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RESUMO
Introdução: A candidose oral é uma infecção fúngica que se
manifesta frequentemente em pacientes imunocomprometidos
ou naqueles que fazem uso de prótese dental removível,
associada a hábitos de higiene deficitários. Antifúngicos
sintéticos, a exemplo do fluconazol, são uti l izados no
tratamento desta infecção; entretanto algumas cepas
apresentam resistência a estes fármacos. Objetivo: Este estudo
avaliou o efeito antifúngico dos óleos essenciais de Persea
americana (abacate), Cinnamomumzeylanicum (canela – folha),
Cinnamomumcassia (canela – casca) e
Cymbopogonwinterianus (citronela), frente à Candidaglabrata.
Material e Métodos: O screening da atividade antifúngica dos
óleos foi determinado por difusão em meio sólido, utilizando
um inóculofúngico ajustado em 1 × 106 UFC/mL. A
Concentração Inibitória Mínima (CIM) foi determinada pela
técnica da microdiluição. Os óleos essenciais foram avaliados
em concentrações entre 1000 µg/mL e 7,81 µg/mL, enquanto
que os fármacos Fluconazol e Nistatina foram avaliados nas
concentrações que entre 64 µg/mL e 0,5 µg/mL. Resultados:
Os halos de inibição mensurados variaram entre 8,2 e 9,2 mm
de diâmetro, respectivamente para C. winterianuse C.
cassia.Os óleos essenciais de C. winterianuse C.
zeylanicumapresentaram CIM de 125 µg/mL, enquanto a CIM
de C. cassiafoi 62,5 µg/mL. A CIM dos fármacos utilizados
como controle foram estabelecidasem 16 µg/mL(fluconazol) e
2,0 µg/mL(nistatina). O óleo essencial de P. americana não
apresentou atividade antifúngica nas concentrações avaliadas.
Conclusão: Conclui-se que os óleos essenciais de canela (casca
e folha) e citronela apresentaram atividade antifúngica frente
a cepa de C. glabrataresistente a fluconazol.

DESCRITORES
Fitoterapia. Candida. Produtos com Ação Antimicrobiana. 

ABSTRACT
Introduction: Oral candidiasis is a fungal infection diagnosed
mainly in patients with immunosuppression or in denture
wearers with deficient hygiene habits. Synthetic antifungal
agents, such as fluconazole, have been used to treat this
infection, but some strains are resistant to these drugs. Objective:
This study aimed to evaluate the antifungal effect of the
essential oils from Persia americana (avocado), Cinnamomum
zeylanicum (cinnamon - leaf), Cinnamomum cassia (cinnamon
- bark) and Cymbopogon winterianus (citronella) against
Candida glabrata. Materials and Methods: The essential oils
were screened for their antifungal activity using the solid
medium diffusion method, with fungal inoculum adjusted to 1
x 106 CFU/mL. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
was determined by the microdilution technique. The essential
oils were evaluated at concentrations ranging between 1,000
µg/mL and 7.81 µg/mL, while fluconazole and nystatin were
evaluated at concentrations between 64 µg/mL and 0.5 µg/
mL. Results: The zones of inhibition measured varied between
8.2 and 9.2 mm diameter for C. winterianus and C. cassia,
respectively. The essential oils from C. winterianusand and C.
zeylanicum had MIC of 125 µg/ml, while C. cassia essential oil
had MIC of 62.5 µg/ml. The drugs used as controls showed MIC
values of 16 µg/mL (fluconazole) and 2.0 µg/mL (nystatin). P.
americana essential oil showed no antifungal activity at the
concentrations evaluated. Conclusion: We conclude that the
essential oils from cinnamon (bark and leaf) and citronella
showed antifungal activity against fluconazole-resistant C.
glabrata.

DESCRIPTORS
Phytotherapy. Candida. Products with Antimicrobial Action. 
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Espécies do gênero Candida, são leveduras
comensais presentes na cavidade bucal1.
Entretanto, esses microrganismos consistem no

principal agente etiológico da candidose oral. Havendo
rompimento do equilíbrio presente na cavidade oral,
observa-se manifestação da doença, de forma que estas
leveduras alteram sua morfogênese, passando ao
estágio de hifas, bem como expressão de adesinas2,3.
Neste momento iniciam o processo de invasão do
epitélio oral, promovendo reação inflamatória4 e
instalação da doença.

