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Meccatti VM. Análise do potencial antifúngico resultante da combinação de extratos 
de plantas sobre Candida spp. [dissertação]. São José dos Campos (SP): 
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e Tecnologia; 2021. 
 
 

RESUMO 

 
 
O gênero Candida é responsável por cerca de 80% das infecções fúngicas 
nosocomiais e o estudo da fitoterapia e sinergismo de substâncias são considerados 
potenciais alternativas para controle dessas infecções. Com isso, o presente estudo 
propôs avaliar in vitro: a atividade antifúngica dos extratos de Curcuma longa L. 
(cúrcuma) e Rosa centifolia L. (rosas brancas), bem como Rosmarinus officinalis L. 
(alecrim) e Punica granatum L. (romã) isolados e combinados sobre Candida 
albicans, Candida dubliniensis e Candida tropicalis; ação antibiofilme das 
combinações aditivas sobre biofilmes monomicrobianos de Candida spp. com 
diferentes tempos de contato: 5 min, 30 min e 24 h. Inicialmente foram feitas 
análises da ação antifúngica dos extratos isolados por meio do teste de 
microdiluição em caldo (Clinical and Laboratory Standards Institute). Baseado nas 
Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) obtidas, foi analisado o potencial 
antifúngico das combinações por meio da técnica “checkerboard” e adotado o índice 
de concentração inibitória fracionária (ICIF). As CIMs e as concentrações aditivas 
foram analisadas sobre biofilmes formados por 48 h em poços de microplacas para 
posterior determinação da viabilidade celular por meio do teste MTT. Para análise 
estatística, os dados foram analisados pelos testes ANOVA e Tukey ou Kruskal-
Wallis e Dunn com nível de significância de 5%. Todos os extratos vegetais 
apresentaram ação fungistática e fungicida; os extratos de cúrcuma e rosas brancas 
juntos apresentaram uma combinação aditiva para cada espécie de Candida e a 
mistura dos extratos de alecrim e romã resultaram em três combinações aditivas 
para C. albicans e quatro para as espécies não-albicans (ICIF > 0,5 e ≤ 1,0). Sobre 
biofilmes, as combinações e os extratos isolados apresentaram reduções com 
diferença estatistica em relação ao controle (p < 0,05). Conclui-se que os extratos 
vegetais de cúrcuma e rosas brancas bem como alecrim e romã apresentam ação 
antifúngica e antibiofilme, tanto isolados quanto combinados, contra Candida spp. 
em diferentes concentrações e tempos de ação. 

 
 
 
 
 

Palavras-chave: Candida. Biofilme. Sinergismo. Fitoterapia.  



Meccatti VM. Analysis of the antifungal potential resulting from the combination of 
plant extracts on Candida spp. [dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo 
State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2021. 

 
 

ABSTRACT  

 
 

The Candida genus is responsible for about 80% of nosocomial fungal infections and 
the study of herbal medicine and substance synergism are considered potential 
alternatives to control these infections. Thus, the present study proposed to evaluate 
in vitro: the antifungal activity of extracts of Curcuma longa L. (turmeric) and Rosa 
centifolia L. (white roses), as well as Rosmarinus officinalis L. (rosemary) and Punica 
granatum L. (pomegranate) isolated and combined on Candida albicans, Candida 
dubliniensis and Candida tropicalis; antibiofilm action of additive combinations on 
monomicrobial biofilms of Candida spp. with different contact times: 5 min, 30 min 
and 24 h. Initially, analyzes of the antifungal action of the isolated extracts were 
performed using the broth microdilution test (Clinical and Laboratory Standards 
Institute). Based on the Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) obtained, the 
antifungal potential of the combinations was analyzed using the checkerboard 
technique and the fractional inhibitory concentration (FIC) index was adopted. MICs 
and additive concentrations were analyzed on biofilms formed for 48 h in microplate 
wells for further determination of cell viability using the MTT test. For statistical 
analysis, data were analyzed by ANOVA and Tukey or Kruskal-Wallis and Dunn tests 
with a significance level of 5%. All plant extracts showed fungistatic and fungicidal 
action; turmeric and white rose extracts together presented an additive combination 
for each Candida species and the mixture of rosemary and pomegranate extracts 
resulted in three additive combinations for C. albicans and four for non-albicans 
species (FIC > 0.5 e ≤ 1.0). Regarding biofilms, the combinations and the isolated 
extracts showed reductions with statistical difference in relation to the control (p < 
0.05). It is concluded that the plant extracts of turmeric and white roses as well as 
rosemary and pomegranate have antifungal and antibiofilm action, both isolated and 
combined, against Candida spp. at different concentrations and times of action. 
 

Keywords: Candida. Biofilm. Synergism. Phytotherapy.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

 

Candida spp. são micro-organismos oportunistas que, sob certas 

circunstâncias, são capazes de causar infecções nas mucosas do hospedeiro 

resultando em um comprometimento limitado nesses tecidos, infecções locais na 

mucosa e pele ou infecções disseminadas extremamente graves com altos índices 

de mortalidade (Perlroth et al., 2007; Polke et al., 2015; Aikawa et al., 2016). Cerca 

de 80% das infecções fúngicas nosocomiais são provocadas por espécies do gênero 

Candida (Ramage et al., 2005). Com o surgimento do novo coronavírus (Sars-Cov-2) 

em 2019 e rápida disseminação em escala global, no dia 11 de março de 2020, foi 

decretado pela Organização Mundial da Saúde (OMS) pandemia da COVID-19 

(doença causada pelo novo coronavírus). Tal acontecimento foi e está sendo de 

grande impacto na esfera da saúde, sobrecarregando hospitais, médicos, 

enfermeiros, profissionais afins e todo sistema de saúde. Sabe-se que o novo 

coronavírus é provido de “estratégias” para desregular os mecanismos imunológicos 

e com isso há aumento no risco de coinfecção por patógenos oportunistas 

principalmente em pacientes hospitalizados. A candidose oral tem sido 

constantemente diagnosticada em pacientes com COVID-19 em estado crítico, 

principalmente aqueles que já tinham uma condição predisponente e que estavam 

sendo medicados com antibióticos (Riad et al., 2021a). Contudo, além da condição 

em pacientes debilitados, pacientes em estado não grave acometidos pela COVID-

19 estão apresentando candidose orofaríngea com curso mais longo de infecção 

devido ao uso indiscriminado de antibióticos (Riad et al., 2021b).  

Essas leveduras possuem a capacidade de formar biofilme e tubos 

germinativos, apresentam proteínas de adesão e enzimas nas extremidades das 

hifas que contribuem para sua difusão pelo tecido invadido (Ganguly et al., 2011). 

Esses micro-organismos se organizam em comunidades conhecidas como biofilmes, 

ocorrendo um aumento da resistência das células dessa estrutura tridimensional 

contra a terapia antifúngica e as defesas do hospedeiro (Thein et al., 2006; Kernien 

et al., 2017). Biofilmes orais são polimicrobianos, podendo ser constituídos por 

várias espécies de Candida como C. albicans, C. tropicalis, C. krusei e C. glabrata 

dentre outras diferentes espécies de micro-organismos (Vidotto et al., 2003). 
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C. albicans ainda é o principal agente causador da candidose oral, sendo 

responsável por até 95% dos casos. Esta espécie possui um repertório notável de 

fatores de virulência que facilitam sua transição de um estado comensal para 

patogênico. Sua principal característica com implicações clínicas significativas 

consiste na capacidade de formação de biofilme. Seus atributos para evasão da 

defesa do hospedeiro como degradação de anticorpos também são relevantes (Vila 

et al., 2020). A característica do dimorfismo é a essência da patogênese desta 

espécie (Shapiro et al., 2009; Silva et al., 2011). Ainda, possui a capacidade de 

crescer em anaerobiose, podendo contribuir para infecções periodontais e 

endodônticas (Razina et al., 2017; Bernal-Treviño et al., 2018). 

