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RESUMO 

 

Infecções fúngicas causadas por espécies do gênero Candida são responsáveis por altos 

índices de morbimortalidade em hospitais em todo mundo, afetando principalmente a 

população de imunocomprometidos. Dentre os fungos, Candida albicans é a espécie mais 

frequentemente isolada de amostras clínicas de lesões superficiais e sistêmicas. Este problema 

está associado ao aumento de resistência dos fungos patogênicos aos agentes utilizados no 

esquema terapêutico e ao número limitado de drogas para a cura dessas infecções. Dadas 

essas dificuldades, a busca por novos fármacos com atividade antifúngica tornou-se cada vez 

mais importante. Nesse sentido, os produtos naturais são conhecidos por serem fontes 

potenciais de fármacos antimicrobianos sendo ainda poucos explorados. A associação entre 

fármacos usualmente utilizados na prática clínica com outras substâncias pode ter entre outras 

vantagens a redução de efeitos adversos de medicamentos considerados tóxicos. Por esta 

razão, este projeto teve como objetivos estudar a atividade antifúngica do citronelal 

isoladamente e em associação com a anfotericina B ou com o cetoconazol. A Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) do citronelal, anfotericina B e cetoconazol frente a cepas de Candida 

albicans foram avaliadas pela técnica da microdiluição, sendo ainda realizada a Concentração 

Fungicida Mínima (CFM) do citronelal contra as mesmas cepas. As CIMs variaram entre 250 

e 500 μg/mL, enquanto as CFMs foram entre 250 e 2000 μg/mL. Através da metodologia 

checkerboard foi determinado o efeito da combinação do citronelal com a anfotericina B ou 

com o cetoconazol. Este estudo demostrou que a associação do citronelal com o cetoconazol 

mostrou-se aditivo contra uma cepa de C. albicans e indiferente para outra cepa. Enquanto 

que a atividade combinada do citronelal com a anfotericina B demonstrou efeito indiferente 

para todas as cepas ensaiadas. Em nenhuma das associações foi encontrada efeito antagônico. 

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, pode-se observar que o citronelal apresentou 

boa atividade anti-Candida albicans e que foi capaz de reduzir as CIMs dos antifúngicos em 

combinação. Essas informações servem de apoio para novas investigações de combinações 

com outros antifúngicos a fim de encontrar interações sinérgicas. 

 
Palavras-chave: Candida albicans, antifúngicos, citronelal, checkerboard. 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Fungal infections caused by species of the genus Candida are responsible for high rates of 

morbidity and mortality in hospitals around the world, affecting mainly the population of 

immunocompromised. Candida albicans is the most frequently isolated species of superficial 

and systemic injuries. This problem is associated with increased resistance of pathogenic 

fungi to agents used in the treatment regimen and the limited number of drugs for curing such 

infections. Given these difficulties, the search for new drugs with activity antifungal has 

become increasingly important. In this sense, natural products are known to be potential 

sources of antimicrobial drugs are still few explored. The association of drugs commonly used 

in clinical practice with other substances may have other advantages from reduction of the 

adverse effects of toxic drugs considered. For this reason, the present work aimed to study the 

antimicrobial activity of citronellal alone and in combination with amphotericin B or 

ketoconazole. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of citronellal, amphotericin B 

and ketoconazole against strains of Candida albicans was evaluated by microdilution method, 

and even made the minimal fungicidal concentration (MFC) of citronellal against these 

strains.  The MIC ranged between 250 and 500 μg/mL, while the MFCs were between 250 

and 2000 μg/mL. The effect of citronellal combination with amphotericin B and ketoconazole 

were evaluated by the checkerboard method. The results showed that the combination of 

ketoconazole with citronellal showed additive effects against a strain of C. albicans and 

indifferent to another strain. While the combined activity of citronellal with amphotericin B 

showed indifferent effect for all the strains tested. In none of the associations was found 

antagonistic effect. According to the data obtained in this work can be seen that the citronellal 

showed good activity against C. albicans and has been able to reduce the MICs of antifungal 

agents in combination. These results provide support for further investigation of combinations 

with other antifungals in order to find synergistic interactions. 

 

Keywords: Candida albicans, antifungal, citronellal, checkerboard. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A incidência e prevalência de infecções invasivas causadas por fungos têm aumentado 

nas últimas décadas, especialmente nas grandes populações de doentes imunocomprometidos. 

As espécies do gênero Candida são as causas mais comuns desse tipo de infecção. Estas 

leveduras são comensais em humanos saudáveis, mais podem tornar-se patogênicas quando 

ocorrem alterações nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de 

barreiras anatômicas secundariamente a queimadura ou procedimentos médicos invasivos 

(COLOMBO; GUIMARÃES, 2003; ACHKAR; FRIES, 2010; SARDI et al., 2013). 

O número de drogas antifúngicas disponíveis para o tratamento de infecções causadas 

por esses microrganismos ainda é bastante limitado, principalmente em comparação com o 

número de drogas antibacterianas. Os principais grupos de agentes antifúngicos com ação 

sobre espécies de Candida são representados pelos derivados azólicos e os antibióticos 

poliênicos, sendo a anfotericina B recomendada para as formas mais graves de infecções, no 

entanto, seu uso está bastante relacionado a problemas de nefrotoxicidade. Além do mais, a 

extensa exposição dos microrganismos às drogas tem aumentado o processo de resistência, 

constituindo um sério problema na terapêutica das infecções fúngicas (BERGOLD; 

GEORGIADIS, 2004; JOHNSON; PERFECT, 2010). 

