica pode ser primária (intrínseca) ou secundária 

(adquirida), Figura 3. A resistência primária ocorre naturalmente sem a exposição ao 

antifúngico e a secundária é desenvolvida após a exposição ao fármaco, como por 

exemplo a resistência de C. albicans ao fluconazol (PFALLER, 2012; ZEINA; JOHN, 
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2008). A resistência clínica é definida como a incapacidade de erradicar uma infecção 

fúngica, apesar da administração de um agente antifúngico com atividade in vitro 

contra o microrganismo testado. Tais falhas podem ser atribuídas a uma combinação 

de fatores relacionados ao hospedeiro, ao agente antifúngico ou ao patógeno 

(PFALLER, 2012). Os mecanismos moleculares que causam resistência antifúngica 

são complexos. As estratégias de sobrevivência molecular incluem mutações de alvos 

em drogas que reduzem a sua afinidade, super expressão de proteínas alvo, 

transportadores de membrana de efluxo e degradação da droga (PARENTE-ROCHA 

et al., 2017; LEE; LEE, 2018). 

A resistência a poliênicos é rara, no entanto já foi verificado a resistência 

intrínseca de alguns isolados de C. lusitaniae, C. lipolytica e C. guilhermondii. Esta 

resistência pode ser causada por uma redução da quantidade de ergosterol na 

membrana plasmática, o que acarreta uma menor afinidade entre o antifúngico e a 

membrana (LOEFFLER; STEVENS, 2003). Um estudo com isolados de C. lusitaniae  

resistentes a anfotericina B constatou redução na expressão do gene ERG3 e menor 

teor de ergosterol, evidenciando que a mutação ou a expressão alterada de genes 

envolvidos na biossíntese do ergosterol podem conduzir resistência a anfotericina B 

(YOUNG; HULL; HEITMAN, 2003). 

 

Figura 3: Relações e os mecanismos da resistência intrínseca e adquirida (REVIE et al., 2018). 
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A alteração na composição da membrana causada pelo aumento de 

esfingolipídios pode ocasionar a resistência a anfotericina B. Os esfingolipídios são 

necessários em vários processos celulares, incluindo a manutenção da integridade da 

membrana plasmática e o bom funcionamento de certas proteínas da membrana. O 

aumento do teor de esfingolipídios na membrana pode afetar positivamente o 

funcionamento de bombas de efluxo, bem como, na oferta de sítio de ligação da 

anfotericina B, uma vez que o aumento destes acarretará numa diminuição do teor de 

ergosterol (SHARMA et al., 2014). Por fim, outro mecanismo de resistência reportado 

em poliênios é o da redução da sensibilidade ao antifúngico, pelo aumento da 

atividade da catalase e da superóxido dismutase quando exposto ao fármaco em 

resposta adaptativa ao estresse oxidativo (LINARES et al., 2013). 

Os mecanismos de resistência aos azóis são as mutações no gene ERG 3 e/ou 

ERG11, sobre-expressão do gene ERG 11 e sobre-expressão de transportadores das 

membranas de efluxo, Figura 4 (MARICHAL et al., 1999; REVIE et al., 2018; VIEIRA; 

SANTOS, 2017; ZHOU et al., 2018). Os genes ERG11 e ERG3 codificam proteínas 

envolvidas na biossíntese do ergosterol, e mutações em pontos específicos desses 

dois genes podem gerar resistência aos azóis (ZHOU et al., 2018).  A alteração ou 

sobre-expressão do gene ERG11, modifica ou aumenta a quantidade de sítios ativos 

da enzima 14 alpha-demethylase (envolvida na biossíntese dos esteróis) para o 

fármaco, reduzindo a atividade deste e levando à resistência (BENEDETTI et al., 

2019; MARICHAL et al., 1999). As mutações no ERG3 levam ao esgotamento do 

ergosterol e ao acúmulo de esteróis alternativos (14 α-metillfecosterol), geralmente 

resultando em resistência cruzada aos azóis e polienos (COWEN et al., 2015; ZHOU 

et al., 2018). A resistência ao azol mediada por ERG3 depende intimamente dos 

principais reguladores da resposta ao estresse, como a proteína fosfatase 

calcineurina, a proteína cinase Pkc1, a chaperona molecular Hsp90 (REVIE et al., 

2018). A capacidade de C. glabrata em substituir ergosterol por esterol na membrana 

do hospedeiro pode ser responsável por sua elevada resistência aos azóis (BARD et 

al., 2005). 

A resistência adquirida aos azólicos pode estar envolvida com o aumento da 

expressão de transportadores farmacológicos, ocasionando o efluxo dos fármacos 

nas células fúngicas (ROGERS, 2006). Os principais tipos de transportadores citados 

na literatura são o Major Facilitor Superfamily (MFS) que fazem parte da família de 
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proteínas transportadoras de membrana codificada pelo gene MDR as quais estão 

envolvidas apenas na resistência ao fluconazol e nos transportadores ATP binding 

cassette (ABC), codificados pelos genes CDR1 e CDR2, envolvidos no transporte de 

todos os derivados azólicos (CUENCA-ESTRELLA et al., 2006; PARENTE-ROCHA et 

al., 2017; POURAKBARI et al., 2017). Li e colaboradores (2015) observaram a 

importância das histonas desacetilases (enzimas que atuam na desacetilação de 

lisinas em histonas, fatores de transcrição, proteínas de transdução de sinal e outras 

proteínas celulares) no desenvolvimento de resistência aos azólicos em C. albicans. 

A desacetilação de histona pode levar à alterações nas proteínas transportadoras das 

bombas de efluxo (LI et al., 2015), Figura 4. 

 

Figura 4: Mecanismos de resistência antifúngica em Candida spp. (WHALEY et al., 2017). A) Alteração 

da composição de esterol e inativação de ERG 3; B) Captação de esterol exógeno; C) Aumento da 

expressão de transportadores ABC; D) Aumento da expressão de transportadores MFS; E) Baixa 

afinidade ao fluconazol pela mutação em ERG 11; F) Aumento da expressão de ERG 11; G) 

Aneuploidia H) Mutação em ERG 11. 
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Outro fator associado a resistência aos azóis é a aneuploidia, que consiste em 

alterações genéticas no número de cromossomos. Os rearranjos cromossômicos que 

resultam no aumento do número de cromossomas são os mais predominantes de 

resistência adquirida ao antifúngico fluconazol em C. albicans. Um aneuploide 

específico, isocromossomo 5L, que é composto por duas cópias do braço esquerdo 

de Chr5, ocorre com alta frequência e é detectável logo após a exposição ao 

fluconazol (SELMECKI et al., 2009). Este isocromossomo, carrega genes que 

expressam a enzima 14alpha-demethylase, e um fator de transcrição que 

positivamente regula um subconjunto de genes da bomba de effluxo, aumento e 

reduções no isocromossomo, acarretam alteração no perfil de susceptibilidade ao 

fluconazol (SELMECKI; FORCHE; BERMAN, 2006; SELMECKI; NEJAD; PAULSON, 

2008). 

O mecanismo de resistência a equinocandinas encontrado em isolados de 

Candida spp. envolve a ocorrência de mutações pontuais no gene Fks1 e Fks2, 

resultando em alterações conformacionais na enzima glucano sintase, diminuindo 

assim a afinidade do fármaco pela enzima. O aumento da síntese de quitina também 

tem sido descrito como um importante mecanismo de resistência. Isolados de diversas 

espécies de Candida spp. quando expostos a baixas concentrações de 

equinocandinas induzem a expressão de genes que codificam a síntese de quitina, 

aumentando sua concentração na parede celular provocando uma diminuição na 

atividade do antifúngico (COWEN et al., 2015; LEE; LEE, 2018). 

Um outro mecanismo importante de resistência é a formação de biofilmes. Os 

mecanismos responsáveis pela resistência aos antifúngicos estão relacionados com 

limitações na difusão do agente antimicrobiano pela matriz extracelular, alterações 

fenotípicas das células no biofilme ou a alteração no seu genótipo. Outro mecanismo 

proposto para a resistência aos agentes antimicrobianos são as células associadas 

ao biofilme que crescem mais lentamente do que seus homólogos planctônicos e, 

como consequência, tem sua velocidade de captação dos agentes antimicrobianos 

diminuída (SANTANA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2016a; SHANKAR RAUT; MOHAN 

KARUPPAYIL, 2016). 
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4.4.1. Biofilmes 

 

Os biofilmes são comunidades microbianas complexas, irreversivelmente 

associadas, onde os microrganismos estão ligados em uma superfície natural ou 

artificial, envolvidos por uma matriz polimérica (DONLAN, 2002). A matriz pode variar 

nas propriedades químicas e físicas, mas é composta principalmente de 

polissacarídeos. Alguns desses polissacarídeos são neutros ou polianiônicos, como é 

o caso da matrix extracelular polimérica (EPS) produzida por bactérias Gram-

negativas. A presença de ácidos urônicos (D-glucurônico, D-galacturônico e 

manurônico) ou piruvatos confere propriedade aniônica (DONLAN, 2002). Essa 

propriedade é importante porque permite a associação de íons de cálcio e magnésio, 

que podem formar ligação cruzada com as cadeias poliméricas, fornecendo maior 

força de ligação em um biofilme desenvolvido (DONLAN, 2002; FLEMMING et al., 

2000).  

A produção da EPS é produzida pelos próprios microrganismos que compõem 

o biofilme como uma forma de proteção às defesas do hospedeiro e aos agentes 

terapêuticos (CHEN; WEN, 2011; DONLAN, 2002; LÓPEZ; VLAMAKIS; KOLTER, 

2010). A organização do biofilme propicia um modo de crescimento protegido, 

permitindo sobrevivência de seus microrganismos num ambiente hostil, possibilitando 

maior disponibilidade de nutrientes através da cooperatividade metabólica e proteção 

aos fatores externos (LÓPEZ; VLAMAKIS; KOLTER, 2010).  

Os biofilmes podem ser compostos por uma única espécie de microrganismo 

(biofilme monomicrobiano) ou por uma comunidade derivada de múltiplas espécies, 

biofilme polimicrobiano (PRATEEKSHA; BARIK; SINGH, 2019). Nos polimicrobianos 

o crescimento de uma espécie pode ser favorecido pela presença de outra em uma 

interação chamada de comensalismo (LÓPEZ; VLAMAKIS; KOLTER, 2010). 

A formação do biofilme, Figura 5, é um processo coordenado por eventos 

moleculares iniciando com a ligação da célula microbiana em uma superfície (KRAGH 

et al., 2016). Nesta etapa há o envolvimento das interações químicas como as forças 

de Van der Walls, interações hidrofóbicas, eletrostáticas e ligações de hidrogênio 

entre as macromoléculas (CHEN; WEN, 2011). Após este estágio os microrganismos 

levemente aderidos, produzem exopolissacarídeos com os materiais da superfície 
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através da interação com receptores específicos presentes na superfície das paredes 

celulares finalizando assim o processo de adesão. 

 

 

Figura 5: Etapas da formação do biofilme (PIRRONE; PINCIROLI; BERRA, 2016). 

 

O processo de maturação do biofilme é caracterizado pelo crescimento e 

proliferação celular (CHEN; WEN, 2011) sendo controlado pela detecção de quorum 

sensing (QS), mecanismo que permite a comunicação microbiana, célula a célula, 

pela densidade celular e /ou regulação genética da base populacional (CHEN; WEN, 

2011; PALUCH et al., 2020). Usando um sistema QS, células individuais podem 

produzir e liberar pequenas moléculas de sinalização e detectar o sinal no meio 

ambiente ao mesmo tempo. Vários sistemas de QS foram identificados e 

caracterizados, incluindo o sistema de lactonas N-acil-homoserina (AHL) e 4-

quinolona de microrganismos Gram-negativos, sistemas peptídicos AgrD de bactérias 

Gram-positivas e sistemas AI2 / LuxS. Os sistemas de detecção de quórum sensing 

tem um papel crítico no estágio de maturação na formação do biofilme, na regulação 

da diferenciação celular e no desenvolvimento da estrutura do biofilme (CHEN; WEN, 

2011). 

Quando o biofilme atinge uma massa crítica, o equilíbrio dinâmico para o 

crescimento das células é compensado pela liberação de células planctônicas 
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disponíveis induzindo assim a colonização de outras superfícies e consequentemente 

formando novos biofilmes (PIRRONE; PINCIROLI; BERRA, 2016).  

As células microbianas presentes no biofilme podem se aderir tanto em 

superfície sólidas como plástico e vidro, como em superfícies vivas (PRATEEKSHA & 

SINGH, 2019). Estudos já tem demonstrado a possibilidade de formação do biofilme 

em dispositivos médicos (implantes, cateteres intravenosos e urinários, próteses 

ortopédicas, próteses dentárias, entre outros) utilizados na assistência médica e 

resultando em taxas mensuráveis de infecções associadas a estes dispositivos 

(CHEN; WEN, 2011). O desenvolvimento do biofilme depende do tipo e do número de 

células que aderem ao dispositivo, na sua capacidade de adesão na superfície deste 

e do meio fluidono no qual os microrganismos estão expostos (CHEN; WEN, 2011; 

DONLAN, 2002). 

A presença de bioflme em superfícies humanas nem sempre são prejudiciais. 

Por exemplo, os biofilmes de placas dentárias compreendem dezenas de espécies de 

micorganismos e sua composição no biofilme poderão determinar a presença ou 

ausência da doença. Na placa dentária, com o aumento da colonização e a presença 

de espécies benéficas podem antagonizar a presença dos microrganismos 

prejudiciais (LÓPEZ; VLAMAKIS; KOLTER, 2010). No entanto, se a placa permanecer 

intacta nos dentes por vários dias poderá haver a alteração da flora microbiana 

(APARNA; YADAV, 2008). 

Os biofilmes dentários, mais comumente chamados de placa bacteriana, 

seguem uma sequência de eventos que envolvem várias espécies de bactérias. Os 

colonizadores primários, estreptococos e actinomicetos, colonizam a superfície dos 

dentes através de moléculas de adesão (APARNA; YADAV, 2008), estes fornecem 

receptores únicos para a colonização de outros microrganismos mais patogênicos 

como Fusobacterium nucleatum (HE et al., 2012), Tannerella forsythia, Treponema 

denticola e Porphyromonas gingivalis, Figura 6, (KUBONIWA; LAMONT, 2010). Esses 

colonizadores expressam inúmeras adesões que permitem a ligação de outros 

colonizadores secundários, em particular F. nucleatum e P. gingivalis (KUBONIWA; 

LAMONT, 2010). As interações fisiológicas estão baseadas entre as afinidades 

metabólicas dos colonizadores tardios e os microrganismos precursores que podem 

promover a progressão do biofilme na placa em direção a um estado patogênico  

(KUBONIWA; LAMONT, 2010; WRIGHT et al., 2013). 
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Figura 6: Interações bacterianas célula a célula no biofilme da placa dental, com exemplos de sinergia 

e mutualismo. Linhas que ligam os microrganismos representam interações adesivas. Onde Aa é 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (WRIGHT et al., 2013). 

 

A comunicação intraespécies e interespécies é feita através de sinalizadores 

que permitem o desenvolvimento dos microrganismos presentes no biofilme. As 

bactérias orais dependem de dois sistemas de sinalização distintos, o primeiro é 

restrito aos microrganismos Gram-positivos (estreptococos colonizadores primários) 

e usa peptídeos curtos denominados peptídeos de sinalização de competência, PSC 

(SUNTHARALINGAM; CVITKOVITCH, 2005) e/ou outros peptídeos pequenos (SON 

et al., 2012; WRIGHT et al., 2013). Estes mecanismos de sinalização foram descritos 

em S. mutans e S. gordonii, os quais desempenham um papel na troca e virulência 

genética (SON et al., 2012; SUNTHARALINGAM; CVITKOVITCH, 2005). O segundo 

sistema de sinalização envolve o autoindutor 2 (AI ‐ 2), uma família de moléculas de 

sinalização produzidas pela ação da enzima LuxS, enzima envolvida no metabolismo 

da S-adenosil metionina  responsáveis pela degradação da homocisteína (S‐ribosil‐

homocisteína), gerando 4,5‐dihidroxil‐2,3‐pentanodiona que se decompõe, 

produzindo AI‐2 (SHAO; LAMONT; DEMUTH, 2007). A AI‐2 foi originalmente descrita 

no organismo marinho Vibrio harveyi, como um sinal adicional ao controle na 

expressão de luminescência (BASSLER et al., 1993), atualmente é reconhecida como 
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um sinal independente da espécie sendo disseminado em bactérias orais, incluindo 

P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, S. gordonii e S. Mutans (SHAO; LAMONT; 

DEMUTH, 2007; WRIGHT et al., 2013). Na ausência de AI‐2, o Streptococcus gordonii 

também exibe desenvolvimento de biofilme e os efeitos do inter-domínio de AI-2 foram 

observados na interação entre C. albicans e S. gordonii, onde um nocaute de LuxS 

em S. gordonii é substancialmente afetado na formação do biofilme nas duas espécies 

(BAMFORD et al., 2009; WRIGHT et al., 2013).Tem sido sugerido que a mutação luxS 

afete a capacidade de S. gordonii promover o crescimento de hifas em C. albicans. A 

inibição da filamentação pode ser através do bloqueio ou desativação dos receptores 

de farnesol que induzem a sinalização em C. albicans, Figura 7: Diagrama de sinalização 

celular entre Candida albicans e estreptococos orais (WRIGHT et al., 2013). (BAMFORD et al., 

2009). 

Uma série de outras moléculas produzidas por bactérias que interferem na 

sinalização da formação de biofilme ou morfogênese de C. albicans foram 

identificadas, tais como, ácido lático, H2O2, CO2 e peptidoglicano, os quais atuam 

promovendo sua filamentação (BAMFORD et al., 2009; LU et al., 2019; XU et al., 

2008). Sendo assim, os ácidos graxos, ácidos carboxílicos e glicanos produzidos por 

C. albicans são capazes de promover o crescimento de bactérias, enquanto inibem a 

formação de biofilme bacteriano (Pammi et al., 2011). Portanto, a filamentação de C. 

albicans e a formação de biofilme em espécies mistas são reguladas pelo 

reconhecimento de uma matriz complexa de moléculas sinalizadoras (PAMMI et al., 

2011; WRIGHT et al., 2013). 

 

  

Figura 7: Diagrama de sinalização celular entre Candida albicans e estreptococos orais (WRIGHT et 

al., 2013).  
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Desta forma, fica evidente que a produção de biofilmes é um fator chave na 

resistência aos antifúngicos, principalmente nas C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilosis e C. dubliniensis (COWEN et al., 2014; ROBBINS et al., 2016). Com o 

aumento dos casos de resistência antifúngica, surge a necessidade de testes de 

suscetibilidade reprodutíveis, bem como a expansão e validação de novos agentes 

terapêuticos, e o reconhecimento da sua resistência (PFALLER, 2012). 

4.5. Perfil de suscetibilidade 

 

O European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e o 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), padronizam métodos para testes 

de suscetibilidade aos antifúngicos in vitro, os quais apresentam-se como um requisito 

importante na previsão e sucesso da resposta terapêutica (GOULART et al., 2018). 