Apesar de C. albicans ser a principal espécie, verificou-se que a colonização 

da cavidade bucal por espécies não-albicans tem um aumento considerável após os 

80 anos de idade. Dentre as espécies encontradas na cavidade bucal dos idosos 

estão C. glabrata, C. tropicalis e C. dubliniensis por apresentaram uma 

suscetibilidade reduzida ao fluconazol (Benito-Cruz et al., 2016). É importante 

ressaltar que esses pacientes possuem diversas comorbidades, tornando o quadro 

clínico ainda mais complexo. C. dubliniensis é um patógeno emergente que 

compartilha muitas características fenotípicas com C. albicans. Segundo Mäkinen et 

al. (2018) C. dubliniensis é a espécie não-albicans mais detectada nos isolados de 

pacientes com câncer bucal e de acordo com Loreto e colaboradores (2010) é a 

espécie não-albicans mais prevalente em pacientes infectados pelo vírus da 

imunodeficiência humana (HIV). C. tropicalis é uma espécie que apresenta alta 

capacidade de adesão e formação de biofilme (Negri et al., 2010). A colonização por 

Candida spp. na cavidade bucal de pacientes xerostômicos pós-radioterapia é 

significativamente aumentada quando comparada a pacientes saudáveis e a espécie 

não-albicans mais prevalente é C. tropicalis (Tarapan et al., 2019). Tal radiação 

utilizada no tratamento de tumores de cabeça e pescoço pode provocar aumento da 

virulência de C. tropicalis por alterações morfológicas e fisiológicas e, por isso, 

pacientes tratados por radioterapia podem ser mais susceptíveis à colonização por 

esta espécie (Silva et al., 2017). Estudos longitudinais têm demonstrado que uma 

proporção considerável de pacientes estão desenvolvendo infecções fúngicas por 

espécies de Candida não-albicans (Pfaller et al., 2010, 2011; Castanheira et al., 

2017; Chowdhary et al., 2018). Além disso, casos de resistência à terapia antifúngica 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Razina%20IN%5BAuthor%5D&amp%3Bcauthor=true&amp%3Bcauthor_uid=28858271
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comumente utilizada, como as equinocandinas e os azólicos, têm sido relatados 

(Sanguinetti et al., 2015; Prigent et al., 2017). Algumas espécies de Candida têm 

apresentado uma plasticidade no genoma que configura um mecanismo de 

resistência adicional. Ainda, devido ao ambiente favorável para formação de biofilme 

e aos níveis sub-terapêuticos do fármaco que chegam na cavidade bucal, esta 

apresenta-se como um ambiente propício para o desenvolvimento de resistências 

(Morio et al., 2017). Diversos estudos recentes têm apontado para resistência de 

Candida spp. aos antifúngicos convencionais como os azóis, equinocandinas e 

poliênicos e dentre as espécies mais citadas estão: C. albicans, C. auris, C. glabrata 

e C. tropicalis (Perlin et al., 2017; Chowdhary et al., 2018; Khan et al., 2018; Prasad 

et al., 2019).  

A necessidade de se investigar novas alternativas terapêuticas é emergente. 

As plantas medicinais são uma fonte renovável de estruturas químicas novas e 

complexas que poderiam ser investigadas (Fabricant et al., 2001). Alguns vegetais 

são constituídos de uma variedade de moléculas efetoras capazes de desempenhar 

diversos papéis farmacológicos. Resultados promissores do potencial antifúngico 

das plantas sobre Candida spp. são encontrados na literatura. Extratos de diferentes 

espécies de Salvia apresentaram efeitos inibitórios contra isolados clínicos de C. 

tropicalis, C. krusei, C. albicans e C. glabrata (Salari et al., 2016; de Oliveira et al., 

2019). O extrato de tomilho (Thymus vulgaris L.) também diminui a viabilidade de 

biofilmes de C. albicans (Oliveira et al., 2017). Extrato de Guapira graciliflora, um 

arbusto encontrado no bioma da caatinga semiárida do Nordeste do Brasil, mostrou 

atividade antifúngica moderada contra C. albicans, C. krusei, C. glabrata, e forte 

atividade contra C. dubliniensis (Almeida et al., 2018). 

Curcuma longa L., conhecido também como cúrcuma ou açafrão-da-terra é 

utilizado como ingrediente na culinária asiática há séculos. O extrato de cúrcuma 

contém vários componentes como a curcumina (3-5%), arabinose livre (1%), óleo 

essencial (2-7%) e ácidos glicanos por exemplo (Kim et al., 2012). A cúrcuma tem 

sido amplamente estudada quanto ao seu potencial no tratamento da osteoartrite 

(Perkins et al., 2017), ação antimicrobiana (Irshad et al., 2018), anti-inflamatória 

(Governa et al., 2018), antidepressiva (Zhang et al., 2018), antitumoral (Li et al., 

2018), nefroprotetor (Akinyemi et al., 2018) e antioxidante (Akter et al., 2019). Com 

relação ao potencial antifúngico do extrato avaliado isoladamente, Samadi et al. 
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(2019) avaliaram quinze extratos de plantas quanto a atividade antifúngica sobre 

cepas clínicas de C. albicans e o extrato de C. longa L. esteve entre os cinco 

fitoterápicos que apresentaram o melhor efeito inibitório e potencial para controlar o 

crescimento desta levedura. 

Rosa centifolia L., popularmente conhecida como rosas brancas, é uma 

espécie de flor da família  Rosaceae, proveniente de hibridismo de  Rosa gallica L., 

Rosa Moschata Herrm., Rosa Canina L. e Rosa Damasceno Mill (Kumar et al., 

2015). Tal planta apresenta vasta aplicação terapêutica popular na medicina 

tradicional indiana e apesar disso, ainda são poucos os estudos experimentais e 

clínicos sobre suas atividades biológicas dentro da literatura científica. Entre as 

atividades biológicas da R. centifolia descritas estão: capacidade de promover 

relaxamento fisiológico e psicológico, efeitos analgésicos e anti-ansiedade 

(Mohebitabar et al., 2017), potencial agente anti-inflamatório e anti-artrítico (Kumar et 

al., 2015; 2017), atividade anti-HIV (Palshetkar et al., 2020) e ação antifúngica sobre 

C. albicans e C. tropicalis (Gauniyal, Teotia, 2015). Neste último estudo, O extrato de 

R. centiofolia foi preparado a partir das pétalas e analisado quanto a sua composição 

sendo identificados alcalóides, flavonóides, glicosídeos, taninos, terpenóides, 

saponinas que estão relacionados à atividade antimicrobiana. 

Rosmarinus officinalis L. popularmente chamado de alecrim é encontrado 

amplamente distribuído nas regiões da Europa, Ásia e África, e tem sido cultivada 

por um longo tempo no Brasil (Machado et al., 2009). Esta planta é utilizada na 

indústria de cosméticos e há muito tempo vem sendo utilizada na culinária, 

principalmente por sua essência aromática. Os fitocompostos mais descritos com 

atividades terapêuticas incluem ácido caféico, rosmarínico, ursólico, carnósico e o 

carnosol. Estes dois últimos são comumente estudados sobre a atividade anti 

cancerígena (Pérez-Sánchez et al., 2019), neuroprotetiva (Kayashima, Matsubara, 

2012) e recentemente demonstraram potencial para inibir o quórum sensing da 

virulência de Staphylococcus aureus (Nakagawa et al., 2020). Ainda, o extrato de 

alecrim apresenta propriedades antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatória 

(Bozin et al., 2007; Silva et al., 2015). Sobre Candida spp. pode-se encontrar 

diversos relatos sobre sua ação antifúngica em C. albicans, C. glabrata, C. krusei e 

C. tropicalis (Chifiriuc et al., 2012; Gauch et al., 2014; Akroum, 2020). 

Punica granatum L. conhecido no Brasil como romã é um fruto circular com 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohebitabar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28748167
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sementes e cheio de um líquido adocicado. Originária da Ásia, a romanzeira tem 

sido cultivada em maior escala em regiões tropicais e subtropicais (Lorenzi, Matos, 

2008). O extrato de romã tem apresentado forte potencial antimicrobiano e 

antibiofilme (Xu et al., 2017; Almeida N. et al., 2018), anticâncer e anti-inflamatório 

(Turrini et al., 2015; Baradaran et al., 2020), antioxidante e neuroprotetivo 

(Forouzanfar et al., 2013). Sobre Candida spp. alguns estudos comprovam a ação 

antifúngica da romã e seus compostos bioativos (Li et al, 2017; Lavaee et al., 2018; 

Kumar et al., 2020) cujo mecanismo de ação envolve danos à parede celular, ruptura 

da levedura, alterações na morfologia entre outros. Esta planta apresenta 

propriedades antimicrobianas devido à presença de taninos, flavonóides, numerosos 

alcalóides e compostos polifenólicos (Anibal et al., 2013; Lavaee et al., 2018). 

O estudo de combinações entre compostos tem sido descrito como 

alternativa terapêutica promissora. Com uso sinérgico de substâncias, sejam elas 

sintéticas ou naturais, é possível diminuir as doses e os efeitos tóxicos, além de 

aumentar a eficácia do tratamento e diminuir a possibilidade de resistência 

antimicrobiana (Azevedo et al., 2015; Liu et al., 2014). A curcumina apresentou 

sinergismo junto a anfotericina B potencializando a ação antifúngica (Tsao, Yin 

2000). A combinação dupla de ácido caprílico com carvacrol ou timol (componentes 

ativos extraídos de vários óleos essenciais) gerou um sinergismo capaz de produzir 

rompimentos da membrana celular e inibir a bomba de efluxo de C. albicans (Bae et 

al., 2019). O sinergismo alcançado na aplicação dos extratos de romã e alecrim em 

conjunto com antibiótico alcançaram a maior erradicação do biofilme de 

Pseudomonas aeruginosa sendo considerada a terapia mais eficaz quando 

comparada às outras monoterapias avaliadas no estudo (Abu El-Wafa et al., 2020). 