A presença desta infecção está comumente
associada a quadros clínicos de imunossupressão,
principalmente observados em portadores do vírus HIV
e diabetes, bem como frequente em usuários de próteses
dentais em associação às condições de higiene oral
deficitárias5. Rotineiramente o tratamento da candidoseé
realizado com a administração de antifúngicos tópicos
ou sistêmicos, de acordo com o sítio de colonização.
Dentre os principais fármacos empregados, deve-se
citar a nistatina e o fluoconazol4.

Entretanto, o uso difundido e não controlado de
tais fármacos podem induzir ao surgimento de cepas
com resistência medicamentosa6, a exemplo da C.
glabrata, resistente aos derivados azóis, como
fluconazol e itraconazol7. Desta forma, a busca por novas
substâncias capazes de controlar e debelar a infecção
tem sido avaliada. Dentre estas, destaca-se a
investigação acerca do uso de produtos de origem
vegetal, geralmente óleos essenciais ou extratos
alcóolicos de plantas8,9.

Estudos etnobotânicosdemonstram o uso
popular de espécies vegetais no tratamento da
candidose oral10-12. Muitas destas espécies naturais
apresentam em sua composição substâncias das classes
dos alcalóides, terpenos, flavonóides e lactonasses-
quiterpênicas, compostos descritos na literatura como
eficazes na atividade antimicrobiana13,14.

A presença destes fitoconstituintes, em algumas
espécies, podem representar efeito antimicrobiano, a
exemplo de algumas já estudadas como P. granatum
Linn (romã), Melaleucaalternifolia e
Schinusterebinthifolius (aroeira vermelha)8,9,15.
Entretanto, outros produtos de origem natural não têm
sido extensivamente investigados quanto ao seu
potencial antimicrobiano, principalmente pela presença
de compostos como aldeído cinâmico em espécies como
Cinnamomumcassia, e Cinnamomum zeylanicum16.

Espécies tropicais como
CymbopogonwinterianusePersea americana,
apresentam alguns resultados quanto a ação
antimicrobiana17,18, entretanto não demonstram
resultados consistentes acerca deste efeito,

principalmente sobre gênero Candida. Assim, novos
estudos avaliando o efeito destes produtos de origem
natural têm sido realizados. Desta forma, o presente
estudo objetivou avaliar a atividade antifúngica dos
óleos essenciais de P. americana (abacate), C.
zeylanicum (canela – folha) C. cássia (canela – casca) e
C. winterianus (citronela), frente à C. glabrata.

MATERIAL E MÉTODOS

Reativação das Espécies de Candida e obtenção do
inóculo

A atividade antifúngica dos óleos essenciais foi
determinada frente a C. glabrata (ATCC 2001) resistente
ao Fluoconazol. A cepa foi reativada em meio de cultura
Agar Sabouraud Dextrose (Difco, Detroit, USA). Após
incubação a 35°C por 24 horas, três a cinco colônias
foram coletadas e suspendidas em 10 mL de caldo RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e reincubadas.
Em seguida, o conjunto foi centrifugado e as células
planctônicas lavadas em solução de PBS estéril
(Phosphate Buffer Saline, pH 7,4). Essa suspensão foi
padronizada de modo a atingir a concentração de 1 ×
106 UFC/mL, ajustada em espectrofotômetro (Spectronic
20, Bausch&Lomb Inc., Rochester, NY, USA), na
densidade óptica de 0,25, no comprimento de onda 520
nm19.

Screening da atividade antifúngica de óleos essenciais
Foram utilizados os óleos essenciais de abacate

(Ferquima Ind. e Com. Ltda., Vargem Grande Paulista,
Brasil), canela (folha) (Ferquima Ind. e Com. Ltda.,
Vargem Grande Paulista, Brasil), canela da china (casca)
(Empresa Viessence®, Florianópolis, Brasil), e citronela
(Empresa Viessence®, Florianópolis, Brasil). As
características físico-químicas e a composição dos
principais fitoconstituintes desses produtos naturais
são apresentadas no quadro 1.

O screening dos óleos foi determinado em meio
Agar Sabouraud Dextrose, pelo método da difusão.
Placas de petri contendo o meio foram inoculadas com a
suspensão fúngica e inseridos discos de papel com 6
mm de diâmetro, previamente embebidos nos óleos
essenciais em suas formulações puras. O mesmo
processo foi realizado para a Nistatina (256ug/ml),
fármaco utilizado como controle positivo. Em seguida,
as placas foram incubadas a 35 °C, por 24 h.