Os resultados dos testes de suscetibilidade são afetados por uma variedade de 

fatores, tais como a concentração do inóculo, composição do meio de cultura, 

temperatura, tempo de incubação e as propriedades físico-químicas do agente 

antifúngico (LASS-FLÖRL et al., 2010).  

O método de referência padronizado pelo Clinical Laboratory Standard Institute 

(CLSI) nos EUA – protocolo M27-A3 baseia-se na microdiluição e permite determinar 

as Concentrações Inibitórias Minimas (CIM) das espécies de leveduras como a 

Candida spp. e o Cryptococcus spp., demonstrando uma boa reprodutibilidade (CLSI, 

2008).  

Embora, os protocolos CLSI e EUCAST sejam equivalentes, verificam-se 

algumas diferenças importantes, como o tempo de incubação e a concentração do 

inóculo e, consequentemente os pontos de corte para cada antifúngico (ALASTRUEY-

IZQUIERDO et al., 2015). Como alternativa aos testes de microdiluição em caldo, 

existem alguns testes que avaliam a susceptibilidade aos antifúngicos, tais como o 

método de difusão em agar e os métodos comerciais: Etest® (AB BIODISK, Solna, 

Suécia), Sensitre® (TREK Diagnostic Systems) e Vitek2® (Biomerieux) (LASS-

FLÖRL; et al.; 2010; ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015).  

O método de difusão em ágar utilizando os discos impregnados com 

antifúngicos, foi desenvolvido e validado para derivados azólicos e equinocandinas 

frente a Candida spp.. Este método apresenta algumas limitações quanto à 

subjetividade envolvida na leitura dos halos de inibição (CLSI M44 A2, 2009). Em 
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estudo realizado por Sav e colaboradores (2015) verificaram uma correlação de 90% 

em relação ao método de referência quando testadas cepas de Candida spp. frente 

ao fluconazol e voriconazol (SAV et al., 2015). Por sua vez, o método de difusão 

segundo um gradiente de concentração do fármaco, Etest®, é um método prático e 

fácil, apresenta uma correlação em torno de 70% em relação ao método de referência, 

CLSI (SEWELL; PFALLER; BARRY, 1994; KOGA-ITO; LYON; DE RESENDE, 2008).  

O método espectofotométrico, Vitek2® e o método colorimétrico, Sensitre®, 

apesar da sua fácil execução e reprodutibilidade, avaliam um número limitado de 

fármacos (LASS-FLÖRLet al., 2010; ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2015). Outro 

estudo realizado por Borghi e colaboradores (2010) comparou os resultados obtidos 

pelo método de microdiluição em caldo 24/48h com os obtidos pelo Vitek 2 e obteve 

uma correlação de 90,5% para C. glabrata e valores muito próximos para C. 

parapsilosis e C. tropicalis (BORGHI et al., 2010). 

Através do estudo da suscetibilidade fúngica, percebe-se que os fungos estão 

sendo capazes de se adaptarem de forma rápida em resposta a pressão ambiental 

imposta pelos antifúngicos. Portanto, a busca por novas alternativas terapêuticas se 

faz necessário. As plantas medicinais tem apresentado uma alternativa quanto a 

atividade antimicrobiana (EDRIS, 2007; DAGLI et al., 2015; PARENTE-ROCHA et al., 

2017). Vários pesquisadores têm relatado promissora atividade antifúngica através do 

uso de óleos essenciais extraídos de plantas medicinais (BESRA; KUMAR, 2018; 

GUCWA et al., 2018b; SOUZA et al., 2016; VIEIRA et al., 2014). 

 

4.6. Óleos essenciais 

 

Os óleos essenciais (OEs), também designados como óleo volátil, são uma 

mistura complexa de substâncias voláteis, dentre elas monoterpenos e 

sesquiterpenos e fenilpropanóides (BAKKALI et al., 2008). São líquidos, voláteis, 

límpidos e raramente coloridos, lipossolúveis e solúveis em solventes orgânicos com 

uma densidade geralmente menor do que a da água. Eles podem ser sintetizados por 

todos os órgãos da planta, ou seja, brotos, flores, folhas, caules, galhos, sementes, 

frutas, raízes, madeira ou casca de árvore e são armazenados em células secretoras, 

cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas glandulares (BURT, 2004). 
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O conteúdo total de óleo essencial no material vegetal varia de acordo com as 

espécies vegetais, características edafo-climáticas e epóca do ano. Podem ser 

extraídos por hidrodestilação, destilação por arraste de vapor, prensagem a frio e 

extração com solvente orgânico, classificados como métodos convencionais 

(ASBAHANI et al., 2015; YOUNIS et al., 2007) ou por métodos avançados ou 

inovadores, como extração por fluidos super críticos e destilação acelarada por micro-

ondas  (ASBAHANI et al., 2015).   

A hidrodestilação é o método preconizado pela farmacopeia brasileira 

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Neste método, o material vegetal aquecido 

arrasta o óleo essencial juntamente com o vapor de água. O hidrolato e a água sofrem 

condensação voltando à fase líquida, onde são separados por sua diferença de 

densidade em um decantador com graduação volumétrica (ASBAHANI et al., 2015). 

Na hidrodestilação os constituintes das espécies vegetais originais estão sujeitos a 

modificações químicas (hidrólise, desprotonações, hidratação e ciclizações) devido as 

altas temperaturas (GUAN et al., 2007; ASBAHANI et al., 2015). Os OEs obtidos 

diferem significativamente da essência original, especialmente se a ebulição for longa 

(ASBAHANI et al., 2015; GUAN et al., 2007). Na extração dos óleos essenciais de 

manjericão, limão e capim-limão, a introdução de oxigênio no balão durante a extração 

levam a uma maior quantidade de compostos oxigenados no óleo, principalmente 

linalol, cânfora, α-terpineol, neral, geranial, eugenol e α-murolol, originando um óleo 

de maior atividade antioxidante. (FERREIRA et al., 2017).  

O perfil dos constituintes químicos vai depender não somente do método de 

extração, mas também das condições durante o processamento e armazenamento do 

material vegetal, na destilação e no manuseio subsequente do próprio óleo (TUREK; 

STINTZING, 2013). O armazenamento ideal preconiza que sejam guardados no 

escuro em recipientes hermeticamente fechados (BURT, 2004). Os constituintes dos 

óleos essenciais podem sofrer reações de oxidação, isomerização, ciclização ou 

desidrogenação, acionadas enzimaticamente ou quimicamente, Figura 8. Os 

terpenóides, por exemplo, podem ser facilmente oxidados ou hidrolisados, 

dependendo de sua respectiva estrutura (TUREK; STINTZING, 2013). A luz 

ultravioleta e a luz visível aceleram os processos de oxidação que resultam na 

formação de radicais alquila. Estudo realizado por Turek e Stintzing evidenciou 

mudanças em vários óleos essenciais durante a estocagem sob o impacto da luz; 
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principalmente por um aumento considerável do p-cimeno, cânfora e óxido de 

cariofileno concomitante à degradação do β-cariofileno e dos monoterpenos β-

mirceno, α-terpineno e α-fandandreno. Os óleos de diferentes espécies vegetais 

responderam de maneira diferente, sendo o óleo de alecrim o mais suscetível à luz do 

dia. (TUREK; STINTZING, 2011) e o óleo de erva-doce se apresentou extremamente 

instável, se degradando completamente em 2 meses mesmo no escuro (MISHARINA; 

POLSHKOV, 2005).  

A oxidação e a decomposição de hidroperóxidos são facilitadas pelo aumento 

da temperatura (HÃDÃRUGÃ et al., 2014). Em contrapartida, temperaturas mais 

baixas favorecem a solubilidade do oxigênio nos líquidos, que por sua vez podem 

afetar negativamente a estabilidade dos óleos essenciais (BERNHARD; MARR, 

1960). O óleo de alecrim demonstrou estabilidade pronunciada em temperaturas mais 

baixas (2 a 8°C), evitando as reações de oxidação por um período de 3 meses. No 

óleo de lavanda a formação de peróxidos foi promovida quando armazenada a 5°C 

(TUREK; STINTZING, 2011) 

 

 
Figura 8: Principais reações de degradação dos constituintes dos óleos essenciais. 

Adaptado(TUREK; STINTZING, 2013) 

 

Os OEs contêm vários constituintes que podem ter influência em atividades 

biológicas, isoladamente ou associados a outros componentes. Apresentam uma 

ampla gama de propriedades farmacológicas, tais como ação antioxidante, 

analgésica, sedativa, anti-inflamatória, antiviral e antimicrobiana (ADORJAN; 

BUCHBAUER, 2010; BAKKALI et al., 2008). Os OEs são uma ótima fonte de estudo 

na busca por novos agentes antifúngicos, uma vez que não agem em alvos 

específicos da célula fúngica impedindo a adaptação aos mesmos (CARSON; MEE; 
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RILEY, 2002). Estudos recentes têm demonstrado o uso potencial de óleos 

essenciaisde Origanum vulgare L. (BROCHOT et al., 2017; STOJKOVIĆ et al., 2013); 

Cinnamomum cassia L. e Pelargonium graveolens L’Her (DOS SANTOS et al., 2020; 

GUCWA et al., 2018b) com atividade antifúngica em isolados resistentes de Candida 

spp.. 

 

3.6.1. Pelargonium graveolens L’Her 

 

O gênero Pelargonium, pertencente a família Geraniaceae, vem sendo 

pesquisado sobre seu potencial farmacológico. Estudos tem demonstrado atividade 

antibacteriana, antioxidante (OUEDRHIRI et al., 2017), ansiolítica, antidepressiva 

(ABOUHOSSEINI TABARI et al., 2018), anti-parasitário (IRIODA et al., 2017), anti-

inflamatória e antifúngica (ESSID et al., 2017a; GIONGO et al., 2016, 2017) em 

espécies deste gênero. As espécies mais estudadas são P. roseum (Andrews) DC; P. 

sidoides DC, P. asperum Ehrh. ex Willd, P. endlicherianum Fenzl e P. graveolens L’Her 

(GIONGO et al., 2016; ESSID et al., 2017, GIONGO et al., 2017; IRIODA et al., 2017; 

OUEDRHIRI et al., 2017).  

O Pelargonium graveolens L’Hér, Figura 9, popularmente conhecido como o 

gerânio é um arbusto ramificado de folhas aveludadas, devido à presença dos pelos 

glandulares. Os caules são herbáceos quando jovens, tornando-se lenhosos com a 

idade (ALI et al., 2015; BOUKHRIS et al., 2012; CARMEN; HANCU, 2014). Seu óleo 

essencial é composto principalmente por geraniol, linalol, citronelol, mentona,  

Figura 10, formiato de citronelila, para-cariofileno, gama-muuroleno, óxido de 

cariofileno, delta-cadineno, delta-humuleno, geranil Isobutirato, delta-gurjuneno, 

germacreno D, óxido cis-rosa e acetato de citronelila (DABIRI et al., 2011; 

SARASWATHI et al., 2011; BOUKHRIS et al., 2013; CARMEN; HANCU, 2014; 

SOUZA et al., 2016). A composição do óleo essencial pode ser alterada quali e 

quantitativamente dependendo das condições edafoclimáticas. Espécies de 

Pelargonium apresentam maior concentrações de linalol, geraniol e seus ésteres nos 

meses de inverno e concentrações máximas de citronelol e seus ésteres nos meses 

de verão (RAO; RAMESHS, 1996; BOUKHRIS et al., 2013). 
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Figura 9: Pelargonium graveolens L’Her (ALI et al., 2015). 

 

O óleo de Pelargonium é um óleo volátil e pode ser obtido através da 

hidrodestilação das partes aéreas de várias espécies de Pelargonium, tendo como 

constituinte principal o geraniol (SWEETMAN, 2011) e apresenta um rendimento de 

1,0 a 1,3 % (BLANK et al., 2012). Um estudo clínico envolvendo 30 pacientes indicou 

a aplicação tópica do óleo de gerânio no manejo da dor neuralgica ocasionada por 

herpes (SWEETMAN, 2011). 

 

A) B) C) D) 

  
  

 

Figura 10: Principais constituintes de Pelargonium graveolens L’Her . A) geraniol B) linalol C) citronelol 
D) mentona (SOUZA et al., 2016). 

 

Estudos recentes têm demonstrado atividade antifúngica do óleo essencial de 

Pelargonium graveolens L’Her (DOS SANTOS et al., 2020; ESSID et al., 2017a; 

GIONGO et al., 2016), do geraniol (BARD et al., 1988; LEITE et al., 2015), citronelol 

(MAHBOUBI; MAHDIZADEH; HEIDARYTABAR, 2018) e linalol (DIAS et al., 2018). 
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 A atividade antifúngica do óleo essencial de gerânio foi avaliada frente a cepas 

de C. albicans apresentando um CIM de 250 µg/mL (DŽAMIĆ et al., 2014) e frente a 

Candida spp.  foram obtidos resultados de CIM entre 500 e 250 µg/mL para 10 dos 11 

isolados estudados de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. riferii e um CIM de 

1000 µg/mL para uma cepa de C. albicans (ESSID et al., 2017). Em trabalho anterior 

do nosso grupo de pesquisa, a análise de óleos essenciais de Pelargonium graveolens 

L’Her provenientes de diferentes regiões obteve os melhores resultados com os óleos 

da África do Sul e Egito com CIM de 256 e 128 µg/mL frente a Candida spp. Os óleos 

essências de maior atividade antifúngica possuim em sua constituição química 70%  

de monoterpernos oxigenados, sendo o citronelol o constituinte majoritário (DOS 

SANTOS et al., 2020). Em outro estudo com óleo da mesma região (Egito), os valores 

de CIM variaram de 500 a 125 µg/mL frente a Candida spp. (FERRÃO et al., 2020). 

O mecanismo de ação dos monoterpenos como geraniol e citronelol não foi 

completamente elucidado, mas tem sido relatado que eles induzem a ruptura da 

membrana celular aumentando sua fluidez e permeabilidade (DE OLIVEIRA PEREIRA 

et al., 2015; LIRA et al., 2020). Leite e colaboradores (2015) observaram que o 

geraniol foi capaz de inibir a formação de pseudo-hifas e clamidoconídios das Candida 

spp.. Singh e colaboradores (2018) verificaram que o geraniol é capaz de diminuir a 

adesão celular, diminuindo a formação de biofime (SINGH et al., 2019). 

O óleo essencial de Pelargonium graveolens l’Her também apresentou 

atividade antibiofilme, tanto nos estágios iniciais como em biofilme pré-formado e foi 

verificado também sua capacidade de penetração no biofilme pré-formado em 

Staphylococcus epidermidis (KANNAPPAN et al., 2017).  

 

4.6.2. Cinnamomum cassia L. 

 

O gênero Cinnamomum (Lauraceae) é constituído de várias espécies 

importantes na produção de óleos essenciais. O valor comercial dos óleos de 

Cinnamomum depende da espécie e da parte da planta utilizada. Os óleos essenciais 

mais relevantes no mercado mundial são os obtidos de Cinnamomum zeylanicum 

Blume, Cinnamomum cassia L. e Cinnamomum camphora (L.) J. Presl (KUMAR; 

KUMARI, 2019).  
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O Cinnamomum cassia L., popularmente conhecido como canela-da-china, é 

um tipo de árvore perene decídua nativa do sudeste da Ásia, Figura 11 e de ampla 

ocorrência (ZHANG et al., 2019). Possui alto valor econômico e é utilizada na indústria 

alimentícia, cosmética e farmacêutica (JADHAV et al., 2020; ZHANG et al., 2019). 

Apresenta propriedades anti-inflamatória, antioxidante, atividade anti-ulcerogênica, 

antipirética, antimicrobiana, antidiabética, antitumoral e antileishmania (YANG; LI; 

CHUANG, 2012; AL-SHAMIDAY; AL-MAMOORI, 2018; OZBAK et al., 2019). O óleo 

essencial de Cinammomum cassia L. pode ser extraído de folhas ou ramos jovens e 

é constituído predominantemente por trans-cinamaldeído (Figura 12), possui um 

rendimento mínimo de 1% (FARMACOPEIA, 2010). Seu óleo possui atividade 

antimicrobiana inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 

Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae, 

Vibrio parahaemolyticus e Salmonella typhymurium), fungos filamentosos e Candida 

spp. (OOI et al., 2006). 

 

 

Figura 11: Casca de Cinammomum cassia L. (AL-SHAMIDAY; AL-MAMOORI, 2018). 

 

A atividade antifúngica do óleo essencial de C. cassia frente as espécies de 

Candida tem sido estudada, obtendo-se valores de CIM de 500 µg/mL com a C. 

albicans ATCC 90029 (GIORDANI et al., 2006), CIM de 138, 225, 450 e 110 µg/mL  

frente a C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. krusei respectivamente (OOI et al., 

2006), CIM de 62,5 µg/mL frente a C. glabrata resistente ao fluconazol (ALMEIDA et 

al., 2017) e valores de CIM de 500 a 31,25 µg/ml para espécies de Candida, sensíveis 

e resistentes ao fluconazol (FERRÃO et al., 2020). 
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O mecanismo de ação do cinamaldeido e seus isômeros vem sendo estudado 

ao longo dos anos e foi verificado que o cinamaldeído atua como um inibidor da 

ATPase, levando a acidificação intracelular ou inibindo a biossíntese da parede celular 

(SHREAZ et al., 2011), indutor da hidrólise de quitinas, afetando a integridade celular 

(OUYANG et al., 2019), atua no efluxo de cálcio (HU et al., 2013) e previne a formação 

de biofilme (KOT et al., 2015). E Xing e colaboradores (2014) demonstraram que o 

cinamaldeído causa alterações morfológicas e ultraestruturais deletérias, como a falta 

de conteúdo citoplasmático e destruição de mitocôndrias em Aspergillus flavus e 

Fusarium verticillioides (XING et al., 2014).  

 

Figura 12: Estrutura química do trans-cinamaldeido (KOT et al., 2015). 

 

4.6.3. Syzygium aromaticum (L.) Merr. & Perry. 

 

O Syzygium aromaticum (L.) Merr.& Perry da Família Myrtaceae, popularmente 

conhecido como cravo-da-india, é uma árvore perene de 10 a 20 m de altura, nativa 

da Índia, Indonésia, Zanzibar, Maurício e Sri Lanka (RYU et al., 2016). O óleo volátil 

obtido por hidrodestilação, a partir de botões florais secos, Figura 13, é constituído 

majoritariamente por eugenol, em torno de 85% (FARMACOPEIA, 2010). Possui uma 

ampla gama de atividades farmacológicas como anti-inflamatória, antioxidante, 

antimicrobiana (RADÜNZ et al., 2019), antiviral (CHOI et al., 2014), anticarcinogênica 

(RYU et al., 2016) e propriedade antifúngica frente a Candida spp., Aspergilus spp. e 

espécies de dermatófitos (PINTO et al., 2009). 
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Figura 13: Syzigium aromaticum (L.) Merr. & Perr (RYU et al., 2016). 