 Com isso a busca por novas drogas e agentes mais eficazes para combater esse tipo de 

infecções vem se intensificando, e a associação entre agentes antimicrobianos é uma 

estratégia bastante estudada e tem como benefício a ampliação dos espectros de ação das 

drogas combinadas, a prevenção de resistência, a redução de dose e consequentemente a 

diminuição dos riscos de toxicidade das drogas utilizadas isoladamente, o que é 

essencialmente importante para medicamentos como a anfotericina B (VAZQUEZ, 2008; 

JOHNSON; PERFECT, 2010). Os produtos de origens naturais são modelos atraentes para 

esse fim, pois muitas plantas são geralmente usadas na medicina popular como agentes 

antimicrobianos, na forma de óleos essências e extratos (COWEN; ANDERSON; KOHN, 

2002; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004).  

A partir disso, busca-se através desse trabalho estudar a atividade antifúngica do 

citronelal quando associado com a anfotericina B ou com o cetoconazol. As atividades de 

cada droga foram determinadas através da técnica de microdiluição por checkerboard, um 

método de diluição em caldo que visa determinar a concentração inibitória mínima (CIM) de 

cada composto em combinação um com o outro. Além disso, foram determinadas as CIMs do 
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citronelal, cetoconazol e anfotericina B contra as cepas de Candida albicans e avaliada a 

Concentração Fungicida Mínima (CFM) do citronelal frente ao mesmo fungo. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Os fungos são organismos eucariontes, heterotróficos, unicelulares ou multicelulares 

que estão amplamente distribuídos na natureza, onde são encontrados em vários habitats. 

Estes microrganismos diferem de outros seres eucariotos por possuírem uma parede celular 

rígida constituída principalmente de glicano e quitina (ÁLVARES; SVIDZINSKI; 

CONSOLARO, 2007; PFALLER et al., 2009). A membrana plasmática dos fungos também 

difere das membranas animais por apresentar o ergosterol, ao invés de colesterol, como 

principal esterol. Este esteroide é responsável por inúmeras propriedades físicas importantes 

das membranas, tais como estrutura, permeabilidade e modulação da fluidez (LOGUERCIO-

LEITE et al., 2006; ÁLVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007). De acordo com sua 

morfologia, os fungos podem ser classificados em filamentosos, leveduras e dimórficos. Os 

primeiros são formados por longos filamentos de células conectadas denominados de hifas. 

Enquanto que as leveduras são caracteristicamente esféricas ou ovais, reproduzem-se por 

brotamento e formam colônias pastosas ou cremosas. Deste grupo fazem parte os 

representantes do gênero Candida (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005). Os fungos 

dimórficos são aqueles que se apresentam sob ambas as formas, ou seja, exibem forma de 

crescimento uni e multicelular segundo as condições ambientais.  Quando incubadas a uma 

temperatura de 25 a 30ºC, os fungos apresentam a forma filamentosa e quando cultivados de 

35 a 37ºC, apresentam a forma de levedura. (ANVISA, 2004; WINN et al., 2008). 

Segundo a classificação taxonômica, o gênero Candida pertence ao reino Fungi, 

divisão Eumycota, classe Blastomycetes e família Cryptococcacea (GIOLO; SVIDZINSKI, 

2010). Este gênero engloba mais de 150 espécies, dentre estas, a Candida albicans, Candida 

glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis e Candida tropicalis são os principais 

representantes de interesse clínico por serem importantes agentes etiológicos de infecção 

humana. Mais de 90% das infecções invasivas por fungos são causadas por essas espécies 

(SARDI et al., 2013).  

As espécies do gênero Candida residem como comensais, fazendo parte da microbiota 

normal da cavidade oral, do trato grastrointestinal, da vagina, da uretra e dos pulmões de 

indivíduos sadios (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). Entretanto, quando ocorre ruptura 

desse equilíbrio com o hospedeiro ou o sistema imune deste encontra-se comprometido, essas 

leveduras podem tornar-se patogênicas (MIOTTO et al., 2004; MONGE et al., 2006;  

GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).  
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Dentre as espécies de Candida spp, a C. albicans é considerada a principal levedura 

patogênica oportunista por ser a espécie mais frequentemente isolada em humanos. 

(ACHKAR; FRIES, 2010). Este fungo apresenta-se sob várias formas, que são chamadas de 

variações adaptativas, sendo as formas de leveduras associada à colonização assintomática, 

enquanto que as formas filamentosas são observadas em processos patogênicos (MONGE et 

al., 2006). A mudança na morfologia de fase leveduriforme para filamentosa pode ser 

induzida por uma variedade de condições ambientais, como variação de temperatura e de pH. 

A capacidade de formar tubos germinativos por essa espécie contribui para sua virulência 

(ÁLVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; BARBEDO; SGARBI, 2010). Além 

disso, sob condições impróprias de crescimento, esse fungo pode desenvolver 

clamidoconídios, estruturas de resistência, constituídos de reservas nutritivas e membrana 

espessa que permitem resistir aos fatores externos, ou seja, o fungo tem a capacidade de 

adaptar-se a diferentes nichos biológicos, podendo ser considerado, um organismo 

―pleomórfico‖ (ÁLVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007; BARBEDO; SGARBI, 

2010). 

A patogenicidade da C. albicans é atribuída aos diversos fatores de virulência que lhes 

permitem disseminar-se e colonizar uma variedade de tecidos (SARDI et al., 2013). Entre os 

fatores encontram-se os mecanismos específicos e inespecíficos de adesão a substratos inertes 

e biológicos, pleomorfismo, mudança fenotípica, formação de biofilme, produção de toxinas e 

enzimas extracelulares hidrolíticas, tais como proteases, fosfolipases e hemolisina e evasão da 

resposta imune do hospedeiro (SAMARANAYAKE et al., 2005; FISHER, 2011). 