Os resultados foram avaliados a partir da
mensuração dos diâmetros dos halos de inibição de
crescimento fúngico em milímetros (mm), com auxílio de
um paquímetro. O ensaio foi realizado em triplicata,
sendo considerada a média aritmética dos valores
obtidos.
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Preparo de soluções para determinação da Concentração
Inibitória Mínima

As soluções dos óleos essenciais foram obtidas
a partir da diluição dos mesmos em água, com o auxílio
de um agente emulsificante (Tween 80)20,considerando-
se o peso e a densidade. As diluições resultaram em
soluções de trabalho na concentração de 4000 µg/mL,
sendo os produtos ensaiados a partir da concentração
1000 µg/mL.

Para os antifúngicos Fluconazol e Nistatina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), realizou-se a
solubilização dessas drogas em água ultrapura (pH 7,0)
e soluções de trabalho na concentração 256 µg/mL foram
obtidas pela diluição das drogas em meio de cultura
RPMI 1640, sendo os ensaios realizados a partir da
concentração 64 µg/mL. Assim, as soluções dos
produtos naturais foram ensaiadas entre o intervalo das
concentrações 1000 µg/mL e 7,81 µg/mL, enquanto as
soluções antimicrobianas utilizadas como controle
farmacológico (Fluconazol e Nistatina) foram avaliadas
nas concentrações que variaram entre 64 µg/mL e 0,5
µg/mL.

Determinação da Concentração Inibitória Mínima
A Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos

óleos avaliados foi determinada segundo a normatização
M27-A3 do ClinicalLaboratoryand Standards
Institute(CLSI), por meio da técnica da microdiluição
em caldo 21. Foram inseridos 100 µL de meio de cultura
RPMI 1640 em todos os compartimentos de microplacas
de 96 poços. Na primeira fileira, foram inseridos 100 µL
das soluções de trabalho dos produtos, em seguida,
realizaram-se diluições seriadas, por meio da

transferência de 100 µL aos poços subsequentes.
Por fim, foram inseridos 100 µL da suspensão

dos microrganismos (concentração: 1 × 103 CFU/mL),
totalizando um volume final de 200 µL/poço. As placas
foram incubadas a 35° C, por 48 h, em aerobiose. Após
esse período, a CIM foi definida como a menor
concentração dos antibióticos capaz de inibir o
crescimento visível dos microrganismos avaliados.
Controle de viabilidade dos microrganismos (ausência
de antimicrobiano), bem como controle de esterilidade
do meio de cultura (ausência de inoculação de
microrganismos nos poços) foram realizados para
garantir acurácia do método.

RESULTADOS

O ensaio de screening determinou que apenas o
óleo essencial de P. americana, não apresentou
atividade antifúngica frente as leveduras (tabela 1). As
demais amostras apresentaram valores médios entre 8,2
e 9,2 mm de diâmetro, havendo ampla discrepância
quando comparados ao fármaco controle(nistatina).

A CIM, determinada pelo método da
microdiluição, demonstrou que óleo essencial de
abacate não apresentou atividade inibitória nas
concentrações determinadas, entretanto para os demais
produtos observou-se efeito antifúngico. Em especial,
o óleo essencial de C. cassia apresentou atividade frente
às duas espécies de Candida em uma mesma
concentração (62,5 µg/mL), sendo este valor inferior ao
encontrado para as substâncias utilizadas como controle
farmacológico (quadro 2).
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DISCUSSÃO

A busca por produtos que apresentem menor
toxicidade aos tecidos sadios e maior efeito
antimicrobiano, sem contudo permitir aumento da
resistência de microrganismos, tem sido realizada.
Estudos que avaliam os efeitos de produtos extraídos
de espécies vegetais, têm determinado que estes
demonstrem capacidade antimicrobiana frente aos mais
diversos patógenos8,9,22. Desta forma, seriam uma
alternativa ao uso de fármacos sintéticos.

Assim avaliou-se o efeito antifúngico dos óleos
essenciais de P. americana (abacate), C. zeylanicum
(canela – folha) C. cassia(canela – casca) e C.
winterianus(citronela), frente àC. glabrata, usando dois
métodos distintos para detecção desta atividade.Deste
modo, o secreening da atividade antifúngica, utilizando
as soluções em suas formulações puras, determinou que
o óleo de abacate não apresentou atividade. Frações
hexânica, etanóicae metanólica do óleo de abacate não
demonstraram efeito antimicrobiano frente a cepas de
C. albicans(ATCC 10231)17. No entanto, outros
resultados publicados determinam atividade
antimicrobiana das frações metanólica e hexânica do
extrato da semente de abacate23.

