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Francisconi RS. Sistema precursor de cristal líquido associado ao Terpinen-4-ol e 

nistatina: caracterização, ação antifúngica, sinérgica, citotoxicidade e adesão em células 

orais [Tese de doutorado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 

 

RESUMO 

Os sistemas precursores de cristal líquido associados aos extratos vegetais e 

compostos fitoquímicos abrem novas perspectivas para prevenção e controle eficiente de 

doenças infecciosas fúngicas. Os objetivos deste estudo foram: I) avaliar o efeito 

sinérgico da associação do terpinen-4-ol (t-4-ol) com a nistatina (nis); II) avaliar na forma 

de cristal líquido, a propriedade antifúngica do t-4-ol e possível sinergismo com a nis; 

III) avaliar a citotoxicidade do t-4-ol em células orais normais imortalizadas (NOK) e 

verificar se o t-4-ol interfere na adesão de Candida albicans sobre células orais. Assim, 

foi definida a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Fungicida Mínima 

(CFM) do t-4-ol sobre isolados clínicos de C. albicans (Genotipagem A e B) e cepa SC 

5314, empregando-se o método de microdiluição em caldo. Biofilmes foram preparados 

usando o modelo de placa de microtitulação estática e quantificados por metodologia 

colorimétrica do ensaio de redução de sal de tetrazólio (XTT). Os mesmos testes foram 

aplicados para avaliar o t-4-ol e nis na forma de cristal líquido. Adicionalmente, as células 

foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina, estreptomicina e 

glutamina e mantidas em incubadora a 37º C em 5% de CO2. A citotoxicidade sobre 

linhagem de células NOK foi avaliada por citometria de fluxo e foi realizado o teste de 

co-cultura, para verificar a interferência do t-4-ol na adesão de Candida albicans sobre 

células orais (NOK). A adesão de Candida albicans sobre as células epiteliais foram 

avaliadas em unidades formadoras de colônias (UFC mL-1) e mostraram que o t-4-ol 

associado ou não ao SPCL, reduzem a adesão de C. albicans sobre células epiteliais. Os 

componentes apresentaram ação antifúngica tanto em cultura planctônicas quanto em 

biofilme, além disso observou-se efeito sinérgico dos componentes testados. Os 

componentes não foram citotóxicos nos tempos de aplicação de 4 e 8 horas. Esse estudo 

demonstrou que o t-4-ol isolado ou em combinação com a nis pode proporcionar uma 

aplicação clínica eficaz e quando associados ao sistema precursor de cristal líquido, induz 

melhor eficácia em menores concentrações, com controle dos microrganismos resistentes. 

Palavras-chave: Biofilmes. Nistatina. Candida albicans. Cristais líquido. 



 10 

Francisconi RS. Liquid crystal precursor system associated with Terpinen-4-ol and 

Nystatin: characterization, antifungal, synergistic action, cytotoxicity and adhesion in 

oral cells [Tese de doutorado] Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 

 
ABSTRACT   

The liquid crystal precursor systems associated with plant extracts and phytochemical 

compounds open new perspectives for efficient prevention and control of infectious 

fungal diseases. The objectives of this study were: I) to evaluate the synergistic effect of 

the combination of terpinen-4-ol (t-4-ol) with nystatin (nys); II) to evaluate in liquid 

crystal form the antifungal property of t-4-ol and possible synergism with nys; III) to 

evaluate the cytotoxic potential of t-4-ol in normal immortalized oral cells (NOK) and to 

verify whether t-4-ol interferes with the adhesion of Candida albicans to oral cells. Thus, 

the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Fungicidal Concentration 

(CFM) of t-4-ol on clinical isolates of C. albicans (Genotype A and B) and strain SC 5314 

were determined using the microdilution method in broth. Biofilms were prepared using 

the static microtiter plate model and quantified by colorimetric methodology of the 

tetrazolium salt reduction assay (XTT). The same tests were applied to evaluate t-4-ol 

and nys in liquid crystal form. In addition, the cells were cultured in Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium (DMEM) medium supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% 

penicillin, streptomycin and glutamine and maintained in an incubator at 37 ° C in 5% 

CO2 . Linear cytotoxicity of NOK cells was assessed by flow cytometry and the co-

culture test was performed to verify the interference of t-4-ol on Candida albicans 

adhesion on oral cells (NOK). Candida albicans adhesion on epithelial cells was 

evaluated in colony forming units (UFC mL-1) and showed that t-4-ol associated or not 

with SPCL reduced C. albicans adhesion on epithelial cells. The components presented 

antifungal action in both planktonic and biofilm culture, in addition, a synergistic effect 

of the tested components was observed. The components were not cytotoxic at application 

times of 4 and 8 hours. This study demonstrated that t-4-ol alone or in combination with 

nys may provide an effective clinical application and when associated with the liquid 

crystal precursor system induces better efficacy at lower concentrations with control of 

resistant microorganisms 

 
Key words: Biofilm. Nystatin. Candida albicans. Liquid Crystal.  
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1 INTRODUÇÃO 

 
Abordagens nanotecnológicas, em especial o desenvolvimento dos sistemas 

precursores de cristal líquido (SPCL), vem sendo explorados e desenvolvidos a fim de 

potencializar a distribuição de medicamentos levando ao aumento da sua eficácia e 

redução da toxicidade. Tal sistema se destaca devido a facilidade de incorporar água do 

meio no qual foi aplicado e promover mudanças estruturais no sistema, resultando em 

fase cristalina líquida, otimizando a eficiência do medicamento associado. Além disso, 

apresenta propriedade mucoadesiva, o qual permite melhor estabilidade física para 

incorporação de extratos vegetais 1,2 e melhor biodegradabilidade e tolerabilidade, 

liberando o produto aos poucos e, em muitos casos, sendo mais eficazes no tratamento 

das infecções.3 

Os esforços atuais para controlar o aumento de microrganismos resistentes abrem 

novas perspectivas no uso de terapias alternativas para melhor controle fúngico. O uso de 

extratos vegetais e compostos fitoquímicos vem ganhando força na medicina e uma 

grande porcentagem de novas moléculas descobertas, com vistas à sua introdução na 

indústria farmacêutica, provém de constituintes de plantas e/ou derivados semi-sintéticos. 

Esses agentes fitoterápicos podem ser veículos de prevenção e controle de doenças 

bucais, particularmente sobre patógenos bucais e no controle da resposta inflamatória1-4. 

O Terpinen-4-ol (porção solúvel da Melaleuca alternifolia) atua na indução da 

perda da membrana, interferindo na integridade e na fisiologia da célula do 

microrganismo. O mesmo apresenta amplo espectro de atividade antimicrobiana 

(antibacteriana, antiviral e antifúngica) e atividade anti-inflamatória 3,5. O Terpinen-4-ol 

é um monoterpeno encontrado em outras plantas além da Melaleuca alternifolia, tais 

como Hajeb Layoun arboreta (Tunisia) e Alpinia zerumbet e estudos indicam que além 

das propriedades citadas acima, possui efeito antitumoral6-8.  

A eficácia de um tratamento depende, em grande parte, da técnica pela qual os 

produtos são entregues a um sistema vivo e a concentração dos mesmos, podendo ser 

tóxico ou ainda não produzir nenhum benefício terapêutico. Os sistemas de entrega de 

medicamentos se dedicam, geralmente, a aumentar a biodisponibilidade do mesmo em 

locais específicos do corpo e ao longo de um período de tempo9. O conceito de sinergia 

antimicrobiana é baseado no princípio de que, em combinação com outras drogas, a 

formulação pode aumentar a eficácia, reduzir a toxicidade, diminuir os efeitos colaterais 

adversos, aumentar a biodisponibilidade, diminuir a dose, e reduzir o desenvolvimento 
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da resistência antimicrobiana3. Um método utilizado para verificar o sinergismo entre 

drogas é o “Checkerboard” (Tabuleiro Xadrez), no qual variadas concentrações dos 

produtos selecionados podem ser aplicados sobre um mesmo isolado10. 

As infecções fúngicas têm sido cada vez mais descritas, principalmente em 

pacientes imunossuprimidos e as leveduras do gênero Candida são responsáveis por 8- 

10% das infecções oportunistas11. A epidemiologia dessas infecções tem se modificado e 

se verifica o aumento da incidência e a expansão da população de risco a estas doenças3. 

Candida albicans, a principal espécie relacionada à candidíase oral, apresenta fatores de 

patogenicidade que predispõe, com maior frequência, o aparecimento das infecções 

quando comparada às outras espécies de Candida12. Devido a grande incidência de 

infecções fúngicas, observa-se dificuldades não apenas no diagnóstico, mas também no 

tratamento capaz de controlar esse tipo de infecção, principalmente em pacientes 

imunocomprometidos3. Além disso, deve-se destacar o fato do desenvolvimento da 

resistência microbiana ser um fato crescente, ocasionado por mutações, permitindo que 

os medicamentos existentes atuem apenas em parte da população microbiana12.  

Candidíase oral está presente em 60% a 72% dos pacientes usuários de próteses, 

e a associação entre Candida spp e próteses estão diretamente relacionadas à eficiência 

deste microrganismo de aderir e colonizar a superfície das próteses, uma vez que a 

presença de poros na superfície de próteses (resina acrílica) favorece a colonização e 

formação de biofilme por fungos e bactérias13. 