As infecções nosocomiais também chamadas de infecções hospitalares constituem um 

problema crescente de saúde pública em muitos países, elevando o tempo de internação e 

consequentemente o aumento dos custos de hospitalização, além de contribuir para altas taxas 

de morbimortalidade em hospitais de todo o mundo (MALUCHE; SANTOS, 2008). Segundo 

Demitto et al., (2012) e Kaur et al., (2014), as leveduras do gênero Candida são responsáveis 

por 80% das infecções hospitalares por fungo e a C. albicans encontra-se como o principal 

patógeno responsável por esse tipo de infecção. 

 Tais infecções envolvem um espectro amplo de doenças superficiais e invasivas que 

acometem pacientes expostos aos vários fatores de risco, como a imunossupressão por várias 

causas, uso de antibióticos de largo espectro, queimaduras, cirurgias extensas e corticoterapia 

(RICHARDSON, 2005). A utilização prolongada de cateteres juntamente com a 

antibioticoterapia, também pode facilitar a multiplicação de leveduras no trato gastrointestinal 
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ou na pele, facilitando a disseminação do fungo para a corrente sanguínea, provocando um 

processo grave denominado de candidemia (FENNER et al., 2006; MALUCHE; SANTOS, 

2008). De acordo com Giolo e Svidzinski (2010), a mortalidade atribuída direta ou 

indiretamente a candidemia é de 40% a 60%.  

Os principais agentes antifúngicos disponíveis para o tratamento das infecções 

fúngicas são representados pelos antibióticos poliênicos, como a anfotericina B e a nistatina, e 

pelos derivados azólicos, como cetoconazol, itraconazol e fluconazol (Figura 1) (RIBEIRO et 

al., 2004). Dentre estes, a anfotericina B é considerada a mais efetiva contra as espécies de 

Candida principalmente nos casos de infecções invasivas, porém seu uso está associado a 

efeitos adversos significantes (ODDS, 2003; BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; RIBEIRO et 

al., 2004). 

 

Figura 1. Estrutura química do fluconazol (1), cetoconazol (2), itraconazol (3), 

anfotericina B (4) e nistatina (5) 

                                      Fonte: ODDS; BROWN; GOW (2003) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Odds%20FC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12823944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brown%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12823944
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A Anfotericina B é um antibiótico poliênico produzido naturalmente pelo 

Streptomyces nodosus, bactéria que habita os solos (FILIPPIN; SOUZA, 2006). O espectro de 

ação da Anfotericina B é bastante amplo, incluindo quase todas as espécies de Candida, 

algumas espécies de Aspergillus spp, Cryptococcus neoformans entre outros fungos (MELO, 

DUARTE, SOARES, 2012). Pode assumir ação fungicida ou fungistática, dependendo da sua 

concentração e da sensibilidade ou resistência do microrganismo. Seu mecanismo de ação 

ocorre pela ligação ao ergosterol, principal componente da membrana celular fúngica. Essa 

interação com a membrana promove a formação de poros que permitem o extravasamento de 

substâncias intracelulares como íons e metabólitos, levando à morte celular. Além disso, a 

morte celular da C. albicans é também atribuída ao dano oxidativo provocado por esse 

poliênico (GHANNOUM, RICE, 1999; ODDS, BROWN, GOW, 2003; ODDS, 2003; 

BERGOLD; GEORGIADIS, 2004; RIBEIRO et al., 2004). 

A semelhança estrutural do colesterol ao ergosterol (Figura 2) explica em, grande 

parte, os muitos efeitos colaterais agudos e crônicos da anfotericina B descritos após a 

administração em pacientes (COWEN; ANDERSON; KOHN 2002; CARRILLO-MUÑOZ et 

al., 2006). Entre os efeitos decorrentes da toxicidade da droga encontram-se anemia, 

leucopenia, trombocitopenia e nefrotoxicidade (FILIPPIN; SOUZA, 2006; JOHNSON; 

PERFECT, 2010; BANERJEE; BURKARD; PANEPINTO, 2014). Este último representa um 

grande problema na utilização do fármaco, devido sua alta incidência e morbidade 

(LANIARDO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009).  Estes danos são justificados pelo 

mecanismo de ação da molécula que apresenta certa afinidade com o colesterol, um 

constituinte da membrana celular dos mamíferos (ODDS; BROWN; GOW, 2003). 

 

 

Figura 2. Estrutura química do colesterol e do ergosterol 

                              Fonte: SAMPAIO-SANTOS; KAPLAN (1997) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burkard%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24498052
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Enquanto isso, os antifúngicos azólicos causam menos reações adversas que a 

anfotericina B, mas são menos potentes que a mesma. Além do mais, o uso excessivo desses 

medicamentos levou ao aparecimento de resistência em espécies suscetíveis, apresentando 

ainda a desvantagem da resistência cruzada (NOBRE et al., 2002; BERGOLD; 

GEORGIADIS, 2004; SUN et al., 2009). 

O tratamento das infecções fúngicas tem-se tornado cada vez mais difícil, devido ao 

aumento crescente da resistência dos microrganismos às drogas antifúngicas (FENNER et al., 

2006). Alguns compostos azólicos como fluconazol e itraconazol tem tido sua eficácia clínica 

diminuída em decorrência do desenvolvimento de resistência secundária por espécies do 

gênero Candida. A resistência a estas drogas está relacionada a mecanismos moleculares que 

incluem bombas de efluxo, mutação da enzima-alvo do medicamento e alteração de outras 

enzimas na mesma via biossintética. Além de outros fatores como o uso amplo e prolongado 

desses medicamentos na prática médica hospitalar e na comunidade (COWEN; ANDERSON; 

KHON, 2002; SARDI et al., 2013). 

