
 

 

 

Avaliação in vitro do potencial antifúngico de sais imidazólicos frente a 

Candida albicans 

 

In vitro evaluation of antifungal potential of imidazolium salts against 

Candida albicans 

 

Thomas Fernando Mallmanna (orcid.org/0000-0003-4851-4556) 

Guilherme Stein Porto Alegrea (orcid.org/0000-0001-5116-7175) 

Vinícius Demétrio da Silvab (orcid.org/0000-0002-7242-9442) 

Henri Stephan Schrekkerb (orcid.org/0000-0002-8173-3841) 

Lina Naomi Hashizumeb (orcid.org/0000-0001-5477-2768) 

 

aDepartamento de Odontologia Preventiva e Social, Faculdade de Odontologia, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul  

bLaboratório de Processos Tecnológicos e Catálise, Instituto de Química, 

Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

 

Autor de correspondência:  

Lina Naomi Hashizume 

E-mail: lhashizume@yahoo.com 

 

RESUMO 

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antifúngico de um 

conjunto de sais imidazólicos (SI) frente a Candida albicans. Materiais e 

métodos: A avaliação antifúngica dos SI foi realizada por meio do teste de 

difusão em ágar, utilizando uma cepa de Candida albicans (ATCC 90028). Cinco 

diferentes SI foram sintetizados e testados no presente estudo: brometo de 1,8-

bis(metilimidazólio-1-il) octano  (MImC8MImBr2), metanossulfonato de 1,12-

bis(metilimidazólio-1-il) dodecano (MImC12MIm(MeS)2), cloreto de 1-n-

hexadecil-2,3-dimetilimidazólio  (C16DMImCl), metanossulfonato de 1,10-
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bis(metilimidazólio-1-il) decano  (MImC10MIm(MeS)2) e brometo de 1,10-

bis(metilimidazólio-1-il) decano  (MImC10MImBr2). O cloreto de cetilpiridíneo 

(C16PyrCl) foi utilizado como composto de referência e as soluções de 

digluconato de clorexidina (C34H54Cl2N10O14) e salina (NaCl 0,9%) foram 

utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente. Resultados: 

Dentre os SI testados, MImC12MIm(MeS)2, MImC10MIm(MeS)2 e MImC10MImBr2 

apresentaram os seguintes valores para os halos de inibição formados: 28,00 

mm, 20,50 mm e 18,75 mm, respectivamente. Esses valores foram similares ou 

superiores inclusive aos encontrados para o controle positivo (14,87 mm) e o 

composto de referência (0 mm). Discussão: Os SI podem apresentar uma 

alternativa promissora às terapias com antifúngicos convencionais, concordando 

com estudos prévios. Entretanto, mais estudos in vitro e in vivo são necessários 

para avaliar o potencial antifúngico destes compostos frente a biofilmes 

multiespécies de C. albicans. Conclusão: Baseado nestes resultados, três dos 

SI testados apresentam atividade antifúngica in vitro promissora frente à Candida 

albicans. 

Palavras-Chave: Candida albicans. Antifúngicos. Líquidos iônicos. 

 

ABSTRACT 

Aim: This study aims to evaluate the antifungal potential of imidazolium salts (IS) 

against Candida albicans. Material and methods: Antifungal evaluation of the 

IS was performed using the disk diffusion test, using a strain of Candida albicans 

(ATCC 90028). Five different IS were synthesized and tested in the present study: 

1,8-bis(methylimidazolium-1-yl) octane bromide (MImC8MImBr2), 1,12-

bis(methylimidazolium-1-yl) dodecane methanesulfonate (MImC12MIm(MeS)2), 

1-n-hexadecyl-2,3-dimethylimidazolium chloride (C16DMImCl), 1,10-

bis(methylimidazolium-1-yl) decane methanesulfonate (MImC10MIm(MeS)2) e 

1,10-bis(methylimidazolium-1-yl) decane bromide (MImC10MImBr2). 

Cetylpyridinium chloride (C16PyrCl) was used as a reference substance. 

Chlorhexidine (C34H54Cl2N10O14) and saline (NaCl 0,9%) solutions were positive 

and negative controls, respectively. Results: Among the tested IS, 



 

 

MImC12MIm(MeS)2, MImC10MIm(MeS)2 and MImC10MImBr2 showed the following 

values for inhibition halos: 28,00 mm, 20,50 mm and 18,75 mm, respectively. 

