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Rasteiro VMC. Efeitos dos óleos essencias de Cymbopogon citratus e 
Melaleuca alternifolia sobre Candida albicans - estudo in vitro e in vivo 
[dissertação]. São José dos Campos: Faculdade de Odontologia de São 
José dos Campos, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2011. 
 
 
 

RESUMO 
 
 
 
 

O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana in vitro e in 
vivo dos óleos essenciais de Cymbopogon citratus e Melaleuca alternifolia 
sobre Candida albicans. No estudo in vitro foi determinada a 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) de M. alternifolia e C. citratus em 
culturas planctônicas de C. albicans de acordo com as normas da 
NCCLS. Os efeitos dos óleos essenciais também foram testados sobre 
biofilmes de C. albicans formados no fundo da placa de 96 poços por 48 
horas. Para a realização do estudo in vivo, foram utilizados 42 
camundongos imunossuprimidos por injeções de prednisolona. A indução 
de candidose experimental foi realizada por inoculações de C. albicans 
(108 células/mL) no dorso da língua dos animais e administração de 
tetraciclina na água de beber. A seguir, os camundongos foram tratados 
com 3 aplicações do óleo essencial de C. citratus, M. alternifolia ou 
solução fisiológica (grupo Controle) no dorso da língua. Foram realizadas 
coletas de amostras bucais, antes e após o tratamento, para recuperação 
de leveduras da cavidade bucal dos animais e contagem de UFC/mL. 
Após 5 dias da indução da candidose experimental, os animais foram 
submetidos à eutanásia para análise histológica e de microscopia 
eletrônica do dorso da língua. Os resultados foram analisados 
estatisticamente pelos testes de Tukey e Kruskal-Wallis (p ≤ 0,05). Os 
resultados obtidos nos testes realizados in vitro demonstraram que a CIM 
foi de 0,195% para M. alternifolia e menor que 0,01% para C. citratus. A 
redução microbiana observada nos biofilmes de C. albicans foi de 6,88 e 
5,84 log, respectivamente, para M. alternifolia e C. citratus. Em relação à 
recuperação de C. albicans da cavidade bucal dos animais, verificou-se 
redução microbiana de 6,49 log para M. alternifolia e 5,95 log para C. 
citratus. Na análise microscópica do dorso da língua, observou-se 
colonização de leveduras e hifas em todos os grupos experimentais, não 
havendo diferença estatisticamente significante entre os grupos. 
Entretanto, verificou-se que o grupo tratado com M. alternifolia apresentou 
menor quantidade de lesões epiteliais em relação ao grupo tratado com 
C. citratus e controle. Concluiu-se que os óleos essenciais de M. 
alternifolia e C.citratus apresentam atividade antimicrobiana in vitro e in 
vivo sobre C. albicans. 
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Rasteiro VMC. Effects of essential oils from Cymbopogon citratus and 
Melaleuca alternifolia on Candida albicans - study in vitro and in vivo 
[dissertation] São José dos Campos: School of Dentistry of São José dos 
Campos, UNESP – Univ Estadual Paulista; 2011. 

 
 
 
 

ABSTRACT  
 
 
 
 

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity in vitro and 
in vivo of essential oils of Cymbopogon citratus and Melaleuca alternifolia 
on Candida albicans. In vitro study was determined the minimum inhibitory 
concentration (MIC) of M. alternifolia and C. citratus in planktonic cultures 
of C. albicans according to NCCLS standards. The effects of essential oils 
were also tested on biofilms of C. albicans formed deep inside the 96-well 
plate for 48 hours. For the study in vivo, we used 42 mice 
immunosuppressed by injections of prednisolone. The induction of 
experimental candidiasis was performed by inoculation of C. albicans (108 
cells / mL) on the back of the tongue of animals and administration of 
tetracycline in drinking water. Next, the mice were treated with three 
applications of the essential oil of C. citratus, M. alternifolia or saline 
(control group) on the back of the tongue. Samples were collected with 
mouth before and after treatment for recovery of yeasts from the oral 
cavity of animals and number of CFU / mL. 5 days after induction of 
experimental candidiasis, the animals were euthanized for histological and 
electron microscopy of the tongue. The results were statistically analyzed 
by Tukey's test and Kruskal-Wallis test (p ≤ 0.05). The results obtained in 
in vitro tests showed that the MIC was 0.195% for M. alternifolia and less 
than 0.01% for C. citratus. The microbial reduction observed in biofilms of 
C. albicans was 6.88 and 5.84 log, respectively, for M. alternifolia and C. 
citratus. Regarding the recovery of C. albicans from the oral cavity of 
animals, there was a reduction of 6.49 log for microbial M. alternifolia and 
5.95 for log C. citratus. In the microscopic analysis of the tongue, there 
was colonization of yeasts and hyphae in all experimental groups, no 
statistically significant difference between groups. However, it was found 
that the group treated with Melaleuca alternifolia showed fewer epithelial 
lesions in relation to the group treated with C. citratus and control. It was 
concluded that the essential oils of M. C.citratus alternifolia and have 
antimicrobial activity in vitro and in vivo C. albicans. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

Os fungos do gênero Candida são, geralmente, 

comensais da cavidade bucal, trato digestivo, genital e urinário de 

indivíduos sadios, estando presentes na cavidade bucal de 3 a 48% dos 

adultos sadios e 45 a 65% das crianças saudáveis (Samaranayake, 

Samaranayake, 2001). Alterações no ambiente do hospedeiro podem 

resultar em transição da fase comensal para a patogênica provocando 

infecções superficiais e até sistêmicas (Samaranayake et al., 2009; Wilson 

et al., 2009). 

Infecções causadas por leveduras como Candida spp. 

representam uma ameaça crescente para a saúde humana. A incidência 

de infecções por estes microrganismos aumentou significativamente 

durante os últimos 20 anos devido às infecções causadas pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (Viuda-Martos et al., 2007; Tullio et al., 

2007). Outros fatores que predispõe à candidose são o uso de próteses 

dentárias, dispositivos médicos como cateteres, insuficiência renal, 

nutrição parenteral e terapia com corticóides ou antimicrobianos de largo 

espectro (Picazo et al., 2008).     

 A introdução de materiais artificiais no corpo humano tem 

sido acompanhada pela habilidade dos microrganismos, incluindo 

espécies de Candida, em colonizar estes materiais e formar biofilmes. Os 

biofilmes protegem os microrganismos dos antimicrobianos e das defesas 

do hospedeiro, contribuindo para o desenvolvimento de infecções. 

Dispositivos como próteses, cateteres, implantes, tubos endotraqueais, 

marcapassos, e outras variedades de dispositivos facilitam a colonização 

e formação de biofilme por espécies de Candida, que podem afetar e 



 

 

comprometer severamente o funcionamento destes dispositivos (Ramage 

et al., 2006).                                                                                                                                                                                                                                                                         

Embora novos antifúngicos tenham sido produzidos nos 

últimos 5 anos, algumas fungemias continuam apresentando dificuldades 

de tratamento. As principais razões para isto incluem resistência 

antifúngica intrínseca ou adquirida dos microrganismos e disfunções do 

organismo que podem impedir a utilização de alguns agentes 

medicamentosos. Além disso, muitos fármacos estão associados com 

consideráveis efeitos adversos (Pasqualotto, 2008).  

O tratamento com antifúngicos polienos (nistatina e 

anfotericina B) e clotrimazol resultam apenas em melhora transitória da 

candidose bucal, sendo muito comum a ocorrência de recidivas, 

principalmente em casos de imunodeficiência. Melhores resultados estão 

sendo obtidos com antifúngicos sistêmicos como ketoconazol, fluconazol 

e intraconazol. Entretanto, o uso desses medicamentos provoca efeitos 

colaterais e pode desenvolver resistência microbiana (Wilson, Mia, 1993; 

Donelly et al., 2007). Estudos com tratamentos alternativos estão se 

tornando relevantes nos últimos tempos (Picazo et al., 2008; Rossi et al., 

2005), incluindo as pesquisas com plantas medicinais. 

Vários estudos científicos comprovaram que inúmeros 

extratos vegetais apresentam atividade antimicrobiana devido à presença 

de princípios ativos, metabólicos secundários como alcalóides, cumarinas, 

terpenos, entre outros. Esses compostos, em baixas concentrações, 

exercem inibição sobre o crescimento de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, além de micobactérias, leveduras e fungos filamentosos, 

confirmando a grande importância que tais produtos possuem como 

perspectivas para a produção de novos produtos farmacêuticos (Lima, 

2001; Calixto, (2003). 

O óleo essencial de Cymbopogon citratus demonstrou 

atividade antifúngica para as leveduras do gênero Candida, incluindo C. 

albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, em testes 
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de difusão em ágar realizados in vitro (Silva et al., 2008). O óleo de 

Melaleuca alternifolia é um medicamento fitoterápico tradicionalmente 

indicado como cicatrizante, hemostático e antiinflamatório, aplicado por 

via tópica ou como anti-séptico bucal nos tratamentos de ferimentos, 

queimaduras traumáticas e solares, mau hálito, problemas da infecção da 

garganta e manchas de pele (Oliveira, 2002). Estudos in vitro também 

sugeriram que M. alternifolia é um potente antimicrobiano contra bactérias 

e fungos (Carson et al., 1995; Harkenthal et al., 1999).  

Apesar de vários estudos in vitro terem demonstrado que os óleos 

essenciais de C. citratus e M. alternifolia apresentaram atividade 

antimicrobiana, poucos trabalhos foram desenvolvidos in vivo. Sendo 

assim, o objetivo desse trabalho foi testar os óleos essenciais de C. 

citratus e de M. alternifolia quanto às suas atividades antimicrobianas in 

vitro e em modelos de animais experimentais. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 

2.1 Candida albicans 

 

 

O Reino Fungi é diverso, apresentando um número 

estimado de 1,5 milhões de espécies, sendo que aproximadamente 400 

espécies foram associadas com doenças humanas. A maioria das 

micoses invasivas é ocasionada por um pequeno grupo de fungos, como 

Candida, Cryptococcus, Pneumocystis, Aspergillus fumigatus, 

Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis e Paracoccidioides 

brasiliensis. (Brown et al., 2009).  

Embora alguns fungos sejam patógenos primários, ou 

seja, capazes de causar infecção mesmo na ausência de fatores 

predisponentes, há um segundo grupo, conhecido como oportunista, que 

manifesta seu potencial patogênico em hospedeiros com 

comprometimento imunológico. Neste último grupo estão incluídas as 

espécies do gênero Candida (Stenderup, 1990; Haynes, 2001). 

C. albicans é considerada um fungo dimórfico por 

apresentar duas formas de crescimento: levedura e hifa (Leung et al., 

2000). Na forma de levedura, apresenta-se como células globosas, Gram-

positivas, ovaladas ou alongadas, medindo em média 3 a 7 μm de largura 

por 3 a 14 μm de comprimento. Quando na forma de micélio, apresenta-

se como pseudo-hifas ou hifas verdadeiras, que se alongam a partir das 

leveduras (Webb et al., 1998; Liu, 2001). 

Quando coloniza superfícies epiteliais, C. albicans 

encontra-se na forma leveduriforme. Em ambientes favoráveis promovem 

desenvolvimento de tubos germinativos e hifas, os quais possuem 



 

 

habilidade em penetrar no tecido hospedeiro levando à infecções 

(Järvensivu et al., 2004). 

Algumas espécies de Candida fazem parte da microbiota 

comensal da cavidade bucal; entretanto, sob determinadas condições, 

comportam-se como patógenos oportunistas (Leung et al., 2000; Hannula 

et al., 2000). A capacidade de C. albicans em causar doença está 

correlacionada como os níveis de imunossupressão do hospedeiro e com 

a expressão de fatores de virulência pelo fungo, como aderência as 

células do hospedeiro, hidrofobicidade celular, formação de tubos 

germinativos e hifas, secreção de proteinase e fosfolipase, e capacidade 

de formação de biofilme (Pomarico et al.,2009; Ellepola, Samaranayake, 

2000; Lyon, Resende, 2006; Nobile, Mitchell, 2006). 