São robustas as evidências sobre a ação biológica de tais plantas quando 

analisadas isoladamente. Recentemente, a comunidade científica tem voltado a 

atenção para os resultados surpreendentes que a combinação de derivados de 

plantas e a associação destes produtos naturais com fármacos convencionais 

podem produzir. Diante do exposto, há grande relevância na busca por alternativas 

terapêuticas frente às infecções resistentes, principalmente alternativas que atuam 

sobre biofilmes. São poucos os estudos encontrados na literatura que analisam a 

sinergia de extratos vegetais sobre Candida spp. e a escassez é mais evidente com 

relação a estudos sobre as espécies não-albicans.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lavaee%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30815613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lavaee%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30815613
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2 PROPOSIÇÃO 
 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a atividade antifúngica da combinação dupla dos extratos de 

Curcuma longa L. (cúrcuma) e Rosa centifolia L. (rosas brancas) ou Rosmarinus 

officinalis L. (alecrim) e Punica granatum L. (romã) sobre biofilmes de C. albicans, C. 

dubliniensis e C. tropicalis. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

 

a) Avaliar a ação antifúngica isolada de cada extrato vegetal; 

b) Investigar, por meio da técnica checkerboard, o sinergismo que as 

combinações duplas produziram sobre culturas planctônicas de 

Candida spp. 

c) Analisar a ação antibiofilme das combinações que foram sinérgicas ou 

aditivas sobre biofilmes monomicrobianos das espécies de Candida 

com diferentes tempos de exposição: 5 minutos, 30 minutos e 24 horas.
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

3.1 Produtos vegetais 
 

 

Todos os extratos são glicólicos e foram adquiridos na concentração de 200 

mg/mL. O extrato de C. longa L. (cúrcuma) foi obtido utilizando-se os rizomas (Seiva 

Brazilis, SP) com devidos laudos e especificações do produtor (Anexo A). O extrato 

de R. centifolia L. (rosas brancas) foi obtido utilizando-se as flores, o extrato de R. 

officinalis (alecrim) as folhas e o extrato de P. granatum (romã) a casca, todos 

possuem os devidos laudos e especificações do produtor (Mapric, SP) (Anexos B, C 

e D). 

 

 

3.2 Leveduras 
 

 

Foram utilizadas cepas de referência (ATCC - American Type Culture 

Collection) de C. albicans (ATCC 18804), C. dubliniensis (ATCC MYA 646) e C. 

tropicalis (ATCC 13803) provenientes do Laboratório de Microbiologia e Imunologia 

do Curso de Odontologia do ICT – UNESP. 

 

 

3.3 Atividade antimicrobiana dos extratos 
 

 

3.3.1 Preparo do inóculo 
 

 

Candida spp. foram cultivadas (37°C/24 h) em ágar Sabouraud-dextrose (SD 

- Kasvi, Brasil) em seguida, foram realizadas as preparações das suspensões 

microbianas onde colônias das respectivas espécies de Candida foram diluídas em 

solução salina estéril (NaCl 0,9%) e homogeneizado em Vortex por 10 s para 

posterior padronização conforme a necessidade de cada protocolo. 
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3.3.2 Atividade antifúngica dos extratos isolados 
 

 

Foi aplicado o método de microdiluição em caldo, baseado na norma M27- 

S4 do Clinical and Laboratory Standards Institute, para determinação das 

concentrações inibitória mínima (CIM) e fungicida mínima (CFM) dos extratos sobre 

as cepas fúngicas. Após preparo do inóculo, conforme item 3.3.1, foi realizada a 

padronização em espectrofotômetro (Micronal B-582, São Paulo, Brasil) utilizando-se 

o comprimento de onda de 530 nm e densidade óptica de 0,284, resultando em uma 

suspensão padrão de 1 x 106 células de leveduras por mililitro. Em diferentes 

microplacas (Kasvi K12-096), foram realizadas 10 diluições seriadas (1:2) dos 

extratos em caldo RPMI 1640 (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador 

vermelho de fenol) (INLAB). Após, foi acrescentado o inóculo ajustado e as 

microplacas foram levadas para incubação (37°C/48 h). Com isso, a CIM de cada 

extrato foi determinada, a olho nu, no primeiro poço sem turvação, seguinte ao poço 

com aparente crescimento microbiano. Ainda, foram realizadas análises do veículo 

(propilenoglicol) a fim de verificar se este produz interferências na ação 

antimicrobiana dos extratos vegetais. Para determinação da CMM, foi semeado em 

ágar SD (Kasvi) o conteúdo do poço de onde foi determinada a CIM e do poço 

anterior a este. Após incubação (37°C/48 h), a CMM foi determinada em placas sem 

crescimento de colônias. 

 

 

3.3.3 Avaliação do efeito sinérgico dos extratos vegetais 
 

 

Foi utilizada a técnica “tabuleiro de xadrez” (checkerboard) segundo Moreno 

et al. (2020) com modificações, este método é baseado no teste de microdiluição em 

caldo. O meio utilizado foi o RPMI 1640 e a suspensão fúngica padronizada em 

solução salina (1x106 células/mL). O experimento iniciou com as concentrações de 

cada extrato que foram capazes de inibir o crescimento fúngico na etapa anterior 

(CIM de cada extrato). Em microplacas de 96 poços, as colunas das extremidades 

foram utilizadas como controle (C- solução salina e controle de esterilidade). Da 

fileira A até a fileira G (colunas de 2 a 9), os poços receberam 50 µL de meio e, 
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apenas na fileira A, foi acrescentado 50 µL do extrato nº 1 (rosas brancas ou 

alecrim). A partir de então, foram feitas diluições seriadas, sendo que a fileira B 

recebeu 50 µL do conteúdo dos poços da fileira A e assim sucessivamente até a 

fileira G. Em seguida, todos os poços receberam 50 µL do extrato nº 2 (cúrcuma ou 

romã) diluído seriadamente em microtubos (cada coluna recebeu uma concentração 

correspondente a um microtubo). Por fim, foram adicionados 100 µL do inóculo 

preparado, conforme item 3.3.1, e padronizado em espectrofotômetro em 1 x 106, 

totalizando 200 µL/poço. A placa foi levada para incubação a 37Cº/48 h para 

posterior leitura visual. Na figura 1 pode-se visualizar uma ilustração da técnica. 

 

 

Figura 1 - Esquema ilustrativo da técnica “tabuleiro de xadrez” 
 

Fonte: Pereira, 2018. 

 

 

Para avaliar o efeito sinérgico dos extratos, foi adotado o índice de 

concentração inibitória fracionária (ICIF), que classifica as combinações em 

sinérgicas, aditivas, indiferentes ou antagônicas. O ICIF é calculado através da soma 

da concentração inibitória fracionada (CIF) ou “CIM combinada” do 1º extrato mais a 

CIF do 2º extrato dividido pela CIM dos extratos isolados como mostra a figura 2. 
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Figura 2 – Ilustração do cálculo do ICIF 
 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Uma combinação será considerada sinérgica quando ICIF ≤ 0,5, aditiva 

quando ICIF é > 0,5 e ≤ 1,0, indiferente quando ICIF > 1 e ≤ 4 e antagonista em ICIF 

> 4,0. A mesma fórmula será utilizada para calcular o índice de concentração 

fungicida fracionária (ICFF), usando valores CFM em vez de CIM (Moreno et al., 

2020). 

 

 

3.3.4 Análise da ação antifúngica das combinações sobre biofilmes  

 

 

Após preparo das suspensões de Candida spp., conforme item 3.3.1, foi 

realizada a padronização em espectrofotômetro, para obtenção de 107 células/mL. 

Posteriormente, foram adicionados em microplacas 200 µL/poço da suspensão 

ajustada de Candida, que foi levada para incubação (37°C/90 min), para a adesão 

inicial das células fúngicas ao poço. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi 

adicionado caldo BHI (Brain Heart Infusion - Kasvi). A incubação procedeu por 48h 

para formação do biofilme, com substituição do caldo após 24h de incubação. 