These values were similar or superior than those found for the positive control 

(14.87 mm) and reference (0 mm) substances. Discussion: IS can be a 

promising alternative to antifungal conventional therapies, as exemplified in 

previous studies. However, further in vitro and in vivo studies are needed to 

assess the antifungal potential of these compounds against Candida-mixed 

biofilms. Conclusion: Based on these results, there are three in vitro promising 

antifungal potential against Candida albicans IS tested in this study.  

Key-words: Candida albicans. Antifungal agents. Ionic liquids. 

 

INTRODUÇÃO 

A candidíase oral consiste em uma infecção local e oportunista relacionada 

ao aumento no crescimento de Candida spp1. Essa patologia tem como fatores 

predisponentes o uso de aparelhos protéticos e ortodônticos, higiene bucal 

deficiente, hábitos como o tabagismo, xerostomia, diabetes e quadros de 

imunossupressão2. A Candida albicans (C. albicans) é o primeiro e mais 

frequente agente etiológico relacionado à candidíase oral, sendo a levedura mais 

bem sucedida no processo de colonização oral devido a diferentes fatores de 

virulência como formação de hifas, plasticidade fenotípica, secreção de enzimas 

como proteases e fosfolipases, além da presença de uma grande diversidade de 

adesinas que possibilitam adesão a diferentes receptores presentes em células 

do epitélio bucal, polímeros inertes em próteses e outros micro-organismos, 

características que garantem vantagens de crescimento sobre outros micro-

organismos na cavidade bucal, tanto em superfícies bióticas como abióticas3,4,5. 

Medicamentos antifúngicos tópicos, antifúngicos sistêmicos, assim como 

substâncias desinfetantes são utilizados como formas de tratamento para 

candidíase oral/estomatite protética de origem fúngica, sendo a nistatina, 

miconazol, fluconazol, anfoterricina B e a clorexidina os antimicrobianos mais 

comumente usados6.  



 

 

A nistatina tem sido a primeira opção medicamentosa tópica no tratamento 

das candidíase oral devido ao seu baixo custo e presença rara de fungos 

resistentes. Entretanto existe pouca receptividade por parte dos pacientes 

devido ao seu gosto desagradável. Casos mais graves onde são associados à 

imunossupressão e internações em UTI, a administração de fármacos como 

anfotericina-B e fluconazol podem ser empregados de maneira sistêmica. Outra 

opção é a utilização de enxaguatórios bucais à base de clorexidina, tidos como 

antissépticos padrão-ouro, os quais possuem efeito fungicida quando em contato 

com a C. albicans, devido uma série de alterações celulares que promovem a 

lise da parede celular e degradação do citoplasma deste fungo5,6,7. 

O número limitado de antifúngicos disponíveis no mercado e o uso 

indiscriminado dos fármacos em ambiente hospitalar podem levar ao aumento 

da resistência por parte destes micro-organismos, assim, mostra-se necessária 

a busca por terapias alternativas às convencionais8,9.  

Os sais imidazólicos (SI) tem se mostrado como uma alternativa promissora, 

pois apresentam interações com sistemas biológicos em geral, incluindo 

interações droga-hospedeiro e droga-levedura10, apresentando assim um 

potencial de inibição diante diferentes cepas e espécies de Candida11,12. A 

observação microscópica revelou que as células fúngicas de Candida albicans 

expostas por algumas horas ao sal de imidazólio cloreto de 1-n-hexadecil-3-

metilimidazólio (C16MImCl) eram menores do que as células de controle não 

tratadas13. De acordo com Lee et al.14, o encolhimento celular foi associado à 

permeabilização da membrana celular e vazamento de conteúdo intracelular 

após a exposição a agentes antifúngicos como a apigenina. Além disso, estudos 

conduzidos por Schrekker et al.12 evidenciaram a ausência de características 

citotóxicas por parte dos SI frente a células leucocitárias humanas, onde os 

mesmos não provocaram danos à membrana celular nem alterações estruturais 

do DNA. Candida albicans é a espécie mais associada com a candidíase oral e 

estudos sobre a atividade antifúngica de SI frente C. albicans são limitados3. SI 

dicatiônicos com espaçadores alquílicos, em alguns casos contento éteres 



 

 

pequenos (MImC4MImI2 e MImC8MImI2 na Figura 1) mostraram atividades ainda 

pouco significativas15.  