C. albicans é a principal espécie do gênero Candida 

associada à candidose, mas outras espécies também são relatadas, como 

por exemplo C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr e 

C. guilliermondii (Menezes et al., 2004). Recentemente, Candida 

dubliniensis foi reconhecida como uma nova espécie, cujas características 

morfológicas e bioquímicas são muito semelhantes à C. albicans, sendo 

necessária a utilização de métodos moleculares para diferenciá-las 

(Colombo, Guimarães, 2003; Koga-Ito et al., 2006). O aumento na 

prevalência de infecções causadas por espécies de Candida não-albicans 

é preocupante, na medida em que essas espécies são mais resistentes 

aos agentes antifúngicos comumente utilizados (Bagg et al., 2003; Li et 

al., 2007). 

A infecção causada por espécies de Candida é 

denominada de candidose e geralmente compromete a cavidade bucal, o 

trato gastrointestinal, região perianal, unhas, endocárdio, pulmões, trato 

urinário, pele e vagina. As infecções podem permanecer localizadas ou 

podem disseminar-se. A partir da infecção inicial, em geral localizada no 

revestimento cutâneo da pele e na mucosa bucal de um hospedeiro 

imunocomprometido, os fungos podem invadir vasos sanguíneos e 
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disseminar-se por quase todas as áreas do organismo. A candidose 

superficial esta entre as infecções mais comuns da pele e mucosas, e 

tanto a candidose superficial como a profunda constituem problemas de 

saúde publica (Oliveira, 2009). 

A candidose bucal é considerada a "enfermidade do 

paciente enfermo" (McCarthy et al., 1991), já que necessita de um ou 

vários fatores predisponentes para a sua instalação (Aguirre Urizar, 2002, 

Niimi et al., 2010). A candidose têm mostrado recentemente um aumento 

importante na sua incidência, pois a população em geral é mais exposta 

aos fatores que favorecem a essa infecção, incluindo a terapia com 

antibióticos, o tratamento com corticosteróides e medicamentos 

imunosupressores, transplante de órgãos, diabetes, leucemia, linfoma e 

outros tipos de câncer, AIDS e desnutrição (Pappas et al., 2009, López-

Martínez 2010). 

Na candidose bucal outros fatores predisponentes podem 

estar presentes, como o mau funcionamento das glândulas salivares, 

próteses mal adaptadas, níveis elevados de hidrato de carbono e 

tabagismo. A terapêutica envolve tratamento antifúngico adequado, sendo 

as vezes necessário coleta de amostras para análise laboratorial. Em 

certos grupos de alto risco, a profilaxia antifúngica reduz a incidência e a 

severidade das infecções. O prognóstico é bom na maioria dos casos 

(Akpan,Morgan, 2002). 

De acordo com Arendorf e Walker (1979), a língua, o 

palato e a mucosa jugal são os locais mais afetados pela candidose, pois 

são os sítios mais freqüente e densamente colonizados em portadores do 

fungo, sendo que na presença de fatores predisponentes, são os 

primeiros locais a alcançar uma concentração de microrganismos 

suficiente para causar manifestação clínica. 

O interesse por tratamentos antifúngicos eficientes vem 

aumentando devido ao crescente número de patógenos fúngicos 

causados pela maior ocorrência de micoses oportunistas em pacientes 
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imunocomprometidos. Infelizmente, a maioria dos agentes 

antimicrobianos é somente fungistática, ou seja, não provocam a morte do 

microrganismo, apenas inibem a sua multiplicação. Além disso, o uso 

rotineiro de antimicrobianos leva progressivamente ao aparecimento de 

linhagens resistentes (Perussi, 2007). Apesar de novos e eficazes 

medicamentos, os tratamentos muitas vezes não apresentam resultados 

positivos devido ao uso incorreto do medicamento e também à sua 

crescente resistência aos antifúngicas (López-Martínez, 2010). 

 Badiee et al. (2010) investigaram a colonização de espécies 

de Candida na mucosa de pacientes HIV-positivos e verificaram o padrão 

de susceptibilidade aos antifúngicos. Foram coletadas amostras da 

mucosa de 273 pacientes soropositivos para HIV. Todos os isolados 

foram identificados pelo método padrão de assimilação de carboidratos. 

Isolados fenotipicamente identificados como C. albicans ou C. dubliniensis 

foram submetidos à identificação molecular. Padrões de susceptibilidade 

das espécies isoladas aos antifúngicos foram determinados pelo método 

de microdiluição em caldo. As espécies mais comumente isoladas foram: 

C. albicans (50%), seguida por C. glabrata (21,4%), C. dubliniensis 

(13,3%), C. krusei (9,8%), C. kefyr (3,1%), C. parapsilosis (1,6%), e C. 

tropicalis (0,8%). Todas as espécies foram sensíveis à anfotericina B, 

cetaconazol, nistatina, voriconazol e caspofungina. Em alguns isolados foi 

verificada resistência ao fluconazol e itraconazol, que são os antifúngicos 

mais freqüentemente utilizados. 

Desse modo, pode-se observar que muitos compostos 

antifúngicos disponíveis no mercado possuem limitações, por 

apresentarem toxicidade ao hospedeiro e por desenvolverem resistências 

pelos microrganismos do gênero Candida (Donnelly et al., 2008). 
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2.2 Formação de Biofilme por C. albicans  

 

 

Os biofilmes consistem em um conjunto de células 

embebidas em uma matriz extracelular (Baillie, Douglas, 2000), aderidas 

irreversivelmente às superfícies sólidas (Costerton et al., 1999; Donlan, 

Costerton, 2002). Os biofilmes representam a forma mais prevalente de 

crescimento microbiano na natureza, sendo cruciais para o 

desenvolvimento das infecções clínicas (Davey, O’Tolee, 2000).  

A formação de biofilme por C. albicans ocorre por adesão 

de uma camada de células flutuantes leveduriformes à uma superfície, e 

sobre estas, uma camada de formas filamentares rodeadas por uma 

matriz de polissacarídeos (Chandra et al, 2001). O material extracelular 

produzido pela espécie C. albicans contém carboidratos, proteínas e 

outros componentes ainda desconhecidos, sendo esta composição 

diferente das células não aderidas (planctônicas). Segundo Baillie e 

Douglas (2000), o biofilme é muito mais forte e estável do que o 

crescimento planctônico, apresentando maior resistência aos 

medicamentos terapêuticos (Kumamoto, 2002). 

A superfície para a adesão do biofilme pode ser viva ou 

inerte. A adesão dos microrganismos é um processo complexo, com 

muitas variáveis que afetam sua formação (Pratt, Kolter, 1998). Assim, o 

seu crescimento requer um complexo desenvolvimento de vias 

metabólicas que envolvem uma série de eventos, os quais são regulados 

em resposta ao meio ambiente e aos microrganismos (Prakash et al., 

2003). A superfície deve ter características que são importantes no 

processo de adesão, sendo que a colonização microbiana parece se 

incrementar melhor em superfícies rugosas (Prakash et al., 2003). 

Características como pH, níveis de nutrientes, ferro, oxigênio, forças 

iônicas, e temperatura podem ter um papel importante na adesão 

microbiana à superfície (O'Toole et al., 2000). 
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 O biofilme dentário se forma sobre a película adquirida na 

superfície dos dentes (Marsh, 1992). Inicialmente, os microrganismos 

denominados colonizadores primários, se aderem a esta película através 

de reações físico-químicas. Em condições adequadas, os colonizadores 

primários multiplicam-se sobre o substrato para formar micro-colônias. 

Quando ocorrem mudanças nas condições ambientais no interior do 

biofilme em formação e o substrato existente apresenta-se coberto por 

bactérias responsáveis pela colonização primária, outros microrganismos 

tornam-se capazes de se unirem aos primários e a partir deste momento o 

biofilme começa a se desenvolver com múltiplas espécies (Rickard et al., 

2003). 

 A formação dos biofilmes oferece vantagens para os 

microrganismos, como aumento da resistência aos agentes 

antimicrobianos e maior proteção contra o sistema imune do hospedeiro 

(Eick et al., 2004; Jorge, 2007; Wiles et al., 2008). Os microrganismos 

organizados em biofilmes apresentam características de resistência, 

principalmente devido à penetração insuficiente de antimicrobianos, 

velocidade de crescimento e alteração do estágio metabólico que garante 

a sobrevivência de tais células em ambientes hostis (Stewart, Costerton, 

2001). Adicionalmente, os biofilmes apresentam característica de 

desenvolvimento e traços fenotípicos únicos, quando comparados com as 

mesmas células em culturas planctônicas, o que os tornam mais 

resistentes aos antimicrobianos e fatores imunes do hospedeiro (Davey, 

O’Toole, 2000; Zanin et al., 2006). 

A dificuldade no tratamento de infecções causadas por 

biofilmes de Candida deve-se principalmente a duas características: 

resistência aos antifúngicos e reduzida suscetibilidade ao sistema imune 

do hospedeiro (Nett et al., 2009). Os mecanismos de resistência aos azóis 

são os mais estudados em biofilmes de Candida, por estes serem muitas 

vezes resistentes à esta classe de antifúngicos (Chandra et al., 2005). 
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Uma variedade de manifestações de infecções causadas 

por espécies de Candida está associada com a formação de biofilme em 

dispositivos médicos implantados (Douglas, 2002; Kumamoto, 2002). 

Estes dispositivos geram superfícies adequadas para formação de 

biofilme e, consequentemente, são responsáveis pela alta porcentagem 

de candidose invasiva (Ramage et al., 2006). Assim, a introdução de 

materiais artificiais dentro do corpo, tem sido acompanhada pela 

habilidade do microrganismo, incluindo espécies de Candida, de colonizar 

estes materiais e formar biofilme, cuja estrutura os protegem dos 

antimicrobianos e das defesas do hospedeiro, contribuindo para a 

existência de infecções (Ramage et al., 2006). 

Experimentos in vitro sugerem que os microrganismos 

organizados em biofilme podem se tornar cerca de 50 a 500x mais 

resistentes aos antimicrobianos do que microrganismos na forma 

planctônica. A infecção nestes casos só é resolvida a partir da retirada 

dos implantes infectados, levando a uma maior morbidade e mortalidade 

dos pacientes (El-Aziz et al., 2005).   

Hawser e Douglas (1995) avaliaram a suscetibilidade de 

biofilmes de C. albicans aos antifúngicos anfotericina B, fluconazol, 5-

fluorocitosina, itraconazol e cetoconazol e observaram que estes biofilmes 

foram altamente resistentes à estes antifúngicos, permanecendo 5 a 8 

vezes mais metabolicamente ativos do que as células planctônicas e 30 a 

2000 vezes mais resistentes do que a Concentração Inibitória Mínima no 

crescimento planctônico (CIM). 

Mohandas e Ballal (2011) afirmam que espécies de 

Candida são habitantes normais da pele e mucosa e que a importância 

epidemiológica de leveduras envolvidas em processos patogênicos é 

inquestionável, devido ao aumento dessas infecções durante a última 

década. Eles avaliaram amostras clínicas do trato respiratório (escarro, 

lavado brônquico, secreção traqueal), saliva, sangue, urina, secreção do 

ouvido médio, úlcera de córnea e dispositivos de plástico (tubo 

24 



 

 

endotraqueal, ponta do cateter e ponta de sucção) que foram coletados e 

cultivados. As espécies de Candida isoladas foram identificadas. Um total 

de 111 isolados de espécies de Candida foi recuperado a partir de 250 

diferentes fontes clínicas. A espécie C. albicans foi isolada em 39,64% 

dos casos e as espécies de Candida não albicans em 60,36%. Em 

hemoculturas, C. krusei (38,23%) e C. albicans (20,58%) foram isoladas 

com freqüência. C. albicans (63,27%) foi a espécie predominante na 

superfície da mucosa. Infecções urinárias causadas por leveduras foram 

mais freqüentes em pacientes hospitalizados, sendo comumente isoladas 

espécies de C. krusei (50,0%) e C. albicans (25,0%).  

Esses autores, também verificaram que as espécies de 

Candida não albicans produziram mais proteinase do que a espécie C. 

albicans. Entretanto para fosfolipase, as espécies de C. albicans 

produziram altos níveis em comparação com as espécies de Candida não 

albicans. Vários fatores de virulência como, biofilme e produção de 

proteinase e fosfolipase contribuem para a patogenicidade do gênero 

Candida. A detecção precoce dos fatores de virulência de Candida pode 

ser útil na tomada de decisão clínica e os dados deste trabalho sugerem 

que a capacidade das espécies de Candida de produzir biofilme pode ser 

um reflexo do potencial patogênico dos isolados. 