Os agentes poliênicos e os azóis, relacionados ao tratamento específico das 

candidíases orais, têm sido utilizados14, porém há necessidade de estudos para 

desenvolvimento de outros agentes com potencial para o tratamento desta patologia.  

Definitivamente, o conhecimento sobre novas formas de evitar ou diminuir as infecções 

por Candida spp. na cavidade oral tornam-se imprescindíveis, já que, mesmo com o 

aumento do número de antifúngicos no mercado, a terapêutica de doenças fúngicas ainda 

apresenta-se em grande descompasso em relação à terapêutica antibacteriana, podendo 

essa assertiva ser facilmente comprovada pela disparidade numérica entre antifúngicos e 

antibacterianos disponíveis no mercado3,13.  

A interação entre drogas antifúngicas e fungos, fungos e hospedeiro e entre a 

droga antifúngica e o hospedeiro é muito complexo. Estabelecer a atividade antifúngica 

de uma nova droga in vitro, oferece apenas uma parte da informação necessária para 

predizer o resultado do tratamento da infecção com um novo fármaco. Por outro lado, o 

aprimoramento dos ensaios in vitro e dos testes de susceptibilidade frente ao surgimento 
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constante de novas drogas, torna os ensaios in vitro ferramentas indispensáveis e 

significativas para contribuir, na maioria das vezes, da seleção do agente antifúngico mais 

indicado15. 

Pela grande hidrofobicidade e volatilidade do componente, sua aplicação em 

sistemas líquidos cristalinos é uma alternativa eficaz e segura. Além disso, permite uma 

melhor biodegradabilidade, tolerabilidade e biodisponibilidade do medicamento a fim de 

orientar sua ação para o local específico de interesse. 
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Resumo 

Os sistemas precursores de cristal líquido (SPCL) promovem uma liberação sustentada 

das substâncias ativas, permitindo melhor estabilidade das formulações.  O terpinen-4-ol 

se destaca pela sua ação antimicrobiana, porém apresenta grande volatilidade. Desse 

modo a associação do terpinen-4-ol ao SPCL, é uma alternativa eficaz para maior 

estabilidade e consequentemente maior eficácia desse sistema. Nesse estudo foi 

desenvolvido o sistema precursor de cristal líquido com terpinen-4-ol e nistatina, 

avaliando o potencial antifúngico, antibiofilme e efeito sinérgico dos mesmos sobre cepas 

de Candida albicans. As amostras cresceram em RPMI 1640 acrescido com 2 % de 

glicose nas formas planctônica e biofilme. Os componentes apresentaram ação 

antifúngica nas concentrações de terpinen-4-ol (MIC e MFC 2.31 mg/mL) e nistatina 

(MIC 0.008 mg/mL e MFC 0.016 mg/mL), e quando em sistema precursor de cristal 

líquido terpinen-4-ol (MIC e MFC 1.06 mg/mL  mg/mL) e nistatina (MIC 0.00025 

mg/mL e 0.0005 mg/mL). Em biofilme o terpinen4-ol 4.53 mg/mL e nistatina 0.128 

mg/mL foram as concentrações eficazes e quando em cristal líquido as concentrações 

foram 2.31 mg/mL e 0.032 mg/mL, respectivamente. Além disso, observou-se efeito 

sinérgico utilizando terpinen-4-ol e nistatina em associação, tanto em culturas 

planctônicas de C. albicans quanto em biofilme. Esses resultados mostram que o 

terpinen-4-ol e nistatina podem ser utilizados em associação (sinergismo) e quando 

associados ao sistema precursor de cristal líquido apresentam redução nas suas 

concentrações. 

 

Introdução 

O sistema bio(muco)adesivo é também conhecido como sistema precursor de 

cristal líquido (SPCL). Neste, a droga é incorporada ao sistema com o objetivo de obter 
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melhor ação antimicrobiana, com o objetivo de prolongar o tempo de residência da 

preparação no local de ação ou absorção, intensificando o contato do fármaco com a 

mucosa. Além disso, promovem a liberação sustentada das substâncias ativas, permitindo 

melhor estabilidade das formulações.1,2   

A combinação de drogas, ou seja, o possível efeito sinérgico, o qual permite uma 

melhoria na eficácia, redução da toxicidade e efeitos colaterais adversos, aumento da 

biodisponibilidade, diminuição da dose e redução do desenvolvimento da resistência 

antimicrobiana, vem sendo bastante utilizado 3,4 e o método utilizado para verificar o 

sinergismo entre drogas é conhecido como “Checkerboard”, onde variadas concentrações 

dos produtos selecionados são aplicados sobre um mesmo isolado. 5 

Infecções fúngicas invasivas, causadas por espécies de Candida, são ocorrências 

importantes de morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados, sendo de difícil 

controle. Candida albicans é a principal causa das doenças invasivas por fungos e está 

presente na microbiota oral, podendo se tornar patogênico na presença de outros fatores 

associados, ocasionando uma infecção local ou sistêmica. 6 O uso contínuo de próteses 

orais, redução da dimensão vertical, oclusão instável, próteses antigas e rugosidade são 

fatores que predispõe o aparecimento das infecções fúngicas orais. 7,8 

Embora a nistatina seja amplamente utilizada para controlar e reduzir as infecções 

fúngicas orais9, esta apresenta a desvantagem da resistência microbiana. Este aumento da 

resistência entre agentes patogênicos tornaram as plantas medicinais tradicionais e as 

terapias alternativas como fontes atraentes para detectar novos agentes antimicrobianos.10 

O óleo essencial derivado da destilação a vapor das folhas de Melaleuca 

alternifolia é conhecido como TTO (tea tree oil), uma mistura complexa de cerca de 100 

compostos diferentes, principalmente monoterpenos e seus correspondentes álcoois. O 

terpinen-4-ol é o principal componente ativo do TTO e ganhou atenção por causa de suas 
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propriedades antibacterianas, antifúngicas, antivirais e anti-inflamatórias.11 O Terpinen-

4-ol atua na indução da perda da membrana, interferindo na integridade e na fisiologia da 

célula microbiana. Evidências científicas mostram que esse óleo é útil na manutenção da 

higiene bucal e na prevenção de doenças bucais. 11,12   

O presente estudo teve como objetivo desenvolver um sistema precursor de cristal 

líquido (SPCL) associado ao terpinen-4-ol e nistatina a fim de avaliar a ação antifúngica, 

antibiofilme e sua ação sinérgica. 

 

 

Material e Métodos 

Desenvolvimento dos sistemas precursores de cristais líquidos mucoadesivos (SPCL) 

O sistema composto por álcool cetílico propoxilado e etoxilado (PPG-5-

CETETH-20) (Procetyl® AWS), ácido oleico (AO) e dispersão de quitosana (QS) 0.5% 

foi preparado pelo método do diagrama de fases. 13 Foi preparada a fase aquosa do sistema 

numa porcentagem polimérica final de 0.5% de QS. Em seguida, foram preparadas 54 

diferentes proporções, de 0 a 100% (m/m), de cada fase dos sistemas resultando, desse 

modo, na construção do diagrama de fase ternário com 54 pontos. As formulações obtidas 

foram caracterizadas visualmente em sistema translúcido líquido (STRL), sistema 

translúcido viscoso (STRV), sistema transparente líquido (STL), sistema transparente 

viscoso (STV), sistema líquido opaco (SLO), sistema viscoso opaco e separação de fases 

(SF). O terpinen-4-ol (Sigma, MO, USA) foi incorporado na concentração 0.57 – 9.16 

mg/mL na fase oleosa do sistema, com base em dados disponibilizados pela literatura. 11,14 

A nistatina (Sigma, MO, USA)  foi incorporada nas concentrações 0.00003125 – 0.064 

mg/mL segundo as normas do documento M27-A2 do CLSI e para o controle foi utilizado 

saliva artificial (cloreto de potássio 0,96 g; cloreto de sódio 0,67 g; cloreto de magnésio 
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0,04 g; fosfato de potássio 0,27 g; cloreto de cálcio 0,12 g; nipagin 0,01 g; nipasol 0,1 g; 

carboxil metil celulose 8 g; sorbitol 24 g; água purificada q.s.p.. 1000 mL).	

 

Efeito da saliva na formulação selecionada 

 

A formulação (FQ) composta por 40 % de fase oleosa, 40 % de tensoativo e 20% 

de água foi selecionada para a incorporação de terpinen-4-ol (FT), nistatina (FN) e de 

ambos (FNT). Após a incorporação dos fármacos, foram acrescentados 30% (FN 30, 

FT30, FNT30) e 100% (FN100, FT100, FNT100) de saliva para visualizar os efeitos da 

saliva bem como os efeitos dos fármacos nas estruturas da formulação caracterizando-as 

por microscopia de luz polarizada (MLP), reologia e mucoadesão conforme itens abaixo.  

 

Caracterização física químicas das formulações 

Microscopia de luz polarizada (MLP) 

As formulações foram colocadas separadamente em lâmina e observadas 

utilizando microscópio de luz polarizada (Olympus BX41) com câmara acoplada 

(QColor3 Olympus America INC), a fim de analisar a homogeneidade das dispersões e, 

com auxílio de polarização, observar a presença de área de anisotropia.15 Após a 

visualização por MLP, o diagrama de fases foi reclassificado. 