 

O eugenol, Figura 14, seu principal constituinte, vem sendo amplamente 

estudado e apresenta atividade antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória, 

analgésica, anestésica, antipirética, antiplaquetária e antiviral (MARCHESE et al., 

2017). Estudo realizado por Braga e colaboradores (2007) verificou que o eugenol 

induziu alterações morfológicas no envelope de C. albicans, reduziu significativamente 

o número de leveduras normais e aumentou o número de células danificadas com 

superfícies ásperas e enrugadas. Os autores sugeriram que o eugenol, devido à sua 

natureza lipofílica, poderia interagir com a bicamada lipídica da membrana, alterando 

fluidez e permeabilidade. A alteração na morfologia do envelope de C. albicans pode 

comprometer a adesão às células hospedeiras e formação de hifas, reduzindo a 

capacidade do fungo em colonizar e infectar tecidos do hospedeiro, tornando-o uma 

alternativa para o tratamento da candidíase  (BRAGA et al., 2007). 

 

 

Figura 14: Estrutura química do eugenol (FREIRES et al., 2015). 

 

4.6.4. Myristica fragrans Houtt 

 

  Myristica fragrans Houtt, Família Myristicaceae, conhecido popularmente 

como noz-moscada, é principalmente cultivado para especiarias na Indonésia. Na 

noz-moscada, Figura 15, o caroço da semente no interior do fruto é utilizado (SHAFIEI 
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et al., 2012). Os principais compostos do óleo essencial da noz-moscada são 

miristicina, safrol, sabineno, elimicina, limoneno, mirceno, terpinoleno, pineno, 

canfeno (Figura 16) erpineol e eugenol (MARGARET; NEERAJA, 2016). 

 Os extratos brutos de acetato de etila e etanol do fruto inteiro de Myristica 

fragrans Houtt exibiram promissor potencial antibacteriano contra patógenos orais, 

tais como, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Streptococcus mutans, 

Streptococcus salivarius e Porphyromonas gingivalis (SHAFIEI et al., 2012). O extrato 

do fruto, em acetona, apresentou efeito citotóxico e apoptótico em células orais de 

carcinoma escamoso (RENGASAMY et al., 2018). O óleo essencial de noz-moscada 

apresenta propriedades antioxidantes e antimicrobiana (PERIASAMY et al., 2016). 

 

 

Figura 15: Myristica fragrans Houtt  (MARGARET; NEERAJA, 2016). 

 

Poucos estudos são encontrados sobre a atividade antifúngica do óleo 

essencial de noz moscada. O óleo essencial de noz moscada proveniente das Ilhas 

de Andamão quando testado frente a C. albicans não demonstrou atividade 

antifúngica pelo método de Kirb Bauer (PAL. MAHESH. et al., 2011). No entanto em 

estudo recente do nosso grupo de pesquisa, o óleo essencial de noz moscada 

apresentou CIM de 1000 a 31,25 ug/mL frente a Candida spp. (FERRÃO et al., 2020). 

O extrato aquoso da semente de noz-moscada demonstrou potencial atividade 

antimicrobiana e antibiofilme frente aos microrganismos anaeróbicos e Salmonella 

typhi através da inibição no quorum sensing (BALAKRISHNAN et al., 2020; MULLER; 

MULLER; COLLEGE, 2019).  

Não há evidências de eventos adversos quando ingerido em pequenas 

dosagens, no entanto altas concentrações de noz-moscada, podem estar 

relacionadas a efeitos psicoativos devido a presença da miristicina, inibidor da 
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monoamino oxidase. Em humanos, doses de miristicina acima de 1-2 mg/kg  de peso 

corporal podem causar náuseas, taquicardia e convulsões (BECKERMAN; 

PERSAUD, 2019; HALLSTROM; THUVANDER, 1997). 

 

 

A) B) C) 

 
 

 

D) E) F) 

   

G) H) I) 

 

  
 

Figura 16:  Estrutura quimica dos constituintes químicos presentes no óleo essencial de noz 
moscada. A) miristicina (DOLAN; MATULKA; BURDOCK, 2010) B) elimicina C) safrol (AL-
MALAHMEH et al., 2017), D) sabineno E) limoneno F) mirceno G) terpinoleno H) alfa e beta- pineno I) 
canfeno (MA, 2012). 

O uso de óleos essenciais e seus componentes ás vezes pode ser limitado 

devido a necessidade de uma alta concentração antimicrobiana ou mesmo por 

exceder ao nível sensorial aceitável, dependendo do produto final. No entanto, 

estudos tem sido realizado demostrando que um constituinte do óleo essencial pode 

exibir maior ou menor ação antimicrobiana quando testado separadamente. Há 

algumas evidências de interações farmacológicas impactando na ação antimicrobiana 

quando os componentes de óleos essenciais são usados em combinação com outros 
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agentes, tanto sintéticos quanto naturais (GAVARIC et al., 2015; STOJKOVIĆ et al., 

2013). 

4.7. Interações farmacológicas 

O uso concomitante de duas substâncias é uma estratégia comumente usada 

para o tratamento de várias doenças, o que possibilita o aumento da eficácia com 

diminuição da toxicidade (GAVARIC et al., 2015). A combinação de medicamentos 

também é uma estratégia válida para transpor a resistência antifúngica em infecções 

por C. albicans (CUI et al., 2015; XU et al., 2019). Muitas pesquisas vêm sendo 

desenvolvidas sobre a combinação de substâncias, investigando não apenas a 

utilização de dois fármacos mas também sua combinação com outros agentes 

terapêuticos (GAVARIC et al., 2015; LI et al., 2017; XU et al., 2019). Produtos naturais 

representam uma grande fonte de recursos na pesquisa sobre a atividade sinérgica 

devido a sua diversidade estrutural (GAVARIC et al., 2015; LI et al., 2017; XU et al., 

2019). Os constituintes como o ostole (cumarina isolada de Cnidium monnieri L. com 

reconhecida atividade neuroprotetora, imunomoduladora e antiinflamatória), 

apresentam atividade sinérgica significativa com fluconazol, miconazol e itraconazol 

embora tenham demonstrado pouca atividade antifúngica quando testados 

isoladamente (LI et al., 2017), o mesmo acontece com a glabridina (LIU et al., 2014). 

A glabridina (uma das principais isoflavanas ativas de Glycyrrhiza glabra) já 

apresentou forte efeito sinérgico com o fluconazol frente a C. albicans, C. tropicalis e 

C. neoformans embora apresente baixa atividade antifúngica (LIU et al., 2014). Alguns 

agentes não-antifúngicos, como a geldanamicina, nimesulida, sinvastatina e a 

amiodarona tem sido considerados úteis na melhoria da atividade de famácos 

antifúngicos (CUI et al., 2015; DA SILVA et al., 2013; LIU et al., 2014). A amiodarona, 

reguladora da homeostase do cálcio, quando administrada concomitantemente com o 

fluconazol, exibiu atividade antifúngica frente a C. tropicalis resistente ao fluconazol, 

através de alterações na integridade da membrana celular levando à morte celular por 

apoptose (DA SILVA et al., 2013). A sinvastina tem apresentado atividade sinérgica 

em cepas de C. albicans com elevados CIM para o fluconazol, atuando através da 

inibição da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaryl reductase, reduzindo a síntese do 

ergosterol nas leveduras (MENEZES et al., 2012). 

Estudos recentes têm reportado a atividade sinérgica in vitro em combinações 

de óleos essenciais com antimicrobianos. O óleo essencial de Mentha piperita L. 
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(Lamiaceae) demonstrou efeito sinérgico muito forte na combinação com gentamicina, 

possibilitando uma diminuição do fármaco em 33 vezes para Bacillus cereus ATCC 

10876 e de 50 vezes para Bacillus subtilis ATCC 6633. Efeito sinérgico também foi 

observado contra as cepas das leveduras C. albicans, C. guilliermondii, C. glabrata, 

C. krusei e C. kefyr, embora menos evidente, reduzindo de 2 a 3 vezes a concentração 

mínima de fluconazol, miconazol e anfotericina B (ROSATO et al., 2018). A adição do 

óleo essencial Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) e seus principais componentes 

(geraniol e linalool) com fluconazol demonstrou efeito sinérgico entre geraniol e 

fluconazol e entre geraniol e linalol contra o Cryptococcus neoformans e Candida 

albicans (CARDOSO et al., 2016). Em um estudo de Xu e colaboradores (2019) foi 

verificado que a utilização do eucaliptal D e o fluconazol foi capaz de restaurar 

significativamente a atividade antifúngica do azol frente a C. albicans resistente, 

através da inibição competitiva na bomba de efluxo diminuindo a excreção do azol 

(XU et al., 2019). 

 Uma outra alternativa que vem sendo estudada para a potencialização da 

atividade antifúngica é a utilização de filmes poliméricos bioadesivos em formulações, 

tais como a quitosana (LARA et al., 2018). 

4.7.1.Quitosana 

 

A quitosana, Figura 17, é um biopolímero com massa molar média geralmente 

maior do que 105 Daltons. O grau de desacetilação, distribuição de massa molar e 

conteúdo de impurezas dependem das fontes naturais de matéria-prima e dos 

métodos de preparação. A quitosana é obtida pela reação de desacetilação da quitina 

em meio alcalino (AZEVEDO et al., 2007). A quitina é um polímero natural extraído de 

exoesqueleto de crustáceos e insetos, composto por unidades monoméricas de N-

acetil-D-glucosamina unidas por ligação β-(1;4). Seu grau de desacetilação varia de 

60 a 90% e peso molecular de 50 a 2000 KDa, dependendo da sua origem biológica 

e do método de processamento (MÁRMOL et al., 2011). A solubilidade da quitosana 

depende do grau de desacetilação, da distribuição média dos grupos acetil ao longo 

da cadeia principal e do seu peso molecular (AZEVEDO et al., 2007; TAVARIA et al., 

2013) e isso afeta diretamente as aplicações a que podem estar sujeita (TAVARIA et 

al., 2013). 
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Na indústria de alimentos são utilizadas com diversas finalidades, remoção de 

partículas coloidas em águas residuais (YANG, 2016), como adsorvente e 

antioxidante na fabricação de vinhos (LARANJEIRA; DE FÁVERE, 2009; R. BARÓN, 

M. MAYÉN, 1998), como revestimento na superfície de frutas e vegetais para 

prolongamento da vida útil dos mesmos, na preservação de alimentos e impedindo a 

proliferação de microrganismos (AZEVEDO et al., 2007; LARANJEIRA; DE FÁVERE, 

2009). Um estudo in vitro verificou que a adição de filmes formados pela associação 

de quitosana e o óleo essencial de Origanum vulgare L. ou de Cinnamomum spp. na 

concentração de 1000 µg/mL inibiram completamente o crescimento do Botrytis spp. 

e Penicillium spp. nos frutos de Punica granatum L., romã (MUNHUWEYI et al., 2017). 

A associação de quitosana 5000 µg/mL e 0,3, 0,6 ou 1,25mL/mL de Mentha piperita 

L. foi eficiente para controlar completamente o crescimento micelial de cinco espécies 

diferentes de Colletotrichum spp. agentes causadores de antracnose em Mangifera 

indica L, manga  (LIMA OLIVEIRA et al., 2018). 

 

 

Figura 17: Estrutura química da quitosana (LARANJEIRA; DE FÁVERE, 2009). 

 

A quitosana de alto e médio peso molecular apresenta adsorção aumentada 

nas paredes celulares, levando à cobertura das paredes celulares e o 

enfraquecimento da membrana, interrupção e vazamento celular. (GARCIA et al., 

2018; LIMA OLIVEIRA et al., 2018). Por outro lado, a quitosana de baixo peso 

molecular pode penetrar nas células vivas, levando à inibição de várias enzimas e à 

interrupção da síntese de proteínas, fazendo interface com a síntese de mRNA 

(GARCIA et al., 2018). A quitosana também pode inibir o crescimento microbiano pela 

quelação de nutrientes e metais essenciais como cobre e ferro. Os íons metálicos que 

se combinam com as moléculas da parede celular do microrganismo são 

fundamentais para a estabilidade da parede celular (YUAN et al., 2016). 
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Nos últimos anos houve um crescente interesse na utilização da quitosana e 

seus oligômeros como materiais bioativos devido a sua biocompatibilidade (GANAN 

et al., 2019; LARANJEIRA; DE FÁVERE, 2009; YADAV et al., 2017). No campo 

biomédico é utilizada tanto na regeneração de tecidos, como agente facilitador na 

administração de medicamentos e na indústria farmacêutica em nano formulações 

(DOS SANTOS et al., 2020; KEYKHOSRAVY et al., 2020; SHOKRI et al., 2020). 

Na odontologia, vem sendo estudada como uma alternativa nas formulações 

destinadas a mucosa oral, devido a sua característica mucoadesiva. Kloster e 

colaboradores (2018) avaliaram o efeito antimicrobiano in vitro de uma membrana 

bioadesiva à base de quitosana com clorexidina para o tratamento local de infecções 

nos tecidos orais. Os autores verificaram que a associação de clorexidina e quitosana 

em membranas com concentrações acima de 2% de clorexidina foi eficaz frente a C. 

albicans e S. mutans (KLOSTER et al., 2018). 

Garcia e colaboradores (2018) verificaram em seu estudo que a adição de 

quitosana ocasionou uma diminuição de 70% no crescimento fúngico e na capacidade 

de formação de biofilme por C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis (GARCIA et al., 

2018). Em outro estudo foi evidenciado que nanopartículas de quitosanas diminuem 

a formação do biofilme de Candida spp. na superfície de resina acrílica da base de 

próteses dentárias. O percetual de inibição das nanopartículas de quitosana em C. 

albicans foram proporcionais à sua concentração, independentemente do tempo de 

exposição, sendo capazes de inibir até 50% da adesão, 75% na formação de biofilme 

e 75% no biofilme maduro (GONDIM et al., 2018). 

Ganan e colaboradores (2019) observaram efeitos sinérgicos entre quitosana 

e fluconazol mais pronunciados que entre quitosana e anfotericina B quando testados 

em C. albicans e C. guillermondii. A associação de quitosana a outros agentes 

antifúngicos pode abrir novas perspectivas terapêuticas para o tratamento da 

candidíase, conforme já foi comprovado pelo nosso grupo de pesquisa, em 

formulações tópicas para o tratamento da candidíase vaginal (DOS SANTOS et al., 

2020). Os efeitos sinérgicos podem ser usados para reduzir as doses necessárias de 

antifúngicos e/ou para melhorar a eficácia dos agentes terapêuticos disponíveis 

atualmente (GANAN et al., 2019). 
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                                                                                                       5. MANUSCRITO I: 

Prevalence and susceptibility profile of Candida spp. in dental prosthesis users  
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Entre as páginas 64 e 80 encontra-se o manuscrito I intitulado Prevalence and 

suscetibility profile of Candida spp in dental prosthesis users aborda a prevalência de 

Candida spp em pacientes do Hospital de Odontologia da UFRGS com e sem prótese 

dentárias e o perfil de suscetibilidade destes isolados clínicos frente aos antifúngicos 

fluconazol, cetoconazol, itraconazol e nistatina. O mesmo foi suprimido por estar 

submetido a revista científica. 
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                                                                                                 6. MANUSCRITO II:  

Adhesion and biofilm formation capacity of Candida spp. clinical isolates from dental 

prosthesis users  
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Entre as páginas 82 e 94 encontra-se o manucrito II, Adhesion and biofilm 

formation capacity of Candida spp. clinical isolates from dental prosthesis users, avalia 

a capacidade de adesão e formação de biofilme de isolados clínicos de Candida spp 

provenientes de pacientes do Hospital de Odontologia da UFRGS com e sem prótese 

dentária. O mesmo foi supremido pois será submetido a revista científica.  
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                                                                                                      7. MANUCRITO III:  

Atividade antifúngica de óleos essenciais frente a Candida spp. 
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O manuscrito III intitulado Atividade antifúngica de óleos essenciais frente a 

Candida spp. aborda a atividade antifúngica dos óleos essenciais de Pelargonium 

graveolens L'Her (gerânio; Geranaceae), Cinnamomum cassia L. (canela; Lauraceae), 

Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry (cravo; Myrtaceae) and Myristica fragrans 

Houtt (noz moscada; Myristicaceae) frente a isolados clínicos de Candida spp 

provenientes da mucosa oral de pacientes do Hospital de Odontologia da UFRGS e 

foi publicado na revista Brazilian Journal of Health Review. Vol. 3, n. 1 p. 100-113 
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RESUMO 

A candidíase é uma micose oportunista causada por leveduras do gênero Candida, 

que fazem parte da microbiota humana. Vários fatores podem predispor ao 

desenvolvimento de candidíase oral, como xerostomia, imunossupressão e uso de 

próteses dentárias. Os principais fatores epidemiológicos da candidíase dependem da 

predisposição do hospedeiro, carga parasitária e virulência fúngica. Em geral, o 

tratamento da candidíase oral utiliza a nistatina como primeira escolha. Quando este 

medicamento não é efetivo, pode-se empregar o fluconazol e o itraconazol. No 

entanto, nas últimas décadas, houve um grande aumento da resistência aos agentes 

antifúngicos utilizados na prática terapêutica. Isso justifica a necessidade de 

prospecção de novos agentes antifúngicos. Dessa forma, os óleos essenciais de 

plantas representam uma importante fonte renovável com potencial contra cepas 

resistentes. Este estudo tem como objetivo avaliar a atividade antifúngica dos óleos 

essenciais de Pelargonium graveolens L'Her (gerânio; Geranaceae), Cinnamomum 

cassia L. (canela; Lauraceae), Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry (cravo; 

Myrtaceae) and Myristica fragrans Houtt (noz moscada; Myristicaceae) sobre Candida 

spp., através do método de microdiluição em caldo de acordo com o protocolo M-27 

A2 recomendado pelo Comitê Nacional de Padrões de Laboratório Clínico (Aprovação 

no comitê de ética n. 2.236.863, CEP-UFRGS).  

  

Palavras-chave: Candida, essential oil, suscetibilidade, antifúngicos 

 

ABCTRACT 

Candidiasis is an opportunistic mycosis caused by yeasts of the Candida genus, which 
is part of the human microbiota. Several factors may predispose the development of 
oral candidiasis, such as xerostomia, immunosuppression, and the use of dental 
prostheses. The mainly epidemiology factors of candidiasis depends on the 
predisposition of the host, parasitic loading and fungal virulence. In general, the 
treatment of oral candidiasis uses nystatin as the first choice. When this medicine is 
not efective, the use of fluconazole and itraconazole can be employed. However, in 
recent decades, there has been a great increase in resistance to the antifungal agents 
used in therapeutic practice. This justifies the necessity of prospecting for new 
antifungal agents. In this way, essential oils from plants represent an important 
renewable source with potential against resistant strains. This study aims to evaluate 
the antifungal activity of essential oils obtained from Pelargonium graveolens L'Her 
(v.n. geranium; Geranaceae), Cinnamomum cassia L. (v.n. cinnamon; Lauraceae), 
Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry (v.n. clove; Myrtaceae) and Myristica 
fragrans Houtt (v.n. nutmeg; Myristicaceae) against strains of Candida spp., by the 
broth microdilution assay according to the methodology M-27 A3 recommended by the 
National Committee for Clinical Laboratory Standards (Ethical approval 2.236.863, 
CEP-UFRGS).  

  

Key words: Candida, essential oil, suscetibilility, antifungal.  

 1 INTRODUÇÃO  
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A candidíase é uma micose oportunista causada por espécies do gênero 

Candida. Essas leveduras fazem parte da flora normal da cavidade oral, trato 

gastrointestinal e urinário de indivíduos sadios (GARCIA-CUESTA; SARRION-

PEREZ; BAGAN, 2014; HANI et al., 2015).  