Diante das limitações para o uso dos fármacos comerciais, como a evidência de 

resistência microbiana, alto custo e ocorrências de efeitos indesejáveis, algumas substâncias 

de origem natural têm sido apontadas como possibilidades de tratamento.  

Ao longo dos anos, os produtos de origem vegetal tornaram-se as bases para o 

tratamento de diferentes doenças. De acordo com Araújo (2009), o uso de plantas como fonte 

de medicamentos é predominante em vários países em desenvolvimento como uma solução 

alternativa para problemas de saúde e está bem estabelecido em algumas culturas e tradições. 

Entre as principais estratégias utilizadas na busca de novos fármacos está a informação de 

como as plantas são utilizadas por diferentes grupos étnicos (RATES, 2001). 

Na pesquisa de produtos naturais, os óleos essenciais assumem uma posição de 

destaque entre os compostos mais estudados dadas suas propriedades singulares. Diversos 

estudos têm comprovado o efeito de compostos extraídos de óleos essenciais de plantas que 

atuam como fungicidas naturais e um número significativo destes constituintes tem se 

mostrado eficaz (SEIXAS, 2011). Os óleos essenciais são considerados um dos grupos mais 

promissores de compostos naturais para o desenvolvimento de agentes antifúngicos mais 

seguros (SHIN; LIM, 2004; OLIVEIRA, M., 2011).  

Os óleos essenciais constituem uma mistura complexa de compostos voláteis extraídos 

de plantas aromáticas, nas quais são produzidos como consequência do metabolismo 

secundário. Na natureza, esses compostos desempenham um importante papel na proteção dos 
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vegetais, atuando como agentes antibacterianos, antifúngicos, favorecendo a dispersão do 

pólen e sementes e repelindo insetos indesejáveis. Devido a essas propriedades, os óleos 

essenciais são largamente empregados pela indústria farmacêutica (BAKKALI et al., 2008; 

HONG-WEI et al., 2014). 

Dada a sua composição complexa, os óleos essenciais demonstram uma variedade de 

ações farmacológicas, tornando-os potenciais fontes para o desenvolvimento de novas drogas. 

Entre os vários componentes químicos presentes nesses óleos destacam-se os terpenos e 

fenilpropanóides (BAKKALI et al., 2008). Os terpenos são representados principalmente 

pelos sesquiterpenos e monoterpenos. Estes últimos compõem cerca de 90% dos óleos 

essenciais, são altamente hidrofóbicos e tem sua atividade biológica relacionada a interações 

com a membrana dos microrganismos (BAKKALI et al., 2008). 

O Cymbopogon winterianus, mais conhecido como citronela de Java é largamente 

cultivada nas regiões tropicais do planeta por suas propriedades aromáticas (Figura 3). Esta 

planta possui o citronelal, geraniol e o citronelol como principais constituintes do seu óleo 

essencial com 34,0 a 58,7 %, 14,6 a 29, 0% e 10,0 a 18,8% respectivamente (ROCHA; 

MING; MARQUES, 2000; GANJEWALA, 2009).  Estes, por sua vez, já têm reconhecida sua 

capacidade de inibir o crescimento fúngico, o que os tornam interessantes alvos de pesquisa, 

vista a incidência de patógenos cada vez mais resistentes às drogas sintéticas disponíveis 

(BARBOSA, 2011). 

 

 

Figura 3. Cymbopogon winterianus Jowitt 

Fonte: http://www.jeyexports.com/herbal.html 
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Na literatura encontram-se vários estudos sobre a atividade antifúngica de extratos de 

plantas, óleos essenciais e seus componentes químicos contra cepas de fungos de vários 

gêneros. O citronelal, por exemplo, já foi testado em M. gypseum, Sporothrix schenckii e 

Aspergillus Níger (FRIAS; KOZUSNY-ANDREANI, 2009). Neste trabalho, o citronelal teve 

sua atividade antifúngica avaliada sobre cepas de C. albicans. 

O citronelal é um monoterpeno de função aldeídica (Figura 4) com elevada atividade 

antimicrobiana, principalmente contra espécies de fungos como as leveduras (SEIXAS, 2011). 

De acordo com Garcia et al. (2008) a atividade do citronelal está relacionada com a 

granulação do citoplasma, ruptura da membrana citoplasmática e inativação ou  inibição da 

síntese de enzimas intracelulares e extracelulares. É um composto amplamente utilizado pela 

indústria para diversos fins e como material básico para a síntese de importantes compostos 

químicos denominados iononas e para a síntese de vitamina A (CASTRO et al., 2010).   

 

 

Figura 4. Estrutura química do citronelal 

                                           Fonte: GANJEWALA (2009) 

Devido ao aparecimento de microrganismos patógenos menos sensíveis aos 

medicamentos atualmente disponíveis, a busca por novos agentes antimicrobianos tornou-se 

cada vez mais necessária. Entre as alternativas de tratamento de agentes refratários encontra-

se a combinação de compostos atuais com novos compostos de atividade antifúngica. Esta 

estratégia busca promover uma maior eficácia no tratamento, permitindo a utilização de doses 

menores de cada droga (DRAGO et al., 2007; CUENCA-ESTRELLA, 2004).  