 

 

Figura 1. Estruturas químicas dos SI dicatiônicos com espaçadores alquílicos já 

testados (MImC4MImI2 e MImC8MImI2) frente C. albicans e os derivados 

utilizados no presente estudo. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Saís Imidazólicos 

Os SI brometo de 1,8-bis (metilimidazólio-1-il) octano  (MImC8MImBr2) e 

brometo de 1,10-bis (metilimidazólio-1-il) decano  (MImC10MImBr2) foram 

sintetizados de acordo com a literatura16. Metanossulfonato de 1,12-bis 

(metilimidazólio-1-il) dodecano (MImC12MIm(MeS)2) e metanossulfonato de 

1,10-bis (metilimidazólio-1-il) decano  (MImC10MIm(MeS)2) foram preparados em 

duas etapas, primeiro foram sintetizados os alquilantes como segue: uma 

solução de 1,8-octanodiol (27,3 mmol) e trietilamina (58,6 mmol) em 

diclorometano (100 mL) foi resfriada a 0˚C, então foi adicionado cloreto de 



 

 

metanossulfonila (54,7 mmol) lentamente, gota a gota. A reação foi deixada 

aquecer até à temperatura ambiente e agitada durante 2 h. A fase orgânica foi 

lavada duas vezes com água e bicarbonato de sódio aquoso a 10%, seca com 

Na2SO4 e filtrada. O solvente presente no material foi removido em pressão 

reduzida. O mesmo método foi utilizado para a síntese do alquilante a partir do 

1,10-decanodiol. O SI cloreto de 1-n-hexadecil-2,3-dimetilimidazólio  

(C16DMImCl) também foi preparado de acordo com literatura16. Os pesos 

molares (g/mol) de MImC8MImBr2, MImC12MIm(MeS)2, C16DMImCl, 

MImC10MIm(MeS)2 e MImC10MImBr2 são respectivamente: 436,23, 522,72, 

357,02, 494,67 e 464,28 (Figura 2). 

 

Figura 2. Estruturas químicas dos compostos utilizados no presente estudo. 

 

Baseado no documento M27-A3 publicado em 2008 pelo Clinical Laboratory 

Standard Institute (CLSI), uma série de microdiluições foi realizada previamente 

ao experimento, onde a solução tampão fosfato foi utilizada como diluente na 

fase de microdiluições. O cloreto de cetilpiridíneo (C16PyrCl, Sigma Aldrich, Saint 

Louis, EUA) foi incluído no estudo como um composto de referência por ser 

largamente utilizado como antimicrobiano em enxaguatórios bucais comerciais. 

A concentração final para todos os compostos testados foi de 100 μg/mL que foi 



 

 

padronizada através do número de diluições realizadas. Cada solução foi 

esterilizada através de filtração através de uma unidade filtrante (0,22 µm, 

Millipore, Merck, Alemanha) acoplada a uma seringa estéril. Como grupos 

controle foram definidos a solução de digluconato de clorexidina 

(C34H54Cl2N10O14) a 0,12% (Periogard®. Colgate-Palmolive, São Paulo, Brasil) 

como controle positivo e uma solução salina (NaCl 0,9%) como controle 

negativo. 

 

Cepa microbiana utilizada 

Foi utilizada a cepa de C. albicans ATCC 90028 no presente estudo. Ela foi 

reativada, a partir de um estoque congelado, em placas contendo meio ágar 

Saboraud dextrose (Himedia, Mumbai, Índia) e incubada por 24 horas, a 37 ºC. 

Após o crescimento, as colônias formadas foram coletadas e inoculadas em 

tubos contendo meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) (Kasvi, São José dos 

Pinhais, Brasil) e incubadas a 37 ºC por 24 horas. Após esse período, realizou-

se o ajuste da densidade óptica da suspensão fúngica para 0,5 da escala de 

McFarland equivalente a 1,5 x 106 UFC/mL.  

 

Teste disco-difusão em ágar 

Foram inoculados 200 μL da suspensão fúngica em 10 (dez) placas de Petri, 

previamente demarcadas em quatro quadrantes, contendo meio BHI ágar e 

espalhada na superfície por meio de pérolas de vidro estéreis. Discos de papel 

filtro estéreis foram imersos durante 5 segundos em microtubos contendo uma 

das soluções de SI, de referência ou os controles, e posteriormente posicionados 

de maneira equidistante em seus respectivos quadrantes nas placas. As placas 

foram incubadas a 37ºC e os halos de inibição foram medidos após 24 horas de 

incubação. Por meio de uma régua os halos formados foram mensurados em 

milímetros e registrados. O experimento foi realizado em triplicata em diferentes 

momentos. 