Depois da formação do biofilme, os mesmos foram expostos por 5 min, 30 min ou 

24h as concentrações que se mostraram aditivas ou sinérgicas na análise anterior 

da combinação de extratos vegetais (cúrcuma e rosas brancas), (alecrim e romã) 

pré-determinadas pela técnica do checkerboard. Meio de cultura e nistatina 

(suspensão oral 100.000 UI/mL – GERMED) foram utilizados como controles 

negativo e positivo respectivamente. Cada grupo experimental foi composto por 

n=10. Após exposição às combinações dos extratos, foi adicionada solução salina e 
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a mesma foi descartada, no intuito de lavar os poços e eliminar células não 

aderentes que sofreram com os tratamentos. Foi realizado o teste de viabilidade 

celular das células fúngicas no qual foram adicionados 100 µL da solução de MTT 

(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- Diphenyltetrazolium Bromide) (Sigma-Aldrich, 

Brasil) em cada poço e a placa foi incubada ao abrigo da luz a 37 °C durante 1h. 

Passado o período de incubação a solução de MTT foi retirada seguido pela adição 

de 100 µL de Dimetilsufóxido (DMSO). A placa foi novamente incubada em estufa a 

37ºC por 10 minutos e colocada no Shaker sob agitação constante por 10 minutos. 

Em seguida foi obtida as densidades ópticas (DO) por meio de uma leitora de 

microplaca em 570 nm (Figura 3) e as DO obtidas foram convertidas, através da 

fórmula abaixo, em percentual de atividade metabólica das células fúngicas. 

 

 

% Redução de Viabilidade = 100 - (DO Poço Tratado x 100 / Média de DO 

Controle Negativo) 

 

Figura 3 - Metodologia seguida para análise dos biofilmes por meio do teste de MTT  

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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3.4 Análise estatística 
 

 

Todos os dados foram inicialmente, avaliados quanto a normalidade por 

meio dos testes: Shapiro-Wilk, Kolmogorov-Smirnov e D'Agostino & Pearson 

omnibus e quanto a homogeneidade por meio do software Bioestat 5.0. Se os dados 

apresentaram normalidade e homogeneidade foram analisados por ANOVA e Teste 

de Tukey, caso contrário, pelo teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn como 

ilustrado no fluxograma das etapas (Figura 4). Foi utilizado o programa GraphPad 

Prism 5.0, considerando-se nível de significância de 5%. 

 

 

Figura 4 – Fluxograma das etapas da análise estatística 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4 RESULTADO  
 

 

4.1 Determinação da CIM e CFM dos extratos isolados sobre Candida spp. 
 

 

No teste de microdiluição em caldo, todos os extratos vegetais analisados 

apresentaram CIM e CFM para todos os micro-organismos. Também verificou-se 

que o veículo não produziu interferências na atividade antifúngica sobre todas as 

espécies. Como pode ser observado na tabela 1, o extrato de C. longa promoveu 

inibição de crescimento para C. albicans, C. dubliniensis e C. tropicalis com 50 

mg/mL. Da mesma forma, foi constatada a inibição do crescimento em meio sólido 

(CFM) com a mesma concentração para as três espécies de Candida. 

 

 

Tabela 1 - Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração fungicida mínima 

(CFM) do extrato de C. longa para Candida spp. 

 

Extrato Glicólico de Curcuma longa L. 

Micro-organismos CIM (mg/mL) CFM (mg/mL) 

Candida albicans 50 50 

Candida dubliniensis 50 50 

Candida tropicalis 50 50 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

O extrato de R. centifolia também apresentou uma concentração inibitória e 

fungicida mínima de 50 mg/mL para C. albicans e C. dubliniensis, já para C. 

tropicalis o valor foi de 25 mg/mL como pode ser observado na tabela 2. 
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Tabela 2 - Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração fungicida mínima 

(CFM) do extrato de R. centifolia para Candida spp. 

 
 

Extrato Glicólico de Rosa centifolia L. 

Micro-organismos CIM (mg/mL) CFM (mg/mL) 

Candida albicans 50 50 

Candida dubliniensis 50 50 

Candida tropicalis 25 25 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Sobre C. albicans, a concentração de 25 mg/mL do extrato de R. officinalis 

foi capaz de promover ação fungistática e fungicida e para as outras duas espécies o 

extrato atuou na concentração de 50 mg/mL (tabela 3). 

 

 

Tabela 3 - Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração fungicida mínima 

(CFM) do extrato de R. officinalis para Candida spp. 

 

Extrato Glicólico de Rosmarinus officinalis L. 

Micro-organismos CIM (mg/mL) CFM (mg/mL) 

Candida albicans 25 25 

Candida dubliniensis 50 50 

Candida tropicalis 50 50 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Para C. albicans, o extrato de P. granatum apresentou valores de CIM e 

CFM menores que para as demais espécies. Os valores foram de 12,5 mg/mL para 

C. albicans e 25 mg/mL para C. dubliniensis e C. tropicalis como pode ser observado 

na tabela 4. 
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Tabela 4 - Concentração inibitória mínima (CIM) e Concentração fungicida mínima 

(CFM) do extrato de P. granatum para Candida spp. 

 

Extrato Glicólico de Punica granatum L. 

Micro-organismos CIM (mg/mL) CFM (mg/mL) 

Candida albicans 12,5 12,5 

Candida dubliniensis 25 25 

Candida tropicalis 25 25 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Na figura 5 estão ilustrados os testes de microdiluição em caldo para 

avaliação da CIM e a semeadura para avaliação da CFM. 

 

 

Figura 5 – Concentração inibitória mínima e Concentração fungicida mínima dos 

extratos de cúrcuma e rosas brancas avaliados isoladamente sobre C. dubliniensis  

 

 

Legenda: a) microplaca empregada para análise da CIM dos extratos de cúrcuma (filieras A, B e C) e 
rosas brancas (F, G e H) sobre C. dubliniensis. Nas fileiras D e E foram feitas análises do veículo 
(propilenoglicol) e na coluna 12, o controle de esterelidade; b) análise da CFM dos extratos após 
plaqueamento dos poços que não apresentaram turvação e poços adjacentes. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A partir da triagem promovida pelo teste de microdiluição em caldo, foram 

iniciados os testes para avaliação do sinergismo. As concentrações analisadas no 

teste do checkerboard foram baseadas nas concentrações inibitórias mínimas 

isoladas de cada extrato. 

 



26 
 

4.2 Efeito das combinações dos extratos vegetais sobre Candida spp. 
 

 

A combinação dos extratos apresentaram valores aditivos para todas as 

espécies de Candida, de acordo com o cálculo de ICIF, como pode ser observado na 

tabelas 5 e 6. Com relação a combinação nº 1, cúrcuma e rosas brancas, pode-se 

verificar uma redução da metade dos valores da CIM de cada extrato (tabela 5). 

 

 

Tabela 5 - Resultados da combinação nº 1 (cúrcuma e rosas brancas) com valores 

do ICIF e quantas vezes foram reduzidas a CIM isolada de cada extrato 

 

Combinação nº 1: C. longa (cúrcuma) e R. centifolia (rosas brancas) 

Espécie 
Uso isolado CIM 

(mg/mL) 

Combinação 

(mg/mL) 

 

Valores 

 

Redução da CIM 

 
 

C. albicans 

C.dubliniensis 

 
Cúrcuma 

Rosas 

brancas 

 
Cúrcuma 

Rosas 

brancas 
ICIF 

 
Cúrcuma 

Rosas 

brancas 

 
50 

 
50 

 
25 

 
25 

 
1,00 

 
2x 

 
2x 

 
C. tropicalis  

 
50 

 
25 

 
25 

 
12,5 

 
1,00 

 
2x 

 
2x 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Já os extratos de alecrim e romã juntos apresentaram três combinações 

aditivas sobre C. albicans e quatro combinações aditivas sobre C. dubliniensis e C. 

tropicalis. As combinações promoveram reduções significativas da CIM isolada dos 

extratos, sendo que a mínima redução foi de 2 vezes, algumas 4 vezes e até 

reduções em 8 vezes o valor da CIM foram encontradas (tabela 6).  
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Tabela 6 - Resultados da combinação nº 2 (alecrim e romã) com valores do ICIF e 

quantas vezes foram reduzidas a CIM isolada de cada extrato 

 
 

Combinação nº 2: R. Officinalis (alecrim) e P. granatum (romã) 

 
Espécie 

Uso isolado CIM 

(mg/mL) 

Combinação 

(mg/mL) 

 
 

Valores 

ICIF 

 

Redução da CIM 

 
 

 
C. albicans 

 
Alecrim 

 
Romã 

 
Alecrim 

 
Romã 

 
Alecrim 

 
Romã 

 

25 

 

12,5 

12,5 6,2 0,9 2x 2x 

6,2 6,2 0,6 4x 2x 

12,5 3,1 0,7 2x 4x 

 

 
  25 12,5 1,0 2x 2x 

   12,5 12,5 0,7 4x 2x 
 

CC. dubliniensis  

 