A Sociedade Brasileira de Infectologia define combinação terapêutica como aquela em 

que dois antimicrobianos são utilizados para a cobertura do mesmo patógeno, no intuito de se 

melhorar a eficácia clínica, seja ela através da potencialização do efeito antimicrobiano 

(sinergismo) seja pela prevenção de surgimento de resistência durante o tratamento. 
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Geralmente, a atividade antifúngica dos óleos essenciais e de seus componentes é 

considerada leve em comparação com as substâncias sintéticas comumente utilizadas na 

terapia antifúngica. Este fator justifica a combinação desses produtos naturais com 

antifúngicos usados na prática clínica para observar possíveis efeitos sinérgicos (SHIN; LIM, 

2004).   

Estudos apontam experiência clínica com terapia combinada bem sucedida de 

antifúngicos para o tratamento de Cryptococcus, na qual foi usado a anfotericina B acrescida 

de flucitosina, demonstrando ainda que uso da flucitosina sozinha resultou no rápido aumento 

de resistência durante a terapia contra infecção por Candida e Cryptococcus (OSTROSKY-

ZEICHNER, 2008; KIBBLER, 2012). 

A combinação de dois agentes diferentes amplia o espectro de atividade por meio dos 

diferentes mecanismos de ação que cada droga exerce o que é interessante, especialmente, no 

início da terapia uma vez que o número elevado de microrganismo dificulta a taxa de mutação 

que possa levar à seleção de organismos resistentes.  A anfotericina B, por exemplo, aumenta 

a permeabilidade da membrana celular fúngica, facilitando a penetração da flucitosina e 

permitindo níveis intracelulares mais elevados deste fármaco. Isso proporcionará um efeito 

terapêutico positivo nos casos de infecção causada por espécie considerada menos susceptível 

a esse composto (KIBBLER, 2012).  

Dentre outras combinações já documentadas, estão os derivados azólicos com 

poliênicos ou com a flucitosina, bem como equinocandinas com azólicos ou poliênicos. 

Muitos desses estudos têm apresentado interação in vitro frente às diversas espécies de fungos 

como Aspergillus spp, Candida spp, Cryptococcus neoformans (OSTROSKY-ZEICHNER, 

2008; VAZQUEZ, 2008). 

Entre os benefícios potenciais oferecidos pela combinação de antimicrobianos estão a 

redução de doses dos medicamentos individuais o que pode minimizar a toxicidade, o 

aumento da potência e do espectro de atividade, a prevenção do surgimento de resistência 

fúngica e redução da duração da terapia (CHATURVEDI et al., 2011; KIBBLER, 2012). De 

modo geral, seu principal objetivo é melhorar as respostas das substâncias envolvidas na 

associação e reduzir a mortalidade de pessoas por infecções fúngicas (KIBBLER, 2012). 

Existem vários modelos experimentais que mensuram os efeitos de combinação entre 

drogas. Uma das formas mais conhecidas é o teste de checkerboard, que utiliza tubos ou 

placas de microdiluição para testar dois agentes antifúngicos em concentrações diferentes, as 

diluições variam acima e abaixo da CIM para o fungo a ser testado. Os dados obtidos são 
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interpretados através da determinação do índice de Concentração Inibitória Fracionada- ICIF, 

que consiste na concentração mais baixa de cada droga capaz de inibir o crescimento 

microbiano (ODDS, 2003; YAN et al., 2012). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL: 

 

Estudar a atividade antifúngica do citronelal quando associado com a anfotericina B 

ou com o cetoconazol. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

a) Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) do citronelal frente a cepas de 

Candida albicans. 

b) Avaliar a Concentração Fungicida Mínima (CFM) do citronelal contra estas cepas. 

c) Determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) da anfotericina B e do 

cetoconazol contra cepas de Candida albicans. 

d)  Verificar o efeito da associação do citronelal quando combinado com a anfotericina B 

ou com o cetoconazol. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 LOCAL 

Os estudos de investigação da atividade antifúngica foram desenvolvidos nos 

Laboratórios de Bioquímica e Microbiologia do Centro de Educação e Saúde da Universidade 

Federal de Campina Grande, Cuité-PB.  

4.2 MEIOS DE CULTURA 

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliação da atividade antifúngica 

foram o meio sólido ASD (Agar Sabouraud Dextrose) e o meio líquido caldo Sabouraud 

dextrose (CSD), adquiridos da Difco®  preparados de acordo com as instruções do fabricante.  

4.3 MICRORGANISMOS 

Para os ensaios de atividade antifúngica foram selecionadas um total de 05 cepas de 

Candida albicans: ATCC 40042, ICB-12, LM-410, LM-393 e LM-178 cedidas pelo 

Laboratório de Micologia da Universidade Federal da Paraíba. Todas elas foram mantidas em 

tubos de ensaio contendo ASD inclinado sob refrigeração (4°C). 

4.4 ANTIFÚNGICOS 

Foram utilizados a anfotericina B e o cetoconazol. As soluções dos antifúngicos foram 

preparadas somente no momento da execução dos testes, dissolvendo-os em água destilada 

estéril na presença de dimetilsulfóxido (DMSO) e solubilizando-os com o auxilio do vórtex. 

4.5 PREPARAÇÃO DA EMULSÃO DA SUBSTÂNCIA TESTE 

A emulsão com o citronelal foi preparada no momento da execução dos testes, 

dissolvendo em água destilada estéril na presença de Tween® 80 (polissorbato) e 

solubilizando com o auxilio do vórtex. O citronelal foi testado em concentrações entre 2000 

μg/mL e 1,95 μg/mL. 