A microbiota oral é composta por uma grande variedade de microrganismos 

como as leveduras do gênero Candida, os quais sobrevivem em condições de 

simbiose, que na maioria das vezes são comensais, não causando prejuízos ao 

organismo do hospedeiro (GERMANO et al., 2018). C. albicans é a espécie mais 

prevalente seguida de C. tropicalis, C. guilhermondii, C. glabrata e C parapslosis 

(MARCO-ARIAS et al., 2009), C. stellatoidea, C. krusei, C. kefyr, e C. dubliniensis 

(FARAH; LYNCH; MCCULLOUGH, 2010). Múltiplas apresentações clínicas de 

candidíase, podem ocorrer sendo estas ser causadas por uma espécie isoladamente 

ou em infecção mista (FARAH; LYNCH; MCCULLOUGH, 2010; REINHARDT et al., 

2019). As manifestações clínicas podem ocorrem desde formas superficiais e mais 

leves como a candidíase esofágica ou orofaríngea até as infecções graves, como a 

candidemiaa (COLOMBO; GUIMARÃES, 2003).   

O isolamento de Candida spp. da cavidade oral não implica necessariamente 

em quadro de infecção (SAMARANAYAKE; SAMARANAYAKE, 2001; LEITE; PIVA; 

MARTINS FILHO, 2015). Sua prevalência  assintomática em pessoas saudáveis varia 

de 3 a 48% (SCULLY; EI-KABIR; SAMARANAYAKE, 1994; ABU-ELTEEN; HAMAD; 

SALAH, 2006), sendo mais alto em crianças 20 a 45% (KADIR; UYGUN; AKYÜZ, 

2005; SILVA et al., 2015) e 50-75% em usuários de próteses dentárias (DARWAZEH; 

AL-REFAI; ALMOJAIWEL, 2001; MARCOS-ARIAS et al., 2009).    

Para o tratamento da candidíase oral podem ser utilizados antifúngicos tópicos 

ou sistêmicos, em diferentes formas farmacêuticas. O Guideline for the Management 

of Candidiasis (2016) preconiza nistatina tópica como tratamento de primeira escolha 

para candidíase oral. Outros antifúngicos, como fluconazol e itraconazol podem ser 

indicados quando o tratamento tópico foi ineficiente (GARCIA-CUESTA; SARRION-

PEREZ; BAGAN, 2014; MIRANDA-CADENA et al., 2018). Em casos severos de 

candidíase orofaríngea faz-se o uso de voriconazol, anfotericina B ou as 
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equinocandinas - caspofungina, micafungina e anidulafungina (PAPPAS et al., 2016). 

A maioria das espécies de Candida spp. tem apresentado boa susceptibilidade frente 

aos antifúngicos azólicos, no entanto a C. glabrata tem sido menos susceptível e a C. 

krusei apresentando resistência intrínseca ao fluconazol (KATHIRAVAN et al., 2012; 

MIRANDA-CADENA et al., 2018). Existem relatos também de casos de resistência da 

C. albicans frente a anfotericina B e nistatina (MONTEIRO et al., 2019), fluconazol 

(CHANDRA et al., 2001), itraconazol (GOULART et al., 2018) e cetoconazol (YUMI et 

al., 2004).  glicerol à -18 °C. Para a reativação das cepas, foram inoculados 10 μL da 

cultura Com o aumento dos casos de resistência antifúngica, surge a necessidade 

constante de prospecção de novos agentes terapêuticos (PFALLER, 2012), já que o 

ritmo de desenvolvimento de medicamentos antifúngicos não acompanha o ritmo das 

necessidades clínicas, especialmente no que tange ao desenvolvimento da resistência 

fúngica (LEE; LEE, 2018). Nesse sentido, as plantas medicinais representam uma 

importante fonte para a busca de outros agentes terapêuticos com potencial renovável 

frente a cepas resistentes (SCORZONI et al., 2016). Nesse sentido, o estudo da 

atividade antifúngica de óleos essenciais tem apresentado resultados promissores.   

Face ao exposto, este estudo tem como objetivo avaliar a atividade antifúngica 

dos óleos essenciais (OEs) de Pelargonium graveolens L'Her (gerânio; Geranaceae, 

OEGe), Cinnamomum cassia L. (canela; Lauraceae; OECa), Syzygium aromaticum L. 

Merr. & L.M. Perry (cravo; Myrtaceae; OECr) e Myristica fragrans Houtt (noz moscada; 

Myristicaceae; OENz) frente a Candida albicans, Candida glabrata, Candida lusitaniae 

e Candida tropicalis.  

  

2 MATERIAL E MÉTODOS  

2.1 MICRORGANISMOS, MANUTENÇÃO E PREPARAÇÃO DO INÓCULO  

Os microrganismos utilizados neste estudo são isolados clínicos de Candida 

albicans, Candida glabrata, Candida lusitaniae e Candida tropicalis de pacientes 

usuários de próteses dentárias (Aprovação no comitê de ética n. 2.236.863, CEP-

UFRGS) cedidos pelo Laboratório Biomicolab (Laboratório de Micologia da 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul).  Foram escolhidos isolados de Candida 

albicans, Candida glabrata, Candida lusitaniae e Candida tropicalis sensíveis e 
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resistentes ao fluconazol. As culturas estoque foram mantidas em meio de 

congelamento Caldo Tripticaseina de Soja (TSB; Himedia®) acrescido de 10% de 

estoque em tubos contendo Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol (Kasvi®) e 

incubados a 30 °C por 48 h. Os óleos essenciais empregados foram obtidos de 

amostras comerciais e através de destilação por arraste de vapor segundo 

metodologia preconizada pela Farmacopéia Brasileira 4ed. (2009), listados na tabela 

1.  

Tabela 1: Constituintes químicos dos óleos essenciais.  

OEs  Rendimento  Constituintes 

majoritários  

Hidrodestilação  

Cravo  6-14%  Eugenol  botões florais secos  

Canela  1 %  trans-cinamaldeido  casca   

Gerânio   1 a 1,3 %  geraniol linalol citronelol  partes aéreas  

Noz moscada  1,6 a 2,7 %  sabineno, terpin-4-ol,  

miristicina, elimicina e 

limoneno  

sementes  

 

 

Fonte: FARMACOPÉIA BRASILEIRA 4ed. (2009); BLANK et al., 2012; SWEETMAN, 

2011; VORIS et al., 2017.  

  

2.2 SUSCEPTIBILIDADE AOS ÓLEOS  

 A atividade antifúngica dos óleos foi avaliada pela determinação da Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) do óleo essencial Pelargonium graveolens L’Her, 

Cinnamomum cassia L. Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry, e Myristica 

fragrans Houtt frente as leveduras do gênero Candida spp. pelo método de 

microdiluição em caldo conforme recomendações do Clinical and Laboratory 

Standards Institute - CLSI (CLSI, 2002; 2007). Os óleos foram dissolvidos em dimetil 

sulfóxido - DMSO (Nuclear®). Os intervalos utilizados para os óleos essenciais 

utilizados foram de 1000 a 0,488 µ/ml (MAGIATIS et al., 1999) e de 64 - 0,12 µg/m 

104   



   

Brazilian Journal of health Review  

  

 

104 
 

para o fluconazol (Polydrug Laboratorie Private Limited/India).   A Cultura de Candida 

(103 UFC/mL) em RPMI 1640 (Sigma Aldrich®) foram adicionados aos poços de 

microplaca para detectar a ação do óleo. As microplacas foram incubadas a 30ºC e 

inspecionadas após 24 e 48h para verificação visual do crescimento (CLSI, 2002; 

2007; OLIVEIRA et al., 2016). O experimento foi realizado com três repetições. A CIM 

foi considerada a menor concentração de óleo capaz de inibir completamente o 

crescimento microbiano visível a olho nu. Para avaliação dos resultados foram 

utilizados os pontos de corte fluconazol: sensíveis (S) ≤ 8 µg/mL, sensíveis dose-

dependente (SDD) 16-32 µg/mL, resistentes (R)  > 64 µg/mL e para os óleos 

essenciais foi utilizada a definição proposta por Duarte e colaboradores (2005) que 

considera a atividade antifúngica como forte quando MIC abaixo de 500 μg/m, 

moderada MIC compreendidos entre 510 e 1000  μg/ml e fraca MIC acima de 1100 

 μg/ml (DUARTE et al., 2005).   

  

2.3 CURVA DE SOBREVIVÊNCIA  

O ensaio da curva de morte de C. glabrata, C. albicans, C. lusitaniae e C. 

tropicalis foi realizado como descrito anteriormente (KLEPSER et al., 1998). Uma 

alíquota de 100 microlitros de um inóculo inicial 104 UFC/ mL foi adicionada a placa 

de 96 poços e posteriormente acrescentado 100 µL de cada óleo essencial nas 

concentrações de 0,5 e 1 CIM.  

As amostras foram incubadas a 30°C por 24h. Foi verificado o número de unidades 

formadoras de colônia (UFC) nos tempos 0, 6, 12 e 24 h através de diluição seriada. 

As experiências foram realizadas em triplicata. O limite mínimo de detecção deste 

método é de 100 UFC/ ml (KLEPSER et al., 1997). Após o período de incubação, o 

número de células viáveis foi contado e expresso em log de UFC / ml.. Os gráficos da 

curvas de sobrevivência foram construídos com o auxílio do software Prisma 

(GRAPHPAD SOFTWARE, 2007). A atividade fungicida é considerada quando 

verficada uma redução mínima de crescimento de 99,9% do inóculo inicial em 24 h 

(diminuição do número de UFC/ml maior ou igual a 3 log 10 UFC/ml). (KLEPSER et 

al., 1997). Sendo assim a atividade fungistática foi considerada quando constatada 
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uma redução no crescimento menor que 99,9% ou <3 log10 em UFC/ ml a partir do 

inóculo inicial em 24h de incubação a 30°C.  

  

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO   

Os óleos essenciais são considerados fontes promissoras para a prospecção 

de novos agentes terapêuticos frente a cepas resistentes. A atividade antifúngica dos 

óleos essenciais de cravo, canela, gerânio e noz moscada tem sido objeto de vários 

estudos (DIAS et al., 2018;  

DŽAMIĆ et al., 2014; KERPEL DOS SANTOS, 2018; MAHBOUBI; MAHDIZADEH; 

HEIDARYTABAR, 2018), estes óleos apresentam grande importância econômica, 

sendo utilizados na indústria de alimentos e na área de cosméticos.  

Os resultados referentes à CIM dos óleos essenciais estão dispostos na tabela 

2.   

Observou-se que todas as cepas avaliadas foram sensíveis aos óleos de 

Cinnamomum cassia L. (canela; Lauraceae; OECa) de Syzygium aromaticum L. Merr. 

& L.M. Perry (cravo; Myrtaceae; OECr) Pelargonium graveolens L'Her (gerânio; 

Geranaceae, OEGe) e Myristica fragrans Houtt (noz moscada; Myristicaceae; OENz), 

apresentando forte (CIM ≤ 500 µg/ml) ou moderada atividade antifúngica (CIM ≤ 1000 

µg/ml). Os melhores resultados foram obtidos com os óleos de cravo e canela com 

CIM de 250 a 15,62 µg/ml para cravo e 500 a 15,62 µg/ml para canela frente as cepas 

avaliadas. Os óleos de gerânio e noz moscada apresentaram forte atividade 

antifúngica para 10 dos isolados clínicos estudados e moderada atividade antifúngica 

frente a um isolado de C.glabrata. 
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Tabela 2: Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos óleos essenciais (OEs) de 

OECa, OECr OEGe e OENz) 

 
Para o fluconazol é interpretado como sensíveis (S) ≤ 8 µg/mL, sensíveis 

dosedependente (SDD) 16-32 µg/mL, resistentes (R) > 64 µg/mL (CLSI, 2007).  Como 

atividade antifúngica forte quando CIM abaixo de 500 μg/m, moderada CIM 

compreendidos entre 510 e 1000  μg/ml e fraca CIM acima de 1100  μg/ml (DUARTE 

et al., 2005).   

Nos ensaios para determinação de curva de sobrevivência estão apresentados 

os valores de log de UFC/ mL em função do tempo (Figura 1). A análise destes dados 

para C.albicans, C,glabrata, C.tropicalis e C.lusitaniae demonstrou efeito fungicida nas 

concentrações de 0,5 CIM e CIM, após 6 h, de acordo com os critérios estabelecidos 

por Klepser e colaboradores (1997), diminuição na concentração de UFC, expressa 

em log10 UFC/mL é ≥ 3. (Figura 1).  

 

      

A) 

  

C)     
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Figura 1: Curva de sobrevivência A) C. albicans M39; B) C. tropicalis M45; C) C. 

glabrata M40; e D) C. lusitaniae M08 para o óleo de cravo, canela, gerânio e noz 

moscada nas concentrações de CIM e 1/2 CIM.  

  

A atividade antifúngica do óleo essencial de gerânio foi avaliado frente a cepas 

de C. albicans apresentando um CIM de 250 µg/ml  (DŽAMIĆ et al., 2014), e frente 

Candida spp. em pesquisa desenvolvida por Essid e colaboradores (2017) obtendo 

resultados de CIM entre 500 e 250 µg/ml para 10 dos 11 isolados estudados 

(C.albicans, C.tropicalis, C.glabrata e C.riferii) e um CIM de 1000 CIM µg/ml  para uma 

cepa de C. albicans. e CIM de 256 a 128 µg/ml em estudos prévios pelo nosso grupo 

de pesquisa onde foram analisados óleos provenientes de diferentes regiões frente a 

Candida spp. (KERPEL DOS SANTOS, 2018), que corroboram com os resultados 

obtidos neste estudo, onde obtivemos a CIM entre 500 a 125 µg/ml frente a C. 

albicans. O óleo de gerânio obtido através de hidrodestilação das partes aéreas da 

planta apresenta um rendimento de 1 a 1,3 % (BLANK et al., 2012) e seus principais 

constituintes são o geraniol, citronelol e linalol (MAHBOUBI; MAHDIZADEH; 

HEIDARYTABAR, 2018; MOUTAOUAFIQ et al., 2019). Estudos recentes atribuem a 

sua atividade antifúngica ao geraniol, citronelol (MAHBOUBI; MAHDIZADEH; 

HEIDARYTABAR, 2018) e linalol (DIAS et al., 2018).   

O óleo de cravo já apresentou atividade antifúngica frente a Candida spp., 

Aspergilus spp. e espécies de dermatófitos (PINTO et al., 2009). Quando testado 

frente a C. albicans apresentou CIM de 93 a 77 µg/ml (PINTO et al., 2009). Em nosso 

estudo obtivemos valores de CIM de 250 a 31,25  µg/ml para C. albicans e valores de  

250 a 15,62 µg/ml para as outras espécies avaliadas (não-albicans). O óleo volátil 

obtido por hidrodestilação, a partir de botões florais secos é constituído 

B)   

  

D)   
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majoritariamente de eugenol, em torno de 85% (FARMACOPÉIA, 2010), um estudo 

anterior constatou a ação antifúngica deste com valores de CIM  entre  67 a 19 µg/ml 

para o eugenol, o que condiz com os valores de CIM do óleo quando verificado sua 

constituição química  (PINTO et al., 2009).  

 A atividade antifúngica do óleo essencial de C. cassia (canela) frente a C. 

albicans ATCC 90029 obteve valores de CIM de 500 µg/ml /mL (GIORDANI et al., 

2006), e em outro estudo quando avaliado frente a C. albicans, C. tropicalis, C. 

glabrata e C. krusei apresentou CIM de 138, 225, 450 e 110 µg/ml respectivamente 

(OOI et al., 2006), e CIM de 62,5 µg/ml frente a C. glabrata resistente ao fluconazol 

(ALMEIDA et al., 2017). Estes dados corroboram com nossos resultados onde 

obtivemos valores de CIM de 500 a 31,25 µg/ml para C.albicans, de 125 a 15,62 µg/ml 

para C.tropicalis e de 500 a 62,5 µg/ml para C.glabrata, onde verificouse forte 

atividade antifúngica para todas as espécies pesquisadas estando de acordo com 

Duarte e colaboradores (2005), onde a CIM deve ser considera abaixo de 500 μg/ml. 

O óleo essencial de Cinammomum. cassia L pode ser extraído de folhas ou ramos 

jovens e é constituído predominantemente por trans-cinamaldeído e possui um 

rendimento mínimo de 1% (FARMACOPÉIA, 2010).  

O óleo essencial de noz moscada proveniente das Ilhas de Andamão quando 

testado frente a C. albicans não demonstrou atividade pelo método de Kirk Bauer 

(PAL. MAHESH. et al., 2011). Estes dados diferem dos nossos resultados onde 

verificamos forte atividade antifúngica. Isso pode ser explicado pelos diferentes níveis 

de miristicina e elimicina nos dois óleos. Esta composição química divergente poderia 

ser resultado de vários parâmetros como estágio de desenvolvimento da planta, 

origem geográfica, condições de armazenamento, temperatura, nutrição 

(CHATZOPOULOU; KATSIOTIS, 1995).   

 A análise destes dados para C.albicans, C,glabrata, C.tropicalis e C.lusitaniae 

mostrou efeito fungicida nas concentrações de ½ CIM e CIM, após 6 h, de acordo com 

os critérios estabelecidos por Klepser e colaboradores (1997), diminuição na 

concentração de UFC, expressa em log10 UFC/mL é ≥ 3. (Figura 1). Observou-se 

também um aumento do número UFC/ml na C. tropica  
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O mecanismo de ação dos óleos essenciais tem sido investigado em vários 

estudos (ESSID et al., 2017; MIRON et al., 2014; NAZZARO et al., 2017). A natureza 

lipofílica dos componentes terpenóides pode provocar rupturas nas membranas das 

células fúngicas levando à morte das mesmas (NAZZARO et al., 2017); a ligação dos 

monoterpenos ao ergosterol ocasionando a desestabilização das membranas 

celulares dos fungos (MIRON et al., 2014), pela inibição da biossíntese do ergosterol 

(ESSID et al., 2017); bloqueando o crescimento de leveduras como Candida albicans, 

através da inibição do seu crescimento na fase S do ciclo celular, atuando na via de 

sinalização da morfogênese das pseudohifas ou impedindo  a formação de biofilmes 

resistentes aos fármacos utilizados no tratamento de infecções causadas por espécies 

de Candida spp. (AGARWAL; LAL; PRUTHI, 2008).  

 Os OEs analisados possuem rendimentos de extração de 1 a 14%, sendo portanto 

um recurso viável e renovável. Diante do exposto, os óleos essenciais de cravo, 

canela, gerânio e noz moscada apresentaram efeitos positivos frente a inibição do 

crescimento de C.albicans, C.glabrata, C.tropicalis e C.lusitaniae, constituindo uma 

alternativa para o desenvolvimento de novos agentes antifúngicos no tratamento da 

candidíase. Entretanto, outros estudos devem ser realizados como toxicidade, 

desenvolvimento de formulações, determinação de concentrações ideais, cinética de 

crescimento, interações farmacológicas, antes que possam serem aplicados na clínica 

odontológica.  