 



 

 

Análise estatística 

Os resultados dos valores dos halos de inibição formados foram calculados 

e expressos em média e desvio padrão para comparação entre os grupos e com 

os grupos controle positivo e negativo. Foi utilizado o teste ANOVA de uma via 

seguido pelo teste de Tukey. O valor de significância foi 0,05. 

 

RESULTADOS 

A Figura 3 mostra os halos de inibição formados a partir dos SI, solução 

referência e controles utilizados no presente estudo frente à cepa de C. albicans. 

A Tabela 1 apresenta os valores de média e desvio padrão para os halos de 

inibição formados em cada grupo. O SI MImC12MIm(MeS)2 apresentou o maior 

valor (28,00 mm) comparado a todos os demais compostos, com resultado 

superior inclusive ao do controle positivo (p < 0,05). MImC10MIm(MeS)2 e 

MImC10MImBr2 apresentaram resultados similares entre si com os valores 

médios de 20,50 mm e 18,75 mm, respectivamente. Comparados ao controle 

positivo, MImC10MIm(MeS)2 apresentou um valor superior e MImC10MImBr2 

apresentou um resultado similar. Quanto aos valores encontrados para os 

compostos MImC8MImBr2, C16PyrCl e C16DMImCl, eles foram similares entre si 

e ao controle negativo (p > 0,05), não apresentando efeito antifúngico frente a 

cepa de C. albicans testada.  



 

 

 

 

Tabela 1. Valores dos halos de inibição formados frente a C. albicans (ATCC 

90028) por cada um dos sais imidazólicos, solução de referência e controles 

testados no estudo (n = 8). 

 

 

 

Composto testado                                                        Média ± desvio padrão  

MImC8MImBr2 3,37 ± 5,98a 
 

 

MImC12MIm(MeS)2 28,00 ± 3,38b  

 
C16DMImCl 0 ± 0a  

MImC10MIm(MeS)2 20,50 ± 3,46c 
 

 

MImC10MImBr2 18,75 ± 5,36c,d 
 

 
C16PyrCl 0 ± 0a  

Controle positivo 14,87 ± 0,83d 
 

 

Controle negativo 0 ± 0a 
 

 
 

Anova seguido pelo teste de Tukey, p < 0,05. Letras minúsculas diferentes 
indicam diferença significativa entre os compostos testados. 
 
(Fonte: elaboração dos autores) 
 
 

 

 



 

 

 
Figura 3 – Fotografias das placas mostrando os halos de inibição formados pelos 

cinco SI testados em concentração de 100 μg/mL frente à cepa C. albicans 

ATCC 90028. 

(Fonte: elaboração dos autores) 

 

DISCUSSÃO 

O presente estudo sintetizou e testou o potencial antifúngico de cinco SI 

frente a uma cepa de C. albicans e verificou que três deles, MImC12MIm(MeS)2, 

MImC10MIm(MeS)2 e MImC10MImBr2 apresentaram este potencial. Os SI 

testados são compostos iônicos contendo uma ou duas unidades imidazólicas 

(catiônica). O heterocíclico imidazol, a versão neutra (sem carga) desta unidade, 

é encontrada em agentes antifúngicos conhecidos, como o cetoconazol e o 

miconazol, sendo o principal responsável pelas atividades biológicas 

apresentadas por estas drogas12. Em comparação, os SI exibem várias 

propriedades importantes como maior hidrossolubilidade e alta estabilidade 

térmica e química17. Além disso, vários SI apresentam atividade antifúngica 

frente a diversas espécies de Candida em concentrações extremamente baixas, 

sem mostrar toxicidade em leucócitos humanos12. Um estudo prévio12 relatou o 



 

 

potencial antifúngico promissor de múltiplos SI frente a C. parapsilosis, C. 

tropicalis e C. glabrata. Sendo que C. glabrata é a segunda espécie do gênero 

Candida mais comumente encontrada na cavidade bucal, e é isolada 

frequentemente de pacientes que usam próteses dentárias18. 