4.6 PREPARAÇÃO DO INÓCULO 

As cepas de C. albicans foram cultivadas em meio ASD inclinado a 37ºC por 24-48 

horas. As suspensões dos microrganismos foram preparadas em tubos contendo salina estéril 
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(NaCl a 0,9%). Em seguida, essas suspensões foram agitadas por 2 minutos com auxílio do 

aparelho vórtex. Após agitação, cada suspensão teve sua turbidez comparada e ajustada 

àquela apresentada pela escala 0,5 de McFarland que corresponde a um inóculo de 

aproximadamente 1-5 x106 unidades formadoras de colônias/mL - UFC/mL (Figura 5) 

(CLEELAND; SQUIRES, 1991). 

 

Figura 5. Esquema ilustrativo de como foi preparado o inóculo 

                                            Fonte: Elaborada pela autora 

4.7 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA-CIM 

As CIMs do cetoconazol, anfotericina B e citronelal foram determinadas através da 

técnica de microdiluição e conduzidas de acordo com as normas propostas pelo CLSI (2008) 

(Clinical and Laboratory Standards Institute), documento M27-A3, com algumas 

modificações.  A determinação da CIM de cada composto foi determinada em microplacas de 

96 cavidades e CSD como meio de cultura, as substâncias foram diluídas seriadamente 1:2 

para obtenção de concentrações entre 2.000 a 1,95 μg/mL. Os experimentos foram conduzidos 

com aproximadamente 1-5 x105 unidades formadoras de colônias/mL. A última coluna da 

placa foi utilizada para o controle negativo (apenas CSD) e controle positivo do experimento 

(CSD e o microrganismo) (Figura 6). Todos os testes foram realizados em triplicata.  
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As placas de microdiluição foram incubadas a 37°C e a leitura foi feita após 24 horas, 

observando presença ou ausência de crescimento visível.  A CIM foi considerada a menor 

concentração da substância testada que inibiu o crescimento do microrganismo. 

 

Figura 6. Esquema ilustrativo de como foi realizado a CIM 

Fonte: Elaborada pela autora 

4.8 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO FUNGICIDA MÍNIMA-CFM 

A determinação da Concentração Fungicida Mínima foi realizada em placa de Petri 

contendo ASD. Uma alíquota de 10 µL do conteúdo de cada uma das cavidades da placa de 

microdiluição que representam as 4 menores concentrções onde não houve crescimento do 

microrganismo foi semeada em uma placa de Petri (Figura 7). Após 24-48 horas de incubação 

a 37°C, foi verificado o crescimento de colônias nas respectivas concentrações. A CFM 

correspondeu a menor concentração da droga que reduziu > 99,9% de células (KLEPSER et 

al., 1998; ERNST et al., 1999). 



27 
 

 
 

 

Figura 7. Esquema ilustrativo de como foi realizado a CFM 

Fonte: Elaborada pela autora 

4.9 MÉTODO CHECKERBOARD  

Após a definição da CIM de cada droga antifúngica e do citronelal foram realizadas as 

combinações. O estudo de associação entre o cetoconazol e citronelal foi conduzido 

utilizando-se a técnica de microdiluição por checkerboard. Inicialmente, foram preparadas 

diluições do cetoconazol e do citronelal em sete concentrações diferentes CIMx8, CIMx4, 

CIMx2, CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8 (Figura 8). Em seguida, 100 µL do CSD foram 

distribuídos nos poços da placa de microdiluição de 96 cavidades. Depois 50 µL do 

antifúngico em diversas concentrações (CIM/8, CIM/4, CIM/2, CIM, CIM×2, CIM×4 e 

CIM×8) foram adicionados no sentido vertical (ex.: cetoconazol) e 50 µL do citronelal 

também em diferentes concentrações foram adicionados no sentido horizontal da microplaca. 

Desta maneira, as diversas concentrações do citronelal foram testadas na presença de várias 

concentrações do cetoconazol. Por último, foram acrescentados 20 µL do inóculo das cepas 

ICB-12 e ATCC 76615, previamente ajustadas de acordo com a escala 0,5 de McFarland. O 

mesmo procedimento foi realizado para associação da anfotericina B e citronelal. Todos os 

testes foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas a 37°C e a leitura foi feita 

após 24 - 48 horas para observar a presença ou ausência do crescimento fúngico (Figura 9).  

O Índice da Concentração Inibitória Fracional (ICIF) foi calculada de acordo com a 

equação A/CIMA + B/CIMB = CIFA + CIFB = ICIF, onde A e B são as CIMs da droga A e 
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B em combinação respectivamente; CIMA e CIMB representam as CIMs das drogas A e B 

sozinhas; CIFA e CIFB são as Concentrações Inibitórias Fracionais das drogas A e B, 

respectivamente. O ICIF foi interpretado da seguinte forma: ≤ 0.5 sinergismo, > 0.5 e ≤ 1.0 

aditismo, > 1.0 e < 4.0 representa indiferença e ≥ 4.0 ocorre antagonismo (CHIN; 

WEITZMAN; DELLA-LATTA, 1997). 

 

Figura 8. Esquema ilustrativo de como foram preparadas as diluições dos antifúngicos e 
do citronelal 

Fonte: Elaborada pela autora 

 

Figura 9. Esquema ilustrativo de como foi realizado o checkerboard. 

Fonte: Elaborada pela autora 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) E DA 

CONCENTRAÇÃO FUNGICIDA MÍNIMA (CFM) DO CITRONELAL 

Foram determinadas as concentrações inibitórias mínimas do citronelal frente a quatro 

cepas de isolados clínicos ICB-12, LM-393, LM-410, LM-178 e frente a uma cepa padrão 

ATCC-76615. Conforme mostram os resultados da Tabela 1, nota-se que o citronelal 

apresentou inibição a todos os microrganismos ensaiados, sendo a maioria deles sensível à 

concentração de 250 μg/mL, ao passo que a ICB-12 e ATCC-76615 demonstraram uma maior 

resistência com inibição do crescimento à concentração de 500 µg/mL. 