 

 

2.3 Candidose bucal experimental 

 

 

Muitos trabalhos foram desenvolvidos em animais para 

estudar a ação de fatores predisponentes para a candidose bucal e o 

desenvolvimento de novas estratégias de tratamento. Ratos e 

camundongos têm sido muito utilizados por desenvolverem lesões de 

candidose experimental na cavidade bucal após inoculações orais de C. 

albicans, apresentarem baixo custo e facilidade de manuseio. O 
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camundongo apresenta vantagem em relação ao rato, uma vez que sua 

microbiota bacteriana é conhecida e restrita a menos de 20 espécies. 

(Trudel, 1986). Além disso, C. albicans não faz parte da microbiota bucal 

deste animal (Lacasse et al., 1990). 

Totti et al. (1998) verificaram colonização de C. albicans e 

desenvolvimento de candidose na caviadade bucal de camundongos 

normais e sialoadenectomizados após uma e quatro inoculações de C. 

albicans. A xerostomia, produzida pela sialoadenectomia nos 

camundongos, propiciou recuperação de C. albicans na cavidade bucal 

dos animais em maior número e por períodos mais prolongados. Além 

disso, nos animais sialoadenectomizados, as lesões de candidose no 

dorso da língua foram mais extensas em relação aos camundongos 

normais. 

Martinez et al. (2001) avaliaram o efeito de um 

medicamento (GM237354) derivado do sordarin com um amplo espectro 

de atividade contra de fungos. Os efeitos terapêuticos desse 

medicamento foram investigados em um modelo de candidose bucal em 

ratos imunossuprimidos com dexametasona na água de beber. As 

inoculações de C. albicans foram realizadas em três dias alternados. 

GM237354 foi administrado três vezes por dia durante sete 

dias consecutivos. GM237354 administrado nas doses de 5, 7,5, 10, 15 

ou 30 mg/kg/dia reduziu significativamente o número de UFC/mL na 

cavidade bucal dos ratos em relação ao grupo sem tratamento (Controle). 

Estes resultados demonstraram que o GM237354 foi eficaz contra a 

candidose bucal em ratos imunossuprimidos, sendo necessários o 

desenvolvimento de mais estudos para determinar o seu potencial para 

uso em humanos. 

Takakura et al., (2003) observaram o desenvolvimento de 

um modelo de candidose pseudomembranosa na cavidade bucal de 

camundongos, por meio da utilização de um sedativo durante a 

inoculação do microrganismo. Sete dias após a inoculação de C. albicans, 
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foram realizadas recuperações de leveduras da cavidade bucal e análises 

macroscópicas das lesões no dorso da língua. Esses autores verificaram 

que o grau de infecção aumentou conforme o tempo de sedação, e 

demonstraram que 10 mg/kg de clorpromazina (3 horas de sedação) foi a 

dose ideal para esse modelo de candidose experimental. Além disso, os 

autores observaram que a contagem de leveduras (UFC/mL) recuperadas 

da cavidade bucal estavam relacionadas com a quantidade de lesões de 

candidose pseudomembranosa formadas na língua, sugerindo que as 

lesões clínicas indicaram o grau de colonização por C. albicans na 

cavidade bucal. 

Kamagata-Kiyoura et al. (2004) estudaram as 

propriedades anti-Candida da saliva humana em modelos de candidose 

em camundongos. A candidose bucal experimental foi estabelecida pela 

inoculação de C. albicans 24 horas após a administração de 

predinisolona. Esses camundongos receberam por via oral, 0,1 mL de 

saliva humana aquecida a 60ºC ou a 100ºC, e água destilada estéril como 

grupo controle. A saliva humana foi aplicada na cavidade bucal dos 

camundongos por 5 vezes em intervalos específicos de 3, 6, 12, 24 e 36 

horas após a inoculação de Candida. Os resultados mostraram que a 

contagem de células viáveis foram significativamente menores no grupo 

de saliva humana à 60ºC do que no grupo onde foi aplicado saliva à 

100ºC ou água destilada. Os animais que receberam aplicação de saliva 

aquecida a 100ºC por 20 minutos apresentaram os mesmos resultados 

dos animais do grupo controle. Estes resultados sugerem que a 

administração da saliva humana pode inibir a colonização da cavidade 

bucal por C. albicans. 

No estudo de Chami et al. (2005), foi avaliado in vivo a 

ação de dois componentes dos óleos essenciais de orégano e cravo, o 

carvacrol e o eugenol. A indução da candidose bucal em ratos 

imunossuprimidos ocorreu por meio da administração de dexametasona e 

inoculações de C. albicans em três dias alternados. Os animais 
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receberam aplicação tópica de 0,5 mL de carvacrol a 0,2%, eugenol a 

0,4% e solução fisiológica (grupo controle) na cavidade bucal 2 vezes por 

dia durante 8 dias consecutivos. Carvacrol e eugenol reduziram 

significativamente o número de UFC/mL de C. albicans dos animais 

tratados comparados ao controle. A eficácia contra a candidose bucal 

experimental nos leva a considerá-los como possíveis antifúngicos. 

Junqueira et al. (2009) induziram candidose experimental 

por inoculações orais de C. albicans. Após 7 dias, a lesão de candidose 

formada no dorso da língua foi tratada com terapia fotodinâmica. Os 

grupos que receberam terapia fotodinâmica (L+F+) exibiram menor 

alteração epitelial e menor resposta inflamatória crônica em relação ao 

grupo tratado apenas com solução fisiológica (L-F). O grupo tratado 

apenas com laser (L+F-) apresentou lesões epiteliais e resposta 

inflamatória crônica mais intensa do que os demais grupos. O grupo 

tratado apenas com fotossensibilizador (L-F+) demonstrou lesões 

teciduais semelhantes ao grupo (L-F-). 

Mima et al. (2010) avaliaram a efetividade da terapia 

fotodinâmica na inativação de Candida albicans em camundongos 

imunossuprimidos. Após a indução de candidose experimental no dorso 

da língua, foi realizado o tratamento utilizando hematoporfirina nas 

concentrações de 400, 500 e 1000 mg/L, e Diodo Emissor de Luz (LED) 

com comprimentos de onda de 455 e 630 nm.  A terapia fotodinâmica 

resultou em redução significativa no número de C. albicans recuperadas 

da cavidade bucal. Entretanto, não foram observadas diferenças 

significativas entre as diferentes concentrações do fotossensibilizador e 

comprimentos de onda do LED testados. Além disso, a análise histológica 

do dorso da língua revelou que a PDT não provocou efeitos adversos na 

mucosa local. 

Taguchi et al. (2010) estudaram os efeitos de extratos de 

plantas medicinais sobre C. albicans em ensaios in vitro e em modelos in 

vivo de camundongos imunossuprimidos. No estudo in vitro, os autores 
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observaram que os extratos de Cymbopogon citratus, Melissa officinalis, 

Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Hibiscus sabdariffa, Camellia 

sinensis e Cinnamomum cassia inibiram a formação de micélio por C. 

albicans. Os extratos com maior atividade antimicrobiana (C. citratus, C. 

sinensis e C. cassia) foram submetidos ao estudo in vivo, no qual 

verificou-se que a administração oral de C. citratus e C. sinensis não 

resultou em melhora significativa da candidose bucal experimental, 

enquanto que a administração de C. cassia diminuiu as lesões de 

candidose e reduziu o número de leveduras de Candida recuperadas da 

cavidade bucal dos animais.  

Martins et al. (2011) avaliaram os efeitos da terapia 

fotodinâmica sobre a patogenicidade de Candida albicans na candidose 

bucal em ratos. Após 5 dias da indução da candidose, foram realizados 

diferentes tratamentos: laser e azul de metileno como fotossensibilizador 

(Grupo L+F+), apenas laser (Grupo L+F-), apenas fotossensibilizador 

(Grupo L-F+) e grupo sem laser e fotossensibilizador (Grupo L-F-).  A 

capacidade de produção de fosfolipase e proteinase por C. albicans 

recuperadas da cavidade bucal foram avaliadas em todos os grupos 

experimentais. Os resultados demonstraram que a quantidade de C. 

albicans recuperadas da cavidade bucal dos ratos foi semelhante entre os 

quatro grupos estudados. Na análise microscópica do dorso da língua, foi 

observada a presença de lesões teciduais mais intensas no grupo 

controle. Em relação aos fatores de patogenicidade de C. albicans, o 

grupo L+F+ produziu menor quantidade de fosfolipase e proteinase em 

relação aos demais grupos. Concluiu-se que a terapia fotodinâmica foi 

eficaz no tratamento da candidose bucal induzida por C. albicans e inibiu 

a produção de fosfolipase e proteinase por essa espécie. 
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2.4 Óleos essenciais de C. citratus e M. alternifolia 

 

Durante séculos, as plantas medicinais eram a única fonte 

de agentes terapêuticos para o ser humano. A diversidade da utilização 

destas foi resultante do conhecimento empírico da ação dos vegetais nas 

doenças por diferentes grupos étnicos. Na atualidade, muitas destas 

plantas são incluídas na terapêutica convencional para tratamento de 

varias doenças (Vieira 2005; Mantilla, 2005). Assim como, o 

desenvolvimento da sociedade humana, essa sistemática esteve 

intimamente ligada ao uso dos recursos naturais que estavam a 

disposição da humanidade. Ainda hoje todos os aspectos ligados ao 

conhecimento sobre as plantas medicinais continuam evoluindo, 

permitindo-se alcançar novas perspectivas na utilização desse recurso 

(Cunha, 2009).  

As substâncias antimicrobianas sintéticas representam 

um dos maiores avanços dentro da Microbiologia, pois esses agentes 

possuem efeitos sobre espécies microbianas patogênicas e oportunistas, 

as quais são responsáveis pelas mais diversas doenças que podem afetar 

o homem, os animais e as plantas. Dentro desse contexto, o interesse e 

os estudos com produtos naturais oriundos de plantas têm sido 

crescentes em vários países, que têm como objetivo principal a 

possibilidade de isolar substâncias menos tóxicas com potentes 

atividades farmacológicas, incluindo ações antibacterianas e antifúngicas 

(Lima, 2006). 

O Brasil é o país com a maior biodiversidade de plantas 

do mundo, contando com um número estimado de mais de 20% do 

número total de espécies do planeta. O país possui a mais diversa flora, 

número superior a 55 mil espécies descritas, o que corresponde a 22% do 

total mundial. Esta rica biodiversidade é acompanhada por uma longa 

aceitação de uso de plantas medicinais e conhecimento tradicional 

associado. Atualmente, aproximadamente 48% dos medicamentos 
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empregados na terapêutica advêm, direta ou indiretamente, de produtos 

naturais, especialmente de plantas medicinais que permanecem uma 

importante fonte para obtenção de medicamentos (Carvalho et al., 2007). 

Os óleos essenciais podem estar constituídos por mais de 

60 componentes individuais, sendo que os componentes principais podem 

compreender, aproximadamente, até 85% do óleo essencial (Senatore, 

1996). Uma característica importante, responsável pela ação 

antimicrobiana que os óleos essenciais apresentam, são os componentes 

hidrofóbicos que permitem a quebra de lipídeos da membrana celular 

bacteriana, desintegrando as estruturas e tornando-as mais permeável 

(Sikkema et al., 1994). 

De forma geral, os óleos essenciais são misturas 

complexas de substâncias voláteis, geralmente odoríferas e líquidas. 

Também podem ser chamados de óleos etéreos ou essências. A 

designação de óleo se dá graças a algumas características físico-

químicas como, por exemplo a de serem geralmente líquidos de 

aparência oleosa à temperatura ambiente. Sua principal característica 

consiste na volatilidade, que o difere assim, dos óleos fixos, que são 

misturas de substâncias lipídicas obtidas normalmente de sementes. 

Outra característica se deve ao aroma agradável e intenso da maioria dos 

óleos voláteis, sendo por isso, também chamados de essências. São 

solúveis em solventes orgânicos apolares, como o éter, recebendo, por 

isso, o nome de óleos etéreos ou, em latim, aetheroleum. Possuem uma 

solubilidade limitada em água, mas suficiente para aromatizar essas 

soluções que são chamadas de hidrolatos (Simões et al., 2003). 