 

Análises reológicas 

 Foram realizadas a 37 ± 0.1 oC em triplicata usando um reômetro AR2000 (TA 

Instruments, New Castle, DE, EUA) com geometria de placa (40 mm de diâmetro) e gap 

de 200 µm. As amostras das formulações foram cuidadosamente aplicadas na placa 
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inferior para minimizar o cisalhamento da amostra e foram mantidas em repouso por 3 

min antes da análise. 16 

  

Determinação das propriedades de fluxo 

              Utilizando uma taxa de cisalhamento de 0,01 a 100 s-1 para a curva ascendente e 

de 100 a 0 s-1 para a curva descendente, durante 120 segundos cada uma e com um 

intervalo de 10 s entre elas, as propriedades de fluxo foram determinadas. O índice de 

consistência e o índice de fluxo foram determinados a partir da equação descrita em (1) 

para uma análise quantitativa do comportamento do fluxo: 

τ = 𝑘. γ η, (1) 

onde "τ" é o estresse de cisalhamento, "γ" é a taxa de cisalhamento, "𝑘" é o índice de 

consistência, e "η" é o índice de fluxo. 

  

Análises oscilatórias 

 Foram iniciadas pelo teste de varredura de tensão e para determinar a região 

viscoelástica das formulações. A varredura de tensão foi realizada numa frequência 

constante de 1 Hz sobre uma faixa de tensão de 0,1 a 10 Pa. Assim, foi selecionado a 

tensão de 1 Pa para realizar o teste de varredura de frequência de 0,1 a 10 Hz que estava 

dentro da região viscoelástica linear previamente determinada para todas as formulações. 

Assim, os módulos de armazenamento (G ') e perda (G' ') foram determinados. 

A fim de se estabelecer uma análise quantitativa da dependência de G’ da 

frequência, a força da formulação e o expoente viscoelástico foram calculados a partir da 

equação 2 abaixo. 17 

G = S.ωn, (2) 
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Onde G é o módulo de armazenamento, S é a força da formulação, ω é a frequência 

de oscilação e n é o expoente viscoelástico. 

 

Mucoadesão  

Para a avaliação da força mucoadesiva in vitro das formulações, primeiramente 

foram obtidas mucosas esofágicas de porco (Matadouro Olhos d’Água, Ipuã, SP). A 

mucosa esofágica foi separada dos tecidos subjacentes com auxílio de tesoura anatômica 

e bisturi, mantendo a uniformidade da espessura dos cortes de aproximadamente 1 mm. 

A mucosa foi lavada em água corrente e armazenada em meio com saliva e mantida 

resfriada, até seu processamento em no máximo 6 h. 16 

A força necessária para remover os sistemas selecionados da mucosa esofágica 

foi avaliada in vitro, utilizando o analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro 

Systems, Surrey Inglaterra), no modo Adhesion Test. Primeiramente, a mucosa foi 

imersa em saliva humana para simular o ambiente bucal por 30 segundos. A mucosa foi 

fixada à extremidade inferior da sonda cilíndrica (10 mm de diâmetro) do equipamento. 

As formulações foram acondicionadas em pequenos recipientes de vidro à 37º C. O teste 

foi iniciado abaixando a sonda numa velocidade constante (1 mm/s) até que a mucosa 

entrasse em contato com a amostra. A mucosa e a amostra foram mantidas em contato 

durante 60 segundos e nenhuma força foi aplicada durante este tempo. Em seguida, a 

sonda subiu a velocidade constante (0.5 mm/s) até ocorrer o destacamento entre a mucosa 

e a amostra. A força necessária para ocorrer esse destacamento foi calculada pela curva 

força versus tempo. O teste foi realizado em triplicata. 18  
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Isolados Fúngicos  

Foram utilizados dois isolados clínicos de C. albicans (Genotipagem A e B) 

coletados de pacientes diabéticos com periodontite crônica (Comitê de Ética 062/2008)20 

e a cepa de referência de C. albicans (ATCC 90028). As amostras cresceram em RPMI 

1640 (Sigma, MO, USA) pH 7.0 (0.165 M MOPS (ácido 3-(N-morfolino) 

propanosulfônico), acrescido com 2 % de glicose a 37º C. As suspensões foram ajustadas 

com o auxílio do espectrofotômetro (Eppendorf AG, 22331, Hamburg, Germany), até 

atingir absorbância correspondente a 1.0 x 107 UFC mL-1. 21 

 

Preparo das soluções  

Terpinen-4-ol (9.16 – 0.57 mg/mL) (Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) foi 

diluído em meio de cultura RPMI 1640 e DMSO 0.4% (Sigma, MO, USA). O intervalo 

das concentrações foi estabelecido segundo a literatura. 22,23 Nistatina (Sigma, MO, USA) 

foi preparada segundo as normas CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute. 

 

Atividade moduladora pelo método do Checkerboard (Tabuleiro Xadrez)  

O teste de susceptibilidade foi desenvolvido segundo as normas estabelecidas pela 

CLSI (M27-A6).  O método do checkerboard de microdiluição em caldo foi realizado 

utilizando-se o índice de concentração inibitória fracionada (ICIF), o qual corresponde à 

soma do MIC de cada fármaco quando usado em combinação dividido pela MIC do 

medicamento quando usado sozinho.5 Nesta avaliação, os índices se classificam como 

sinérgicos ≤ 0.5; indiferente se > 0.5 e ≤ 1; e antagonicos se > 1 (Bonapace et al., 2002). 

Os grupos foram avaliados em aparelho leitor de ELISA (Multiskan, Ascent 354, 

Labsystems CE, Lês Ulis, França) a 492 nm e posteriormente estabelecidas as 

concentrações fungicidas mínimas utilizando placas contendo Saboraud Dextrose Agar 
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(Acumedia, Lansing, MI, EUA), mantidas a 37o C por 48 horas.  

Formação do biofilme e tratamento 

A formação de biofilme (48 horas) em placas de microtitulação de 96 poços foi 

descrito previamente por Thein et al. 24 (2009). Na concentração de 1.0 x 107 UFC mL-1, 

C. albicans foram ressuspensas em meio RPMI. Os compostos testados foram 

preparados, conforme citados anteriormente, e adicionados aos poços, permanecendo por 

24 horas para posterior avaliação. O biofilme foi analisado pelo método colorimétrico de 

viabilidade celular de XTT (2,3-bis[2-methoxy-4-nitro-5-sulphophenyl]2H-tetrazolium- 

carboxanilida 25 e a absorbância determinada em 492 nm por espectrofotômetro 

(Multiskan, Ascent 354, Labsystems CE, Lês Ulis, França).  

 

Análise estatística 

Os dados obtidos nos diferentes experimentos foram avaliados pelo teste One-way 

ANOVA com pós-teste de Tukey com nível de significância de 0,01 %.  

 

Resultados 

Desenvolvimento dos sistemas precursores de cristais líquidos mucoadesivos 

A Figura 1 ilustra o diagrama composto por álcool cetilico propoxilado e etoxilado 

(Procetyl® AWS), ácido oleico (AO) e dispersão de quitosana (QS) 0.5% obtido, para 

selecionar a melhor formulação para a incorporação do Terpinen-4-ol e Nistatina. 

Observa-se a separação de fases (SF) em duas regiões distintas do diagrama. A primeira 

se formou abaixo de 40% de tensoativo e de fase oleosa, e acima de 60% de fase aquosa. 

A segunda também se formou abaixo de 40% de tensoativo, mas abaixo de 30% de fase 

aquosa e acima de 70% de fase oleosa. Ocorreu uma extensa região viscosa entre 80% e 

15% de fase aquosa, 80 a 20% de tensoativo e abaixo de 50% de óleo. Uma longa região 
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de sistemas líquidos transparentes (SLT) ocorreu a partir de 10% de tensoativo e 30% de 

fase aquosa e em toda extensão de fase oleosa. 

Os resultados mostram que a maioria das formulações foi estabilizada a partir de 

40% de tensoativo, sendo que a formulação FC (formulação de precursor de sistema 

líquido cristalino) circulada no diagrama constituída por 40% de tensoativo, 40% de fase 

oleosa e 20% de fase aquosa, se destaca entre as outras, porque se mostra vantajosa para 

atuar como sistema precursor de cristal líquido (SPCL) para a aplicação bucal, uma vez 

que se encontra numa região de transição para sistemas viscosos característico de cristal 

líquido ao aumentar a fase aquosa. 16, 27 A fim de verificar se FC consegue atuar como 

SPCL, foi acrescentado 30% e 100% de saliva para visualizar os seus efeitos, bem como 

os efeitos dos fármacos nas estruturas da formulação. 

 

Figura 1. Diagramas compostos por Procetyl (PRO), ácido oleico (AO) e dispersão de quitosana  

0.5%. FQ é o sistema precursor de cristal líquido selecionado constituído por 40% de tensoativo, 

40% de fase oleosa e 20% de fase aquosa. 

 

Microscopia de luz polarizada 

As fotomicrografias com aumento de 20 vezes das formulações selecionadas 

estão representadas na Figura 2. Mesofases líquido-cristalinas lamelares e hexagonais 
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são anisotrópicas (altera o plano da luz polarizada) e identificadas respectivamente, por 

cruzes de malta e estrias, enquanto que as mesofases cúbicas e microemulsões são 

isotrópicas (não desvia o plano de luz polarizada), visualizadas como campo escuro.  