Quanto aos valores das CFMs, observou-se que o citronelal apresentou atividade 

fungicida para as cepas LM-393, LM-410 e LM-178 na concentração 250 μg/mL, ou seja, 

esse valor coincidiu com aqueles encontrados para as CIMs com as mesmas estirpes. No 

entanto, os resultados obtidos para a ICB-12 e ATCC-76615 indicaram que a concentração 

capaz de matar 99,9% das células fúngicas (CFM) é quatro vezes maior do que as CIMs 

encontradas para essas cepas, como ilustrado na Tabela 1. 

É importante enfatizar que nos controles positivos, apenas com o CSD e o 

microrganismo, houve crescimento das cepas estudadas, mostrando a viabilidade do 

experimento. 

 
Tabela 1 - Resultados das CIMs do cetoconazol e anfotericina B e as CIMs e CFMs do 

citronelal frente às cepas estudadas 

 Cetoconazol 
(µg/mL) 

 Anfotericina B 
(µg/mL) 

 Citronelal  
(μg/mL) 

Cepas CIM  CIM  CIM CFM 

ICB-12 64  0,03125  500 2000 
ATCC 76615 8  0,125  500 2000 

LM-393 250  0,25  250 250 
LM-410 31,25  0,25  250 250 
LM-178 250  0,5  250 250 

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014 

De acordo com Sartoratto et al., (2004) as CIMs com 50 e 500 μg/mL são 

consideradas uma forte atividade antimicrobiana, com CIMs entre 600 e 1500 μg/mL 

atividade moderada e CIMs acima de 1500 μg/mL são considerada atividade fraca. Portanto, 
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pode-se considerar que o citronelal possui forte atividade anti-Candida albicans, visto que a 

CIM variou de 250 a 500 μg/mL 

Resultados apresentados por Toscan (2010), demonstraram CIM mais baixa do 

citronelal contra cepa de C. albicans com média de 4,78 a 0,23 µg/mL. Do mesmo modo Zore 

et al., (2011) estudaram a atividade anti-Candida albicans do citronelal e tiveram bons 

resultados de CIM.  

Diversos estudos apontam atividade antimicrobiana do citronelal contra várias 

espécies de fungos, incluindo fungos filamentosos. A literatura relata, por exemplo, inibição 

marcada de proliferação de micélio causada por citronelal em trabalho realizado por Garcia et 

al., (2008) que encontraram atividade para os fungos Colletotrichum musae, Colletotrichum 

gloeosporioides. Também Seixas (2011) obteve ótimos resultados em ensaios realizados com 

esse composto, no qual foi observado 100% de inibição do crescimento micelial do fungo 

Fusarium subglutinans. 

Além disso, diferentes óleos essenciais demonstram significativas atividades 

antifúngicas como é o caso do óleo essencial do Cymbopogon winterianus e Cymbopogon 

nardus que possui o citronelal como constituinte majoritário (CASTRO et al., 2010; 

OLIVEIRA , W. et al., 2011). Como demonstrado por Cavalcante, Almeida e Padilha (2011) o 

óleo essencial do Cymbopogon winterianus (citronela) foi efetivo contra espécies de gênero 

Candida. 

Devkatte, Zore, e Karuppayil (2005) determinaram a CIM e CFM de diferentes óleos 

essenciais contra C. albicans, inclusive do óleo da citronela e encontraram valores de CFM 

superiores ou iguais a CIM, assim como o presente estudo. Shin e Lim (2004) também 

avaliaram a CIM e CFM de diferentes óleos e dos componentes citronelol e geraniol sobre 6 

cepas de Trichophyton spp e acharam CFMs mais elevadas do que as CIMs. Ainda de acordo 

com os mesmos autores muitas substâncias de origem natural apresentam apenas atividade 

fungistática, necessitando de concentrações mais elevadas para atingir sua atividade 

fungicida. 

O citronelal também é ativo contra algumas espécies de bactérias como é o caso da 

Propionibacterium acnes que teve seu crescimento inibido em estudo feito por Khunkitti et 

al., (2010), os quais determinaram a CIM e a Concentração Bactericida Mínima (CBM) da 

substância, obtendo CIMs entre 3,12 a 6,25 μg/ml, além de efeito bactericida.     

Os resultados deste trabalho corroboram com de outros autores, no que diz respeito à 

eficácia do composto em inibir o crescimento fúngico. Há muito tempo os produtos naturais 
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vem sendo utilizados para o tratamento de enfermidades. A história de utilização de plantas 

medicinais é tão antiga quanto à história da humanidade (MORAIS-BRAGA et al., 2013).  O 

interesse por esses produtos vem aumentado nos últimos anos (RATES, 2001). Pesquisadores 

do mundo todo baseados no uso etnofarmacológico das plantas tem buscado novos compostos 

com propriedades antifúngicas, tendo em vista o aumento da resistência fúngica às drogas 

antimicrobianas convencionais (ZAGO et al., 2009; ALMEIDA et al., 2012; LOBO et al., 

2013). 

Muito se tem estudado a inibição de C. albicans por extratos, óleos essenciais e 

substâncias isoladas de plantas com o objetivo de identificar substâncias que tenham melhor 

desempenho sobre tais microrganismos (CAVALCANTE; ALMEIDA; PADILHA, 2011). 