A atividade biológica de óleos essenciais e extratos de 

plantas tem sido objeto de intensa investigação científica. Plantas 

superiores e aromáticas são amplamente utilizadas no combate a 

diversos tipos de infecções pela medicina popular, uma vez que 

apresentam amplo espectro de atividade antimicrobiana, com inibição 
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comprovada contra bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Hulin et 

al., 1998). 

Melaleuca alternifolia, conhecida como “Tea Tree”, 

pertence à família da Myrtaceae. É uma árvore pequena, apresentando 

no máximo 7 metros de altura. Possui casca fina, semelhante à folhas de 

papel, e folhas afiladas. (Vieira, 2002). É nativa da costa sudeste da 

Austrália, região de New South Wales, e cresce em regiões pantanosas 

ou próximas a rios. 

O responsável pelo nome “Tea Tree”, dado a Melaleuca, 

foi o capitão James Cook, em 1770. Ao desembarcar com seus homens 

na baía de Botany, na Austrália, ele observou que os aborígenes faziam 

um chá medicinal com folhas de um arbusto verde-escuro e contavam 

histórias de uma lagoa mágica na qual as folhas tinham caído e onde a 

tribo do lugar se banhava para manter a saúde. O óleo de “Tea Tree” 

passou a fazer parte tanto da medicina natural dos aborígenes quanto da 

cultura dos australianos (Oliveira, 2002). 

O óleo essencial de Melaleuca alternifolia é um 

antisséptico conhecido por possuir atividade antimicrobiana sobre um 

amplo espectro de patógenos, incluindo Staphylococcus aureus 

resistentes à meticilina (MRSA) e Candida albicans (Woollard et al., 

2007). 

Mondello et al. (2006) avaliaram as propriedades 

antifúngicas dos componentes bioativos do óleo essencial de Melaleuca 

alternifolia, por meio de estudo in vitro em cepas de C. albicans, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata, e estudo in vivo na 

candidose vaginal induzida por C. albicans em modelos de ratas 

ovariectomizadas. Os autores concluíram que o óleo essencial de 

Melaleuca alternifolia apresentou atividades fungistáticas e fungicidas 

para todas as espécies de Candida estudadas. Em relação ao estudo in 

vivo, verificou-se que 3 semanas após a indução de candidose 

experimental, os animais tratados com óleo essencial apresentaram 
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resolução completa do processo infeccioso, enquanto que os animais do 

grupo controle apresentaram persistência da infecção. 

Jandourek et al. (1998) avaliaram a eficácia da solução 

oral de Melaleuca para tratamento de candidose bucal em pacientes com 

AIDS, que apresentavam resistência ao fluconazol. Os pacientes 

receberam 15 mL de solução oral de Melaleuca quatro vezes ao dia, 

durante 2 a 4 semanas. Após esse tratamento, não houve recidivas 

clínicas nos pacientes que haviam sido curados, sendo assim a Melaleuca 

parece ser uma alternativa eficaz para o tratamento da candidose bucal.  
Vazquez, Zawawi (2002) avaliaram a eficácia de soluções 

orais de M. alternifolia em  27 pacientes HIV positivos com candidose 

orofaríngea e refratária ao fluconazol. Os pacientes receberam uma 

solução oral de M. alternifolia à base de álcool ou sem álcool 4 vezes ao 

dia durante 2 a 4 semanas. Todos os isolados de C. albicans 

apresentaram resistência invitro ao fluconazol. Verificou-se que 60% dos 

pacientes demonstraram uma resposta clínica para a solução oral de 

Melaleuca (7 pacientes curados e 8 pacientes com melhora clínica) na 

avaliação de 4 semanas. Ambas formulações de solução oral de M. 

alternifolia demonstraram ser uma alternativa eficaz para pacientes com 

AIDS que sofrem de candidose orofaríngea refratária ao fluconazol.  

Millar e Moore (2008) descrevem que o óleo de M. 

alternifolia (TTO) tem sido utilizado recentemente como aplicação tópica 

eficaz para o tratamento de infecções de pele causada por uma variedade 

de agentes microbianos. Foi detalhado o primeiro relato na revisão de 

literatura de um tratamento bem sucedido com TTO em pacientes que 

apresentavam verrugas nos dedos devido ao papiloma vírus humano. 

TTO foi aplicado topicamente uma vez por dia durante 12 dias, com um 

resultado positivo, inclusive foi observado completa reepitelização das 

áreas infectadas.  

Um dos mais importantes óleos essenciais 

comercializados é o óleo essencial de Capim-Limão e é conhecido 
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internacionalmente como óleo essencial de lemongrass. O nome Capim-

Limão lhe foi atribuído devido à semelhança com o aroma de limão 

proveniente do seu elevado teor de Citral (componente constituído pelos 

isômeros neral e geranial), o qual é utilizado para a produção de vitamina 

A e betacaroteno (Queiroz, 1993). 

Cymbopogon citratus é uma gramínea, conhecida 

popularmente como capim cidró, capim-cheiroso, erva-cidreira, entre 

outros, e, em inglês, “lemon grass”. A população utiliza o chá ou abafado, 

preparado a partir de suas folhas, como calmante, digestivo e em dores 

de cabeça, antiespasmódico, entre outras aplicações (Schuck et al., 

2001). 

Seus princípios ativos têm uso comprovado: o citral tem 

efeito antifúngico (fungicida e fungiostático), pesticida, inseticida, 

antibacteriano (bactericida e bacteriostático), anti-séptico. O geraniol, o 

citronelol e o mirceno possuem ação anti-séptica, fungicida, insetífuga, 

pesticida. Os efeitos da cânfora e do canfeno são atribuídos as funções 

insetífugas e pesticidas. O eugenol possui atividade fungicida, inseticida, 

larvicida, vermífugo, antioxidante, anti-séptico (Craveiro et al., 1981; 

Teske,Trentini, 1995; Dantas, 2003). 

Schuck et al. (2001) avaliaram a atividade antibacteriana 

e antifúngica do óleo volátil, extratos aquosos e hidroetanólico de 

Cymbopogon citratus em Staphylococcus aureus, Escherichia coli e 

Candida albicans. Os resultados obtidos demonstraram que o óleo volátil 

apresentou atividade frente aos microrganismos testados, em especial 

Candida albicans. 

Schwiertz et al. (2006) avaliaram a atividade 

antibacteriana e antifúngica de dez óleos essenciais (Cymbopogon 

citratus, Cymbopogon martinii, Melaleuca alternifolia, Citrus aurantium, 

Leptospermum scoparium, Lavandula angustifolia, Rosmarinus officinalis, 

Thymus vulgaris, Pelargonium graveolens e Salvia sclarea) contra cepas 

bacterianas e fúngicas isoladas de infecções vaginais, incluindo 
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Atopobium vaginae, Gardnerella vaginalis, Bacteroides vulgatus, 

Streptococcus agalactiae, Lactobacilos, Candida albicans, Candida 

glabrata, Candida parapsilosis e Candida tropicalis. Os resultados 

mostraram que M. alternifolia, C. citratus e L. angustifolia apresentaram a 

menor concentração inibitória mínima (CIM) e concentração bactericida 

mínima (CBM), sendo os óleos essenciais mais potentes contra as 

bactérias testadas. C. citraus, C. martinii, P. graveolens apresentaram a 

maior capacidade de inibição contra cepas de Candida. No entanto, ainda 

é necessário o desenvolvimento de estudos clínicos para determinar o 

uso destes óleos essenciais no combate de doenças. 

Silva et al. (2008) avaliaram a atividade antifúngica do 

óleo essencial de C. citratus (Destilaria Maripá, Brazil) e do citral (Sigma-

Aldrich, Alemanha), o principal componente do óleo essencial dessa 

planta, sobre C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. 

tropicalis por meio de estudo in vitro, utilizando teste de difusão em ágar. 

O óleo essencial de C. citratus utilizado foi submetido à cromatografia 

gasosa e revelou conter 76% de citral. Os resultados demonstraram que o 

óleo essencial e o citral apresentaram atividade antimicrobiana para todas 

as espécies estudadas, sendo que a maior redução antimicrobiana foi 

verificada na espécie C. albicans. Por outro lado, C. krusei foi a espécie 

mais resistente ao óleo essencial de C. citratus e ao citral.  

Irkin, Korukluoglu (2009) avaliaram os efeitos  do óleo 

essencial de Cymbopogon citratus sobre importantes fungos como 

Alternaria alternata, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, e  Penicillium 

roquefortii, Candida albicans, Candida oleophila, Hansenula anomala, 

Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, 

Saccharomyces uvarum e Metschnikowia fructicola. Utilizando testes de 

difusão em ágar e diluição em caldo, foi verificado que esses fungos 

podem ser controlados pelo óleo essencial de Cymbopogon citratus, 

podendo então ser aplicado na prática como um agente antifúngico de 

alimentos e produtos farmacêuticos. 
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Wright et al. (2009) realizaram um estudo clínico na África 

do Sul, no qual a eficácia do suco de limão e da infusão de Cymbopogon 

citratus foi testada no tratamento da candidose bucal pseudomembranosa 

em pacientes HIV positivos. Os pacientes do grupo controle foram 

tratados com Solução aquosa a 0,5% de violeta genciana. Os resultados 

encontrados mostraram uma maior eficácia da infusão do Cymbopogon 

citratus em relação ao tratamento controle com solução aquosa de violeta 

genciana, sendo que o suco de limão também se mostrou melhor que a 

solução aquosa de violeta genciana. 
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3 OBJETIVOS  

 

 

 

 

Os objetivos deste trabalho foram: 

 

a) determinar a Concentração Inibitória Mínima               

dos óleos essenciais de M. alternifolia e C. 

citratus    em culturas planctônicas de C. 

albicans pelo método de diluição em caldo; 

 

b) avaliar a atividade antimicrobiana dos óleos 

essenciais de M.alternifolia e de C. citratus 

sobre biofilmes de C. albicans por meio da 

contagem de UFC/mL e microscopia 

eletrônica de varredura; 

 

c) analisar os efeitos de M. alternifolia e C. 

citratus na recuperação de C. albicans da 

cavidade bucal de camundongos 

imunossuprimidos; 

 

d) estudar a ação dos óleos essenciais de M. 

alternifolia e C. citratus na candidose bucal na 

língua de camundongos imunossuprimidos 

por análise de microscopia de luz e 

microscopia eletrônica de varredura.



 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

 

 

4.1 Princípios Éticos 

 

 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Odontologia do Campus de São José dos 

Campos/UNESP sob protocolo nº 024/2009-PA/CEP e foi realizado de 

acordo com os Princípios Éticos para a Experimentação Animal, adotado 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). (Anexo A) 

 

 

4.2 Preparo dos óleos essenciais de Cymbopogon citratus e 

Melaleuca alternifolia 

 

 

Os óleos essenciais de Cymbopogon citratus e Melaleuca 

alternifolia foram adquiridos na Universidade Federal de Viçosa/UFV com 

a colaboração do Prof. Antônio Lelis Pinheiro. A UFV possui a 

identificação botânica das plantas que foram estudadas, assim como o 

depósito das exsicatas (Figura 1) em herbário próprio dessa Universidade. 

A planta M. alternifolia está deposita no herbário sob o 

número de registro 30839, data: 13/11/2006 e a planta C. citratus, registro 

número 23685, data: 30/07/1999. Ambos os óleos foram obtidos pela 

técnica de arraste a vapor. 

 

 

 



 

 

 
 
Figura 1 - Exsicata da planta M. alternifolia 

 

 

4.3 Efeitos antimicrobianos de Cymbopogon citratus e Melaleuca 

alternifolia sobre Candida albicans - Estudo in vitro  

 

 

4.3.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) de 

Cymbopogon citratus e Melaleuca alternifolia em culturas planctônicas de 

C. albicans  

  

 

Esse teste foi realizado de acordo com as normas NCCLS 

(M27-A2). A cepa padrão de C. albicans ATCC 18804 foi semeada em 
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ágar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA) e incubada a 37ºC por 24 

horas. A partir do crescimento, cinco colônias foram suspensas em 5 mL 

de solução fisiológica estéril (8,5 g/L NaCL) e submetidas ao agitador 

vortex durante 15 segundos. A seguir, a densidade celular foi ajustada em 

espectrofotômetro (B582, Micronal, São Paulo, Brasil) com comprimento 

de onda de 530 nm e densidade óptica de 0,284, acrescentando-se 

solução fisiológica suficiente para se obter uma concentração equivalente 

a uma solução-padrão da escala de McFarland 0,5 (106 células/mL). A 

partir dessa suspensão-padrão, foi realizada diluição 1:50 seguida de 

diluição 1:20 em meio líquido RPMI 1640, resultando em uma suspensão 

de trabalho contendo 103 células/mL. 