Ressalta-se que as microemulsões são sistemas líquidos transparentes e as mesofases 

líquido-cristalinas cúbicas são sistemas viscosos transparentes, portanto a classificação 

dessas formulações se dá em conjunto com a sua viscosidade. 28,29  

Dessa forma, observou-se que FC, FT, FN e FNT apresentaram campo escuro e 

como todas apresentaram baixa viscosidade se comportam como sistemas 

microemulsionados. Entretanto, ao se acrescentar saliva nessas formulações (FC, FN, FT 

e FNT) observou-se a formação de estruturas líquidas cristalinas (FC30, FC100, FN 30, 

FT30, FNT30, FN100, FT100, FNT100), portanto as formulações FC, FN, FT e FNT se 

comportaram como sistemas precursores de cristais líquidos.  

As fotomicrografias revelaram também que as formulações sem (FC, FC30 e 

FC100) e com fármacos (FT, FNT, FN, FN 30, FT30, FNT30, FN100, FT100, FNT100) 

não tiveram suas estruturas modificadas com a adição de ambos os fármacos. 
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Figura 2. Fotomicrografias das formulações. Aumento 20x. (FC: Formulação de precursor de 

sistema líquido cristalino, FN: precursor de sistema líquido cristalino com nistatina; FNT: 

precursor de sistema líquido cristalino com nistatina e terpinen-4-ol; FT: precursor de sistema 

líquido cristalino com terpinen-4-ol; 30 e 100: porcentagens de saliva no sistema líquido 

cristalino 

 

Reologia 

Estudo reológico contínuo 

A relação entre a tensão de cisalhamento e a taxa de cisalhamento de todas as 

formulações está ilustrada na Figura 3. Pode-se observar que as formulações obtidas 

comportam-se como fluidos pseudoplásticos (n < 1), ou seja, os fluidos diminuem sua 

viscosidade quando a taxa de cisalhamento aumenta, pois ocorre a orientação das 

partículas rígidas da formulação na direção do fluxo, gerando shear thinning, ou seja, 
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afinamento por cisalhamento; no entanto, quando esse cisalhamento cessa, a formulação 

recupera sua viscosidade inicial.  

 

 

Figura 3. Reograma de fluxo das formulações. Os símbolos fechados representam a curva de ida 

e os símbolos abertos representam a curva de volta. A letra A representa os diferentes grupos da 

formulação de cristal líquido, letra B formulação de cristal líquido mais terpinen-4-ol, C 

formulação de cristal líquido e nistatina e D formulação de cristal líquido com terpinen-4-ol e 

nistatina 

 

Os dados de valores do índice de consistência (K) e comportamento de fluxo (n) 

obtidos pela Equação 1 estão mostrados na Tabela 1. Os resultados mostram que a 

incorporação de 100% de saliva diminui o índice de fluxo (n) de todas as formulações, 

ou seja, aumenta a pseudoplasticidade das formulações e o índice de consistência, ou seja, 

há aumento da viscosidade da formulação com a adição de saliva. Além disso, verificou-
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se que todas as formulações com 100% de saliva apresentaram tixotropia, revelando que 

tais formulações formaram estruturas bem rígidas, que demoram mais tempo para 

recuperarem sua conformação inicial quando o cisalhamento é cessado.  

 

Tabela 1 – Índice de fluxo (n) e índice de consistência (k) das formulações 

Formulações Índice de fluxo (n) Índice de consistência (k) 

FC 0.66 ± 0.01 0.48 ± 0.02 

FC30 0.99 ± 0.05 0.58 ± 0.13 

FC100 0.18 ± 0.02 59.0 ± 3.69 

FT 0.37 ± 0.01 2.17 ± 0.09 

FT30 1.02 ± 0.09 0.46 ± 0.18 

FT100 0.14 ± 0.00 87.4 ± 0.98 

FN 0.78 ± 0.02 0.41 ± 0.04 

FN30 0.96 ± 0.05 0.66 ± 0.16 

FN100 0.01 ± 0.01 58.5 ± 3.45 

FNT 0.56 ± 0.03 0.78 ± 0.08 

FNT30 0.78 ± 0.05 2.68 ± 0.59 

FNT100 0.01 ± 0.03 97.6 ± 12.0 

FC: Formulação de precursor de sistema líquido cristalino, FN: precursor de sistema líquido 

cristalino com nistatina; FNT: precursor de sistema líquido cristalino com nistatina e terpinen-4-

ol; FT: precursor de sistema líquido cristalino com terpinen-4-ol; 30 e 100: porcentagens de saliva 

no sistema líquido cristalino. 

 

Estudo reológico oscilatório 

A Figura 4 ilustra a evolução temporal dos módulos de armazenamento (G’ - 

módulo elástico) e perda (G’’- módulo viscoso) em função da frequência aplicada. Dessa 
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forma, foi realizada a análise oscilatória das formulações. A magnitude destes módulos é 

uma indicação qualitativa da estrutura do sistema, por exemplo, se G’ >> G’’, pode-se 

sugerir que o sistema está interligado quimicamente, ou se G’ > G’’ o sistema está 

estruturado por ligações secundárias, e se G’ ≤ G’’, diz-se que as moléculas do sistema 

estão ligadas apenas por interações físicas. 30  

Os resultados mostram que todas as formulações sem saliva e todas as 

formulações com 30% de saliva são mais viscosas do que elásticas (G”>G’). No entanto, 

a adição de 100% de saliva tornou todas as formulações mais elásticas do que viscosas 

(G’>G”), com estruturas tipo gel altamente organizadas. 

 

 

Figura 4. Variação do módulo de armazenagem G’ (símbolos cheios) e de perda G'' (símbolos 

vazios) em função da frequência das formulações. A letra A representa os diferentes grupos da 

formulação de cristal líquido, letra B formulação de cristal líquido mais terpinen-4-ol, C 

formulação de cristal líquido e nistatina e D formulação de cristal líquido com terpinen-4-ol e 

nistatina. 
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Mucoadesão 

As forças necessárias para remover as formulações analisadas a partir da 

superfície da mucosa de esofágica estão ilustradas na Figura 5. Os resultados mostram 

que a adição de saliva no sistema aumenta significativamente a mucoadesão das 

formulações, devido à formação de sistemas líquidos cristalinos.  

 

Figura 5- Mucoadesão (mN) das formulações. FC (formulação cristal líquido), FT (formulação 

cristal líquido com terpinen-4-ol), FN (formulação cristal líquido com nistatina) e FNT 

(formulação cristal líquido com nistatina e terpinen-4-ol). Sendo que 30 e 100 representam, 

respectivamente, 30% e 100%. 

 

Ação antifúngica e antibiofilme 

A Tabela 2 mostra as diferentes concentrações terpinen-4-ol e nistatina aplicados 

sobre C. albicans isoladamente e em associação ao sistema precursor de cristal líquido. 

Os resultados mostram que t-4-ol 2.31 mg/mL foi a concentração capaz de inibir o 

crescimento de C. albicans. Quando associado ao SPCL a concentração diminui para 1.06 

mg/mL com ação semelhante. O mesmo ocorreu com a nistatina, sendo que a 

concentração 0.008 mg/mL foi eficaz e quando nos sistemas precursores, a concentração 

diminuiu para 0.00025 mg/mL. 



 31 

A concentração fungicida mínima capaz de inibir o crescimento das amostras foi 

de 2.31 mg/mL para o T-4-ol e quando em cristal líquido observou-se redução para 1.06 

mg/mL. As concentrações da nistatina foram 0.016 mg/mL e quando em cristal líquido 

0.0005 mg/mL. 

Em biofilme as concentrações eficazes foram t-4-ol 4.53 mg/mL e nis 0.128 

mg/mL e quando em cristal líquido as concentrações diminuíram para 2.31 mg/mL e 

0.032 mg/mL, respectivamente.  

 

Tabela 2 – Ação antifúngica e antibiofilme do terpinen-4-ol e nistatina aplicados sobre Candida 

albicans isoladamente e em associação ao sistema precursor de cristal líquido  

 

 T-4-ol T-4-ol + SPCL Nis Nis +SPCL 

CIM 2.31 mg/mL 1.06 mg/mL 0.008 mg/mL 0.00025 mg/mL 

CFM 2.31 mg/mL 1.06 mg/mL 0.16 mg/mL 0.0005 mg/mL 

Biofilme 4.53 mg/mL 2.31 mg/mL 0.128 mg 0.032 mg/mL 

 

O efeito sinérgico dos componentes foi observado tanto em culturas planctônicas 

quanto em biofilme, inclusive quando aplicados associados ao SPCL. Em culturas 

planctônicas, houve efeito sinérgico nas concentrações terpinen-4-ol 1.06 mg/mL e 0.57 

mg/mL associados a nistatina 0.002 mg/mL e 0.001 mg/mL. Em biofilme, o intervalo de 

terpinen-4-ol 4.53 mg/mL a 1.06 mg/mL e de nistatina 0.064 mg/mL a 0.001 mg/mL. 