No presente estudo três dos cinco SI sintetizados e testados apresentaram 

potencial antifúngico contra a cepa utilizada de C. albicans (ATCC90028), com 

resultados similares [MImC10MImBr2] ou superiores [MImC12MIm(MeS)2 e 

MImC10MIm(MeS)2] ao controle positivo. Um estudo prévio, que buscou avaliar 

o potencial antifúngico de SI com uma unidade imidazólica frente a diferentes 

cepas de dermatófitos, verificou um padrão relacionado às cadeias e ao 

potencial inibitório dos SI, tendo como tamanho “ideal” cadeias N-alquílicas com 

10 a 16 carbonos11. Os resultados do presente estudo também mostram uma 

relação entre o tamanho do espaçador nos SI dicatiônicos e a atividade 

antifúngica [MImC12MIm(MeS)2 > MImC10MIm(MeS)2 ~ MImC10MImBr2 >>> 

MImC8MImBr2], em concordância com este estudo prévio. De acordo com 

Ocakoglu et al.15 foi observada atividade antifúngica em C. albicans, entretanto 

os resultados são limitados. No estudo são apresentados SI com espaçadores 

alquílicos de quatro ou oito carbonos, em alguns casos contento éteres, com 

atividades ainda pouco significativas, não estando nos mesmos níveis de 

efetividade dos sais com cadeias alquílicas mais longas apresentados neste 

estudo.  

Outro estudo que também avaliou diferentes SI e sua ação inibitória frente a 

diversas cepas de micro-organismos, dentre elas, diferentes gêneros de 

Candida, reportou que os compostos que apresentaram maiores efeitos 

inibitórios foram aqueles com 16 carbonos em sua estrutura12, discordando dos 

resultados do presente estudo que não verificou inibição no SI monocatiônico 

C16DMImCl que possua 16 carbonos em sua estrutura. No entanto, nenhum dos 

estudos citados anteriormente11,12, avaliou os efeitos antifúngicos dos 

compostos imidazólicos frente a C. albicans, podendo explicar a diferença dos 

resultados encontrados no presente estudo e nos estudos prévios. 



 

 

No presente estudo não foi observado formação de halo de inibição frente à 

cepa fúngica testada, pelo composto C16PyrCl, que é o cloreto de cetilpiridínio 

muito utilizado em enxaguatórios bucais comerciais. Embora estudos relatem um 

efeito antimicrobiano deste composto19,20 ele não apresentou efeito antifúngico 

frente à cepa de C. albicans (ATCC90028) testada no estudo. Tanto para o SI 

C16DMImCl quanto para o sal piridínio C16PyrCl não há presença do hidrogênio 

com maior acidez na posição C2. No caso do C16DMImCl esse hidrogênio está 

substituído por um grupo metil e no caso do sal C16PyrCl em sua estrutura não 

existe o anel imidazólio resultando na ausência deste mesmo hidrogênio ácido. 

Esse é um diferencial significativo em relação aos demais sais que apresentaram 

atividade mais significativa e possuem esse hidrogênio ácido na posição C2 

(Figura 4). 

 

Figura 4: Presença do hidrogênio ácido na posição C2 no MImC8MImBr2 e o 

grupo metil na posição C2 no C16DMImCl. 

 

Apesar da literatura relatar a ausência de efeito citotóxico dos  SI12, para uma 

avaliação ideal seria relevante serem realizados testes de biocompatibilidade 

com células do tecido gengival. 

 O crescente aumento na resistência de fungos e leveduras aos antibióticos 

convencionais tem sido uma preocupação e tem impulsionado a busca por 

outros compostos alternativos para reduzir esta tolerância microbiana. De acordo 

com os resultados do presente estudo, pode-se sugerir que os SI podem 

apresentar uma alternativa promissora às terapias com antifúngicos 

convencionais, concordando com estudos prévios21. Entretanto, estudos tem 

reportado que a C. albicans apresenta interação com bactérias, aumentando a 

patogenicidade do biofilme e reduzindo sua susceptibilidade aos agentes 



 

 

antimicrobianos22,23.  Portanto é necessário também avaliar o efeito antifúngico 

dos SI em biofilmes multiespécies de C. albicans através de estudos in vitro, 

utilizando modelos animais e in vivo. 

 

CONCLUSÃO  

    Baseado nos resultados do presente estudo, conclui-se que os sais 

imidazólicos MImC12MIm(MeS)2, MImC10MIm(MeS)2 e MImC10MImBr2 

apresentam atividade antifúngica inibindo o crescimento de uma cepa de 

Candida albicans, podendo ser considerados compostos promissores para 

serem testados em biofilmes multiespécies deste fungo. 
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