Para determinação da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) dos óleos de C. citratus e M. alternifolia, foram testadas várias 

concentrações: 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 

0,195%, 0,09%, 0,04%, 0,02% e 0,01%. As diluições foram realizadas em 

meio RPMI 1640. Foi utilizado o meio RPMI 1640 com L-glutamina, sem 

bicarbonato de sódio (Himedia, Mumbai, Índia), tamponado com MOPS 

0,165, pH 7,0 (Amresco, Ohio, EUA) e esterilizado por filtração em 

membrana de 0,22 µm e 47 mm diâmetro (TPP, Trasadingen, Suiça). 

Após homogeneização, foi acrescentado Tween 80 (Vetec, Rio de 

Janeiro, RJ) na concentração final de 0,01% v/v. A seguir, foram 

acrescentados 100 µL da suspensão de Candida padronizada em cada 

diluição do óleo nas placas de 96 poços (Costar Corning, Nova York, 

EUA).  

No grupo controle positivo, foram acrescentados aos 

poços 100 µL da suspensão padronizada e 100 µL do RPMI 1640, e para 

a verificação da ação antifúngica do Tween 80 foram acrescentados aos 

poços 100 µL da suspensão padronizada e 100 µL do meio RPMI 1640 

com 0,01% de Tween 80.  

Todos os ensaios foram realizados em triplicata. Após 

incubação por 24 horas a 37º C, foi realizada a leitura por meio da 
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observação visual da turvação do meio. A CIM foi considerada a menor 

concentração dos óleos testados, capaz de inibir o crescimento 

microbiano em caldo. 

 

 

4.3.2 Efeitos de Cymbopogon citratus e Melaleuca alternifolia sobre 

biofilmes de C. albicans  

 

 

4.3.2.1 Formação de biofilme de C. albicans e aplicação dos óleos 

essenciais 

 

 

A cepa de C. albicans ATCC 18804 foi cultivada a 37ºC 

por 18 h em ágar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA). A seguir, uma 

alçada da levedura foi inoculada em caldo Yeast Nitrogen Base (YNB- 

Difco, Detroit, USA) acrescido com 100 mM de glicose. Após 16 horas de 

incubação, que corresponde ao final da fase do crescimento exponencial, 

o microrganismo foi centrifugado a 5000 Xg por 5 minutos e lavado duas 

vezes com 5 mL de solução fisiológica tampão fosfato (PBS). A seguir, foi 

novamente centrifugado e ressuspendido em caldo Yeast Nitrogen Base 

(YNB- Difco, Detroit, USA) acrescido com 100 mM de glicose. A 

suspensão foi padronizada na concentração de 107 células/mL em 

espectrofotômetro (B582, Micronal, São Paulo, Brasil) com comprimento 

de onda de 530 nm e densidade óptica de 0,381. 

Para formação do biofilme, 250 µL da suspensão do 

microrganismo foram colocados nos poços da placa de microtitulação de 

96 poços (Costar Corning, Nova York, EUA). A placa foi incubada em 

agitação a uma rotação de 75 rpm (Quimis, Diadema, São Paulo) a 37ºC 

por 90 min para fase inicial de adesão. Decorrido este período, o caldo foi 

gentilmente aspirado e cada poço foi lavado com 250 µL de solução 
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fisiológica tampão fosfato (PBS). Esse procedimento foi repetido por 2 

vezes para a remoção das células não aderidas. Em seguida foi pipetado 

250 µL de YNB (Difco, Detroit, USA) acrescido de 100 mM de glicose e as 

placas foram incubadas a 37ºC por 48 horas em agitação (Quimis, 

Diadema, São Paulo). O caldo foi trocado após 24 horas.  

Após o período de incubação, o conteúdo da placa com 

os biofilmes formados foi aspirado. Em seguida, foi adicionado 250 µL de 

solução fisiológica tampão fosfato (PBS) e as placas foram colocadas em 

agitador orbital (Solab, Piracicaba, Brasil) por 5 minutos, para remoção 

das células não aderidas ao biofilme, após agitação o PBS foi removido. 

Após esses procedimentos os óleos essenciais foram 

adicionados aos biofilmes formados no fundo da placa. A concentração 

testada foi de 12,5 %. Os biofilmes permaneceram imersos em cada óleo 

essencial por 5 min em agitação orbital (Solab, Piracicaba, Brasil). Para o 

controle, sobre os biofilmes foi colocado solução fisiológica tampão fosfato 

(PBS) pelo mesmo período de tempo. 

 

 

4.3.2.2 Análise do biofilme por contagem de UFC/mL 

 

 

 Os testes para contagem de UFC/mL do biofilme foram 

realizados em triplicata. Após a aplicação do óleo essencial, o fundo da 

placa de microtitulação de 96 poços (Costar Corning, Nova York, EUA) foi 

cuidadosamente raspado com um palito de madeira estéril. A seguir 100 

µL do conteúdo resultante de cada poço foi aspirado e transferido para 

um tubo falcon contendo 10 mL de solução fisiológica tampão fosfato 

(PBS). 

Os tubos foram homegeneizados por 30 segundos em 

homogeneizador ultra-sônico (Sonoplus HD 2200 - Bandelin Eletronic) 

com potência de 50 W, para desprender o biofilme. A solução contendo 
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PBS e biofilme desprendido foi considerada como fator de diluição 10-1, a 

partir desta, foram feitas diluições seriadas e alíquotas de 0,1 mL de cada 

diluição foi semeada em placas de ágar Sabouraud dextrose (Difco, 

Detroit, USA) e incubadas a 37ºC por 48 horas. Após o período de 

incubação foi feita a contagem das unidades formadoras de colônias 

(UFC/mL) e os valores transformados em logaritmo. 

 

 

4.3.2.3 Análise do biofilme por microscopia eletrônica de varredura  

 

 

Para a Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi 

utilizado como corpo-de-prova uma peça de poliestireno com 8 mm de 

diâmetro e colocados em placa de 24 poços para aderência do biofilme.  

Os grupos submetidos à análise foram: C. citratus (n= 2), M. alternifolia 

(n= 2) e Controle (n=2). Os biofilmes foram formados e tratados conforme 

descrito no item 4.3.2.1. A seguir, as peças foram transferidas para placa 

de 24 poços contendo 1mL de glutaraldeído a 2,5% para fixação por 1 

hora, após foram submersas em 1mL de soluções de álcool nas 

concentrações de 10%, 25%, 50%, 75% e 90% por 20 minutos e, 

posteriormente, em 100% de álcool por 1 hora. As placas foram 

incubadas em estufa a 37ºC por 24 horas para secagem completa das 

peças. 

Após, as peças foram retiradas do fundo da placa com o 

auxílio de uma pinça, transferidas para stubs de alumínio e recobertas 

com ouro por 160 segundos a 40 milianperes (Denton Vacuum Desk II). 

Após a metalização, as peças foram examinadas e fotografadas em MEV 

(Jeol JSM5600). 

 Os procedimentos de Microscopia Eletrônica de 

Varredura foram executados na disciplina de Patologia da Faculdade de 
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Odontologia de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas/ 

UNICAMP.  

 

 

4.4 Efeitos antimicrobianos de Cymbopogon citratus e Melaleuca 

alternifolia sobre Candida albicans - Estudo in vivo 

 

 

4.4.1 Animais experimentais  

 

 

Foram utilizados 42 camundongos machos provenientes 

do Biotério da Faculdade de Odontologia de São José dos 

Campos/UNESP, sendo 36 animais utilizados para o estudo da candidose 

experimental por C. albicans e 6 sem indução de candidose experimental. 

A distribuição dos animais e grupos experimentais foi descrita no Quadro 

1. 

 

 

4.4.2 Verificação de colonização natural por Candida spp. na cavidade 

bucal dos camundongos 

 

 

Antes de iniciar a indução de candidose experimental por 

C. albicans, foi verificada a colonização natural por leveduras do gênero 

Candida na cavidade bucal de todos os animais. Para isto foi coletado, 

com o auxílio de um swab estéril, material de toda a cavidade bucal, 

principalmente do dorso da língua. O swab foi imediatamente semeado 

em placas com ágar Sabouraud dextrose acrescido de 0,1 mg de 

cloranfenicol por mL de meio (Vixmicina, São Paulo, Brasil). As placas 
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foram incubadas a 37ºC por 48 horas. Foram utilizados somente animais 

com cultura negativa para Candida spp. na cavidade bucal. 

 

 

Quadro 1 - Quadro da distribuição dos animais nos grupos experimentais 
 
Camundongos Tratamentos 

Experimentais 

Análise dos 

resultados 

Número de 

animais 

Total 

 

Com Indução 

de candidose 

experimental 

C. citratus MO 10  

 

36 

MEV 2 

M. alternifolia MO 10 

MEV 2 

Controle MO 10 

MEV 2 

Sem Indução 

de candidose 

experimental 

C. citratus MO 2  

6 M. alternifolia MO 2 

Controle MO 2 
MO: Microscopia óptica, MEV: Microscopia eletrônica de varredura

 

 

4.4.3 Imunossupressão e administração de tetraciclina 

 

 

Os animais foram imunossuprimidos com duas injeções 

subcutâneas de predinisolona (Depo- Medrol, Laboratórios Pfizer Ltda., 

Guarulhos, Brasil) na região da calvária na dose de 100 mg/Kg de massa 

corporal 1 dia antes e 3 dias após a inoculação com Candida. 

Na água de beber foi administrado cloridrato de 

tetraciclina (Terramicina, Pfizer) na concentração de 0,83 mg/mL iniciado 

1 dia antes da inoculação e mantido até o final do experimento. A 

imunossupressão e administração de tetraciclina foram realizadas de 
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acordo com o modelo experimental desenvolvido por Takakura et al. 

(2003) e utilizado por Mima et al. (2010). 

 

 

4.4.4 Preparo da suspensão de C. albicans 

 

 

Cepa padrão de C. albicans (ATCC 18804) foi semeada 

em placa de ágar Sabouraud dextrose a 37ºC por 48 horas. A seguir, o 

crescimento foi suspenso em 5 mL de PBS e centrifugado a 1300 Xg 

durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o procedimento foi 

repetido novamente. O sedimento foi suspenso em 5 mL de PBS e 

padronizado em 108 células/mL em espectrofotômetro (530 nm e 

densidade óptica de 2900). 

 

 

4.4.5 Inoculação da suspensão de C. albicans na cavidade bucal dos 

camundongos 

 

 

Os camundongos foram anestesiados via intramuscular 

com injeções de cloridrato de clorpromazina (Amplictil, Sanofi Aventis, 

Suzano, São Paulo) na dose de 10 mg/Kg de massa corpórea no volume 

de 50 µL em cada pata. A inoculação ocorreu com auxílio de swab 

(Absorve, Cral, São Paulo, SP) previamente embebido na suspensão do 

microrganismo, que foi passado sobre o dorso da língua. Os animais do 

grupo sem indução de candidose experimental (6 camundongos) 

receberam tetraciclina na água de beber e foram imunossuprimidos, 

conforme item 4.4.3. Entretanto, não receberam inoculações de C. 

albicans no dorso da língua. 
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4.4.6 Aplicação do óleo essencial 

 

 

Após 4 dias da inoculação de C. albicans, os animais 

foram anestesiados por injeção intramuscular de ketamina (União 

Química, São Paulo, Brasil) na concentração de 100 mg/Kg de peso 

corporal e Xylazina (Produtos Veterinários, São Paulo, Brasil) na dose de 

10 mg/Kg de peso corporal, para aplicação do óleo essencial. 