Quando aplicados com o sistema precursor de cristal líquido em biofilme ocorreu efeito 

sinérgico com as concentrações terpinen-4-ol 1.06 mg/mL e 0.57 mg/mL associados ao 

intervalo de nistatina 0.064 mg/mL a 0,008 mg/mL. 
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Discussão  

Neste estudo, nós desenvolvemos um sistema precursor de cristal líquido (SPCL) 

associado ao terpinen-4-ol e nistatina a fim de potencializar a ação antifúngica, 

antibiofilme sobre cepas de C. albicans e avaliar sua ação sinérgica/moduladora. Por esta 

razão, o diagrama de fases foi construído para determinar as porcentagens de surfactantes, 

fase oleosa e aquosa requerida para obtenção do SPCL e que com a adição de saliva 

ocorreu uma potencialização da mucoadesão, permitindo que o medicamento permaneça 

em contato por um tempo maior, possibilitando melhor eficácia do mesmo. Pela grande 

volatilidade do terpinen-4-ol, sua aplicação em SPCL é uma alternativa eficaz e segura. 

Além disso, permite uma melhor biodegradabilidade e tolerabilidade, liberando o produto 

aos poucos e, em muitos casos, sendo mais eficazes no tratamento das infecções. 31  

Foram utilizadas genotipagem A e B de Candida albicans coletadas de pacientes20 

sendo a primeira relacionada, em alguns estudos, ao aumento da resistência aos 

antifúngicos32 e, a segunda é comumente encontrada em pacientes imunocomprometidos, 

particularmente com HIV. 20 Além disso, foi selecionada a cepa de referência SC 5314, 

conhecida por apresentar um fenótipo virulento em vários modelos de mucosa oral,33 no 

qual foi isolada de um paciente com candidíase invasiva.34 

A principal vantagem dos sistemas precursores de entrega é a manutenção do 

medicamento no sítio de aplicação por períodos mais longos, o que permite um maior 

contato da formulação com a barreira biológica, permitindo uma redução na frequência 

da aplicação do produto e aumento do conforto do paciente. 35  

 A análise do diagrama de fase mostrou a formação de um sistema fluido e viscoso, 

como também da separação de fases. Esses resultados obtidos, corroboram com Calixto 

et al. 36 (2018) que também obtiveram na região de 40% uma fase de transição com a 

adição da fase aquosa. Nesta região, as formulações possuem baixas concentrações de 
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surfactante, a fim de diminuir a toxicidade resultando em grande benefício para os 

pacientes.16 

Assim, as formulações obtidas foram analisadas por microscopia de luz polarizada 

(MLP), reologia e mucoadesão. Analisando a MLP, observou-se que todas as 

formulações apresentaram baixa viscosidade se comportando como sistemas 

microemulsionados e ao se acrescentar saliva nessas formulações, estas se comportaram 

como sistemas precursores de cristais líquidos. O estudo reológico mostrou que as 

formulações obtidas se comportaram como fluidos pseudoplásticos, ou seja, não 

apresentaram nenhum tipo de organização estrutural que poderia ser desmontada pelo 

esforço de cisalhamento, e quando esse cisalhamento foi interrompido, a formulação 

recuperou sua viscosidade inicial, estando de acordo com os resultados de Penzes et al.37 

(2004). 

Os resultados também mostraram que a incorporação de saliva na formulação 

diminuiu o índice de fluxo, apresentando a característica de tixotropia. As propriedades 

tixotrópicas estão diretamente relacionadas à interação entre os componentes da 

formulação. Devido à existência de forças de interação entre as regiões mais estruturadas, 

esta pode ser destruída aumentando a taxa de cisalhamento e facilmente recuperada 

quando essa velocidade diminui Chorilli et al.15 (2011). 

Os tensoativos presentes na formulação tem propriedade de aumentar a 

permeabilidade do fármaco através das membranas biológicas (Du et al., 2014). A 

quitosana, por ter uma natureza catiônica permite uma forte interação com a superfície da 

mucosa que são carregadas negativamente. 35 Além disso, esses sistemas, por 

apresentarem transições de mesofases, ou seja, quando a formulação em sistema líquido 

entra em contato com a saliva presente na cavidade oral, passa para uma mesofase de 

maior viscosidade, podendo se localizar na interface óleo e água, resultando em estruturas 



 34 

cristalinas, melhorando seu sistema de liberação, evitando desse modo, a dificuldade de 

aplicação inicial de um composto viscoso. 27 A propriedade de bioadesão também foi 

avaliada nesse estudo ocorrendo um aumento na adesão, possibilitando, desse modo, 

aumento do tempo de contato do medicamento com os microrganismos, possibilitando 

uma melhor eficácia do fármaco. Nossos resultados corroboram com Salmazi et al. 16 

(2015) que mostraram que a adição de saliva na formulação (SPCL), aumenta a 

mucoadesão. Essa propriedade de aumentar a viscosidade com o aumento de saliva nas 

formulações, também é descrita na literatura como propriedade que facilita a mucoadesão 

em diferentes mucosas. 39,40  

No presente estudo, quando aplicada as diferentes concentrações de terpinen-4-ol 

e nistatina incorporado ao SPCL ou não sobre C. albicans, mostraram um efeito 

antifúngico e antibiofilme. É mostrado na literatura que o mecanismo de ação da nistatina 

se dá pela ligação aos esteróides existentes na membrana celular dos fungos susceptíveis, 

com resultante alteração na permeabilidade da membrana celular e consequente 

extravasamento do conteúdo citoplasmático. Entretanto, há relatos que comprovam seus 

efeitos colaterais, principalmente problemas gastrointestinais e sabor do medicamento. 41 

O uso tópico da nistatina limita a permanência do medicamento no local, principalmente 

devido aos agentes flavorizantes adicionados, aumentando o volume de saliva no local, 

diminuindo o tempo de permanência e consequentemente eficácia no tratamento. 9,42 O 

Terpinen-4-ol atua na indução da perda da membrana, interferindo na integridade e na 

fisiologia da célula do microrganismo e nossos resultados estão de acordo com os estudos 

de Ramage et al. 43 (2012), que mostraram que o terpinen-4-ol exibe fortes propriedades 

antimicrobianas contra culturas planctônicas e biofilmes fúngicos e pode ser adequado 

para a profilaxia e tratamento de candidose. Entretanto nossos resultados mostraram que 

quando incorporados ao SPCL, sua ação foi potencializada como também apresentou 
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efeito sinérgico/modulador. Assim, houve um aumento da atividade antifúngica e 

antibiofilme quando comparado as diferentes concentrações aplicadas isoladamente sem 

SPCL. Nossos resultados concordam com Salmazi et al. 16 (2015) que apesar de utilizarem 

o SPCL associado a curcumina, também observaram um melhor efeito sobre C. albicans, 

do que quando aplicada sem o sistema. Isso pode ser justificado pelo fato de que os 

sistemas líquidos cristalinos têm uma afinidade para os lipídeos presentes da parede 

celular fúngica, podendo aumentar a interação entre os mesmos. Donelly et al. 44 (2007) 

avaliaram um sistema mucoadesivo em biofilmes orofaríngeos causados por Candida spp 

e verificaram que o perfil adesivo exercido sobre o biofilme era o principal fator 

subjacente a ação inibitória observada.  A ação antifúngica dos componentes estudada 

nesse trabalho foi eficaz em menores concentrações quando associados ao sistema 

precursor de cristal líquido do que quando aplicadas isoladamente. 

O uso da interação de compostos é uma das novas abordagens para melhoria da 

eficácia antimicrobiana e possível redução da concentração necessária para controlar 

infecções. A ação sinérgica dos componentes foi avaliada pelo teste do checkerboard. 

Esse teste permitiu a combinação de diferentes concentrações para verificar a interação 

positiva dos componentes avaliados, no qual seja significativamente maior do quando 

utilizados individualmente.3 Pode-se observar efeito sinérgico dos componentes inclusive 

quando incorporados no SPCL. Nikolić et al.45 (2017) também utilizaram esse teste para 

verificar o efeito sinérgico dos óleos essenciais de Citrus limon (limão), Piper nigrum 

(pimenta verde) e Melaleuca alternifolia e verificaram que a utilização combinada 

resultou em aumento da eficácia. Rosato et al.46 (2009) estudaram o efeito sinérgico sobre 

Candida spp. dos óleos essenciais Origanum vulgare, Pelargonium graveolens e 

Melaleuca alternifolia e o composto antifúngico nistatina e concluíram
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que houve um efeito aditivo da M. alternifolia com nistatina e interação sinérgicas das 

outras plantas com o medicamento.  

Considerando a alta capacidade dos fungos em desenvolver resistência a 

antimicrobianos, o sistema precursor de cristal líquido (SPCL) incorporado ao terpinen-

4-ol e nistatina favorece seu desenvolvimento para prevenção e tratamento de infecções 

fúngicas orais causadas por C. albicans.  
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Resumo 
 
O sistema de entrega do medicamento influencia diretamente na eficiência do tratamento 

e deve visar aumento na biodisponibilidade local por determinado período de tempo. O 

sistema precursor de cristal líquido (SPCL) pode proporcionar liberação lenta e duradoura 

do medicamento sobre os microrganismos, indicando uma alternativa eficaz no 

tratamento da infecção. Candida spp. são fungos patogênicos que possuem capacidade 

de formar biofilmes orais e devido a sua resistência, novas alternativas de tratamento 

antifúngico têm sido estudadas. A fitoterapia se apresenta potencialmente valiosa e, entre 

os fitoterápicos, o Terpinen-4-ol tem-se destacado. Desse modo, o objetivo deste trabalho 

foi avaliar a citotoxicidade e verificar se o terpinen-4-ol e o SPCL interferem na adesão 

de Candida albicans em células epiteliais orais. Foi utilizado cultura celular de linhagem 

imortalizada de queratinócitos humanos (NOK). As células foram cultivadas em meio de 

cultura Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino e 1% de penicilina, estreptomicina e glutamina e mantidas em incubadora a 

37º C em 5% de CO2. Observações utilizando a citometria de fluxo mostraram que os 

componentes não foram citotóxicos nos tempos de aplicação de 4 e 8 horas. A adesão de 

Candida albicans sobre as células epiteliais foram avaliadas em unidades formadoras de 

colônias (UFC mL-1) e mostraram que o terpinen-4-ol associado ou não ao SPCL, 

reduzem a adesão de C. albicans sobre células epiteliais.  