 CONCLUSÃO  

 

Os óleos essencias estudados apresentaram promisora atividade antifúngica 

frente aos isolados clínicos de Candida spp sensíveis e resistentes ao fluconazol.   
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                                                                                                   8. MANUSCRITO IV:  

Antibiofilm activity of the essential oil of Pelargonium graveolens L'Her, 

Cinnamomum cassia L., Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry and Myristica 

fragrans Houtt in clinical isolates of Candida spp.  
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Entre as páginas 114 e 134 encontra-se o manuscrito IV intitulado Antibiofilm 

activity of the essential oil of Pelargonium graveolens L'Her, Cinnamomum cassia L., 

Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry and Myristica fragrans Houtt in clinical 

isolates of Candida spp. avalia a atividade antibiofilme dos essenciais de Pelargonium 

graveolens L'Her (gerânio; Geranaceae), Cinnamomum cassia L. (canela; Lauraceae), 

Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. Perry (cravo; Myrtaceae) and Myristica fragrans 

Houtt (noz moscada; Myristicaceae) frente a isolados clínicos de Candida spp 

provenientes da mucosa oral de pacientes do Hospital de Odontologia da UFRGS. O 

mesmo foi suprimido pois será submetido a revista científica.. 
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                                                                                                     9. MANUSCRITO V: 

Fingerprint-MS of clinical isolates of Candida by MALDI-TOF MS   
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Entre as páginas 136 e 146 encontra-se o manuscrito V, Fingerprint-MS of 

clinical isolates of Candida by MALDI-TOF MS. avalia o perfil da impressão digital- MS de 

isolados clínicos de Candida spp provenientes da mucosa oral de pacientes do 

Hospital de Odontologia da UFRGS identificados por MALDI-TOF. O mesmo foi suprimido 

pois será submetido a revista científica. 
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 A cavidade oral possui um ecossistema muito complexo abrigando diferentes 

microrganismos, os quais permanecem em comunidades simbióticas com o 

hospedeiro, mas também são capazes de desenvolverem uma série de doenças em 

determinadas situações (FRÉDÉRIC, MICHEL, SELENA, 2018; TAKAHASHI, 2005). 

A Candida é o fungo comensal mais freqüente na cavidade oral, e é reconhecida por 

ser a principal causa de candidíase oral. Em uma mucosa oral saudável a frequência 

das espécies de Candida varia entre 60 e 70%, e normalmente não desencadeiam 

processos patológicos (PAIXÃO DA SILVA et al., 2015). 

No manuscrito I, a prevalência de Candida spp. foi menor que a encontrada na 

maioria dos dados da literatura (BIANCHI et al., 2016; PAIXÃO DA SILVA et al., 2015), 

35 (58,33%) no grupo de usuários de prótese dentária removível e 20 (33,33%) no 

grupo controle, entretanto se assemelha ao estudo de Al-Shamahy (2018) que avaliou 

200 pacientes saudáveis do Hospital de Odontologia do Yemem e observou uma 

prevalência de 61,50% em pacientes usuários de prótese dentária e 33,60% no grupo 

controle. Esse achado pode ser ocasionado devido à natureza do grupo amostral do 

presente estudo. Os pacientes do estudo atendidos pelas disciplinas de Clínica 

Odontológica realizam a manutenção de suas próteses ou fazem a substituição da 

mesma, com isso são atendidos uma vez por semana e recebem a revisão constante. 

 Outros estudos semelhantes ao manuscrito I, incluem o de Paixão da Silva e 

colaboradores (2015) que avaliaram pacientes usuários de prótese dentária em Cruz 

das Almas, Bahia, Brasil e observaram uma frequência de 77,27% de Candida spp. 

em usuários de próteses dentárias e 29,72% no grupo controle (PAIXÃO DA SILVA et 

al., 2015). Bianchi e colaboradores (2016) avaliaram 91 idosos do Centro de Idosos 

Padre Firmo Pinto Duarte Filho, fundação filantrópica Abrigo do Bom Jesus de Cuiabá 

e em instituições privadas, Clínica de Odontologia da Faculdade de Odontologia da 

Universidade de Cuiabá (UNIC) e Clínica Três Américas Ltda encontrando uma 

prevalência de Candida spp. de 83,30% em pacientes usuários de próteses dentárias 

e 53,50% no grupo controle. Entre os pacientes com manifestações clínicas de 

candidíase oral 83,30% pertenciam ao grupo que usava próteses dentárias 

removíveis, enquanto apenas 16,70% pertenciam ao grupo controle (BIANCHI et al., 

2016).  

Alguns estudos relacionam a presença de Candida spp. na cavidade oral com 

o uso prolongado de antibióticos de largo espectro, corticosteroides e psicotrópicos, 
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neoplasias malignas (PAIXÃO DA SILVA et al., 2015), deficiência nutricional, anemia 

(PAILLAUD et al., 2004), presença de diabetes mellitus (BENITO-CRUZ et al., 2016; 

PAIXÃO DA SILVA et al., 2015), síndrome da imunodeficiência adquirida (BRITO et 

al., 2011; BYADARAHALLY RAJU, RAJAPPA, 2011; WINGETER et al., 2007), 

consumo de álcool, tabagismo (PAIXÃO DA SILVA et al., 2015), gênero, idade acima 

de 60 anos, baixa escolaridade (LYON et al., 2006) e uso de prótese dentária (AL-

SHAMAHY, 2018; BIANCHI et al., 2016; LYON et al., 2006; PAIXÃO DA SILVA et al., 

2015; STRAMANDINOLI et al., 2010). No presente estudo foi observado uma 

correlação entre diabetes, uso de prótese dentária e idade acima de 60 anos, 

corroborando com os dados encontrados na literatura. 

A prevalência de Candida spp. no paciente diabético com bom controle 

glicêmico não difere dos demais indivíduos. No entanto, o estresse pode 

descompensar os níveis glicêmicos do paciente temporariamente, ocorrendo uma 

diminuição da resposta à infecção fúngica (PETROVIC et al., 2019; PRADO; 

VACCAREZZA, 2013). Essa maior propensão é decorrente da hiperglicemia e da 

cetoacidose que altera a fagocitose dos macrófagos e a quimiotaxia dos neutrófilos 

(PRADO; VACCAREZZA, 2013). A hipossalivação, verificada em 30% dos pacientes 

diabéticos pode causar úlceras, fissuras na língua e dificuldade de retenção das 

próteses. Essas lesões podem predispor a infecções (MARTINEZ et al., 2013b; 

VERNILLO, 2003). No descontrole metabólico ocorre um agravamento da 

hipossalivação devido ao aumento dos gradientes osmóticos nos vasos sanguíneos 

causados pela hiperglicemia, inibindo a secreção de saliva (PRADO; VACCAREZZA, 

2013). 

A maior prevalência de candidíase oral em pacientes idosos está relacionada a 

diminuição das defesas imunológicas, utilização de medicamentos de uso contínuo e 

uso de próteses dentárias (THIYAHUDDIN et al., 2019). Medicamentos 

hipoglicemiantes, antidepressivos, antitireoidianos que podem inibir a secreção de 

saliva (CASTRO-SILVA et al., 2017; THIYAHUDDIN et al., 2019). A inalação de 

corticóides na asma e doença pulmonar obstrutiva pode ocosionar a imunossupressão 

nas vias aéreas respiratórias superiores causada pela deposição de partículas do 

fármaco na orofaringe (CHENG et al., 2017).  

O mecanismo pelo qual o tabagismo favorece a colonização de Candida spp. 

não está bem estabelecido, sugere-se que a menor taxa de fluxo salivar em fumantes 
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acrescidos de um ambiente ácido pode favorecer a colonização e o crescimento de 

Candida spp. associado a diminuição da imunoglobulina salivar (IgA) com depressão 

da função dos neutrófilos (VILA et al., 2020). Considerando um aumento da incidência 

de hipofunção salivar com o aumento da idade populacional e o uso de medicamentos 

como hipoglicemiantes, antidepressivos, antitireoidianos (CASTRO-SILVA et al., 

2017), utilizado por 33% da população avaliada neste estudo, a característica da 

população avaliada pode ter mascarado a correlação entre usuários de prótese 

dentária e o tabagismo, 

A maior colonização das superfícies das próteses em comparação com a 

mucosa também foi encontrada em estudos anteriores (BARBOSA; SOUZA; ANJOS, 

2001; LEITE; PIVA; MARTINS FILHO, 2015), destacando a importância da 

higienização da prótese dentária como parte efetiva no tratamento da candidíase 

nestes pacientes. No presente estudo no grupo dos usuários de prótese dentária o 

material proveniente da coleta na mucosa palatina gerou 39 isolados de Candida spp. 

e no material proveniente das próteses, 50 isolados. No grupo controle foram 21 

isolados.  

Avaliando as características das próteses, o presente estudo verificou 

correlação entre a colonização de Candida spp. e o tempo de uso da prótese dentária, 

a qual foi maior nos pacientes com o uso acima de dez anos e também a utilização de 

duas próteses dentárias com prótese parcial na arcada dentária superior. Estudos 

semelhantes como o de Lira e Torres (2018) avaliaram 240 participantes usuários de 

próteses dentárias e verificaram correlação entre candidíase e a utilização de próteses 

inadequadas ou mal adaptadas, o uso das mesmas por mais de 10 anos e a utilização 

de próteses em ambos os arcos (DE LIRA; TORRES, 2018). Stramandinoli e 

colaboradores (2010) com 160 pacientes internados em dois hospitais universitários 

da Pontifícia Universidade Católica do Paraná em Curitiba verificou relação 

significante com a presença de candidíase bucal com o tempo de uso da prótese e o 

uso contínuo da mesma (STRAMANDINOLI et al., 2010). Dessa forma, os dados 

encontrados no presente estudo são consistentes com os encontrados na literatura. 

Neste estudo verficou-se a correlação entre a idade da prótese (+ de 10 anos) e a 

prevalência de Candida spp. (X2 0,4204, gl 1, p 0,5167), não sendo possível associar 

a necessidade de ajuste, hábito de dormir com a prótese ou ao tipo de prótese. Nossos 

dados diferem de estudos anteriores para a associação de Candida spp. com a 
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necessidade de ajuste e ao hábito de dormir com a prótese (STRAMANDINOLI et al., 

2010; (DE LIRA; TORRES, 2018) e a utilização de duas próteses (DE LIRA; TORRES, 

2018). Essa diferença pode ter sido ocasionada, devido a diferenças nas informações 

fornecidas pelo paciente  

No manuscrito I, a Candida albicans foi a espécie mais prevalente nos usuários 

de prótese dentária (47.36%) e no grupo controle (55,00%), corroborando com outros 

estudos já realizados (ISHIKAWA et al., 2015; LEITE; PIVA; MARTINS FILHO, 2015; 

LYON et al., 2006; MARCOS-ARIAS et al., 2009). Marcos-Arias e colaboradores 

(2009) com 100 pacientes usuários de prótese, com e sem estomatite protética; Lyon 

e colaboradores (2006) com 112 usuários de prótese e 103 indivíduos com dentição 

natural, Leite; Piva e Martins Filho (2015) com 46 pacientes portadores de estomatite 

protética atendidos na Universidade Federal de Odontologia do Sergipe e Ishikawa e 

colaboradores (2015) com 56 pacientes usuários de prótese dentária sem sintomas 

clínicos. Todos encontraram a C. albicans como a espécie mais recorrente 73,40%, 

65,10%, 53,33% e 92,00% respectivamente. Em contrapartida, Silva e colaboradores 

(2019) avaliaram 40 isolados de mucosa palatina e prótese dentária em idosos na 

Comunidade Lago do Limão no município de Iranduba, Amazonas e obtiveram uma 

prevalência de 80,00% das espécies de Candida não-albicans, diferindo de estudos 

anteriores. 

A literatura reporta que a C. tropicalis, C. krusei (LEITE; PIVA; MARTINS 

FILHO, 2015; MARCOS-ARIAS et al., 2009; PAIXÃO DA SILVA et al., 2015), C 

glabrata (MARCOS-ARIAS et al., 2009; SATO et al., 2017; SILVA et al., 2019), C. 

parapsilosis (SATO et al., 2017; SILVA et al., 2019; SOARES DA SILVA et al., 2018) 

como as espécies de Candida não-albicans de maior frequência em mucosa oral e a 

presença de espécies menos recorrentes como C. famata, C. guilhermondii, C. 

dubliniensis (MARCOS-ARIAS et al., 2009) C. lusitaniae, C. nivariensis (GUPTA et al., 

2019; SHAFI; PADMARAJ; MULLESSERY, 2015) e C. kefyr (CHANDRA KANTHETI 

et al., 2012). No presente estudo as espécies de Candida não-albicans mais 

prevalentes foram C. tropicalis, C. lusitaniae e C. glabrata nos usuários de próteses 

dentárias. Nos pacientes do grupo controle também foram isoladas as C. 

guilhermondii, C. intermedia e C. krusei. 
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 Nos pacientes que apresentaram flora mista, todos possuíam algum tipo de 

doença pré-existente como diabetes, hipertiroidismo, reumatismo ou asma, ou seja, 

pacientes com maior pré-disposição a infecção. Desta forma os dados encontrados 

neste estudo são consistentes quando comparados com os encontrados na literatura 

(PAIXÃO DA SILVA et al., 2015; SATO et al., 2017; SOARES DA SILVA et al., 2018). 

No trabalho de Paixão da Silva e colaboradores (2015) foi verificado flora mista 

composta por 2 ou 3 espécies de Candida spp. A mais prevalente foi C. albicans e C. 

tropicalis (92,27%), seguida de C. krusei e C. tropicalis e associação de C. krusei, C. 

albicans e Candida spp. (2,27%) em usuários de prótese. Em não usuários, a 

presença concomitante de C. albicans e C. tropicalis foi verificada. Soares da Silva e 

colaboradores (2018) com 68 pacientes usuários de próteses dentárias removíveis, 

atendidos em uma clínica de odontologia de uma universidade 15 (22,05%) dos 

pacientes apresentavam flora mista, destes 46,66% C. albicans e C. glabrata, C. 

albicans e C. tropicalis; C. albicans e C. parapsilosise a associação de 3 espécies C. 

albicans, C. tropicalis e C. glabrata; C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis 

(SOARES DA SILVA et al., 2018). Sato e colaboradores (2017) examinaram a parte 

dorsal da língua em 162 idosos moradores da comunidade de Otsuchi, sobreviventes 

do Tsunami e verificaram que a C. albicans foi a espécie mais frequente seguida por 

C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis. Uma combinação de C. albicans e C. 

glabrata foi encontrada em 23,50% dos portadores de Candida spp.. Sato e 

colaboradores (2017) observaram diferenças no tempo de colonização por C. albicans 

e não-albicans nos indíviduos que possuiam flora mista sugerindo uma progressão na 

colonização por Candida spp. (SATO et al., 2017). Ainda no presente estudo também 

foi verificado a presença de flora mista em 7 pacientes do grupo usuários de prótese 

dentária e 1 do grupo controle. A associação mais prevalente foi C. albicans e C. 

lusitaniae encontradas em 4 pacientes representando 57,14% das associações, 

seguida de C. albicans e C. tropicalis; C. tropicalis e C. lusitaniae e uma flora com a 

associação de 3 espécies, C. albicans, C. glabrata e C. guilhermondii. No grupo 

controle constatou-se a presença de flora mista de C. albicans e C. guilhermondii em 

um paciente.  

Como a suscetibilidade antifúngica pode variar entre os isolados de uma 

mesma espécie de Candida spp., uma identificação precisa deste perfil pode auxiliar 

na escolha terapêutica e a clínica (SANITÁ et al., 2013). Lyon e colaboradores (2008) 
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avaliaram 109 isolados de pacientes com e sem prótese dentária frente ao fluconazol 

e itraconazol e não verificaram diferença entre o perfil de susceptibilidade entre os 

dois grupos. Wingeter e colaboradores (2007) com 58 isolados clínicos de orofaringe 

provenientes de pacientes HIV positivos com diferentes contagens de células CD4 

não constataram diferenças na suscetibilidade para fluconazol, itraconazol, 

cetoconazol e nistatina entre os grupos. Quanto aos resultados do perfil de 

susceptiblilidade dos isolados de Candida spp. provenientes da mucosa palatina dos 

pacientes com e sem prótese do presente estudo, não houve diferença entre as 

amostras obtidas dos usuários de próteses dentárias removíveis e do grupo controle 

quanto à suscetibilidade aos antifúngicos azólicos, corroborando com os estudos 

anteriores (LYON et al., 2008a; WINGETER et al., 2007). Porém foi encontrado 

apenas diferença para a nistatina diferindo do estudo de Wingeter e colaboradores 

(2007), que comparam dois grupos de pacientes imunocomprometidos com diferentes 

contagens de CD4 e em outros estudos descritos abordaram somente a 

suscetibilidade dos isolados frente a anfotericina B (LYON et al., 2008a; SANITÁ et 

al., 2013). 

Quanto a resistência, dos 59 isolados da mucosa palatina dos pacientes do 

Hospital de Odontologia da UFRGS, foram obtidos 14 (23,72%) resistentes ao 

fluconazol, 12 (20,33%) resistentes ao itraconazol, 5 (8,47%) ao cetoconazol, e 1 

(1,69%) a nistatina. Em relação a resistência ao cetoconazol, no presente estudo 

verificou-se que 19,04% de C.albicans (CIM de 1 a 4 µg/mL), 14,28% de C. tropicalis 

(CIM 1 µg/mL), 16,66% de C. lusitaniae (CIM 1 µg/mL) e 25,00% de C. glabrata (CIM 

1 µg/mL) eram resistentes ao itraconazol nos usuários de prótese dentária, 

corroborando com os resultados dos estudos anteriores para C. tropicalis e C. glabrata 

desenvolvidos por Marcos-Arias (2012) e Sanitá e colaboradores (2013). No entanto, 

foi observado 12 (20,33%) isolados resistentes de Candida. spp., percentual maior 

que o encontrado por Marcos-Arias e colaboradores (2012) e Sanitá e colaboradores 

(2013), se assemelhando aos resultados obtidos em pacientes imunocomprometidos 

(LUQUE et al., 2009; WINGETER et al., 2007). Sanitá e colaboradores (2013) 

verficaram que 3,40% dos isolados clínicos de C. albicans e 5,00% de C. tropicalis 

eram resistentes ao itraconazol, com valores de CIM que variaram de 4 a 32 µg/mL 

para a C. albicans e 1 µg/mL para a C. tropicalis e não verificaram resistência ao 

fluconazol, no entanto 3,40% dos isolados clínicos de C. albicans e 60,00% dos de C. 
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glabrata eram suscetíveis dose dependente com valores de CIM que variaram de 12 

a 32 µg/mL e 16 a 48 µg/mL, respectivamente (SANITÁ et al., 2013). Em outro estudo 

de suscetibilidade in vitro dos isolados clínicos de Candida spp. em pacientes usuários 

de prótese dentária verificaram que 5,90% dos isolados de C albicans, 11,10% de C. 

tropicalis e 33,30% de C. glabrata eram resistentes ao itraconazol (MARCOS-ARIAS 

et al., 2012). 