 

 

 
 

50 25 25 6,2 0,7 2x 4x 

   25 3,1 0,6 2x 8x 

   25 12,5 1,0 2x 2x 

   12,5 12,5 0,7 4x 2x 

CC. tropicalis  

 50 25 25 6,2 0,7 2x 4x 

   25 3,1 0,6 2x 8x 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Na figura 6, pode-se visualizar as microplacas sendo empregadas para 

avaliação do sinergismo dos extratos de alecrim e romã (à direita) sobre C. albicans 

e cúrcuma e rosas brancas (à esquerda) sobre C. dubliniensis. Alíquotas foram 

semeadas para realização do cálculo ICFF (índice de concentração fungicida 

fracionária). 
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Figura 6 - Avaliação do sinergismo por meio da técnica checkerboard  

 

 
Legenda: a) análise da combinação do extrato de rosas brancas e cúrcuma sobre C. dubliniesis;  
b) análise da combinação do extrato de alecrim e romã sobre C. albicans.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Encontradas as combinações classificadas como aditivas que inibiram o 

crescimento e desenvolvimento das espécies de Candida, seguiu-se com as 

análises sobre biofilmes. Com relação a combinação nº 1 (cúrcuma e rosas 

brancas): foram analisadas a CIM isolada de cada extrato, bem como a 

concentração aditiva de 25 + 25 mg/mL para C. albicans e C. dubliniensis e 25 + 

12,5 mg/mL dos extratos de cúrcuma e rosas respectivamente sobre C. tropicalis.  

Com relação a combinação nº 2 (alecrim e romã): foram analisadas a CIM 

de cada extrato e as combinações 12,5 + 6,2 mg/mL; 6,2 + 6,2 mg/mL e 12,5 + 3,1 

mg/mL de alecrim e romã respectivamente sobre biofilme de C. albicans. Sobre os 

biofilmes monomicrobianos de C. dubliniensis e C. tropicalis as concentrações 

aditivas testadas foram: 25 + 12,5 mg/mL; 12,5 + 12,5 mg/mL; 25 + 6,2 mg/mL e 25 

+ 3,1 mg/mL de alecrim e romã respectivamente, além das CIM que também foram 

avaliadas para fins de comparação dos efeitos. 
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4.3 Efeito das combinações dos extratos vegetais sobre biofilme  
 

 

4.3.1 Combinação nº 1 (rosas brancas e cúrcuma) 
 

 

4.3.1.1  C. albicans 
 

 

No tempo de exposição por 5 min sobre biofilme de C. albicans, apenas o 

extrato de rosas brancas isolado produziu redução semelhante a nistatina (sendo 

estatisticamente diferente do grupo controle negativo, p < 0,05) e a combinação dos 

extratos manteve-se semelhante ao grupo controle (p > 0,05) conforme ilustrado na 

figura 7. 

 

 

Figura 7 - Avaliação da viabilidade celular de C. albicans em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 5 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. albicans após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 5 min  (n = 10. Kruskal-
Wallis, teste de Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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No tempo de exposição por 30 min, todos os tratamentos produziram 

reduções estatisticamente significante na viabilidade das células fúngicas em 

comparação com o grupo controle (p < 0,05), sendo que a aplicação do extrato de 

cúcuma isolado atuou de maneira superior a nistatina com porcentagens de redução 

de 29% e 27,1% respectivamente (Figura 8). 

 

 

Figura 8 - Avaliação da viabilidade celular de C. albicans em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 30 minutos 

 

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. albicans após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 30 min  (n = 10. ANOVA, 
teste de Tukey, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 
Na figura 9, verifica-se que a combinação dos extratos vegetais promoveu 

22,6% de redução do biofilme de C. albicans quando analisado o tempo de 24h, e a 

aplicação isolada do extrato de rosas promoveu o maior percentual de redução 

(30%) sendo que tais grupos diferiram estatisticamente do controle negativo e do 

grupo tratado com nistatina (p < 0,05).  
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Figura 9 - Avaliação da viabilidade celular de C. albicans em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 24 horas 

 

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. albicans após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. Kruskal-Wallis, 
teste de Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

4.3.1.2  C. dubliniensis 
 

 

No tempo de contato de 5 min sobre biofilme de C. dubliniensis, a aplicação 

dos extratos de rosas brancas e cúrcuma isoladamente produziram reduções com 

diferença estatística significativa em relação ao grupo controle negativo (p < 0,05). 

Já a aplicação combinada dos produtos vegetais não diferiram do grupo controle 

(Figura 10). 
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Figura 10 - Avaliação da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 5 minutos 

 

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 5 min  (n = 10. ANOVA, teste 
de Tukey, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Com relação ao tempo de exposição por 30 min, todos os grupos 

experimentais analisados com os extratos vegetais, seja rosas brancas e cúrcuma 

isolados ou combinados na concentração aditiva, produziram reduções significativas 

de 12,6%, 12,3% e 15,2% respectivamente (Figura 11). Tais grupos diferiram 

estatisticamente (p < 0,05) do grupo controle negativo. 
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Figura 11 - Avaliação da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 30 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. albicans após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 24 h (n = 10. Kruskal-Wallis, 
teste de Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Na figura 12 observa-se que a combinação dos extratos vegetais não diferiu 

estatisticamente (p > 0,05)  do grupo controle quando exposto por 24h sobre 

biofilme de C. dubliniensis. Apenas a aplicação do extrato de cúrcuma isolado foi 

capaz de produzir redução da viabilidade das células fúngicas de 17,4% (p < 0,05). 

Ainda, pode-se observar que C. dubliniensis apresentou resistência a ação da 

nistatina em todos os tempos de contato. Os grupos tratados com o antifúngico não 

diferiram estatisticamente do grupo controle negativo em nenhum dos tempos de 

aplicação (p > 0,05). 
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Figura 12 - Avaliação da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 24 horas 

 

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 24 h  (n = 10. ANOVA, teste 
de Tukey, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

4.3.1.3    C. tropicalis 

 

 
Sobre biofilme de C. tropicalis, no tempo de exposição por 5 min, os grupos 

experimentais tratados com os produtos vegetais tiveram um desempenho 

semelhante entre si e o grupo tratado com o extrato de rosas brancas isoladamente 

foi semelhante ao grupo tratado com nistatina (p > 0,05) e ambos tratamentos 

diferiram estatisticamente do grupo controle (p < 0,05), como pode ser observado na 

figura 13. 
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Figura 13 - Avaliação da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 5 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 5 min  (n = 10. ANOVA, teste 
de Tukey, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

No tempo de contato de 30 min, houve semelhança estatística entre os 

grupos tratado com a combinação aditiva e o grupo tratado com nistatina (p > 0,05), 

contudo, apenas o tratamento com nistatina foi capaz de diferir estatisticamente do 

grupo controle (p < 0,05), produzindo redução de 51,4% da viabilidade celular 

(Figura 14). 
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Figura 14 - Avaliação da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 30 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 30 min  (n = 10. Kruskal-
Wallis, teste de Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A aplicação isolada do extrato de cúrcuma produziu redução de 58,7% do 

biofilme de C. tropicalis quando em contato por 24h. Tal redução foi semelhante 

estatisticamente (p > 0,05) ao grupo tratado com a suspensão da nistatina (66,4%) e 

ambos grupos diferiram estatisticamente do grupo controle negativo (p < 0,05) 

(Figura 15). 
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Figura 15 - Avaliação da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. centifolia e C. longa nas concentrações 

inibitórias mínimas isoladas e combinados na concentração aditiva por 24 horas 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis após exposição aos 
extratos vegetais (rosas brancas e cúrcuma) isolados e combinados por 24 h  (n = 10. Kruskal-Wallis, 
teste de Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3.2 Combinação nº 2 (alecrim e romã) 
 

 

4.3.2.1  C. albicans 

 

 
No tempo de contato de 5 min sobre biofilme de C. albicans, nenhuma das 

combinações aditivas de alecrim e romã diferiram estatisticamente do grupo 

controle. Ainda, o grupo tratado com nistatina também não diferiu (p > 0,05) quando 

comparado ao controle negativo (Figura 16). 
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Figura 16 - Avaliação da viabilidade celular de C. albicans em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 5 minutos 

 

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. albicans após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 5 min  (n = 10. ANOVA, teste de 
Tukey, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