 

Palavras-Chave: citotoxicidade, Terpinen-4-ol, cristal líquido, adesão 

 

Introdução 

 Dentre os sistemas nanoestruturados, o sistema precursor de cristal líquido tem 

se destacado, uma vez que sua formulação apresenta boa adesividade na mucosa, permite 

melhor estabilidade física e grande solubilização de fármacos, facilitando a incorporação 

dos mesmos (Ramos et al., 2015). Além disso, podem controlar a administração de drogas 

através da formação de uma matriz rígida de liberação do fármaco (Carvalho et al., 2013). 

O terpinen-4-ol é um fitoterápico que está sendo explorado para controle de 

infecções microbianas e este é o principal e mais potente componente do óleo essencial 

de Melaleuca alternifolia, também conhecido como óleo da árvore do chá (Tea Tree Oil 

– TTO) (Tighe et al., 2013). Possui amplo espectro de atividade antimicrobiana e anti-

inflamatória (Nogueira et al.; 2014). Há relatos de sua eficácia no tratamento de infecções 
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fúngicas, ocasionadas, principalmente por Candida albicans (Francisconi et al., 2016). 

Pela grande hidrofobicidade e volatilidade do óleo, sua aplicação em sistema 

bio(muco)adesivo é uma alternativa eficaz e segura. Ademais, permite melhor 

biodegradabilidade e tolerabilidade, liberando o produto aos poucos e, em muitos casos, 

sendo mais eficaz no tratamento das infecções. (Sun et al., 2012). Entretanto estudos 

mostram diversidade no grau de citotoxicidade desse componente, como também na sua 

ação mutagênica e alérgica. Relatos mostram que baixas concentrações do terpinen-4-ol 

não apresentam potencial tóxico sobre fibroblastos e células epiteliais, tornando o uso 

tópico compatível e com menores efeitos adversos. (Ramage et al., 2012; Carson et al., 

2006).  

Candida albicans são patógenos oportunistas que vêm aumentando devido aos 

fatores predisponentes, tais como, uso de antibióticos de amplo espectro, alterações 

imunológicas, doenças sistêmicas e resistência aos antifúngicos (Manfredi et al., 2006). 

Um importante fator de virulência da Candida spp. é a adesão, e atuam nos estágios 

iniciais na formação do biofilme, ligando microrganismos a substratos biológicos ou não 

biológicos (Sudjana, 2012). Algumas espécies apresentam proteínas responsáveis pela 

adesão às células hospedeiras e se tornam mais resistentes às células de defesa, permitindo 

o desenvolvimento de lesões crônicas (Sardi et al., 2012).   

O objetivo desse trabalho foi avaliar a citotoxicidade e verificar se o terpinen-4-

ol incorporado ao sistema precursor de cristal líquido (SPCL) interfere na adesão de 

Candida albicans em células epiteliais orais.  

 

Material e Métodos 

Cultura Celular  

Foi utilizada linhagem imortalizada de queratinócitos humanos (NOK). As células 

foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina, estreptomicina e 

glutamina e mantidas em incubadora a 37º C em 5% de CO2. Em seguida, 30.000 

células/cm2 foram semeadas em placas de cultura celular de 24 poços (Costar Corp, MA, 

EUA) e mantidas em incubadora umidificada por 48 h. Para os grupos controle negativo 

e positivo foram utilizados meio de cultura puro (DMEM) e peróxido de hidrogênio 3% 

(H2O2), respectivamente. Foram utilizadas as concentrações de Nistatina (0.128 mg/mL 

a 0.008 mg/mL), Nistatina + SPCL (0.032 mg/mL a 0.008 mg/mL), Terpinen-4-ol (4.53 
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mg/mL a 0.57 mg/mL) e Terpinen-4-ol + SPCL (2.31 mg/mL a 0.57 mg/mL). 

Posteriormente as células foram expostas às soluções testes por 4, 8 e 12 h e avaliadas 

pela citometria de fluxo. 

 

Isolados Fúngicos  
Foram utilizados dois isolados clínicos de C. albicans (Genotipagem A e B) 

coletados de pacientes diabéticos com periodontite crônica (Comitê de Ética 062/2008) 

(Sardi et al., 2012) e a cepa de referência de C. albicans (ATCC 90028). As amostras 

cresceram em RPMI 1640 (Sigma, MO, USA) pH 7.0 (0.165 M MOPS (ácido 3-(N-

morfolino) propanosulfônico), acrescido com 2 % de glicose a 37º C por 24 h. As 

suspensões foram ajustadas com o auxilio do espectrofotômetro (Eppendorf AG, 22331, 

Hamburg, Germany), até atingir absorbância correspondente a 1.0 x 107 UFC mL-1 (Silva 

et al., 2008)  

 

Citometria de fluxo 

Para análise em citômetro, o meio de cultura foi aspirado após o período de 

incubação das células NOK Si e, os grupos de tratamento foram adicionados a cada poço 

contendo as células, ficando em contato por 4 h, 8 h e 12 h em incubadora a 37º C e 5% 

de CO2.   

Ao final do período experimental, o sobrenadante de cada poço foi retirado e as 

células aderidas no fundo dos poços foram coletadas por dissociação enzimática (tripsina 

0.25%) e adicionadas aos tubos eppendorfs. As amostras coletadas foram centrifugadas 

(300 g, 5 min) e as células resuspendidas em 500 µl de PBS para lavagem, seguindo-se 

de nova centrifugação. Posteriormente as células foram ressuspendidas em 100 µl de 

tampão FACS (PBS + 5% FBS), 5 µL de 7-aminoactinomicina D (7-AAD) misturadas 

delicadamente e incubadas por 15 minutos na ausência de luz. À suspensão final foram 

acrescentados 100 µL de tampão de FACS e as células levadas ao citômetro de fluxo 

(R&D System, 2017). O experimento foi realizado em triplicata em três momentos 

diferentes. 

Para análise, inicialmente foi construído um gate excluindo debris celulares no 

dot-plot FSC x SSC que gera a população 1 (P1). Considerando apenas os eventos em P1, 

um novo gate foi construído, excluindo doublets e aglomerados celulares em um dot-plot 
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FSC-W x FSC-A, gerando a população 2 (P2). Considerando apenas os eventos em P2, a 

proporção de células viáveis e não-viáveis foi determinada em dot-plot de FL-2 (PE) ou 

FL-3 (PerCPCy5.5) x FSC. Os experimentos foram repetidos três vezes de forma 

independente e um mínimo de 10.000 eventos em P2 foram adquiridos em cada 

experimento. 

 

Ensaio de adesão às células humanas  

As células NOK foram preparadas e após a formação da monocamada, os inóculos 

C. albicans (SC 5314, Genotipagem A e B) (1.0 x 103 CFM ml-1) foram adicionados com 

as concentrações de terpinen-4-ol (2.31 mg/mL), nistatina (0.004 mg/mL), terpinen-4-ol + 

SPCL (0.57 mg/mL), nistatina + SPCL (0.00012 mg/mL), sendo as mesmas estabelecidas 

como sendo concentrações abaixo da concentração inibitória mínima para que não 

ocorresse interferência no crescimento do microrganismo. 

As placas foram incubadas a 36.5° C e 5% CO2 por 2 h (Collette et al., 2017), 

tempo esse conhecido na literatura e confirmado previamente. As células foram lavadas 

com PBS, liberadas com tripsina e plaqueadas em SDA (Sabouraud Dextrose Agar 

Acumedia, Lansing, MI, USA). Após 48 horas, as colônias foram contadas e 

transformadas em UFC ml-1. 

 

Análise Estatística 

 Os dados sobre a atividade do t-4-ol na adesão e citotoxicidade foram 

analisados quanto à presença de outliers e aos pressupostos de normalidade (teste de 

Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variâncias (Teste de Levene). Em seguida, foi 

realizada a ANOVA seguida do teste HSD de Tukey para identificar a existência de 

diferenças significativas entre os grupos para cada cepa estudada e a variável dependente 

analisada foram as unidades formadoras de colônias (UFC ml -1) após ser log 

transformado (CFU ml-1). .  

 

 

Resultados 

 

Citometria de fluxo 

Os resultados da citometria de fluxo para avaliação da citotoxicidade do terpinen-

4-ol, nistatina, SPCL e associação dos mesmos, estão ilustrados na Figura 2. Os resultados 
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mostram diferentes porcentagens de morte celular dos diferentes grupos avaliados. O 

ensaio não revelou expressiva morte celular quando as células foram expostas ao SPCL 

(sozinho ou associado ao terpinen-4-ol e nistatina).  