O efeito antifúngico do óleo essencial de C.
cassiae C. winterianusfoi determinado em alguns
estudos, em cepas bacterianas ou fúngicas24, 25, no
entanto existem diferenças em relação aos valores

médios dos halos de inibição, quando da avaliação em
meio sólido.Os valores encontrados no presente estudo
são inferiores àqueles encontrados em estudo
previamente realizado, o qual determina valores, médios
de halos de inibição de 35 mm, entretanto frente a C.
albicans25. Apesar de serem espécies que compõem um
mesmo gênero, estes microrganismos podem apresentar
comportamentos distintos frente ao uso de substâncias
antimicrobianas, de forma que C. glabrata ou C.
torpicallis apresentam menor sensibilidade a agentes
antifúngicos que a C. albicans26. Além disto, deve-se
ressaltar que o método de difusão em ágar deve ser
visto como qualitativo, não sendo tão acurado quanto
a outros para a determinação da atividade antifúngica.

A CIM avaliada por meio da técnica da
microdiluição, determinou que o óleo essencial extraído
da casca da canela apresentou maior efeito inibitório,
entretanto tendo um valor de CIM maior em comparação
aos fármacos sintéticos utilizados como controles. Já o
óleo essencial de citronela apresentou valores inferiores
aos da casca da canela, no entanto este óleo apresenta
em sua composição o geraniol, monoterpeneo
extensamente estudado por suas propriedades
antifúngicas27. É válido ressaltar que os fitoconstituintes
presentes nos óleos essenciais não foram isolados,
podendo os efeitos destas  substâncias serem
potencializados quando avaliados de forma individual.

O óleo essencial de C. cassia foi avaliado frente
a isolados clínicos de C. albicansoriundos de pacientes
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portadores de HIV, encontrando valores de CIM similares
a 62,5 µg/mL, entretanto as amostras clínicas fúngicas
demonstraram resistência ao uso da Nistatina
(100.000UI)24. O principal componente deste óleo
essencial é o aldeído cinâmico, o qual apresenta
atividade antibacteriana frente a Helicobacterpyloriem
uma concentração de 500 µM, além dos seus efeitos
anti-inflamatórios16.

Outros estudos determinaram a CIM dos óleos
essenciais de citronela e da casca da canela, as quais
variaram entre 560 µg/mL a  78 µg/mL, principalmente
frente a cepas de C. albicans, microrganismos
prevalente na candidose oral18,20. Desta forma, diante
da comparação entre resultados já descritos e os do
presente estudo vale destacar que parâmetros
metodológicos permitem divergências nos resultados,
pois a técnica da microdiluiçãotem sido relatada em
distintos meios de cultura a exemplos do RPMI 1640,
YNB ou Caldo Saburaud, bem como o ajuste da
densidade óptica para confecçãoo do inóculofúngico.
Desta forma, estes parâmetros devem ser levados em
consideração quando da comparação dos estudos.

Um outro ponto a ser discutido é a forma de
extração dos óleos essenciais, as quais permitem
apresentar concentrações diferentes dos componentes

ativos nos produtos28. Pode-se observar diferenças
entre os efeitos biológicos de compostos quando
extratos alcoólicos, hidroalcoolicos, óleos essenciais ou
infusos.Além disto, fatores como a região da planta
escolhida para a extração da amostra, período de colheita
e condições climáticas podem também alterar a presença
de fitoconstituintes, dificultando a real avaliação dos
efeitos antimicrobianos destes produtos29, 30.

Diante do exposto, observa-se que os óleos
essenciais de citronela e canela apresentaram efeitos
positivos frente á inibição de crescimento de C.
glabrata, podendo ser eventuais antifúngicos potentes
no tratamento da candidose oral. Entretanto, estudos
que avaliam de forma mais específica os efeitos
antimicrobianos destes produtos devem ser realizados,
para que possam ser empregados rotineiramente na
clínica.

CONCLUSÕES

Os óleos essenciais de citronela e canela (folha
e casca) apresentaram atividade antifúngica frente a C.
glabrata, entretanto o óleo essencial de abacate não
exerceu efeitos sobre o microrganismo.
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