No tempo de exposição de 30 min, quatro tratamentos produziram reduções 

significativas diferindo estatisticamente do grupo controle (p < 0,05), são eles: o 

extrato de alecrim aplicado isoladamente (percentual de redução de 26%), duas 

combinações aditivas (ale 12,5 mg/mL + romã 6,2 mg/mL e ale 12,5 mg/mL + romã 

3,1 mg/mL com redução de 27,6% e 23,8% respectivamente) e o grupo tratado com 

nistatina (redução de 31,3%). A aplicação isolada do extrato de romã e a 

combinação de ambos os extratos na concentração de 6,2 mg/mL não diferiram 

estatisticamente do grupo controle (p > 0,05) (Figura 17). 
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Figura 17 - Avaliação da viabilidade celular de C. albicans em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 30 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. albicans após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 30 min  (n = 10. ANOVA, teste de 
Tukey, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Na figura 18, pode-se observar que não houve diferença estatística 

significativa (p > 0,05) entre grupos tratados com as combinações dos extratos, a 

aplicação do extrato de alecrim isoladamente e a aplicação da nistatina quando 

comparados ao grupo controle no tempo de exposição por 24h. O extrato de romã 

isolado produziu um aumento do percentual de viabilidade celular de 41,6% 

diferindo estatisticamente do grupo controle (p < 0,05). 
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Figura 18 - Avaliação da viabilidade celular de C. albicans em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 24 horas 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. albicans após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 24 h  (n = 10. ANOVA, teste de Tukey, 
p ≤ 0,05). 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3.2.2  C. dubliniensis 
 

 

Com relação ao biofilme de C. dubliniensis, nenhuma das quatro 

combinações aditivas de alecrim e romã no tempo de exposição por 5 min diferiram 

estatisticamente do grupo controle  (p > 0,05). O grupo tratado com o extrato de 

romã isoladamente sofreu o maior percentual de redução da viabilidade celular 

(11,3%) diferindo dos outros tratamentos (p < 0,05) mas não do grupo controle. 

Ainda, a aplicação isolada do extrato de alecrim e o grupo tratado com nistatina 

também não diferiram quando comparado ao controle negativo (p > 0,05) (Figura 

19). 
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Figura 19 - Avaliação da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 5 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 5 min  (n = 10. ANOVA, teste de Tukey, 
p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

No tempo de contato por 30 min, não houve diferença estatística 

significativa na comparação de qualquer um dos grupos experimentais ao grupo 

controle (p > 0,05), como pode-se observar na figura 20. 
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Figura 20 - Avaliação da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 30 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 30 min  (n = 10. Kruskal-Wallis, teste 
de Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Com relação ao tempo de exposição de 24h, pode-se verificar na figura 21 

que o extrato de alecrim isolado apresentou o maior percentual de redução da 

viabilidade (40,6%), seguido pelo grupo tratado com nistatina (35,5%) e as 

combinações ale 25 mg/mL + romã 3,1 mg/mL e ale 25 mg/mL + romã 6,2 mg/mL 

com reduções de 25,5% e 23,3% respectivamente. Tais grupos diferiram 

estatisticamente do controle (p < 0,05). 
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Figura 21 - Avaliação da viabilidade celular de C. dubliniensis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 24 horas 

 

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. dubliniensis após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 24 h  (n = 10. Kruskal-Wallis, teste de 
Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

4.3.2.3  C. tropicalis 

 

 
Quatro combinações aditivas de alecrim e romã foram testadas sobre 

biofilme de C. tropicalis e no tempo de contato por 5 min, nenhuma das 

combinações diferiram do grupo controle (p > 0,05). Houve semelhança estatística 

entre os grupos: extrato de romã 25 mg/mL, ale 25 mg/mL + romã 12,5 mg/mL e ale 

12,5 mg/mL + romã 12,5 mg/mL pois todos aumentaram a viabilidade celular de 

modo similar. O grupo tratado com nistatina (redução 37,1%) diferiu estatisticamente 

de todos os outros tratamentos (p < 0,05) mas não do grupo controle (Figura 22). 
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Figura 22 - Avaliação da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 5 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 5 min  (n = 10. Kruskal-Wallis, teste de 
Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

No tempo de exposição por 30 min, apenas o grupo que recebeu a 

suspensão de nistatina diferiu estatisticamente do grupo controle (p < 0,05) 

apresentando um percentual de redução da viabilidade de 58,7%. Quando 

comparado o grupo tratado com extrato de alecrim isolado e nistatina, houve 

semelhança entre eles, contudo o grupo extrato de alecrim foi semelhante ao 

controle negativo (Figura 23). 
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Figura 23 - Avaliação da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 30 minutos 

 

 
Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 30 min  (n = 10. Kruskal-Wallis, teste 
de Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
 

 

No tempo de exposição por 24h, pode-se observar significativas reduções 

no percentual de viabilidade das células fúngicas em todos os tratamentos quando 

comparados ao controle. O grupo tratado com a suspensão da nistatina sofreu o 

maior percentual de redução de 78,4% seguido pelo grupo tratado com extrato de 

alecrim isolado que sofreu redução de 75%. O extrato de romã isolado e as 

combinações de ale 12,5 mg/mL + romã 12,5 mg/mL e ale 25 mg/mL + romã 3,1 

mg/mL não diferiram estatisticamente do grupo controle (p > 0,05). As combinações 

de ale 25 mg/mL + romã 12,5 mg/mL e ale 25 mg/mL + romã 6,2 mg/mL 

apresentaram percentuais de redução de 63,4% e 53,9% respectivamente, diferindo 

estatisticamente do grupo controle negativo (p < 0,05) (Figura 24). 

 

 

 



46 
 

 

Figura 24 - Avaliação da viabilidade celular de C. tropicalis em biofilme após o 

tratamento com os extratos glicólicos de R. officinalis e P. granatum nas 

concentrações inibitórias mínimas isoladas e combinados nas concentrações 

aditivas por 24 horas 

 

Legenda: letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes. Valores médios ± desvio 
padrão da leitura da densidade óptica (570 nm) do biofilme de C. tropicalis após exposição aos 
extratos vegetais (alecrim e romã) isolados e combinados por 24 h  (n = 10. Kruskal-Wallis, teste de 
Dunn, p ≤ 0,05).  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

A busca por terapias alternativas é emergente. O estudo do sinergismo de 

substâncias pode ser uma alternativa de sucesso para combater tais infecções por 

micro-organismos resistentes (Azevedo et al., 2015) e a combinação de compostos 

naturais, como os extratos de plantas, são de grande interesse para o 

desenvolvimento de uma fitomedicina antifúngica eficiente. Dessa forma, o presente 

trabalho buscou elucidar a ação isolada e combinada de quatro extratos vegetais 

sobre Candida spp. na forma planctônica e biofilme. Os extratos de cúrcuma (C. 

longa) e rosas brancas (R. centifolia) apresentaram CIM e CFM de 50 mg/mL para 

todas as espécies de Candida exceto o extrato de rosas brancas sobre C. tropicalis 

que apresentou a CIM e CFM de 25 mg/mL.  No estudo de Murugesh et al. (2019) 

foram analisadas a CIM e CFM do extrato alcoólico de C. longa contra C. albicans 

com a seguinte metodologia para produção do extrato: o pó seco medido em 

gramas de açafrão foi diluído em álcool absoluto e centrifugado. A solução límpida 

acima dos detritos do pó de cúrcuma foi utilizada para ação antimicrobiana. Assim 

os valores da CIM e CFM foram de 800 (0,1384 g de C. longa) e 1600 μl (0,2768 g 

de C. longa) respectivamente. Deve-se destacar que o uso do álcool como solvente 

pode ter possível interferência na atividade antimicrobiana enquanto o presente 

estudo fez a utilização de extratos formulados em propilenoglicol o qual foi testado e 

não apresentou qualquer interferência na atividade antifúngica. 

Em estudo sobre a ação antifúngica do extrato de R. centifolia foi utilizando 

o método de difusão em ágar apresentando halo de inibição de 16 mm para C. 

albicans e 12 mm para C. tropicalis (Gauniyal, Teotia, 2015). Não foram encontrados 

na literatura consultada outros estudos sobre a ação antifúngica de R. centifolia 

contra Candida spp. No presente trabalho, quando as CIMs isoladas desses extratos 

(C. longa e R. centifolia) foram combinadas, verificou-se que as concentrações de 

cada extrato necessárias para produzir a inibição e morte das células fúngicas 

diminuíram pela metade. Uma concentração aditiva foi encontrada para cada 

espécie de Candida (ICIF > 0,5 e ≤ 1,0) e tal achado é relevante para as análises 

futuras sobre a toxicidade dos compostos vegetais. Não foram encontrados estudos 

de qualquer natureza sobre a combinação de C. longa e R. centifolia na literatura 



48 
 

 

consultada. Dessa forma, os dados obtidos são pioneiros até o presente momento.  

Outras combinações de extratos de plantas foram exploradas quanto ao 

potencial biológico produzido a partir da sinergia, como a combinação de 

Zuccagnia punctata Cav. e Larrea nitida Cav. que são plantas comumente utilizadas 

na medicina tradicional no combate a infecções e foram avaliadas quanto a ação 

sinérgica sobre C. albicans e C. glabrata. Foram encontradas três combinações 

sinérgicas contra C. albicans e uma contra C. glabrata (Butassi et al., 2015). 