As concentrações dos óleos essenciais que foram 

utilizadas foi de 12,5% para M. alternifolia e 3,12% para C. citratus, 

definidas de acordo com os resultados obtidos no estudo realizado in 

vitro. O óleo essencial foi pipetado no dorso da língua no volume de 50 L 

por 3 vezes em intervalos de 10 min. No grupo controle foi pipetado 

solução fisiológica no mesmo volume e frequência.  

 

 

4.4.7 Recuperação de C. albicans da cavidade bucal dos camundongos 

 

 

Antes e imediatamente após a realização de cada 

tratamento experimental, foram coletadas amostras do dorso da língua 

dos animais com um swab estéril por 1 minuto. As amostras foram 

imediatamente colocadas em tubos de ensaio contendo 0,99 mL de PBS, 

e agitado durante 30 segundos, considerando-se a diluição como sendo 

10-2 a partir da qual foram realizadas diluições seriadas. A seguir, 0,1 mL 

de cada diluição foi semeado em duplicata na superfície de placas de 

ágar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e incubadas a 37ºC por 48 

horas. Foram contadas colônias típicas de C.albicans em placas que 

apresentaram de 30 a 300 colônias para a determinação de UFC/mL. 
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4.4.8 Eutanásia dos animais 

 

 

A eutanásia dos camundongos foi realizada 1 dia após o 

tratamento experimental administrando-se dose excessiva de anestésico. 

A seguir, as línguas foram removidas para a realização das análises 

macroscópica e microscópica. 

 

 

4.4.9 Análise macroscópica de C. albicans no dorso da língua 

 

 

Durante a realização dos tratamentos experimentais e 

após a eutanásia dos animais, as línguas foram analisadas em lupa 

estereoscópica (Zeiss) com aumento de 6,5; 8; 10 e 12,5 vezes, 

pesquisando-se a presença de  lesões características de candidose no 

dorso da língua dos camundongos. Para avaliação da extensão das 

lesões foram atribuídos escores de 0-4: 0, normal; 1, placas brancas em 

menos de 20%; 2, placas brancas variando de 21-90%; 3, placas brancas 

em mais de 91%; 4, placa branca espessa como pseudomembranas em 

mais de 91% (Takakura et al., 2003).  

 

 

4.4.10 Análise microscópica do dorso da língua 

 

 

Para a análise microscópica, as línguas foram fixadas em 

formol a 10% por 24 horas e seccionadas em duas partes no sentido 

sagital. Após inclusão em parafina, foram obtidos cortes de 5 µm de 

espessura, que foram corados pelas técnicas da Hematoxilina-Eosina 

(HE) e Ácido Periódico de Schiff (PAS). 
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A presença de candidose foi pesquisada em toda a 

superfície do dorso da língua e a descrição dos cortes histológicos foi 

realizada de acordo com a presença de leveduras e hifas, localização e 

extensão das lesões e alterações dos tecidos envolvidos. 

A presença de leveduras e hifas foi quantificada de 

acordo com a metodologia de Junqueira et al. (2005), atribuindo-se os 

seguintes escores para os campos histológicos: 0, ausência de leveduras 

e hifas; 1, de1 a 5; 2, de 6 a 15; 3, de16 a 50; 4, mais de 50. 

As lesões teciduais foram quantificadas analisando-se 18 

campos histológicos no dorso da língua de cada animal. Em cada campo 

histológico foi observada a presença ou ausência das seguintes lesões 

teciduais: hiperplasia epitelial, desorganização da camada basal, 

exocitose, espongiose, perda das papilas filiformes e formação de 

microabscessos intraepitelial. Para o infiltrado inflamatório crônico, foram 

atribuídos para cada campo histológico os seguintes escores: 0 (ausência 

de células inflamatórias), 1 (infiltrado inflamatório discreto), 2 (infiltrado 

inflamatório moderado) e 3 (infiltrado inflamatório acentuado). 

 

 

4.4.11 Microscopia eletrônica de varredura da língua do camundongo 

 

 

Para a observação em microscopia eletrônica de 

varredura, as línguas dos camundongos de cada grupo experimental 

(n=2)  foram fixados em glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato (0,1 M e 

pH 7,3) por 24 horas a 4ºC. 

As peças foram lavadas três vezes com tampão fosfato 

(0,2M e pH 7,3), sendo que cada lavagem teve duração de 10 min. A 

seguir, as peças foram fixadas em tetróxido de ósmio tampão fosfato 

(0,2M e pH 7,3) a 1% durante 1 hora. Após mais duas lavagens com esse 

tampão, os espécimes foram submetidos à desidratação com 
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concentrações crescentes de acetona: 50% por 30 min, 70% por 30 min, 

90% por 30 min e 100% por uma hora. Após a desidratação, foi realizada 

a secagem ao ponto crítico com CO2 (Denton Vacuum DCP 1 - USA). 

As amostras foram fixadas em stubs de alumínio e 

recobertas com ouro por 160 segundos a 40 miliamperes (Denton 

Vacuum Desk II) e avaliadas em MEV (Jeol JSM5600). 

Os procedimentos de Microscopia Eletrônica de Varredura 

foram executados na disciplina de Patologia da Faculdade de Odontologia 

de Piracicaba da Universidade Estadual de Campinas/ UNICAMP. 

 

 

4.5 Análise estatística 

 

 

Os dados obtidos na contagem de UFC/mL do biofilme in 

vitro, na recuperação de UFC/mL de C. albicans da cavidade bucal de 

camundongos e na análise do número de campos histológicos com lesões 

teciduais microscópicas (lâminas de HE) foram utilizados os testes 

ANOVA e Tukey.  

Para análise dos escores atribuídos às lesões 

macroscópicas no dorso da língua, à contagem de hifas nas lâminas de 

PAS e ao infiltrado inflamatório observado nas lâminas de HE foi aplicado 

o teste de Kruskal-Wallis. Toda a análise estatística foi realizada no 

programa Minitab 14, considerando-se nível de significância de 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

 

 

 

5.1 Concentração Inibitória Mínima de M. alternifolia e C. citratus em 

culturas planctônicas de C. albicans 

 

 

No teste de concentração inibitória mínima para cultura 

planctônica de C. albicans, o óleo essencial de M. alternifolia foi eficiente 

contra C. albicans, demonstrando que na concentração de 0,195% foi 

capaz de inibir seu crescimento. Já para C. citratus, várias concentrações 

foram testas: iniciando com 50%, e chegando até a concentração de 

0,01%; entretanto todas as concentrações testadas foram capazes de 

inibir o crescimento de C. albicans. 

 

 

5.2 Efeitos de M. alternifolia e C. citratus sobre biofilmes de C. albicans 

 

 

Várias concentrações destes óleos essenciais foram 

testadas para verificar a ação em biofilme: 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 

3,125%, 1,56%, 0,78%, 0,39%, 0,195%.  Em relação ao grupo controle, 

houve uma redução de biofilme, sendo que para M. alternifolia, a menor 

concentração capaz de reduzir o crescimento de biofilme foi de 12,5% e 

para C. citratus a menor concentração foi de 3,12%. Desse modo, para os 

testes com biofilme in vitro, foi adotada a concentração de 12,5% para M. 

alternifolia e 3,12% para C. citratus. 
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5.2.1 Análise do biofilme por contagem de UFC/mL 

 

 

Os resultados obtidos na contagem de unidades 

formadoras de colônias de C. albicans (UFC/mL) do biofilme para 

avaliação da ação dos óleos essenciais de M. alternifolia e C. citratus 

estão apresentados na Tabela 1 e Figura 2. 

 Observa-se na Tabela 1 e na Figura 2, que nos dois óleos 

essenciais testados sobre biofilme houve redução de UFC/mL (Log). 

Sendo assim, foram aplicados os testes estatísticos ANOVA e Tukey 

sobre os valores da diferença de UFC/mL entre os dados obtidos. De 

acordo com o teste de Tukey houve diferença estatisticamente significante 

entre o controle e os óleos essenciais de M. alternifolia (p = 0,001) e C. 

citratus (p = 0,001). 

 

Tabela 1 - Valores de UFC/mL (Log) de C. albicans organizadas em 
biofilmes para avaliação da ação antimicrobiana dos óleos essenciais 
estudados 
 

Controle M. alternifolia  C. citratus 

7,00 
6,92 
6,98 
6,89 
6,69 
6,87 
6,88 
6,81 
6,77 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

5,97 
5,94 
5,65 
5,69 
5,98 
5,79 
5,99 
5,69 
5,78 
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Figura 2 - Médias e Desvios-padrão de UFC/mL de C. albicans em biofilmes de acordo 
com os diferentes grupos experimentais. 
 

 

5.2.2 Análise do biofilme por MEV 

 

 

 Observa-se na Figura 3, que no grupo controle há um 

biofilme denso com grande quantidade de leveduras e hifas, 

demonstrando que o procedimento utilizado para formação do biofilme foi 

eficiente. Também observamos na Figura 3 que a aplicação de M. 

alternifolia sobre o biofilme reduziu totalmente o número de leveduras e 

hifas. 
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(a) (b) 

Figura 3 - MEV de biofilmes de C. albicans em corpo de prova de poliestireno. a) MEV do 
corpo de prova do grupo controle, aumento de 1000x; b) MEV do corpo de prova com 
biofilme após tratamento com óleo essencial de M. alternifolia, aumento de 350x. 
   

 Na Figura 4 observa-se no grupo controle uma formação 

consistente de biofilme e no grupo tratado com C. citratus vemos uma 

grande redução no número de leveduras. 

 

 
(a)                                                        (b) 

Figura 4 - MEV de biofilmes de C. albicans em corpo de prova de poliestireno. a) MEV do 
corpo de prova do grupo controle, aumento de 1000x; b) MEV do corpo de prova com 
biofilme após tratamento com óleo essencial de C.citratus, aumento de 1000x. 
 

 

5.3 Recuperação de C. albicans da cavidade bucal dos camundongos  

 

 

Os resultados obtidos na contagem de unidades 

formadoras de colônia de C. albicans (UFC/mL) recuperadas da cavidade 

bucal dos camundongos antes e após o tratamento experimental com os 
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óleos essenciais de M. alternifolia e C. citratus estão apresentados na 

Tabela 2 e na Figura 5. 

Observa-se na Tabela 2 e na Figura 5, que houve 

redução de UFC/mL (Log) após o tratamento com os óleos essenciais. 

Sendo assim, foi aplicado teste estatístico de Tukey sobre os valores da 

diferença de UFC/mL entre os dados obtidos. De acordo com o teste de 

Tukey houve diferença estatisticamente significante entre o controle e os 

óleos essenciais de M. alternifolia (p = 0,001) e C. citratus (p = 0,001). 

 

Tabela 2 - Valores de UFC/mL (Log) obtidos antes (A) e depois (D) do 
tratamento experimental utilizando os óleos essenciais. 
 
Camundongos Controle M. alternifolia C.citratus 

 A D A D A D 

1 6,01 5,56 6,22 0 5,50 0 
2 5,73 5,17 6,44 3,60 5,55 0 
3 6,11 5,58 6,25 4,90 5,95 0 
4 5,64 5,45 6,49 0 5,77 0 
5 5,52 5,36 5,73 0 5,69 0 
6 5,43 5,17 6,13 0 5,77 0 
7 5,75 5,67 6,29 0 5,91 0 
8 5,66 5,61 5,79 0 5,81 0 
9 5,59 5,51 6,35 0 5,79 0 

10 6,25 6,14 6,12 0 5,76 0 
Média 

Desvio-padrão 
5,77 
0,26 

5,52 
0,27 

6,18 
0,25 

0,85 
1,81 

5,75 
0,14 

0,00 
0,00 
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Figura 5 - Médias e desvio-padrão de UFC/mL obtidos antes e após o tratamento com os 

óleos essenciais. 

  

Na Tabela 3 e Figura 6, observamos que os óleos 

essenciais foram eficientes no tratamento da candidose bucal, 

demonstrando uma redução significante em Log, sendo que o óleo de M. 

alternifolia foi o que apresentou melhor resultado. 