No presente estudo, 27,27% dos isolados de Candida albicans (CIM de 8-64 

µg/mL) e e 29,41% de Candida não-albicans foram resistentes ao fluconazol (C. 

tropicalis e C. Krusei) com CIM de16-32 µg/mL. Dados semelhantes obtidos por 

Benito-Cruz e colaboradores (2016) verificaram a suscetibilidade em 120 isolados da 

mucosa oral em idosos e verificaram também que 20,30% de C. albicans e 15,30% 

de C. não-albicans eram sensível dose dependente e ainda, 17,90% resistentes ao 

fluconazol. Observaram também um aumento na resistência com o aumento da faixa 

etária em mulheres mexicanas estudadas (BENITO-CRUZ et al., 2016). Terças e 

colaboradores (2017) avaliaram isolados de Candida spp. a partir da mucosa oral de 

58 pacientes internados sob terapia antiviral no Hospital Presidente Vargas, em São 

Luís, Brasil e verificaram que 23,5% eram resistentes ao fluconazol. Todos os isolados 

de C. krusei, C. famata e C. glabrata foram resistentes ao fluconazol (TERÇAS et al., 

2017). Tseng e colaboradores (2018) avaliaram, no período de 2015 a 2018, dados 

laboratoriais de fungemias envolvendo a C. guilhermondii em hospitais de Taiwan e 

verificaram que apenas 68,00% das espécies de C. guilhermondii eram sensíveis ao 

fluconazol (TSENG et al., 2018).  

Quando o cetoconazol foi avaliado, o resultado obtido foi 9,09% de resistência 

nos isolados de C. albicans com valor de CIM de 8 µg/mL e 7,69% de Candida não-

albicans a C. tropicalis e C. guilhermondii com CIM de 16 µg/mL. Mahdaviomran e 

colaboradores (2018) avaliaram 134 isolados de pacientes usuários de prótese 

dentária e destes apenas 1 isolado de C. tropicalis foi resistente ao cetoconazol 

(MAHDAVI OMRAN et al., 2018). Ito e colaboradores (2004) avaliaram 39 isolados de 

Candida spp. de pacientes com periodontite crônica 3,33% isolados de C. albicans e 

22,22% de Candida não-albicans apresentaram resistência ao cetoconazol com 

valores de CIM de 8-16 µg/mL (ITO et al., 2004). Shafi; Padmaraj e Mullessery (2015) 

com 36 pacientes internados com candidíase oral pseudomembranosa no hospital da 

Faculdade de Medicina de Mangalore, India, verificou 18% de resistência frente ao 
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cetoconazol, dentre as espécies resistentes C. albicans, C. glabrata, C. lusitaniaee C. 

krusei (SHAFI; PADMARAJ; MULLESSERY, 2015). Brito e colaboradores (2011) 

avaliaram 68 isolados clínicos de Candida spp. de cavidade oral, C. albicans, C. 

tropicalis, C. glabrata e C. guilhermondii e verificaram que todos os isolados foram 

sensíveis ao cetoconazol com valores de CIM variando entre as 0,03 e 4 µg/mL 

(BRITO et al., 2011). Verificando-se uma diminuição da suscetibilidade das espécies 

de Candida spp. frente ao cetoconazol nos ultimos anos. 

A ocorrência de resistência frente aos antifúngicos azólicos itraconazol (LUQUE 

et al., 2009; MARCOS-ARIAS et al., 2012; SANITÁ et al., 2013), cetoconazol (ITO et 

al., 2004; MAHDAVI OMRAN et al., 2018; SHAFIEI et al., 2012) e fluconazol (BENITO-

CRUZ et al., 2016; TERÇAS et al., 2017; TSENG et al., 2018) tem sido amplamente 

relatada. A resistência aos antifúngicos azóis é dada por mudanças estruturais 

codificadas por ERG11 modificando o alvo dos azoles, a superexpressão de ERG11 

e o aumento da exocitose do fármaco através de bombas efluxo (JENSEN et al., 2015; 

VIEIRA; SANTOS, 2017). O papel da superexpressão das bombas de efluxo na 

resistência a fluconazol parece ser mais proeminente em C. albicans (CDR1) e C. 

glabrata (CDR1, CDR2), para C. tropicalis, a presença de substituições amino Y132F 

e S154F em ERG 11 não explica resistência ao fluconazol para a maioria dos isolados 

(TEO et al., 2019). Além disso, acredita-se que as variações na estrutura dos azóis 

sejam responsáveis pelos padrões de resistência cruzada observada em C. glabrata 

(KANAFANI; PERFECT, 2010; PFALLER, 2012; PFALLER et al., 2007). No presente 

estudo os resultados encontrados foram 14 (28,57%) espécies resistentes ao 

fluconazol e destas 4 (28,57%) foram resistentes apenas a este fármaco, 2 (14,28%) 

resistentes ao itraconazol, 5 (35,71%) ao itraconazol e fluconazol, 4 (28,57%) aos três 

azóis e 1 (8,33%) aos 4 antifúngicos testados. 

A nistatina tem sido relatada na literatura como amplamente utilizada em 

infecções fúngicas na cavidade oral (AKPAN; MORGAN, 2002; DANGI; SONI; 

NAMDEO, 2010; VILA et al., 2020). Avaliando a suscetibilidade da nistatina 

encontramos no presente estudo um isolado resistente (3,03%) com CIM de 64 µg/mL, 

3 (9,09%) sensível dose dependente para a Candida albicans e 4 (19,23%) isolados 

sensível dose dependente para Candida não-albicans, 2 de C. lusitaniae, 1 de C. 

tropicalis e 1 de C. guilhermondii, todos com CIM de 16 µg/mL. Jabalameli et al (2017) 

avaliaram a susceptibilidade das Candida spp. isoladas de lesões da cavidade oral de 
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12 pacientes em quimioterapia num hospital no Iran e verificaram 66,70% de 

resistência frente a nistatina (JABALAMELI et al., 2017). Em pacientes HIV positivos 

61,10% dos isolados de Candida spp. da orofaringe foram suscetíveis à nistatina, 

36,10% foram suscetível dose dependentes, e 2,80% foram resistentes à nistatina 

(DAR et al., 2015). Em outro estudo foram encontrados 3,00% de isolados sensível 

dose dependente com CIM variando de 8-32 µg/mL e 2,00% de resistentes a nistatina 

pela Candida spp. isolada da orofaringe de pacientes infectados pelo HIV com CIM de 

64 µg/mL (WINGETER et al., 2007). Brito e colaboradores (2011) avaliaram 59 

isolados de Candida spp. de pacientes soro positivo e 9 isolados do grupo controle 

encontrando 98,53% de isolados sensíveis, 1(1,47%) isolado sensível dose 

dependente para nistatina com valores de CIM variando entre as espécies, 2 µg/mL 

para C. albicans e 2-4 µg/mL para C. tropicalis no grupo controle e 1-8 µg/mL para C. 

albicans, 2-4 µg/mL para C. tropicalis, 2 µg/mL para C. glabrata, 4 µg/mL para C. 

guilhermondii e C. krusei no grupo teste (BRITO et al., 2011). Para Nenoff e 

colaboradores (2016) não observaram evidências de resistência in vitro por espécies 

de Candida spp. para a nistatina, apesar do longo período de tempo em que tem sido 

usado como antifúngico tópico. No entanto, tal trabalho avaliou somente 11 isolados 

de Candida spp. resistentes ao fluconazol correspondendo a C. albicans, C. glabrata, 

C. krusei, C. parapsilosis e C. kefyr (NENOFF et al., 2016). A ocorrência de resistência 

aos antifúngicos polienicos é menos frequente, pois mutações que levam a esse tipo 

de resistência diminuem sua tolerância a estresses externos restringindo sua 

virulência (KANAFANI; PERFECT, 2010; KUMAR; SHUKLA, 2010; VINCENT et al., 

2013). Os mecanismos envolvidos no aumento de resistência aos antifúngicos 

polienicos resultam de alterações na composição da membrana plasmática fúngica, 

mutação do gene ERG3, que leva à formação de esteróis com menor afinidade de 

ligação ao antifúngico polienico ou um decréscimo na sua produção (JENSEN et al., 

2015; VIEIRA F, 2017), a superexpressão de bombas de efluxo (REN et al., 2014). 

Outros estudos reportam que mutações genéticas em ERG2, ERG5, ERG6 e ERG11 

podem afetar a síntese do ergosterol levando à diminuição na sua quantidade ou  na 

síntese  de  outros  esteróis com afinidade reduzida ao fármaco (LOTFALI et al., 2017; 

VIEIRA F, 2017), como é o caso de ERG 2 em C. glabrata (AHMAD et al., 2019), 

ERG6 em C. glabrata (AHMAD et al., 2019; VANDEPUTTE et al., 2008)e C. 

parapsilosis (LOTFALI et al., 2017), ERG5 em C. albicans (MARTEL et al., 2010) e 
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ERG11 em. C. glabrata (HULL et al., 2012), e C. tropicalis (EDDOUZI et al., 2013), O 

mecanismo do desenvolvimento de resistência a polienios em C. lusitaniae não está 

bem esclarecido, sugere-se que mutações FKS (inibição da síntese de beta 1,3 

glucano) poderia induzir o estresse da parede celular, o que poderia resultando em 

menor suscetibilidade ao fármaco (ASNER et al., 2015). 

Todos os isolados testados no presente estudo foram avaliados quanto a sua 

capacidade de adesão a células epiteliais normais e estão discutidos no manuscrito 

II. Estudos já descreveram acerca do gênero Candida e sua capacidade de aderir 

firmemente em diferentes superfícies, incluindo células e superfícies abióticas, como 

dispositivos médicos invasivos, é uma característica importante detectada em 

leveduras do gênero Candida constituindo uma etapa importante no processo 

infeccioso em humanos (DE MENEZES et al., 2013; NUNES et al., 2019). A literatura 

descreve uma grande variação nos resultados referentes a capacidade de adesão em 

espécies do gênero Candida.  

No manuscrito II, verificamos uma maior capacidade de adesão nos isolados 

provenientes dos usuários de prótese dentária que no grupo controle. As espécies 

com maior capacidade de adesão foram C. tropicalis, C. lusitaniae, C. glabrata e C. 

intermedia, no entanto foi observado uma grande diferenciação na capacidade de 

adesão de C. tropicalis, C. lusitaniae e C. glabrata entre os isolados da mesma 

espécie, não sendo possível verficar diferença estatística entre elas. A C. intermedia 

foi isolada em apenas um paciente, não sendo passsível de comparação estatística. 

Apenas 3 (5,08%) dos isolados não apresentaram capacidade de adesão. Dessa 

forma, nossos resultados corroboram com os resultados já relatados onde C. tropicalis 

(DE MENEZES et al., 2013) e C. glabrata (TAMURA et al., 2007) apresentaram boa 

capacidade de adesão. Não foi encontrado estudo sobre a capacidade de adesão da 

C. intermedia e C. lusitaniae em células epiteliais. No entanto, há relatos de casos 

onde a espécie foi relacionada a fungemias nosocomiais (GARCÍA-AGUDO; 

RODRÍGUEZ-IGLESIAS; CARRANZA-GONZÁLEZ, 2018; RUAN et al., 2010; SUTCU 

et al., 2016; TAJ-ALDEEN et al., 2014). Nunes e colaboradores (2019) trabalharam 

com isolados clínicos de pacientes adultos, com candidíase invasiva coletados em 

Unidade de Terapia Intensiva da Universidade Federal de Pernanbuco e verificaram 

uma grande variabilidade no perfil de adesão destes isolados onde 41,00% não 

apresentaram capacidade de adesão e 58,00% possuíam capacidade de se aderir 
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fraca ou fortemente as células epiteliais humanas, sendo a C. tropicalis, a espécie 

com maior capacidade de adesão (NUNES et al., 2019). Em outro estudo realizado 

por Menezes et al., (2013) ao analisarem a capacidade de aderência da C. albicans, 

C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata, isolados clínicos de pacientes internados 

em hospitais públicos e privados de São Luís, Maranhão, observaram que 79,00% 

apresentaram propriedade de aderência, onde as cepas de C. tropicalis foram as que 

apresentaram maiores níveis de adesão (DE MENEZES et al., 2013). Tamura et al. 

(2007) relatam a C. glabrata como a espécie com maior capacidade de adesão em 

relação as outras espécies de C. não-albicans (TAMURA et al., 2007), entretanto no 

estudo de Araújo e colaboradores (2020) 80,00% das espécies de C.glabrata não 

apresentaram perfil de aderência (ARAÚJO et al., 2020). Silva-Dias e colaboradores 

(2015) avaliaram 230 isolados de Candida spp. obtidos de pacientes do Centro 

Hospitalar São João em Porto, Portugal, sendo que C. tropicalis e C. parapsilosis 

foram as espécies que apresentaram melhor capacidade de adesão e C. albicans um 

perfil de baixa adesão (SILVA-DIAS et al., 2015). 

A maior capacidade de adesão a células epiteliais dos isolados provenientes 

de usuários de próteses dentárias em relação aos pacientes do grupo controle, isto 

pode estar relacionado com a diminuição salivar nos indivíduos do grupo usuários de 

próteses dentárias uma vez que este grupo é formado predominantemente por 

mulheres com idade média superior ao do grupo controle (MUÑOZ et al., 2019; 

MUTLUAY et al., 2010). Dessa forma verificou-se que o perfil de adesão das espécies 

avaliadas neste estudo é dependente das condições de crescimento e das 

características do substrato corroborando com os dados encontrados em trabalhos 

anteriores (SILVA-DIAS et al., 2015; TEN CATE et al., 2009). 

 Outro fator relevante no perfil de adesão é a composição da parede celular 

(SILVA-DIAS et al., 2015). Estudo in vitro envolvendo isolados orais de C. glabrata e 

C. albicans, em relação à sua hidrofobicidade relativa da superfície celular (CSH) e 

adesão a superfícies acrílicas, demonstraram uma correlação positiva em C. glabrata 

(LUO; SAMARANAYAKE, 2002). No entanto, é difícil precisar a relação do CSH 

relativo para a colonização in vivo, diante da influência de outros fatores como saliva 

e a presença de bactérias em superfícies hospedeiras, parâmetro não avaliado neste 

estudo. 
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Assim como a adesão, a capacidade de formar biofilmes desempenha um papel 

importante na patogênese. Os microrganismos formadores de biofilmes são 

caracterizados pela alta invasividade e sensibilidade reduzida aos antimicrobianos e 

no aumento da sobrevida em condições ambientais desfavoráveis (LOHSEA et al., 

2020; TARGALSKA; KUNICKA-STYCZYŃSKA, 2017). No manuscrito II todos os 

isolados foram testados quanto a sua capacidade de formação do biofilme. Dos 39 

(66,10%) isolados de Candida spp. que possuíam a capacidade em formar biofilme, 

destes 100,00% dos isolados de C.lusitaniae, 6 (75,00%) de C. tropicalis, 4 (66,66%) 

de C. glabrata e 12 (61,29%) dos isolados de C. albicans foram positivos para a 

formação de biofilme. Do total de isolados testados para capacidade de formação de 

biofilme, 8 (21,62%) produziram fortemente, 3 (10,81%) média e 25 (67,56%) 

fracamente. Estes resultados encontrados apresentaram valores inferiores na 

literatura (PANNANUSORN; FERNANDEZ; RÖMLING, 2013) onde Pannanusorn, 

Fernandez e Romling (2013) analizaram 393 isolados clínicos em candidíases 

invasivas pertencentes ao laboratório de microbiologia clínica na Suécia e verificaram 

que todos os isolados de C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei e C. pelliculosa formaram 

biofilme. Essa diferença pode ter sido ocasionada devido a origem dos isolados do 

presente estudo, todos da mucosa oral, uma vez que em estudos anteriores foi 

demonstrado que a presença de saliva pode afetar negativamente a formação de 

biofilme e a adesão celular (JIN et al., 2004; MUTLUAY et al., 2010). 

Segundo Pathirana e colaboradores (2019), as espécies de Candida tropicalis 

e Candida dubliniensis podem ser isoladas juntamente com Candida albicans devido 

a facilidade da C. albicans formar biofilmes em conjunto com outras microbiotas orais, 

incluindo bactérias e leveduras. A adesão entre espécies é importante para o 

estabelecimento desses biofilmes mistos. O crescimento e a manutenção de biofilmes 

mistos são provavelmente facilitados pela adesão entre espécies de células-células 

(PATHIRANA et al., 2019). A presença de biofilme e o desenvolvimento de resistência 

durante o tratamento observada em algumas espécies de Candida spp. tem dificultado 

o manejo terapêutico na candidíase oral (GOULART et al., 2018).  

Os estudos sobre a capacidade de formação de biofilme de Kumari e 

colaboradores (2018) e Vieira de Melo e colaboradores (2019) avaliaram diferentes 

espécies de Candida spp. e a C. tropicalis foi citada como a espécie com maior 

capacidade de formação de biofilmes, o que pode ser atribuído, a maior quantidade 
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de carboidratos matriciais, proteínas, e-DNA e a sua hidrofobicidade da superfície 

celular (KUMARI et al., 2018; VIEIRA DE MELO et al., 2019). Estes dados diferem do 

estudo de Sherry e colaboradores (2017) onde avaliaram a capacidade de formação 

de biofilme da C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. tropicalis, 

C. lusitaniae e C. guilliermondii em isolados do trato genital feminino e resistentes ao 

fluconazol sendo que as espécies com maior capacidade de formação de biofilme 

foram C. albicans e C. glabrata (SHERRY et al., 2017). No presente estudo verificou-

se maior capacidade de formação de biofilme em  Candida não-albicans, p <0,05. 

Estes dados corroboram com os dados encontrados por Pannanusorme 

colaboradores (2013) onde as espécies de Candida não-albicans com maior 

capacidade de formação de biofilme foram C. tropicalis e C. lusitaniae. Ainda no 

presente estudo ficou evidenciada uma grande heterogenicidade na habilidade de 

formação de biofilme entre as espécies de Candida spp., as quais podem estar 

relacionadas com o ambiente da mucosa oral, o tipo de material utilizado para a 

fabricação da prótese, o seu tratamento de limpeza e a diversificada microbiota 

presente neste ambiente. Já é conhecido que a adesão inicial de microrganismos às 

dentaduras é essencial para a patogenicidade, mas os substratos da prótese são 

altamente variáveis, o que pode suportar aderência diferencial na formação do 

biofilme. O Polimetilmetacrilato (PMMA) é classicamente usado como substrato para 

dentaduras (PARK; PERIATHAMBY; LOZA, 2003). O’Donnell e colaboradores (2017) 

estudaram a formação de biofilme pela Candida albicans em PMMA, polietileno e 

silicone, em 4 e 24h e verificaram que PMMA é o substrato mais propenso à formação 

de biofilme nos estágios posteriores do desenvolvimento, independentemente do 

fenótipo do isolado. Relacionaram este dado a porosidade do material o qual 

propiciaria que os microrganismos ficassem aderidos a suas fendas e rachaduras. O 

estudo de Bal, Yavuzylmax e Yucel (2008) verificaram que a capacidade de aderência 

da Candida spp. em polietilmetacrilato, polisilosixano e polimetilsiloxane, ocorreu com 

aumento significativo da colonização microbiana após 14 dias, nos materiais mais 

flexíveis (BAL; YAVUZYILMAZ; YÜCEL, 2008).  