Após 4 h de exposição, valores baixos de morte celular foram detectados nos 

grupos tratados com terpinen-4-ol e nistatina associados ou não ao cristal líquido. Apenas 

na concentração nistatina 0.128 mg/mL se observou maior porcentagem de morte celular 

(aproximadamente 60%). Ainda neste período de 4 h de exposição, pode-se verificar que 

a nistatina apresentou-se mais tóxica quando comparada ao terpinen-4-ol, mas com 

resultados semelhantes quando em associação ao SPCL. 

No ensaio de 8 h, os resultados obtidos foram semelhantes aos citados no tempo 

de exposição de 4 h. Apenas terpinen-4-ol 4.53 mg/mL e nistatina 0.128 mg/ml tiveram 

maiores valores de morte celular. Entretanto, resultados interessantes e estatisticamente 

significantes (p<0.05) foram observados quando estes estavam na forma de SPCL, pois 

quando em associação demonstrou-se menos tóxicos mesmo com as concentrações 

utilizadas no grupo sem SPCL. 

No maior tempo de exposição 12 h, os grupos com SPCL continuaram revelando 

menor taxa de morte celular que os tratamentos sem cristal. As concentrações estudadas 

de terpinen-4-ol e de nistatina apresentaram taxa de morte celular mais elevadas, sendo 

semelhantes ao grupo controle nas concentrações acima de terpinen-4-ol 1.06 mg/mL e 

nistatina 128 µg/ml. 
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Figura 2– Porcentagem de morte celular para queratinócitos orais (NOK Si) após 4 h, 8 h e 12 h 
de exposição ao terpinen-4-ol e nistatina associados ou não ao SPCL, avaliados em citometria de 
fluxo. Diferenças estatísticas estão representadas por diferentes letras para comparação entre 
tratamentos (ANOVA One-way seguida pelo teste de Tukey, p<0.05) 
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Ensaio de adesão às células humanas 

 A curva de padronização para a adesão de células de C. albicans em NOK Si 

(tempo da primeira ocorrência de adesão de levedura em cultura celular e tempo com 

maior taxa de conformidade) foi determinada e, após duas horas, houve uma maior 

associação. 

A Tabela 1 representa as porcentagens da redução da adesão de C. albicans sobre 

células epiteliais orais após aplicação dos componentes. Os resultados mostram redução 

da adesão de C. albicans nas células epiteliais, sendo que houve redução em média de 

13,33% quando aplicado o terpinen-4-ol; 15,33% para terpinen-4-ol + SPCL; 17,66% 

para nistatina e 19% para nistatina + SPCL.  

 

Tabela 1 – Porcentagem da redução da adesão de C. albicans sobre células epiteliais 
orais com aplicação de 2 horas de terpinen-4-ol, nistatina, SPCL + terpinen-
4-ol e SPCL + Nistatina  

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussão  

Dentre os sistemas de administração de fármacos, os cristais líquidos licotrópicos 

(LCS) têm atraído interesse significativo por exibirem propriedades físicas tanto de 

líquidos como de cristais: atributos de líquidos, porque são fluidos; e sólidos, pois 

apresentam uma estrutura organizada (Formariz, 2005). Estes têm sido extensivamente 

investigados por pesquisadores (Chorilli, 2009; Salmazi et al., 2015; dos Santos Ramos 

et al., 2015), porque são biodegradáveis e possuem propriedades bioadesivas que também 

contribuem para suas aplicações na liberação de fármacos (Guo, 2010). Esse sistema 

possui potencial de melhora da distribuição de medicamentos levando ao aumento da 

eficácia, o que pode resultar em grande benefício para os pacientes (Soppimath, 2001). 

A indústria farmacêutica perde importantes novos candidatos a medicamentos 

pelo fracasso da identificação precoce dos efeitos tóxicos dos compostos. Portanto, o teste 

 T-4-ol 

T-4-ol + 

SPCL Nis Nis +SPCL 

SC 5314 14% 18% 18% 20% 

A 14% 13% 17% 19% 

B 12% 15% 18% 18% 

Média 13,33% 15,33% 17,66% 19% 
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de citotoxicidade tornou-se um dos passos mais importantes nas fases iniciais do processo 

de descoberta de medicamentos (Rençbe et al., 2016). Apesar dos avanços na 

caracterização das propriedades antimicrobiana e anti-inflamatória, poucos trabalhos têm 

sido feitos sobre a segurança e a toxicidade do terpinen-4-ol e do sistema precursor de 

cristal liquido (SPCL). A razão para o uso continuado do óleo é em grande parte devido 

ao uso aparentemente seguro do óleo por quase 80 anos. Evidências ao longo deste tempo 

sugerem que o uso tópico é seguro e que os eventos adversos são menores, auto-limitados, 

e pouco frequentes. Evidências mais concretas são escassas, e muita informação 

permanece fora do domínio público sob a forma de relatórios de trabalho patrocinado 

pelas empresas fabricantes (Carson et al., 2006). 

A citotoxicidade do terpinen-4-ol, nistatina, SPCL e associação dos mesmos foi 

avaliada pela citometria de fluxo. Nossos resultados mostraram que os grupos os quais 

estavam incorporados o cristal líquido, apresentaram menor taxa de morte. A citometria 

de fluxo utiliza como corante o Iodeto de Propídeo (PI, propidium iodide) que é uma 

alternativa viável já que este é um composto com afinidade para DNA dupla-fita e não 

atravessa a membrana plasmática íntegra. As células não viáveis perdem a competência 

da membrana plasmática, o que possibilita o acesso do PI ao interior da célula, aonde irá 

se intercalar nos pares de base do DNA dupla-fita. O PI ligado ao DNA genômico é 

excitado por laser azul de 488 nm e emite fluorescência a 617 nm, sendo detectado pelo 

citômetro. Desta forma a presença de fluorescência indica a perda de integridade de 

membrana e, consequentemente, a não viabilidade celular. Pela citometria de fluxo há 

também a possibilidade da avaliação do tipo de morte (apoptose ou necrose) e a fase em 

que a apoptose ocorre (fases iniciais/precoces e finais/avançadas).  

Nossos resultados foram promissores nos ensaios no tempo de 8 h de exposição 

dos componentes, quando analisados pela citometria. Os resultados mostraram que a 

partir de terpinen-4-ol 1.06 mg/mL e Nistatina 0.032 mg/mL associados ao SPCL, não 

apresentaram citotoxicidade e foram estatisticamente significantes quando comparados 

ao controle. Apesar de não ser encontrado estudos na literatura sobre a citotoxicidade do 

terpinen-4-ol associado ao SPCL, estudos que utilizaram o SPCL, como de Calixto et al. 

(2017), avaliaram a citotoxicidade de um sistema precursor de cristal líquido semelhante, 

afirmando que este sistema é seguro para administração de medicamentos no tratamento 

de várias doenças bucais. Ademais, Calixto et al. (2018) avaliaram um sistema precursor 

de cristal líquido associado ao peptídeo p1025 mostrando a ocorrência de citotoxicidade 

limitada e boa propriedade adesiva com potencial ação antimicrobiano. 
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Nossas avaliações com relação à nistatina, mostram que a maior concentração que 

não interferiu na viabilidade celular foi 0.064 mg/mL. Nossos estudos corroboram com 

de Sardi et al. (2016) que avaliaram a toxicidade da nistatina sobre linhagem celular NOK, 

obtendo baixa toxicidade, sendo que 0.4 mg/L foi capaz de inibir 50% das células e que 

manteve mais de 80% da viabilidade celular em todas as concentrações testadas. Estudos 

de Ruhil et al. (2014) avaliaram o efeito citotóxico da nistatina em células de 

camundongos (CCL 131) mostrando 50% de morte celular com dose 0.015 – 0.062 

mg/ml. É difícil comparar nossos resultados com outras investigações porque alguns 

fatores como pH, isolados microbianos, tempo de incubação, temperatura, testes de 

concentração e outros fatores podem influenciar nos resultados. 

A adesão de Candida à superfícies mucosas é considerada o primeiro passo na 

patogênese da candidíase oral (Dorocka-Bobkowska et al., 2003). Na avaliação da 

interferência dos medicamentos na adesão de C. albicans sobre células orais, houve 

redução, quando aplicados juntamente com concentrações não letais de nistatina e 

terpinen-4-ol, ocorrendo redução em média de 18% e 13%, respectivamente. Embora não 

tenhamos trabalhos na literatura abordando o uso do terpinen-4-ol, alguns estudos 

avaliaram o efeito do óleo de Melaleuca alternifolia (TTO), uma vez que o terpinen-4-ol 

é o seu principal componente. Dessa forma, nossos resultados estão de acordo com os 

estudos de Sudjana et al. (2012) que avaliaram o efeito do óleo de M. alternifolia sobre a 

adesão de isolados de C. albicans em células epiteliais e HeLa e verificaram redução 

significativa com a aplicação de 0.01 a 0.062% de M. alternifolia. Além disso, 

observaram que a concentração de TTO 0.125% diminui a hidrofobicidade da superfície 

celular, indicando um potencial mecanismo pelo qual a adesão pode ser reduzida.  