 

Tabela 3 - Resultados da recuperação após o tratamento com os óleos 
essenciais, mostrando a redução em Log 
 

Animais Controle M. alternifolia C. citratus 

1 0,45 6,22 5,50 
2 0,56 2,84 5,55 
3 0,53 1,35 5,95 
4 0,19 6,49 5,77 
5 0,16 5,73 5,69 
6 0,26 6,13 5,77 
7 0,08 6,29 5,91 
8 0,05 5,79 5,81 
9 0,08 6,35 5,79 

10 0,11 6,12 5,76 
Média ± DP 0,24 ± 0,19 5,33 ± 1,75 5,75 ± 0,14 
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Figura 6 – Redução em Log de C. albicans recuperadas da cavidade bucal dos 
camundongos após o uso dos óleos essenciais. 
  

 

5.4 Análise macroscópica do dorso da língua dos camundongos 

 

 

Após a eutanásia dos camundongos foram observadas 

lesões no dorso da língua caracterizadas por áreas de atrofia papilar 

localizadas principalmente na região de papilas gigantes. Em todos os 

camundongos imunossuprimidos foram observadas placas brancas 

pseudomembranosas que mesmo após o tratamento com óleos 

essenciais persistiram. Não houve diferença estatisticamente significante 

entre os grupos experimentais (p = 0,857). 

Na Figura 7 podemos observar através do gráfico que não 

houve diferença nos escores atribuídos aos animais, mostrando que em 

todos os grupos experimentais as placas brancas estavam presentes. Na 

Figura 8 observamos um camundongo que apresentava estas placas 

pseudomembranosas. 
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Figura 7 - Médias e Desvios-padrão das lesões macroscópicas observadas no dorso da 

língua dos camundongos. 

 

 

 
 

Figura 8 - Camundongo com placas brancas pseudomembranosas no dorso da língua. 
 

 

5.5 Análise microscópica do dorso da língua dos camundongos 

 

 

Os camundongos foram submetidos à eutanásia 1 dia 

após o tratamento com os óleos essenciais, o que correspondeu a 5 dias 
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após a indução da candidose experimental. As lesões de candidose 

apresentaram quantidades variáveis de leveduras e hifas nas lâminas de 

PAS, estas lesões estavam presentes em diversas regiões do dorso da 

língua e houve perda de queratina. As hifas e leveduras foram 

quantificadas e submetidas à análise estatística de Kruskal-Wallis, sendo 

que não houve diferença estatisticamente significante entre os grupos M. 

alternifolia, C. citratus e controle (p = 0,056), conforme Figura 8. 
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Figura 8 - Médias e Desvios-padrão da contagem de leveduras e hifas das lâminas de 
PAS. 
 

 Observamos na Figura 9 uma língua de camundongo 

normal, com aspecto saudável, apresentado papilas e sem nenhuma 

alteração tecidual. Na Figura 10 observamos a presença de grande 

quantidade de hifas e leveduras invadindo o tecido e algumas papilas 

danificadas. 
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Figura 9 - Corte sagital do dorso do língua dos camundongos do grupo controle sem 
inoculação de C. albicans. PAS; aumento de 400X. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10 - Corte sagital do dorso do língua dos camundongos do grupo com inoculação 

de C. albicans. PAS; aumento de 400X.  
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 Nas lâminas de HE foram observadas lesões teciduais de 

candidose, caracterizadas por alterações no tecido epitelial e infiltrado 

inflamatório. Essas lesões teciduais foram representadas por alterações 

no tecido epitelial, incluindo perda de papilas filiformes, microabscessos, 

exocitose, espongiose, desorganização da camada basal, hiperplasia 

epitelial, aumento do número de mitoses na camada basal Foram também 

observadas inflamação muscular, infiltrado inflamatório e alguns vasos 

sanguíneos congestos na lâmina própria.  

Na Figura 11 observamos uma língua normal, de aspecto 

saudável e sem nenhuma alteração tecidual e nas Figuras 12, 13 e 14 

estão apresentadas as lesões teciduais encontradas. 
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Figura 11 - Corte sagital do dorso do língua dos camundongos do grupo controle sem 
inoculação de C. albicans. HE; aumento de 400X. 
 

 
 

Figura 12 - Corte sagital do dorso do língua dos camundongos do grupo controle 
inoculado com C. albicans, mostrando microabcessos. HE; aumento de 400X. 
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Figura 13 - Corte sagital do dorso do língua dos camundongos do grupo tratado com o 
óleo essencial de M.alternifolia, mostrando hiperplasia epitelial. HE; aumento de 400X. 
 

 

 
 

Figura 14 - Corte sagital do dorso do língua dos camundongos do grupo tratado com 
óleo essencial C. citratus, mostrando perda de papila, exocitose e espongiose. HE; 
aumento de 400X. 
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Todas estas alterações foram quantificadas e submetidas 

à análise estatística de Tukey, sendo que não houve diferença 

estatisticamente significante entre o grupo Controle e o grupo do óleo de 

C. citratus (p = 0,74), já em relação ao grupo do óleo de M. alternifolia 

houve diferença estatisticamente significante (p = 0,02), conforme 

apresentado na Figura 15. 
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Figura 15 - Gráfico da média e desvio padrão das lesões epiteliais observadas nas 
lâminas de HE. 

 

 

Observamos nas Figuras 16, 17 e 18 uma comparação 

entre os grupos M. alternifolia, C. citratus e controle, mostrando quais 

foram as lesões que mais se observou na língua dos camundongos. As 

alterações de espongiose e exocitose foram as que prevaleceram em 

todos os grupos experimentais, já as observadas em menores 

quantidades foram hiperplasia epitelial e microabscesso.  
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Figura 16 - Média e desvio padrão de todas as lesões epiteliais do grupo controle. 
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Gráfico 17 - Média e desvio padrão de todas as lesões epiteliais do grupo tratado com 
óleo de M. alternifolia. 
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Figura 18 - Média e desvio padrão de todas as lesões epiteliais do grupo tratado com 
óleo essencial de C. citratus. 
 

Para o infiltrado inflamatório, houve diferença 

estatisticamente significante entre o grupo controle e os grupos 

experimentais, mostrando uma diminuição do infiltrado inflamatório no 

grupo controle em relação aos grupos com óleo essencial (Tabela 4). 

 

Tabela 4 - Escores médios atribuídos para análise do infiltrado 
inflamatório nos diferentes grupos experimentais 
 

Animais Controle M. alternifolia C. citratus 

1 0,27 0,94 1,22 
2 0,44 0,66 1,22 
3 0,61 0,72 0,61 
4 0,61 0,77 0,83 
5 0,27 0,77 0,50 
6 0,22 1,00 1,05 
7 0,05 0,44 0,88 
8 0,38 0,94 1,27 
9 0,61 0,88 0,55 

10 0,55 0,83 0,83 
Média ± DP 0,40 ± 0,19 0,79 ± 0,16 0,89 ± 0,20 
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5.6 MEV da língua dos camundongos 

 

 

Na análise em microscopia eletrônica de varredura, o 

dorso da língua apresentou grande quantidade de bactérias, hifas 

aderidas sobre as papilas filiformes, hifas que estavam penetrando no 

tecido (Figuras 19 e 20), e leveduras que se apresentavam em número 

reduzido (Figura 23). As papilas filiformes apresentavam-se bem 

danificadas em algumas regiões (Figuras 22 e 24) e em outras houve 

perda de papilas (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

67 



85 

 

 

 
 

Figura 19 – MEV do dorso da língua de camundongo do grupo controle. Aumento de 
1800x. Observam-se grande quantidade de bactérias aderidas as papilas e também a 
presença de hifa. 
 

 
 

Figura 20 – MEV do dorso da língua de camundongo do grupo controle. Aumento de 
2000X. Observa-se uma grande quantidade de hifas penetrando no tecido. 
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Figura 21 - MEV do dorso da língua de camundongo do grupo tratado com óleo 
essencial de M. alternifolia. Aumento de 2000X. Observam-se áreas com perda de 
papilas. 
 

 
 

Figura 22 - MEV do dorso da língua de camundongo tratado com o óleo de M. 
alternifolia.  Aumento de 400x . Observam-se hifas e algumas papilas destruídas. 

69 



85 

 

 

 
 

Figura 23 - MEV do dorso da língua de camundongo tratado com o óleo de C. citratus.  
Aumento de 1600x . Observam-se hifas por entre as papilas. 
 

 
 

Figura 24 – MEV do dorso da língua de camundongo tratado com o óleo de C.citratus.  
Aumento de 650x. Observam-se hifas e algumas papilas destruídas.
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6 DISCUSSÃO 

 

 

 

 

Diversas plantas medicinais com atividades 

antibacterianas e antifúngicas vêm sendo estudadas com o objetivo de 

serem utilizadas na farmacologia para a produção de novos 

medicamentos com menores efeitos colaterais e menor desenvolvimento 

de resistência dos microrganismos aos antimicrobianos (Almeida, 2008). 

Muitos extratos e óleos essenciais isolados de plantas 

medicinais têm demonstrado atividade antimicrobiana in vitro e in vivo 

(Palombo, 2009; Bakkali et al., 2007; Kim, 2005; Martinez et al., 1996; 

Catalán et al. 2008) e  espera-se, que muitos componentes das plantas 

possam ser usados como  medicamentos antimicrobianos sintéticos com 

ação sobre microrganismos patogênicos resistentes aos antibióticos 

(Duarte et al., 2005). No presente estudo, os óleos de C. citratus e M. 

alternifolia demonstraram atividade antimicrobiana sobre culturas 

planctônicas de C. albicans. 

A CIM do óleo essencial de M. alternifolia foi de 0,195% 

para a cepa de C. albicans, concordando com trabalho de Hammer et al. 

(2003) e também com Altman (1989), onde os autores afirmaram que óleo 

de M. alternifolia é ativo contra uma ampla gama de bactérias Gram- 

negativas, Gram-positivas e fungos, com CIM entre 0,5 e 1% para os 

patógenos mais comuns.  

Hammer et al. (2003) investigaram a atividade fungicida 

dos seguintes componentes de M. alternifolia: terpinen-4-ol, terpineol, 

linalol, α-pineno e β-pineno, α-mirceno e 1,8-cineol sobre diversos fungos, 

entre eles C. albicans. Foram feitos testes de microdiluição e 

macrodiluição em caldo, sendo que a maioria dos componentes 

apresentou concentração inibitória mínima e concentração fungicida 
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mínima em concentrações menores que 0,25%. Somente o componente 

α-mirceno não demonstrou atividade fungicida contra as cepas testadas. 

Noumi et al. (2010) verificaram que diversos mecanismos 

podem inibir a formação de micélio, que é um passo essencial para a 

virulência de C. albicans. Neste estudo, dois óleos essenciais: Melaleuca 

alternifolia e Eucalyptus globulus foram testados por sua capacidade de 

inibir o micélio formado por C. albicans. Os resultados obtidos mostraram 

que após 2 horas de incubação com o óleo essencial, cinco das 

dezessete cepas de C. albicans foram fortemente produtoras de micélio, 

nove amostras foram moderadamente produtores de micélio e três 

isolados foram incapazes de formar hifas, sugerindo que M. alternifolia e 

E. globulus tiveram uma atividade antimicelial contra C. albicans.  

No teste realizado com o óleo de C. citratus em culturas 

planctônicas, várias concentrações testadas foram capazes de inibir o 

crescimento de C. albicans, a CIM foi menor que 0,01%. Sendo assim 

vários fatores podem alterar a composição dos óleos essenciais e seus 

resultados. As diferenças de CIM observadas podem ser atribuídas à 

composição química dos antimicrobianos vegetais testados, e isto tem 

justificativa sob vários aspectos edafoclimáticos (época de colheita, 

horário, localidade, entre outros fatores) que alteram a produção dos 

compostos ativos nas plantas. Esta afirmação encontra suporte em estudo 

de Gobbo-Netto e Lopes (2007), que relatam a influência dos fatores 

ambientais na produção dos compostos secundários das plantas, 

resultando em produtos vegetais com diferentes composições químicas e 

com isto capacidades distintas para inibição de crescimento microbiano. 

Schuck et al. (2001) em testes realizados verificaram a 

atividade antimicrobiana de C. citratus e comprovaram intensa atividade 

antifúngica apresentada por este óleo, mostrando ter maior efetividade em 

relação ao antifúngico padrão (nistatina), sendo assim por apresentar 

ótima atividade antifúngica frente as cepas de C. albicans, novos 

medicamentos fitoterápicos poderiam ser obtidos através desse óleo. 
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Dutta et al. (2007) mostram em seus testes a efetividade 

de seis óleos essenciais: Eucalyptus citriodora, Cymbopogon citratus, 

Callistemon lanceolatus, Cinnamomum camphora, Citrus limon, Tagetes 

petula, onde testaram in vitro, através de difusão em Ágar a atividade 

antifúngica destes óleos e de dois antibióticos: clotrimazol e miconazol. 