Diferentes plantas medicinais utilizadas por comunidades locais nas regiões áridas 

da Argentina foram avaliadas quanto a ação sinérgica contra cepas de leveduras 

isoladas de infecções vaginais como: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilopsis e C. krusei. Um efeito sinérgico foi observado com a combinação 

de Zuccagnia punctata Cav. e Larrea cunefolia Cav.  contra C. albicans, C. glabrata 

e entre os extratos de Z. punctata e Larrea nitida Cav.  ou Z. punctata e Larrea 

divaricata Cav.  contra C. glabrata (ICIF = 0,5). Um efeito aditivo foi observado com 

a combinação de Z. punctata e L. cuneifolia contra C. tropicalis e Z. punctata e 

L. nitida contra C. albicans e C. tropicalis com ICIF > 0,5 em ambos os casos 

(Moreno et al., 2020). Neste ponto, pode-se destacar a importância das análises de 

combinações, uma vez que estudos recentes têm descoberto sinergia entre extratos 

vegetais contra micro-organismos patogênicos, corroborando os resultados do 

presente estudo. 

Quanto às análises dessa combinação nº 1 (cúrcuma e rosas brancas) 

sobre biofilmes, pode-se destacar os seguintes pontos: nas análises com o menor 

tempo de contato (5 min) apenas a ação isolada do extrato de rosas brancas foi 

significante contra todas as espécies testadas e o extrato de cúrcuma foi capaz de 

atuar isoladamente apenas sobre C. dubliniensis (p < 0,05). Já no tempo de 30 min, 

as combinações foram bem-sucedidas promovendo reduções da viabilidade celular 

semelhante a suspensão de nistatina. Os extratos isolados também promoveram 

reduções significativas exceto no biofilme de C. tropicalis. Já no maior tempo de 

contato (24 h), sobre C. albicans, a combinação dos extratos e a aplicação de rosas 

brancas isoladamente produziram maiores reduções no biofilme do que a nistatina, 

diferindo estatisticamente do grupo controle (p < 0,05). Sobre C. dubliniensis e C. 

tropicalis a aplicação isolada de cúrcuma foi capaz de promover reduções 

semelhantes e até superior a nistatina resultando em até 58,7% de redução do 
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biofilme. Salientando que, as concentrações isoladas testadas sobre biofilmes são 

as CIMs. Diante de tais pontos destacados, verificou-se que: em um curto tempo de 

contato (5 min) dos extratos vegetais ao biofilme de Candida spp. apenas os 

extratos isolados atuaram. Em um intervalo de tempo mediano (30 min), as 

combinações produziram reduções significativas. Já no período de contato 

prolongado (24h) a ação isolada de C. longa destacou-se sobre as espécies não-

albicans, sendo esta uma descoberta interessante para posterior estudo desse 

extrato. 

Novamente, não foram encontrados na literatura consultada qualquer relato 

sobre a combinação desses extratos vegetais atuando em biofilmes. Sobre o estudo 

da ação isolada de C. longa em biofilmes, o óleo essencial de C. longa foi capaz de 

inibir a formação de biofilmes de S. mutans em concentrações superiores a 0,5 

mg/mL (Lee et al., 2011). Em outro estudo, constatou-se a inibição de biofilmes de 

S. aureus e S. pneumoniae usando nanopartículas de prata biossintetizadas 

associadas a C. longa. Tal combinação demonstrou uma potente atividade anti-

biofilme (Kamble et al., 2018).  

Sobre a ação de diferentes espécies vegetais combinadas atuando sobre 

biofilmes, três espécies de plantas da família Brassicaceae foram analisadas quanto 

ao efeito combinatório com a proteinase K. Os extratos de Raphanus sativus L. 

(rabanete), R. sativus var. longipinnatus (outra espécie de rabanete) e Brassica 

oleracea var. acephala (couve-de-folha) foram combinados com a proteinase K e 

avaliados em biofilme de E. coli O157: H7. Verificou-se que o efeito sinérgico do 

extrato de R. sativus var. longipinnatus e a proteinase K foi capaz de provocar a 

interrupção da divisão celular bacteriana e promover rupturas na estrutura do 

biofilme (Hu et al., 2020). Não há descrito no estudo o tempo de contato das 

combinações ao biofilme de E. coli. 

Quanto às análises dos extratos de alecrim (R. officinalis) e romã (P. 

granatum), verificou-se que as CIMs e CFMs de ambos os extratos foram mais altas 

para as espécies não-albicans do que para C. albicans. A CIMs de alecrim para C. 

albicans foi de 25 mg/mL e para as outras espécies de 50 mg/mL. Já o extrato de 

romã apresentou potencial de inibição e eliminação das células fúngicas de C. 

albicans com 12,5 mg/mL e para as espécies não-albicans, 25 mg/mL. Diversos 

estudos na literatura elucidam o potencial antimicrobiano de tais plantas. Em estudo 
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anterior do nosso grupo de pesquisa, observou-se o potencial antifúngico do extrato 

de R. officinalis sobre diversas espécies de Candida em sua forma planctônica e 

biofilme. A CIM encontrada foi de 50 mg/mL para C. albicans, C. dubliniensis, C. 

glabrata, C. krusei, e C. tropicalis. Sobre biofilmes, o extrato da planta apresentou 

ação semelhante à nistatina quando aplicado nas concentrações de 100 e 200 

mg/mL (Meccatti et al., 2020). É importante ressaltar as altas concentrações do 

extrato de R. officinalis que foram necessárias para atuação em biofilmes neste 

estudo anterior e, por isso, o presente trabalho explorou a possível sinergia de R. 

officinalis e P. granatum buscando a diminuição das concentrações.  No estudo de 

Kumar et al. (2020) a ação antifúngica de P. granatum foi verificada sobre cepas 

clínicas de C. albicans através do método de difusão em ágar. Diferentes 

concentrações do extrato vegetal foram comparadas ao efeito do clotrimazol. A 

largura das zonas de inibição de P. granatum foram muito semelhantes à do 

antifúngico. 

Com relação a combinação nº 2 (alecrim e romã) verificou-se grande êxito 

no objetivo de redução das concentrações, pois algumas combinações produziram a 

redução de até oito vezes o uso da CIM isolada dos extratos. Três combinações 

aditivas foram encontradas sobre C. albicans e quatro combinações aditivas sobre 

as espécies não-albicans (ICIF >0,5 e ≤1,0). Estes achados bem-sucedidos são de 

grande importância para o avanço dos estudos in vivo. No estudo de Abu El-Wafa et 

al. (2020) foram testados alguns extratos vegetais isolados e em combinação com 

antibióticos sendo eles: alecrim (R. officinalis), raízes de gengibre (Zingiber 

officinale), cascas de canela (Cinnamomum verum), folhas de tomilho (Thymus 

vulgaris), cascas de romã (P. granatum), flores de cravo (Syzygium aromaticum) e 

folhas de hortelã-pimenta (Mentha piperita). Os autores observaram que os extratos 

de alecrim e romã juntos apresentaram sinergismo (ICIF < 0,5) com os antibióticos 

(piperacilina, ceftazidima, imipenem, gentamicina ou levofloxacino) o que reduziu 

significativamente a CIM dos antimicrobianos contra uma cepa clínica de P. 

aeruginosa (redução de 1024, 1024, 1024, 512 e 512 μg/mL para 2, 4, 32, 2 e 2 

μg/mL, respectivamente) e tal achado contribui para novas perspectivas sobre o 

combate da resistência microbiana, uma vez que doses menores desses compostos 

sintéticos serão necessárias quando associadas aos compostos naturais. 

A punicalagina é um tanino hidrolisável isolado da P. granatum e um dos principais 
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componentes desta planta com propriedades antimicrobianas. No estudo de Da 

Silva et al. (2020) avaliou-se a possível ação sinérgica desse composto a nistatina. 

A combinação aumentou a eficácia antifúngica, em comparação aos compostos 

testados isoladamente e eliminaram a citotoxicidade do composto sobre os 

queratinócitos in vitro. 