 Quanto a higienização bucal, a pesquisa de Ramage e colaboradores (2011) 

demonstra que enxaguantes bucais comercialmente disponíveis como Oraldene®, 

Listerine® e Cordosyl® tem a capacidade de reduzir em 80,00% a viabilidade do 

biofilme in vitro (RAMAGE et al., 2011). Os ennxaguatórios bucais são compostos por 
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princípios ativos destinados a auxiliar no controle mecânico e na manutenção da 

saúde bucal. A eficácia das diferentes formulações como hexetidina, povidone-iodeto, 

gluconato de cloridexidina, óleos essenciais, cloreto de cetilpiridina e peróxido de 

hidrogênio já foram descritas (RAMAGE et al., 2011; TAKENAKA; OHSUMI; NOIRI, 

2019). Os enxaguatórios bucais tem ação anti-placa e anti-gengivite, impedindo a 

adesão de microrganismos, passo inicial para a formação de biofilmes (TAKENAKA; 

OHSUMI; NOIRI, 2019). Os componentes ativos em enxaguantes bucais disponíveis 

comercialmente têm atividade antimicrobiana de amplo espectro por meio da ruptura 

da membrana que, ao contrário dos azóis e polienos, não está relacionada ao 

ergosterol da membrana celular do fungo, resistência e toxicidade. Além disso, 

compostos como o gluconato de clorexidina demonstram substantividade por 

adsorção em proteínas e material extracelular (RAMAGE et al., 2011). Park e Lee 

(2018) observaram em isolados clínicos de C. albicans forte correlação positiva entre 

a hidrofobicidade da superfície celular e a formação de biofilme (r=0,708; p < 0,05) ou 

da adesão celular (r=0,509; p < 0,05). Esses resultados sugerem que a força 

hidrofóbica dos microrganismos pode desempenhar um papel importante na adesão 

e na formação do biofilme (PARK; LEE, 2018). Segundo observado por Kumari et al. 

(2018), a C. krusei tem apresentado capacidade de adesão reduzida em comparação 

com a C. albicans, no entanto é capaz de formar um biofilme com alto teor matricial. 

Em contrapartida a C. albicans pode expressar diferentes moléculas de adesinas que 

auxiliam na ligação durante os estágios iniciais da formação dos biofilmes e possui a 

arquitetura do biofilme mais complexa e heterogênea (KUMARI et al., 2018). No 

presente estudo, o perfil de adesão dos isolados e sua capacidade de formação do 

biofilme revelou um coeficiente de correlação (r) 0,7767 com valores de p < 0,05 no 

Teste de Pearson, evidenciando uma correlação forte entre a capacidade de adesão 

e a capacidade de formação do biofilme.  

A adesão celular e a formação de biofilmes estão relacionadas com a 

resistência aos antifúngicos através da limitação na difusão do agente antimicrobiano 

pela matriz extracelular, alterações fenotípicas das células no biofilme ou a alteração 

no seu genótipo (SANTANA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2016a; SHANKAR RAUT; 

MOHAN KARUPPAYIL, 2016), Com o aumento da resistência aos antifúngicos 

(KATHIRAVAN et al., 2012; MIRANDA-CADENA et al., 2018; GOULART et al., 2018), 
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os óleos surgem como uma alternativa na prospecção de novos fármacos (EDRIS, 

2007; DAGLI et al., 2015; PARENTE-ROCHA et al., 2017). 

A utilização de óleos essenciais em formulações para odontologia tem sido 

relatada como benéfica no controle da formação do biofilme dentário. A atividade 

antibiofilme pode ser baseada em uma série de mecanismos como a inibição da 

proliferação do biofilme, interferência na colonização do biofilme e/ou atividade 

antimicrobiana (FILOGÔNIO et al., 2011a; RAMAGE et al., 2011). A atividade 

antifúngica dos óleos essenciais de cravo, canela, gerânio e noz-moscada tem sido 

objeto de vários estudos (DIAS et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2020; DŽAMIĆ et 

al., 2014; MAHBOUBI; MAHDIZADEH; HEIDARYTABAR, 2018) e é discutida no 

manuscrito III. Estes óleos apresentam grande importância econômica, sendo 

utilizados na indústria de alimentos e na área de cosméticos.  

No manuscrito III, os melhores resultados obtidos foram com os óleos de cravo 

e canela frente as cepas avaliadas. Dos 19 isolados testados 9 (47,36%) 

apresentaram valores de CIM de 1000 µg/mL para um ou mais dos óleos essencias 

testados, destes 7 (77,77 %) apresentam forte capacidade de formação de biofilme e 

5 (55,55 %) maior capacidade de adesão as células epiteliais normais. 

O óleo de cravo já apresentou atividade antifúngica para a Candida spp., 

Aspergilus spp. e espécies de dermatófitos (PINTO et al., 2009). Quando testado com 

a C. albicans apresentou CIM de 93 a 77 µg/mL (PINTO et al., 2009). Em nosso estudo 

obtivemos valores de CIM de 500 a 31,25 µg/mL para Candida spp. O óleo volátil 

obtido por hidrodestilação, a partir de botões florais secos é constituído 

majoritariamente de eugenol, em torno de 85,0% (FARMACOPEIA, 2010), um estudo 

anterior constatou a ação antifungica deste com valores de CIM entre 67 a 19 µg/mL 

para o eugenol, o que condiz com os valores de CIM do óleo quando verificado sua 

constituição química (PINTO et al., 2009). 

A atividade antifúngica do óleo essencial de C. cassia (canela) frente a C. 

albicans ATCC 90029 obteve valores de CIM de 500 µg/mL por Giordani et al. (2006).  

Em outro estudo quando avaliado frente a C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. 

krusei apresentou CIM de 138, 225, 450 e 110 µg/mL respectivamente (OOI et al., 

2006), e CIM de 62,5 µg/mL para a C. glabrata resistente ao fluconazol (ALMEIDA et 

al., 2017). Estes dados corroboram com os resultados do presente estudo onde 

valores obtidos de CIM foram de 500 a 31,25 µg/mL para C. albicans, de 250 a 15,62 
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µg/mL para C. tropicalis, de 500 a 62,5 µg/mL para C. glabrata e 500 µg/mL para C. 

krusei. O óleo essencial de Cinammomum cassia L. pode ser extraído de folhas ou 

ramos jovens e é constituído predominantemente por trans-cinamaldeído e possui um 

rendimento mínimo de 1% (FARMACOPEIA, 2010). 

A atividade antifúngica do óleo essencial de gerânio foi avaliada frente as cepas 

de C. albicans apresentando um CIM de 250 µg/mL (DŽAMIĆ et al., 2014), e frente a 

Candida spp.. Em pesquisa desenvolvida por Essid e colaboradores (2017) obtiveram 

resultados de CIM entre 500 e 250 µg/mL para 10 dos 11 isolados estudados de C. 

albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. riferii e um CIM de 1000 µg/mL para uma cepa 

de C. albicans e CIM de 256 a 128 µg/mL. Estudos prévios pelo nosso grupo de 

pesquisa onde foram analisados óleos provenientes de diferentes regiões frente a 

Candida spp. (DOS SANTOS et al., 2020), corroboram com os resultados obtidos no 

presente estudo, onde obtivemos a CIM entre 1000 a 125 µg/mL frente a C. albicans. 

O óleo de gerânio obtido através de hidrodestilação das partes aéreas da planta 

apresenta um rendimento de 1 a 1,3 % (BLANK et al., 2012) e seus principais 

constituintes são o geraniol, citronelol e linalol (MAHBOUBI; MAHDIZADEH; 

HEIDARYTABAR, 2018; MOUTAOUAFIQ et al., 2019). Estudos recentes atribuem 

sua atividade antifúngica ao geraniol, citronelol (MAHBOUBI; MAHDIZADEH; 

HEIDARYTABAR, 2018) e linalol (DIAS et al., 2018).  

O óleo essencial de Myristica fragrans Houtt na concentração de 0,1% inibiu o 

crescimento de Fusarium oxysporum, F. semitectum, Aspergillus niger e A. Glaucus 

(VALENTE et al., 2011). Em outro estudo o óleo essencial de noz-moscada 

proveniente das Ilhas de Andamão, India, quando foi testado por Pal. Mahesh e 

colaboradores (2011) frente a C. albicans não demonstrou atividade pela técnica de 

suscetibilidade Kirby-Bauer (PAL. MAHESH et al., 2011). Estes dados diferem dos 

resultados do presente estudo onde verificou-se atividade antifúngica em todos os 

isolados testados com CIM compreendido entre 1000 e 31,25 µg/mL e 47,36% de 

1000 µg/mL. Isso pode ser explicado pelos diferentes níveis de miristicina e elemicina 

dos dois óleos. Esta composição química divergente poderia ser o resultado de vários 

parâmetros como estágio de desenvolvimento da planta, origem geográfica, 

condições de armazenamento, temperatura, nutrição entre outros 

(CHATZOPOULOU; KATSIOTIS, 1995).  
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O mecanismo de ação dos óleos essenciais tem sido investigado em vários 

estudos (ESSID et al., 2017a; MIRON et al., 2014; NAZZARO et al., 2017). A natureza 

lipofílica dos componentes terpenóides pode provocar rupturas nas membranas das 

células fúngicas levando à morte das mesmas (NAZZARO et al., 2017), a ligação dos 

monoterpenos ao ergosterol ocasionando a desestabilização das membranas 

celulares dos fungos (MIRON et al., 2014), pela inibição da biossíntese do ergosterol 

(ESSID et al., 2017a) bloqueando o crescimento de leveduras como Candida 

albicans, através da inibição do seu crescimento na fase S do ciclo celular, atuando 

na via de sinalização da morfogênese das pseudo hifas ou impedindo a formação de 

biofilmes resistentes aos fármacos utilizados no tratamento de infecções causadas por 

espécies de Candida spp. (AGARWAL; LAL; PRUTHI, 2008). Em estudo realizado por 

Gucwa e colaboradores (2018), os autores analisaram os óleos de canela frente a C. 

albicans e C. glabrata evidenciando a atividade fungicida do óleo nas concentrações 

de CIM e ½ CIM após 6h de incubação, corroborando com os resultados encontrados 

no presente estudo, no qual foi verificado uma diminuição no crescimento de C. 

albicans de (92,08; 79,16%) em 3h e (99,95%; 99,95%) em 6h de incubação e para 

C. glabrata (98,50%; 96,16%) em 3h quando utilizado as concentrações de CIM e ½ 

CIM do óleo essencial de canela (GUCWA et al., 2018b). 

Um estudo de Essid e colaboradores (2017) verificaram a curva de 

sobrevivência de da C. albicans ATCC 10231 quando submetida a diferentes 

concentrações dos óleos essenciais de C. verum e P. graveolens e do antifúngico 

fluconazol. Os autores verificaram atividade candidicida dependente da dose para os 

dois óleos essenciais e ao fluconazol. O OE Ge demonstrou atividade fungicida 

(97,44%) no valor de CIM e uma redução de 63,00% quando testado em 

concentrações sub-inibitórias (½ CIM) no crescimento após 3 h de incubação. O 

fluconazol, por sua vez, demonstrou atividade fungistática contra a cepa de C. 

albicans e inibiu 66,70% do crescimento da mesma na CIM após 3 h de incubação 

(ESSID et al., 2017b). Os resultados obtidos no presente estudo (manuscrito III) 

corroboram com o trabalho de Essid e colaboradores para o OE Ge, efeito fungicida 

nas concentrações de CIM e ½ CIM, após 6h de incubação apresentando uma 

diminuição na concentração de 99,99% e 99,95% respectivamente. 

Uma abordagem alternativa para superar a resistência aos antifúngicos poderá 

ser o uso de produtos naturais e fitoquímicos. Estudos tem demonstrado que óleos 
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essenciais podem inibir a formação de biofilme por espécies de Candida (LOU et al., 

2017; PEIXOTO et al., 2017; SAHARKHIZ et al., 2012; VIVIANA et al., 2019). Tema 

abordado no manuscrito IV - Antibiofilm activity of the essential oil of Pelargonium 

graveolens L'Her, Cinnamomum cassia L., Syzygium aromaticum L. Mr. Merr. & L.M. 

Perry and Myristica fragrans Houtt in clinical isolates of Candida spp. 

No manuscrito IV, verificou-se uma redução na capacidade de formação de 

biofilme acima de 90% para C. dubliniensis para todos os óleos testados. A atividade 

antibiofilme de óleos essenciais está baseada na inibição da proliferação do biofilme, 

interferência na sua colonização ou por sua atividade antimicrobiana (FILOGÔNIO et 

al., 2011; NETT; ANDES, 2020). Quando testada a atividade antibiofilme dos óleos 

essenciais nas concentrações de 0,25 CIM, 0,5 CIM e 1 CIM frente a C. dubliniensis 

ATCC MYA verificou-se a uma maior redução nas concentrações de 0,5 e 1 CIM nos 

quatro óleos testados. No entanto, observa-se uma redução significativa do 

crescimento fúngico nestas concentrações (0,5 e 1 CIM), sugerindo que a atividade 

antibiofilme nestas concentrações se deve basicamente pelo controle do crescimento 

fúngico. Assim, a redução na capacidade de formação do biofilme a 0,25 CIM 

(crescimento fúngico detectado) sugere que os óleos essenciais estudados podem 

interferir na proliferação do biofilme ou interferir na sua colonização, reforçando a sua 

utilização na prospecção de novos agentes antifúngicos. 

Rajkowska; Nowicka-Krawcczyk e Kunica-Styczynska (2019) observaram 

também a capacidade de formação do biofilme em diferentes espécies de Candida 

spp. na presença de óleo essencial de cravo em vidro, tereftalato de polietileno e 

polipropileno verificando uma redução na capacidade de formação do biofilme em 

68,40–84,20% dependendo do material testado (RAJKOWSKA; NOWICKA-

KRAWCZYK; KUNICKA-STYCZYNSKA, 2019). Neste estudo, observou-se a redução 

de 28,36% a 58,34% na concentração de 0,25 CIM para as espécies de C. albicans e 

C. lusitaniae e 5,98 a 35,66 para C. tropicalis. Em outro estudo Rajkowska (2019) e 

colaboradores verificaram que em concentrações subinibitórias (0,5 CIM) o óleo 

essencial de cravo pode promover alterações no morfotipo das colonias de C.  

albicans o que poderia afetar as interações intra espécies e com isso a formação de 

biofilme (RAJKOWSKA; NOWICKA-KRAWCZYK; KUNICKA-STYCZYNSKA, 2019). 

O óleo essencial de Cinnamomum zeylanicum inibiu de 39,94 a 49,42% a 

formação de biofilme em diferentes espécies de Candida na concentração de 500 
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μg/mL e foi capaz de erradicar 50,00% do biofilme maduro (em 24 h e 48 h) para a 

maioria das espécies testadas, exceto para C. tropicalis onde a diminuição foi de 

33,00% (DE LUCENA RANGEL et al., 2018). Em outro estudo, Firmino e 

colaboradores (2018) os óleos de Cinnamomum zeylanicum e Cinnamomum cassia e 

E-cinnamaldeido inibiram a formação de biomassa do biofilme em 100,00% quando 

comparados com o crescimento normal de Sthaphillococus aureus, Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa em concentrações entre 60 e 500μg/mL. Neste mesmo 

estudo foi verificado que a concentração de E-cinamaldeido necessária para reduzir o 

biofilme de Streptococcus pyogenes foi de aproximadamente oito vezes maior que a 

encontrada no óleo de Cinnamomum cassia e quatro vezes maior que a Cinnamomum 

zeylanicum sugerindo que outros componentes dos óleos essenciais também 

participam sinergicamente na ação antibiofilme (FIRMINO et al., 2018). No estudo de 

Kim e colaboradores (2015) foi verificado que o óleo de Cinnamomum cassia e o 

cinamaldeido são capazes de inibir a formação de biofilme de P. aeruginosa (KIM et 

al., 2015). E o óleo essencial de Cinnamomum zeylanicum tem a capacidade de 

erradicar o biofilme maduro de C. albicans (ESSID et al., 2019). No presente estudo, 

verificamos uma inibição de 17,03 a 62,53% frente a C. lusitaniae e C. albicans, 

estando de acordo com os estudos anteriores de C. cassia e Cinnamomum 

zeylanicum frente a Candida spp. (DE LUCENA RANGEL et al., 2018; FIRMINO et al., 

2018). No entanto, a redução da atividade antibiofilme foi inferior a 10% frente a C. 

tropicalis, corroborando com estudos anteriores onde foi vericado diminuída atividade 

antibiofilme de óleos essencias frente a mesma espécie (DE LUCENA RANGEL et al., 

2018; ZOMORODIAN et al., 2018). 

O óleo essencial de Pelargonium graveolens (OE Ge), geraniol e linalol, seus 

maiores constituintes, foram capazes de inibir 50,00% da formação de biofilme em C. 

tropicalis em 24h nas concentrações de 4000 μg/mL, 500 μg/mL e 1000 μg/mL, 

respectivamente (SOUZA et al., 2016). No presente estudo verficou-se a inibição de 

20,32 a 56,36% na produção de biofilme em C. albicans e C. lusitaniae e de 1,65 a 

15, 32% para C. tropicalis na concentração de 0,25 CIM para o OE Ge, estando de 

acordo com estudos anteriores (SOUZA et al., 2016). A atividade antibiofilme deste 

óleo se deve a seus constituintes eugenol, linalol e geraniol (KANNAPPAN et al., 2019; 

SOUZA et al., 2016). 
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Para o óleo essencial de Myristica fragrans (OE Nz) cujos principais 

constiuintes são miristicina, sabineno, elimicina e terpin-4-ol, não foram encontrados 

dados referentes a atividade antibiofilme do óleo essencial de noz moscada, no 

entanto estudo envolvendo óleos essenciais contendo eugenol nas concentrações em 

0,01%, reduziram a densidade celular final em cerca de 20,00% (KIM et al., 2016). No 

presente estudo obteve-se uma redução de 14,37 a 64,10% para C. albicans e C. 

lusitaniae com a utilização da adição do OE Nz na concentração de 0,25 CIM.  A 

atividade antibiofilme do óleo de noz-moscada se deve ao eugenol,  sabineno e terpin-

4-ol (LAGHA et al., 2019; PARENTE-ROCHA et al., 2017; MARENGO ert al., 2018).  