No estudo todos os óleos essenciais testados exibiram atividade 

antifúngica sobre C. albicans maior que os dois antibióticos sintéticos 

testados, mostrando assim sua enorme efetividade. 

O biofilme formado por C. albicans está associado com o 

aumento significante da resistência a maioria dos antifúngicos, o que 

pode permitir a persistência da infecção fúngica, apesar da terapia 

medicamentosa. Alguns autores (Pankhurst et al.,1998; Chandra et al., 

2005) sugerem que o biofilme de C. albicans exibe resistência à maioria 

dos antifúngicos, sendo considerada exceção as equinocandinas e as 

formulações lipídicas da anfotericina B (Pankhurst et al.,1998; Chandra et 

al., 2005). 

Nos últimos anos tem ocorrido uma valorização crescente 

de que biofilmes microbianos são resistentes, o que resultou em uma 

série de estudos sobre doenças infecciosas a partir de uma perspectiva 

de biofilme. Os biofilmes são definidos como comunidades microbianas 

estruturados que estão ligados a uma superfície e envoltos em uma 

matriz. O uso de biomateriais utilizados na clínica têm mostrado 

colonização e formação de biofilme por Candida spp., e o aumento de 

infecções. Formação de biofilmes por Candida tem importante impacto 

clínico devido à sua maior resistência à terapia. Mais conhecimento e 

compreensão do papel dos biofilmes de Candida na infecção humana 

pode ajudar no tratamento clínico das infecções persistente (Ramage et 

al., 2006). 

Devido a estes fatores de resistência e a outros, os óleos 

essenciais também foram testados em biofilmes, buscando novas 

alternativas para este problema emergente. 
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O óleo de M. alternifolia apresentou melhor eficiência, 

reduzindo totalmente as cepas de C. albicans em biofilme na 

concentração de 12,5%. Na literatura não foi encontrado trabalhos onde a 

M. alternifolia fosse testada sobre biofilme de C. albicans, foi encontrado 

somente teste em biofilme bacteriano, sendo que também se mostrou 

eficiente contra bactérias. 

  Filoche et al. (2005) estudaram o efeito antimicrobiano de 

óleos essenciais contra culturas planctônicas e biofilme de Streptococcus 

mutans e Lactobacillus plantarum. Os óleos essenciais testados foram: 

cinnamon, árvore do chá (Melaleuca alternifola), manuka (Leptospermum 

scoparium), Leptospermum morrisonii, arnica, uva e eucalipto. O óleo de 

cinnamon apresentou maior atividade antimicrobiana (1,25-2,5 mg/mL). 

Manuka, L. morrisonii e óleo de árvore de chá também mostraram 

atividade antimicrobiana, mas em menor grau. Conclui-se que pode haver 

um papel para os óleos essenciais no desenvolvimento de novos 

tratamentos anti-cárie. 

Kwiecinski et al. (2009) verificaram os efeitos do óleo 

essencial de M. alternifolia sobre biofilmes de Staphylococcus aureus e 

sobre a fase de crescimento desse microrganismo. Todas as amostras 

clínicas testadas foram eliminadas pelo óleo de M. alternifolia, tanto 

células planctônicas quanto biofilmes. A concentração mínima de 

erradicação do biofilme foi geralmente duas vezes maior que a 

concentração bactericida mínima, mas nunca foi superior a 1% v/v. A 

eliminação mais rápida de biofilme ocorreu durante os 15 primeiros 

minutos do primeiro contato com o óleo e não foi influenciada pelo 

aumento da concentração superior a 1% v/v. Células planctônicas em 

fase estacionária apresentaram diminuição da susceptibilidade ao óleo de 

M. alternifolia em comparação com células em fase exponencial. A taxa 

de eliminação de células em fase estacionária também foi menos afetada 

pelo aumento da concentração do óleo do que para células em fase 

exponencial. Esses dados mostram que o óleo de M. alternifolia foi 
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eficiente contra S. aureus na fase estacionária de crescimento e biofilme, 

sendo assim uma ferramenta promissora para erradicação de S. aureus. 

Em relação ao uso do óleo de C. citratus em biofilme, 

demonstrou-se que o óleo apresentou menor redução em relação à M. 

alternifolia, essa pequena redução pode ter ocorrido devido à 

concentração usada, podendo em trabalhos futuros usar concentrações 

maiores. A maior ou menor atividade biológica dos óleos essenciais tem 

se mostrado dependente da composição de seus constituintes químicos 

como citral, pineno, cineol, furanodieno, imoneno, eugenol, eucaliptol, 

carvacrol e outros. Estes constituintes são responsáveis pelas 

propriedades antissépticas, antibacterianas, antifúngicas e antiparasíticas 

(Craveiro et al., 1981; Souza et al., 2005). 

De acordo com Eggimann et al. 2003, a suscetibilidade de 

Candida aos antifúngicos não é uniforme, e diversos mecanismos de 

resistência foram relacionados: alterações na parede celular ou 

membrana plasmática, mutações, o sequestro do antifúngico em organela 

semelhante vacúolos, ou alterações cromossômicas. Candida krusei é 

resistente a alguns triazóis, e estas observações podem explicar a menor 

eficácia demonstrada pelo óleo C. citratus. 

Semelhantes resultados foram encontrados por Al-Fattani 

em 2004, os quais testaram quatro antifúngicos (flucitosina, anfotericina B 

fluconazol e voriconazol) em biofilmes multi-espécies de C.glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, S. epidermidis e C. albicans, revelando que, 

provavelmente, ocorra uma difusão muito lenta dessas substâncias 

através do biofilme, onde a presença de bactérias e matriz bacteriana 

pode retardar a difusão dos agentes antifúngicos, devido aos polímeros 

produzidos pelas bactérias e pela Candida, - em biofilmes mistos- podem 

resultar numa maior viscosidade da matriz (Al-Fattani, Douglas 2004). 

Esses dados indicam que a despeito do potencial antimicrobiano dessas 

substâncias, vários são os fatores, ainda não conhecidos, que podem 
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influenciar no processo de interação dessas substâncias com 

microrganismos, antes de exercerem sua atividade biológica complexa. 

São necessários modelos animais adequados para a 

avaliação da etiopatologia, diagnóstico e gerenciamento do processo de 

doença no estudo da candidose bucal (Samaranayake; Samaranayake, 

2001). O modelo animal em camundongos tem sido útil para o 

desenvolvimento de candidose experimental, pois o mesmo não possui 

Candida albicans como constituinte da microbiota, não apresentando 

resposta imune contra este microrganismo. Além disso, é facilmente 

obtido em grande número, apresenta sistema imune mais semelhante ao 

do ser humano e sua manutenção é mais barata (Samaranayake; 

Samaranayake, 2001; Takakura et al., 2003; Totti et al., 2002; Naglik et 

al., 2008). O uso de camundongos favorece a permanência de C. albicans 

na cavidade bucal em relação ao modelo de ratos, uma vez que 

camundongos não são portadores de leveduras do gênero Candida na 

boca (Totti et al., 2002). 

  Na recuperação de C. albicans foram realizadas coletas do 

dorso da língua antes e após o tratamento experimental para cálculo de 

UFC/mL, que ocorreu 4 dias após a inoculação de C. albicans. Para os 

animais tratados com o óleo de M. alternifolia ocorreu uma redução de 

6,49 Log, 5,95 para os animais tratados com o óleo de C. citratus e para o 

grupo controle houve uma redução de 0,56 log. Não houve diferença 

estatisticamente significante entre os dois óleos usados. Isto demonstra 

que o modelo experimental para a indução de candidose foi eficiente.  

 Na análise macroscópica, presença de placas brancas 

pseudomembranosas foram observadas no dorso da língua. Takakura et 

al. (2003) e Mima et al. (2010) também observaram estas mesmas 

características em sua análise macroscópica. Na análise histológica, 

observou-se que leveduras e hifas de C. albicans estavam presentes na 

superfície do dorso da língua dos camundongos, não havendo diferença 

entre os grupos experimentais. O uso do antibiótico tetraciclina foi 
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importante neste resultado, pois possui atividade inibitória na microbiota 

bucal residente permitindo o crescimento de leveduras, sendo que na 

cavidade bucal há uma competição de microbiota fúngica e bacteriana, 

demonstrou ser uma importante ferramenta para candidose bucal (Soysa 

et al., 2008). Leveduras e hifas também foram observadas por, Chami et 

al.; 2004, Takakura et al.; 2003,  Yanagi et al.; 2008 e Mima et al., 2010.  

 Foram também observadas alterações epiteliais e infiltrado 

inflamatório presentes nas lesões de candidose por C. albicans, estas 

foram quantificadas, sendo que não houve diferença estatisticamente 

significante entre o grupo controle e o grupo tratado com óleo de C. 

citratus, já o grupo tratado com M. alternifolia mostrou redução das 

alterações epiteliais. 

Taguchi et al. (2010) estudaram os efeitos de extratos de plantas 

medicinais sobre C. albicans em ensaios in vitro e em modelos in vivo de 

camundongos imunossuprimidos. No estudo in vitro, os autores 

observaram que os extratos de Cymbopogon citratus, Melissa officinalis, 

Thymus vulgaris, Rosmarinus officinalis, Hibiscus sabdariffa, Camellia 

sinensis e Cinnamomum cassia inibiram a formação de micélio por C. 

albicans. Os extratos com maior atividade antimicrobiana (C. citratus, C. 

sinensis e C. cassia) foram submetidos ao estudo in vivo, no qual 

verificou-se que a administração oral de C. citratus e C. sinensis não 

resultou em melhora significativa da candidose bucal experimental, 

enquanto que a administração de C. cassia diminuiu as lesões de 

candidose e reduziu o número de leveduras de Candida recuperadas da 

cavidade bucal dos animais.  

Mondello et al. (2006) avaliaram as propriedades 

antifúngicas dos componentes bioativos do óleo essencial de Melaleuca 

alternifolia, por meio de estudo in vitro em cepas de C. albicans, C. 

tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata, e estudo in vivo na 

candidose vaginal induzida por C. albicans em modelos de ratas 

ovariectomizadas. Os autores concluíram que o óleo essencial de 
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Melaleuca alternifolia apresentou atividades fungistáticas e fungicidas 

para todas as espécies de Candida estudadas. Em relação ao estudo in 

vivo, verificou-se que 3 semanas após a indução de candidose 

experimental, os animais tratados com óleo essencial apresentaram 

resolução completa do processo infeccioso, enquanto que os animais do 

grupo controle apresentaram persistência da infecção. 

Por meio das imagens de MEV, pode-se observar uma 

redução de leveduras e hifas nos grupos tratados com óleos essenciais, 

mostrando a eficiências dos óleos testados, como alternativas 

promissoras para a candidose bucal. Nas imagens de MEV de biofilme, 

observamos redução total dos microrganismo, sendo que M. alternifolia foi 

o óleo mais eficiente. Segundo Casaroto e Lara (2010), entre as plantas 

medicinais com atividade antimicroniano mais promissora, está M. 

alternifolia, apesar de muita pesquisa ainda ser necessária para seu uso 

clínico. 
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7 CONCLUSÕES  

 

 

 

 

Através da análise dos resultados, concluiu-se que: 

 

 

a) as CIM dos óleos essenciais de M. alternifolia 

e C. citratus em culturas planctônicas de C. 

albicans foram respectivamente de 0,195 e 

menor que 0,005%; 

 

b) os óleos essenciais de M. alternifolia e C. 

citratus apresentaram atividade 

antimicrobiana sobre biofilmes de C. albicans; 

 

c) M. alternifolia e C. citratus reduziram o 

número de UFC/mL de C. albicans 

recuperadas da cavidade bucal de 

camundongos imunossuprimidos em relação 

ao grupo controle; 

 

d) o óleo essencial de M. alternifolia apresentou 

lesões microscópicas de candidose menos 

intensas em relação ao grupo controle.  
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