Quanto às análises dessa combinação nº 2 (alecrim e romã) sobre 

biofilmes, pode-se destacar os seguintes pontos: em um curto tempo de contato (5 

min) dos extratos vegetais ao biofilme de Candida spp. não houve diferença 

estatística significativa (p > 0,05) entre a aplicação destes com o grupo controle 

negativo. Em um tempo intermediário de contato (30 min), apenas o biofilme de C. 

albicans sofreu reduções significativas com a aplicação do extrato de alecrim isolado 

(25 mg/mL, CIM) e com as combinações: alecrim 12,5 mg/mL + romã 6,2 mg/mL e 

alecrim 12,5 mg/mL + romã 3,1 mg/mL com percentuais de redução de 27,6% e 

23,8% respectivamente além da nistatina (31,3%). Este tempo intermediário de 

contato foi o protocolo que apresentou melhores resultados sobre biofilme de C. 

albicans. As espécies não-albicans não apresentaram sensibilidade aos extratos 

vegetais combinados ou isolados em 30 min e apenas a suspensão da nistatina 

promoveu reduções significativas do biofilme de C. tropicalis (percentual de redução 

de 58,7%). Já no período de contato prolongado (24h), sobre C. albicans verificou-

se um aumento da viabilidade celular de 41,6% no grupo tratado com extrato de 

romã (12,5 mg/mL, CIM) e não houve redução significativa nos outros grupos (p > 

0,05). Ainda, verificou-se que a ocorrência do aumento da viabilidade celular repetiu-

se em alguns grupos experimentais.  

Não foram encontrados estudos na literatura que pudessem esclarecer tais 

achados de modo específico. Todavia, durante a realização dos experimentos, 

observou-se que quando o extrato de romã era diluído em caldo BHI, ocorria uma 

“precipitação” de maneira que o líquido resultante apresentava sedimentos em 

algumas horas. No estudo de Pramadita e Widyarman (2019) foi avaliada a ação do 

suco de romã, em diferentes concentrações diluído em caldo BHI, sobre biofilme de 

Streptococcus sanguinis e Fusobacterium nucleatum. Os autores observaram que, 

quando o suco de romã diluído era aplicado sobre biofilme de S. sanguis, ocorria um 

aumento da viabilidade celular de maneira gradativa com 3, 6 e 24 h de contato em 

comparação com o controle negativo. Os autores identificaram que a glicose é o 
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principal açúcar presente no romã e S. sanguis é capaz de metabolizar carboidratos 

para sobreviver. Em paralelo com o presente estudo, Candida spp. também são 

capazes de fermentar glicose e, de alguma maneira, a mistura do extrato de romã 

com caldo BHI pode ter disponibilizado uma quantidade superior de substratos a 

essas leveduras. Ainda, os extratos combinados resultaram em baixas 

concentrações necessárias para atuação em planctônicos e algumas dessas 

concentrações não atuaram de modo semelhante em biofilmes. Tal hipótese 

explicaria o aumento da viabilidade celular.   

Sobre biofilme de C. dubliniensis no tempo de contato por 24 h, o extrato de 

alecrim isolado (50 mg/mL, CIM), as combinações alecrim 25 mg/mL + romã 3,1 

mg/mL e alecrim 25 mg/mL + romã 6,2 mg/mL promoveram reduções significativas 

do biofilme (40,6%, 25,5% e 23,3% respectivamente) e o grupo tratado com nistatina 

também apresentou percentual de redução significativo de 35,3%, todos diferindo 

estatisticamente do grupo controle negativo (p < 0,05). Sobre tal espécie, o tempo 

de contato prolongado foi o melhor protocolo com maiores percentuais de redução. 

Com relação ao tempo de contato de 24h sobre biofilme de C. tropicalis, 

nota-se percentuais de redução muito expressivos: grupo nistatina com 78,4%, 

seguido pelo grupo tratado com extrato de alecrim isolado (50 mg/mL, CIM) com 

75% de redução e as combinações de alecrim 25 mg/mL + romã 12,5 mg/mL e 

alecrim 25 mg/mL + romã 6,2 mg/mL que apresentaram percentuais de redução de 

63,4% e 53,9% respectivamente, todos diferindo estatisticamente do grupo controle 

(p < 0,05). Ainda, o extrato de romã isolado (25 mg/mL, CIM) e as combinações 

alecrim 12,5 mg/mL + romã 12,5 mg/mL e alecrim 25 mg/mL + romã 3,1 mg/mL 

também produziram percentuais de redução relevantes (49,4%, 48,8% e 49,6% 

respectivamente) mas sem diferença estatística significativa (p > 0,05). Uma vez 

que C. tropicalis é uma espécie que apresenta alta capacidade de adesão e 

formação de biofilme (Negri et al., 2010), encontrar expressivos percentuais de 

redução é de grande relevância e demonstra que, a combinação dos extratos de 

alecrim e romã são dotados de potencial antifúngico potencialmente explorável. 

Ainda sobre o estudo de Abu El-Wafa et al. (2020) a combinação de 

alecrim, romã e antibiótico alcançaram até 99,6% de erradicação do biofilme de 

P.aeruginosa apresentado o melhor resultado quando comparado a qualquer outra 

monoterapia avaliada no estudo. Uma combinação de compostos alcalóides 
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derivados da Sida Cordifolia L., popularmente conhecida como malva branca, com 

nistatina ou clotrimazol apresentaram efeito combinatório antifúngico contra diversas 

espécies de Candida. Os autores acreditam que esse efeito antimicrobiano 

combinatório pode estar relacionado à alteração da permeabilidade da membrana 

(Ouédraogo et al., 2012). 

Diante dos resultados encontrados na literatura que foram discorridos e 

debatidos com os resultados do presente trabalho, verifica-se que este elucidou 

importantes descobertas sobre a ação antifúngica dos extratos de plantas em 

questão, revelando diferentes combinações aditivas com potencial explorável para 

formulação de novos compostos antifúngicos. Tais extratos isolados ou combinados 

apresentaram importante atividade antibiofilme em diferentes concentrações e 

tempos de ação, como por exemplo, C. albicans sofreu maiores reduções no tempo 

de 30 min e C. tropicalis no tempo de 24 h. Com isso, o presente estudo constata 

que o tempo de ação é uma questão significativa. Sabe-se que há um aumento 

expressivo das espécies não-albicans nas candidoses bucais e conhecer a cepa 

secundária predominante para melhor escolha do protocolo terapêutico é muito 

importante pois, para ação antibiofilme contra C. tropicalis, seria necessário o 

emprego de fármacos com liberação prolongada do princípio ativo, e tal fator 

poderia ser decisivo no sucesso do tratamento.  

Considerando os resultados encontrados, acreditamos na possibilidade do 

desenvolvimento de diversos compostos para tratamento e auxílio no combate à 

candidose bucal, como por exemplo, o desenvolvimento de uma pomada à base de 

vegetais que apresente substantividade para aplicação nas mucosas afetadas, ou 

até mesmo, o desenvolvimento de uma solução desinfetante para próteses que 

ficariam mergulhadas durante 30 min por dia como método adjuvante de 

higienização. Para pacientes HIV+ e que frequentemente apresentam o predomínio 

de C. dubliniensis como cepa secundária nas lesões de candidose orofaríngea, o 

desenvolvimento de pomadas à base de alecrim ou cúrcuma parece promissor uma 

vez que C. dubliniensis apresentou grande resistência a ação da nistatina. Sabe-se 

que a capacidade de formação e desenvolvimento de biofilmes constitui um fator de 

resistência dos micro-organismos e no presente momento, estamos diante de 

promissoras combinações vegetais que são atuantes contra essas comunidades 

microbianas patogênicas. 
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:  

 

a) os extratos de C. longa, R. centifolia, R. officinalis e P. granatum 

apresentaram ação antifúngica frente às espécies de C. albicans, C. 

dubliniensis e C. tropicalis promovendo Concentrações Inibitória 

Mínima e Fungicida Mínima; 

b) os extratos de C. longa e R. centifolia juntos resultaram em uma 

combinação aditiva contra todas as espécies testadas e a mistura de R. 

officinalis e P. granatum resultou em três combinações aditivas sobre 

C. albicans e quatro combinações aditivas frente às espécies não-

albicans; 

c) para ação antibiofilme contra C. albicans, o tempo de 30 min foi o 

melhor protocolo com ambas as combinações vegetais atuantes, sendo 

a mistura de C. longa e R. centifolia tambem efetiva em 24 h; contra 

biofilme de C. dubliniensis, a aplicação isolada dos extratos de plantas 

mostrou-se melhor alternativa sendo R. officinalis o mais ativo em 24 h; 

para ação antibiofilme contra C. tropicalis, a ação prolongada (24 h) 

parece ser fator decisivo, sendo a combinação de R. officinalis e P. 

granatum bem-sucedida e a atuação de C. longa isolada promissora. 
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ANEXO A – Informativo técnico do extrato glicólico de Curcuma longa L. 
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ANEXO B - Informativo técnico do extrato glicólico de Rosa centifolia L. 
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ANEXO C - Informativo técnico do extrato glicólico de Rosmarinus officinalis L. 
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ANEXO D - Informativo técnico do extrato glicólico de Punica granatum L. 
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