Dorocka-Bobkowska et al. (2003) examinaram o efeito de antifúngicos (nistatina, 

anfotericina B, natamicina) em concentrações subletais contra C. albicans e C. glabrata 

sobre células HeLa e HSC-3 (células de carcinoma). Os resultados mostraram que a 

adesão dos microrganismos sobre as células foi significativamente menor quando os 

medicamentos estavam presentes durante a fase de aderência e que a anfotericina B foi o 

medicamento que mais interferiu na aderência (50-60%), ocorrendo redução de 2 a 10% 

dos outros medicamentos comparado aos controles livre de drogas.  Afirmam que os 

níveis sub-terapêuticos que persistirem na cavidade oral após o tratamento tópico podem 

modular a colonização quando presente durante a fase de aderência. 

Pode-se concluir que o terpinen-4-ol e a nistatina, em curtos períodos de exposição 

(4 h e 8 h) e após 12 h, não são citotóxicos para queratinócitos orais (NOK Si). O 
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precursor de cristal líquido não demonstrou citotoxicidade no teste de citometria de fluxo, 

quando em contato com queratinóticos orais por 4 h e 8 h; além de mostrar redução na 

citotoxicidade do t-4-ol e nis, quando em associação a estes. Além do mais, os 

componentes (associados ou não ao SPCL) interferiram na adesão de C. albicans sobre 

células epiteliais, podendo ser utilizado para prevenção da doença fúngica. Assim, 

terpinen-4-ol e nistatina em associação ao SPCL ou não, podem ser utilizados para 

tratamento de infecções bucais.  
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3 DISCUSSÃO 

 
Apesar da mucosa bucal ser um local para boa administração de drogas, tem como 

efeito indesejado, em relação ao tempo de contato da droga com a mucosa, grande volume 

de saliva. Desse modo, observa-se grande interesse no desenvolvimento de sistemas 

nanoestruturados, pois podem melhorar a biodisponibilidade do medicamento a fim de 

orientar sua ação para o local específico de interesse, sendo sua aplicabilidade uma 

alternativa eficaz e segura. A nanotecnologia possui o potencial de melhorar a 

distribuição de medicamentos levando ao aumento da eficácia e toxidade reduzida, o que 

resulta em grande benefício para os pacientes 16,17 . 

Dentre os sistemas de administração de fármacos, os cristais líquidos licotrópicos 

(LCS) têm atraído interesse significativo por exibirem propriedades físicas tanto de 

líquidos como de cristais: atributos de líquidos, porque são fluidos; e sólidos, pois 

apresentam uma estrutura organizada18. Têm sido extensivamente investigados por 

pesquisadores 19, porque são biodegradáveis e possuem propriedades bioadesivas que 

também contribuem para suas aplicações na liberação de fármacos20. Permite melhor 

biodegradabilidade e tolerabilidade, liberando o produto aos poucos e, em muitos casos, 

tornando o tratamento das infecções mais eficaz3. Pela grande hidrofobicidade e 

volatilidade do componente, principalmente do terpinen-4-ol, sua aplicação em SPCL é 

uma alternativa eficaz e segura.  

O diagrama ternário de fases é uma ferramenta utilizada para visualização da 

quantidade necessária de fase oleosa, fase aquosa e tensoativo para a formação de 

diferentes formas farmacêuticas constituídas por essas fases, tais como microemulsões e 

sistemas líquidos cristalinos21. Portanto, a construção desse diagrama serviu como ponto 

de partida para o estudo de delineamento dessa composição, pois revelou o 

comportamento físico químico da mistura de diferentes proporções dessas fases, 

facilitando a escolha da formulação mais adequada para a finalidade proposta. 

O sistema desenvolvido comportou-se como fluido pseudoplástico, sendo esse 

comportamento muito desejável para formulações para uso tópico, pois ao colocar uma 

força na hora da aplicação através da seringa, a formulação diminuiu sua viscosidade, 

facilitando a aplicação da formulação; no entanto quando essa força cessou, a formulação 

conseguiu voltar a sua configuração mais rígida. Além disso, o aumento da viscosidade 

da formulação e sua característica elástica contribuiu com o aumento da força de 

destacamento entre a formulação e a membrana empregada no teste. Considerando a 
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aplicação bucal proposta para essas formulações, deve-se destacar que a elasticidade é 

uma propriedade importante para garantir resistência à deformação e boa retenção das 

formulações dentro da mucosa bucal23. Nesse sentido, destaca-se a importância da 

utilização de formulações nesse estudo.  

O SPCL avaliado demonstrou aumento na mucoadesão, conforme aumentou a 

saliva na formulação, isso se demonstra favorável na aplicação clinica oral, uma vez que 

o medicamento entrará em contato com a saliva presente na cavidade oral, aumentando 

sua adesão e consequentemente aumento no tempo de contato, possibilitando melhor 

eficácia do medicamento.  

Os resultados comprovaram a ação antifúngica dos componentes quando 

associados ao sistema precursor de cristal líquido em menores concentrações, quando 

comparados aos componentes isoladamente. Este fato se justifica pelo fato de que os 

cristais líquidos possuem afinidade para os lipídeos presentes da parede celular fúngica, 

podendo aumentar a interação entre os mesmos.1  Salmazi et al. 1 (2015) também 

desenvolveram e avaliaram o sistema precursor de cristal líquido, porém associado com 

a curcumina, sobre C. albicans e verificaram que o cristal apresentou dezesseis vezes 

maior eficiência no controle dos microrganismos (isolado padrão) e duas vezes (isolado 

clínico) comparado ao uso do medicamento sem a formulação. 

Além do SPCL, outra característica analisada nesse estudo foi o sinergismo dos 

componentes avaliados pelo ensaio do checkerboard. Esse teste permite a combinação de 

diferentes concentrações para verificar se ocorre interação positiva dos componentes 

avaliados, no qual seja significativamente maior do que quando utilizados 

individualmente24. Além de análises em culturas planctônicas, foram desenvolvidos 

biofilmes e, para diferenciação entre as células vivas e mortas, foi utilizado o teste de 

XTT que é um teste de quantificação baseado na atividade metabólica de microrganismos 

viáveis. Pode-se observar efeito sinérgico dos componentes, inclusive quando 

incorporados no SPCL, como também encontrados com outros óleos essenciais e 

nistatina. Rosato et al. 24 (2009) demonstraram efeito aditivo do TTO com nistatina, 

enquanto Castro et al. 25 (2015) observaram resultados com efeito sinérgico do timol e 

nistatina sobre espécies de Candida. 

Apesar da nistatina ser rotineiramente utilizada para tratamento de infecções 

fúngicas orais, há relatos de casos que comprovam efeito tóxicos quando utilizados em 

longo período de tempo. Além disso, o uso tópico da nistatina limita a permanência do 

medicamento no local, principalmente devido aos agentes flavorizantes adicionados, 
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aumentando o volume de saliva no local, diminuindo o tempo de permanência e 

consequentemente eficácia no tratamento 26. 

Embora os avanços na caracterização das propriedades antimicrobianas e anti-

inflamatória, poucos trabalhos têm sido feitos sobre a segurança e a toxicidade do 

terpinen-4-ol e do precursor de cristal liquido. A razão para o uso continuado do óleo é 

em grande parte devido ao uso aparentemente seguro do óleo por quase 80 anos. 

Evidências ao longo deste tempo sugerem que o uso tópico é seguro e que os eventos 

adversos são menores, auto-limitados, e pouco frequentes. Evidências mais concretas são 

escassas, e muita informação permanece fora do domínio público sob a forma de 

relatórios de trabalho patrocinado pelas empresas fabricantes 27. 

A citotoxicidade do terpinen-4-ol e a nistatina foi avaliada sobre células orais 

(queratinócitos) pelo teste de citometria de fluxo.  Resultados demonstraram que o SPCL 

não foi tóxico, além de diminuir a toxicidade dos componentes quando associados. Em 

relação ao terpinen-4ol, não foi citotóxico em curtos períodos de tempo. 

Estudos corroboram com estes resultados, como de Ramage et al. 28 (2012), o qual 

mostraram que o terpinen-4-ol utilizado sobre duas linhagens celulares distintas, 

fibroblastos e células epiteliais, com concentração 0.5 x CIM50, não apresentaram 

toxicidade. No estudo de Nogueira et al. 5 (2014), resultados mostraram que terpinen-4-

ol 0.059 e 0.0073% podem ser utilizados nos experimentos com macrófagos. Sardi et al.29 

(2016) avaliaram a toxicidade da nistatina sobre linhagem celular NOK, obtendo baixa 

toxicidade, sendo que 0.4 mg/L foi capaz de inibir 50% das células e que manteve mais 

de 80% da viabilidade celular em todas as concentrações testadas. Estudo de Ruhil et al. 

30 (2014) avaliaram o efeito citotóxico da nistatina pelo alamar blue em células de 

camundongos (CCL 131) mostrando que houve 50% de morte celular no intervalo 0.015 

– 0.062 mg/ml. Nosso estudo também demonstrou que o óleo interfere na adesão de 

Candida albicans sobre células orais, sugerindo possível efeito preventivo para esse tipo 

de infecção.  
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4 CONCLUSÃO 

Esse estudo demonstrou que o terpinen-4-ol isolado ou em combinação com a 

nistatina pode proporcionar uma aplicação clínica eficaz e quando associados ao sistema 

precursor de cristal líquido, induz melhor eficácia em menores concentrações, com 

controle dos microrganismos resistentes.  
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