A atividade antibiofilme pode estar relacionada à presença dos constituintes 

como o eugenol (óleo de cravo e noz moscada), geraniol (óleo de gerânio), sabineno 

(óleo de noz-moscada) e cinamaldeído (óleo de canela) (JAFRI; KHAN; AHMAD, 

2019; KHAN; AHMAD, 2012; LAGHA et al., 2019; LIRA et al., 2020b), identificados no 

presente estudo.  Manoharan e Lee (2017) verificaram que a presença de cânfora e 

do álcool fenchílico inibem a formação de hifas, desestrutrando a produção de matriz 

no biofilme de C. albicans (MANOHARAN; LEE; LEE, 2017). Jafri; Khan e Ahmad 

(2019) avaliou a atividade do eugenol sobre biofilmes únicos e mistos de 

Streptococcus mutans e Candida albicans por microscopia eletrônica de varredura e 

verificou que o mesmo é capaz de ocasionar ruptura da membrana celular e 

desestruturar a matriz dos biofilmes (JAFRI; KHAN; AHMAD, 2019). O geraniol 

demonstrou atividade antibiofilme interferindo na formação dos biofilmes de 

Staphylococcus aureus e S. Epidermidis (LIRA et al., 2020b). Dalleau e colaboradores 

(2008) verificaram a capacidade que o cavacrol foi capaz de erradicar 75% do biofilme 

maduro de C. albicans (DALLEAU et al., 2008). E o cinamaldeído está parcialmente 

relacionado com o down regulation do quorum sensing (KIM et al., 2015). Estas 

informações são de grande relevância para o estudo de interações farmacológicas. O 

uso concomitante de duas substâncias com mecanismos de ação distintos pode atuar 

de maneira sinérgica ou aditiva, promovendo um ganho na eficiência (GAVARIC et al., 

2015).  Estudos recentes têm demonstrado que se pode obter um aumento da 

atividade antifúngica e redução na formação de biofilme de óleos essenciais quando 

utilizado em associação com outras substâncias (JAFRI et al., 2019; KHAN; AHMAD 

et al., 2012; LIRA et al., 2020). Foram relatadas a atividade sinérgica in vitro em 

combinações de óleos essenciais com antimicrobianos (ROSATO et al., 2018), 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/quorum-sensing
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fitoconstituintes e antifúngicos, entre dois fitoconstituintes (CARDOSO et al., 2016; XU 

et al., 2019) e na associação de mesmo poliméricos bioadesivos em formulações, tais 

como a quitosana (LARA et al., 2018). 

A atividade antimicrobiana da quitosana frente a C. albicans vem sendo objeto 

de estudo nos últimos anos (BALICKA-RAMISZ et al., 2005; NAMANGKALAKUL et 

al., 2020; PEÑA; SÁNCHEZ; CALAHORRA, 2013; SEYFARTH et al., 2008; SHIH et 

al., 2019). O estudo de Balicka-Ramisz e colaboradores (2005) avaliaram a 

concentração inibitória mínima de quitosana frente a vários microrganismos e 

obtiveram CIM entre 700 e 2000 µg/mL para as bactérias Escherichia coli, 

Pseudomonas aeruginosa, Staphylicoccus aureus e Salmonella paratyphi, 600 µg/mL 

para Candida albicans e 1-2,2 µg/mL para os dermatófitos Trichophyton 

mentagrophytes e Microsporum canis (BALICKA-RAMISZ et al., 2005). 

Namangkalakul e colaboradores avaliaram a atividade da quitosana de diferentes 

pesos moleculares frente a Candida spp. da mucosa oral e verificaram que a quitosana 

solúvel em água e de alto peso molecular pode inibir a aderência da C albicans em 

próteses dentárias (NAMANGKALAKUL et al., 2020), o primeiro passo na produção 

de biofilme. Algumas formulações vem sendo desenvolvidas na industria farmacêutica 

e de alimentos com a finalidade de obter efeito sinérgico ou aditivo na utilização de 

quitosana e óleos essenciais para o controle do crescimento fúngico (DOS SANTOS 

et al., 2020; HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019; SHAO et al., 2015). 

Seyfarth e colaboradores (2008) analisaram a atividade antifúngica do 

cloridrato de quitosana de baixo peso molecular e alto peso molecular, carboximetil 

quitosana e oligossacarídeo de quitosana frente a C. albicans, C. krusei e C. glabrata, 

verificaram o efeito antifúngico do cloridrato de quitosana de baixo e alto peso 

molecular contra as espécies estudadas, sendo que a C. albicans e C. krusei foram 

as espécies mais sensíveis. A carboximetil quitosana, o oligossacarídeo de quitosana 

apresentaram apenas uma atividade antifúngica fraca (SEYFARTH et al., 2008). 

Nossos resultados, mostraram CIM de 500 a 62,5 µg/mL para quitosana Fagron® 

frente a espécies de Candida spp. corroborando com os resultados de estudos 

anteriores (BALICKA-RAMISZ et al., 2005; NAMANGKALAKUL et al., 2020; PEÑA; 

SÁNCHEZ; CALAHORRA, 2013; SEYFARTH et al., 2008; SHIH et al., 2019). A adição 

de 0,5 CIM de quitosana ao meio TSB proporcionou uma redução na formação de 

biofilme de 30% quando associado ao óleo essencial de cravo, 48% para OE Ca, 52% 
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para o OE Nz e 64% para OE Ge, quando comparados com o óleo essencial 

separadamente. Isto sugere um efeito sinérgico ou aditivo da quitosana e os óleos 

essenciais frente as espécies de Candida. 

 Mendanha e colaboradores (2013) verificaram que os monoterpenos como 

nerolidol e cineol são capazes de alterar a fluidez da membrana celular dos eritrócitos 

e fibroblastos, levando a um aumento nas trocas celulares e em altas concentrações, 

os terpenos podem causar extração lipídica e vazamento do conteúdo citoplasmático 

(MENDANHA et al., 2013; MENDANHA; ALONSO, 2015). Para avaliar potenciais 

efeitos tóxicos dos óleos essencias utilizados no presente estudo foi realizado o teste 

da atividade hemolítica em eritrócitos humanos e considerado os valores de referência 

recomendados por Hartmann, Jenkis e Arnold (1970) como sendo recomendáveis 

valores inferiores a 5,00%. Os resultados obtidos demonstraram que o OE Cr e OE 

Ca apresentaram atividade hemolítica de (66,49 ±6,32%) e (8,67 ± 5,89%) 

respectivamente na concentração de 1000 μg/ mL, e não apresentaram atividade 

hemolítica de ≤ 500 μg/mL(p<0,05). O OE Ge (65,69 ± 5,48%) na concentração de 

1000 μg/mL e (21,42 ± 3,79%) para 500 μg/mL o OE Nz e o antifúngico nistatina em 

1000 μg/mL (87,29 ± 6,49%; 76,78 ± 6,72%) em 500 μg/mL (83,85 ± 4,75%; 57,46 ± 

3,59%) em 250 μg/mL (28,03 ± 2,34%; 24,64 ± 4,18%) e 125 μg/mL (13,04 ± 2,81%; 

18,74 ± 3,37%). Nas demais concentrações não houve atividade hemolítica e não 

ocorreu diferença estatística entre elas (p<0,05), dessa forma o óleo de geranio 

utilizado em concentrações de 250 μg/mL ou inferior não está associado ao risco a 

saúde. O óleo de noz-moscada, assim como a nistatina não apresentaram 

citotoxicidade em concentrações de 62,5 μg/mL ou inferiores. 

Marya e colaboradores (2012) verificaram atividade hemolítica do óleo de cravo 

em concentrações superiores a 250 μg/mL, no entanto no estudo de Ni; mahdavi e 

Ghezi (2019) não foi observado atividade hemolítica até a concentração de 

2500μg/mL (MARYA et al., 2012; NI; MAHDAVI; GHEZI, 2019). Prashar e 

colaboradores (2006) avaliaram o óleo de cravo o qual demonstrou ser tóxico numa 

concentração de 0,03% v/v, lisando 73,00% das células endoteliais. A atividade 

citotóxica do óleo de cravo pode ser atribuída ao eugenol, seu constituinte majoritário, 

responsável pela lise de mais 90,00% em uma concentração 0,024% v/v (PRASHAR; 

LOCKE; EVANS, 2006). Os resultados do presente estudo demonstram que o OE Cr 
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apresentou atividade hemolítica de (66,49 ±6,32%) na concentração de 1000 μg/mL, 

e não apresentou atividade hemolítica em ≤ 500 μg/mL (p<0,05).  

 Para as espécies de Cinnamomum sp. os dados encontrados na literatura 

mostram baixa atividade hemolítica. Cinnamomum tamala não apresentou atividade 

hemolítica (DANDAPAT; KUMAR; SINHA, 2014) e o óleo essencial de C. verum 

apresentou 72,90% de hemólise na concentração de 1000 μg/mL, entretanto em 

baixas concentrações não apresentou atividade hemolítica (ESSID et al., 2019).  O 

óleo essencial de Cinnamomum zeylanicum tem demonstrado baixa atividade 

hemolítica de 1 a 4 % em concentrações crescentes do óleo até a concentração 

máxima de 200 μg/mL (BARROS et al., 2016). Em outro experimento o óleo de 

Cinnamomum zeylanicum apresentou atividade hemolítica menor que 2% em 

concentrações crescentes até 1000 μg/mL (DE LUCENA RANGEL et al., 2018). No 

presente estudo, o OE Ca apresentou atividade hemolítica de (8,67 ± 5,89%) na 

concentração de 1000 μg/mL, e não apresentou atividade hemolítica em concentração 

≤500 μg/mL (p<0,05). Considerando que os resultados obtidos de CIM estão na faixa 

de 500 a 15,62 µg/mL para o óleo essencial de canela frente as cepas avaliadas, as 

concentrações de uso não apresentam atividade hemolítica. 

 O óleo essencial de Pelargonium graveolens (OE Ge) tem demonstrado forte 

atividade hemolítica, 97,00% no valor de 500 μg/mL (ERNST; ROGERS, 2005), e em 

outro estudo 97.82% para 500 e 71,47% para 250 μg/mL (ESSID et al., 2017b). No 

presente estudo o OE Ge apresentou atividade hemolítica de (65,69 ± 5,48%) na 

concentração de 1000 μg/mL e (21,42 ± 5,79%) para 500 μg/mL e não houve atividade 

hemolítica nas demais concentrações. As diferenças encontradas nestes testes 

podem estar relacionadas a composição química do óleo (% de eugenol), uma vez 

que este constituinte apresenta potencial citotoxicidade (PRASHAR et al., 2006). 

Para o óleo essencial de noz moscada (OE Nz), cujos principais componentes são 

miristicina, elimicina, sabineno e terpin-4-ol, não foram encontrados estudos sobre a 

atividade hemolítica. No entanto sabe-se que o mesmo apresentou um efeito 

citotóxico baixo IC50 de 24,86 μg/mL no estudo de citotoxicidade in vitro na linhagem 

celular Vero pelo método do MTT (PILLAI et al., 2012).  

No presente estudo, os óleos essenciais de Cinnamomum cassia L., Syzygium 

aromaticum (L.) Merr. & Perry não apresentaram atividade hemolítica na concentração 

inibitória mínima. No entanto, ambos os óleos de gerânio e noz-moscada 
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apresentaram atividade hemolítica na CIM. Esses óleos em concentrações 

subinitórias 0,5 CIM e 0,25 CIM podem ser utilizados tanto no controle do crescimento 

fúngico como para reduzir a formação de biofilme. 

Quanto a identificação dos isolados, os meios cromogênicos possui fácil 

identificação, diferenciando espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata e C. 

krusei. No entanto, diferentes tons de verde e rosa das colônias podem indicar a 

mesma espécie ou não. Isso suporta a necessidade de diferentes métodos de 

diagnóstico, como bioquímica ou espectrometria de massa (GARZA-GONZÁLEZ et 

al., 2020; KHADKA et al., 2017; PATEL; MODI; SUMAN, 2016; STEFANIUK et al., 

2016). 

Como alternativa a identificação bioquímica e molecular vem sendo utilizada a 

espectrometria de massa através de ionização por dessorção à laser assistida por 

matriz e detecção em analisador do tipo tempo de vôo (MALDI-TOF MS) para a 

identificação rotineira de microrganismos nos centros clínicos em várias partes do 

mundo (ANGELETTI, 2017; CEBALLOS-GARZON et al., 2020; PANDA et al., 2015), 

manuscrito V. Esta técnica fornece uma identificação microbiana através da 

comparação dos perfis de espectros de suas proteínas citoplasmáticas (CEBALLOS-

GARZON et al., 2020; PANDA et al., 2015). Esta técnica apresenta algumas limitações 

na determinação de colônias pequenas ou mucóides, na identificação de espécies 

intimamente relacionadas e em colônias mistas (PATEL, 2019), o que pode ser 

minimizada pelo treinamento refinado do operador. Uma criteriosa avaliação do perfil 

de espectros de cada microganismo pode ajudar na avaliação crítica da impressão 

digital-MS, auxiliando o analista na tomada de decisão e expansão da biblioteca de 

referência.  

A identificação e avaliação do perfil de espectros pode ser obtida com auxílio 

de técnicas de análise multivariada. A análise de componentes principais (PCA), é 

uma ferramenta estatística de análise multivariada, a qual permite compilar uma 

grande base de dados destacando os parâmetros mais relevantes para o estudo. É 

realizada pela projeção dos dados multivariados em um espaço de dimensão menor, 

reduzindo o número de dimensões sem perda de informações (CHENG et al., 2013).  

No manuscrito V, na análise das impressões digitais de MALDI-TOF MS de 

diferentes isolados clínicos de Candida verificou-se um perfil espectral consistente 

entre as espécies. A maioria dos sinais de proteínas ribossômicas estão 
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compreendidos entre 3 e 15 kDa e os sinais com maior intensidade estão 

compreendidos entre 3 e 8 kDa e os de menor intensidade entre 8 e 15 kDa. 

Resultados semelhantes foram relatados em estudos anteriores (PANDA et al., 2015; 

PAUL et al., 2018). Através da análise multivariada, observou a presença de sinais 

característicos de espécies como 4,3 – 4,4 e 5,1 - 5,2 KDa para C. albicans, 6,0 - 6,1 

KDa para C. lusitaniae e 11-11,1 para C. glabrata. Nossos dados vêm corroborar com 

o estudo anterior de (SANTOS, et al., 2011). 

Embora outros autores discutam a presença de sinais capazes de identificar 

perfil de resistência (DELAVY et al., 2019; PAUL et al., 2018) e capacidade de 

produção de biofilme (DE CAROLIS et al., 2019) através de MALDI-TOF MS, estes 

dados não são informados.  

Apesar do MALDI-TOF MS ser considerado uma importante ferramenta no 

diagnóstico de infecções fúngicas e do seu grande potencial de utilização na pesquisa 

científica no que tange resistência fúngica e produção de biofilmes este assunto ainda 

é pouco explorado. Uma pesquisa nas bases de dados Scielo e Pubmed em setembro 

de 2020 resultou em 244 artigos, destes, a grande maioria abordam a aplicabilidade 

do MALDI-TOF na identificação fúngica e apenas 5 artigos estão relacionados a 

identificação de Candida spp. por MALDI-TOF MS e seu perfil de impressão digital 

MS. 
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Com base nos resultados da presente pesquisa, pôde-se verificar: 

 A prevalência de Candida spp. em pacientes usuários de prótese dentária 

atendidos na Faculdade de Odontologia da UFRGS foi menor que a encontrada 

na maioria dos dados da literatura, evidenciando a importância da revisão 

constante para manutenção e substituição das próteses dentárias. A 

colonização de Candida spp. está associada a idade, diabetes mellitus e uso 

de prótese dentárias. 

 Menor suscetibilidade aos antifúngicos azólicos em relação a nistatina foi 

observada nos isolados clínicos testados, sendo este o fármaco mais eficiente 

no manejo das infecções por Candida spp.. Comparando o perfil de 

susceptibilidade destes isolados com os descritos em estudos semelhantes na 

última década, percebe-se uma diminuição da suscetibilidade aos antifúngicos 

ao longo dos anos. Isto reforça a importância de conduzir este tipo de estudo. 

A determinação da suscetibilidade antifúngica e sua vigilância podem ser úteis 

na escolha de abordagens terapêuticas ideais para os pacientes usuários de 

próteses dentárias. Podendo estes resultados serem extrapolados, apoiando a 

tomada de decisão no tratamento da candidíase. 

 Grande heterogeneidade quanto ao perfil de adesão intra espécie no isolados 

clínicos testados, não sendo possível verificar diferença quanto as 

propriedades adesivas entre as espécies de Candida, apenas a influência das 

condições de crescimento e das características do substrato. Maior capacidade 

de formação nos isolados provenientes do grupo de usuários de próteses 

dentárias e de Candida não-albicans. A caracterização destes isolados quanto 

a adesão e formação de biofilmes podem auxiliar no desenvolvimento de 

produtos Odontológios específicos para o controle da candidíase, através da 

adição de constituintes que controlem e reduzam esses fatores de virulência.  

 Os quatro óleos avaliados apresentaram atividade fungicida e antibiofilme 

frente aos isolados clínicos de Candida spp., mesmo em isolados resistentes 

aos antifúngicos azólicos.  Os melhores resultados foram obtidos com os óleos 

essenciais de Cinnamomum cassia L. e Syzygium aromaticum L. Merr. & L.M. 

Perry. Os OEs analisados possuem rendimentos de extração de 1 a 14%, 

sendo um recurso viável e renovável. O óleo de cravo se encontra na lista 
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Generally Recognized as Safe (GRAS) do Food and Drug Administration (FDA) 

sob o número PB 238792 e a noz moscada sob número PB266878.  

 Os óleos essenciais de Cinnamomum cassia L., Syzygium aromaticum (L.) 

Merr. & Perry não apresentaram atividade hemolítica na concentração inibitória 

mínima. Os óleos de gerânio e noz-moscada apresentaram atividade 

hemolítica na CIM, no entanto, podem ser utilizados em concentrações 

subinitórias 0,5 CIM e 0,25 CIM podem no controle do crescimento fúngico e 

redução da formação de biofilme. 

 O meio cromogênico permitiu o crescimento e o isolamento das leveduras de 

maior relevância clínica bem como a identificação de C. albicans, C. tropicalis 

C. glabrata e C. Krusei. E não permitiu a discriminação das espécies de C. 

guilhermondii, C. lusitaniae e C. intermedia. Apesar disto, o meio cromogênico 

é adequado para o isolamento primário e identificação presuntiva de Candida 

spp, apresentando uma boa correlação quando comparado com o MALDI-TOF. 

  A análise das impressões digitais de MALDI-TOF MS em diferentes isolados 

clínicos de Candida verificou-se um perfil espectral consistente entre as 

espécies. A maioria dos sinais de proteínas ribossômicas estão compreendidos 

entre 3 e 15 kDa e a presença de sinais característicos das espécies como 4,3-

4,4 e 5,1-5,2 KDa para C. albicans, 6,0-6,1 KDa para C. lusitaniae e 11,0-11,1 

KDa para C. glabrata. A determinação do perfil espectral pode auxiliar o 

analista na análise crítica do resultado obtido bem como na ampliação da 

biblioteca de referência. 

 

Sendo assim, este trabalho espera ter contribuído com o estudo do perfil de 

suscetibilidade de isolados clínicos de Candida spp. provenientes de usuários de 

próteses dentárias bem como a caracterização destes isolados quanto a capacidade 

de adesão e formação de biofilme. Bem como, na prospecção de novos agentes 

terapêuticos para o tratamento da candidíase.  

Como direcionamento de estudos futuros este trabalho verificou a atividade 

antifúngica e antibiofilme dos óleos essenciais de Pelargonium graveolens L’Her, 

Cinammomum cassia L., Syzygium aromaticum (L.) Merr & Perry e Myristica fragrans 

Houtt obtendo resultados promissores frente a Candida spp.. No entanto não fez parte 

do escopo deste trabalho estudos sobre a capacidade de erradicação dos biofilmes 
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maduros destes óleos essenciais e a capacidade antibiofilme de seus fitoconstituintes 

(eugenol, geraniol, cinamaldeido, terpineol, etc...) podendo ser alvo de estudos 

futuros. Assim como o estudo destes óleos essenciais frente a outros fungos 

resistentes aos antifúngicos clássicos. 
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