Os óleos essenciais são os mais investigados em consequência do seu menor custo e 

menor resistência microbiana (SEIXAS et al., 2011). É possível que os óleos essenciais atuem 

na parede celular fúngica, causando extravasamento do conteúdo celular. A característica 

lipossolúvel dos óleos e de seus constituintes permite a interação com estruturas celulares que 

também tem uma constituição lipídica levando ao aumento da permeabilidade da membrana e 

consequente morte celular (CASTRO; LIMA, 2010). Muitos estudos são necessários para 

elucidar com clareza o mecanismo de ação desses produtos.  

Uma grande dificuldade enfrentada em investigar a atividade in vitro de produtos 

naturais está na falta de padronização dos testes de susceptibilidade antimicrobiana, o que 

torna difícil a comparação dos resultados obtidos (HOOD; WILKINSON; CAVANAGH, 

2003).  

Diferentes metodologias têm sido empregadas para verificar a atividade in vitro de 

óleos essenciais e seus componentes como a difusão em disco, diluição em ágar e 

microdiluição em caldo para determinação da concentração inibitória mínima 

(NASCIMENTO et al., 2007). Este último foi o método escolhido para realizar os ensaios 

com o citronelal. Os testes realizados foram baseados no protocolo M27-A3 do CLSI (2008), 

porém com algumas modificações, pois as metodologias propostas pelo CLSI não atendem as 

especificações da substância teste (NASCIMENTO et al., 2007). Sendo o citronelal uma 

substância de natureza lipofílica, adaptações foram necessárias para garantir qualidade do 

experimento. A volatilidade e a insolubilidade são desafios enfrentados durante os 

experimentos com esse tipo de substância, visando contornar essas dificuldades e alcançar 

resultados mais seguros foi utilizado Tween® 80 (polissorbato) para permitir a solubilidade 

do citronelal ao meio de cultura. 
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 A microdiluição é o método mais eficiente para atestar a atividade antimicrobiana de 

substâncias naturais. Além de ser de fácil execução é também o que melhor oferece dados 

quantitativos e permite uma fácil interpretação, por isso é ótima escolha para pesquisa de 

novos produtos com potencial atividadade antifúngica. 

As determinações das CIMs no primeiro passo deste trabalho forneceram dados 

indispensáveis para as etapas seguintes. 

5.2 DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA MÍNIMA (CIM) DOS 

ANTIFÚNGICOS PADRÃO 

Os resultados de susceptibilidade das cepas estudadas frente à Anfotericina B e ao 

Cetoconazol encontram-se descritos na Tabela 1. Contatou-se que todas as cepas tratadas com 

anfotericina B apresentaram sensibilidade à droga após 24 horas de incubação, sendo a ICB-

12 a levedura mais sensível com CIM igual a 0,03125 µg/mL seguida pela ATCC 76615 com 

CIM 0,125 µg/mL. São considerados resistentes os microrganismos cuja CIM seja ≥ 4 µg/mL 

o que não ocorreu neste experimento, visto que todas as CIMs foram  <1 µg/mL (CLSI, 

2008). Em concordância com estes resultados Lemos (2009) obteve CIMs semelhantes em 

seus ensaios com CIMs de 0,125 e 0,25 μg/ml, assim como Nunes (2011) que encontrou CIM 

< 0,5 μg/ml. 

Já está bem fundamentada na literatura a ação fungicida da anfotericina B em baixas 

concentrações. Batista, Birman e Cury (1999) mostraram em seus estudos que a anfotericina 

B apresentou boa atividade fungistática com CIM igual a 0,03 mg/ml para a maioria das 

leveduras estudadas. Observou, também, excelentes resultados para ação fungicida com 

CFMs variando de 0,03 a 0,15 µg/ml para 15 das 19 cepas de C. albicans.  

Em relação ao cetoconazol observou-se resultados bastante variáveis. A cepa ATCC 

76615 mostrou-se mais sensível com CIM de 8 μg/mL,  seguida da LM-410 com CIM 31,25 

μg/mL, enquanto as cepas clínicas LM-393 e LM-178 indicaram maior resistência com CIMs 

de 250 μg/mL. Batisma, Birman e Cury (1999) apresentaram CIMs do cetoconazol  

equivalentes a 4 μg/mL para a maioria das cepas ensaiadas. Assim como Beneditti, Fornari e 

Schervinski (2011) que mostraram que a C. albicans foi a espécie que apresentou maior 

sensibilidade ao cetoconazol com concentrações consideravelmente mais baixas. Os valores 

das CIMs apresentados por este trabalho para o cetoconazol foram mais elevados do que os 

relatados por outros autores, no entanto, é importante lembrar que vários fatores podem 



33 
 

 
 

influenciar na divergência desses resultados como a cepa do microrganismo sob investigação 

e as condições de pesquisa (MUKHERJEE et al., 2005).  

5.3 DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE DE CONCENTRAÇÃO INIBITÓRIA FRACIONADA 

(ICIF) DA ASSOCIAÇÃO ENTRE OS ANTIFÚNGICOS PADRÃO E CITRONELAL 

PELO MÉTODO DE CHECKERBOARD. 

Os resultados da combinação entre citronelal e anfotericina B, e citronelal com 

cetoconazol pelo método de Checkerboard contra as cepas ICB-12 e ATCC 76615 estão 

ilustrados nas Tabelas 2 e 3 respectivamente. 

Neste estudo foi possível observar que o citronelal apresentou efeito inibitório in vitro 

no crescimento de cepas de C. albicans tanto testado isoladamente como em combinação.  

Como ilustrado na Tabela 2, o citronelal foi capaz de reduzir a CIM da anfotericiana B para a 

cepa ICB-12 em cerca de 8 vezes o valor da CIM da anfotericina B testada sozinha. Após a 

combinação com o citronelal, a CIM da droga padrão passou de 0,03125 para 0,004 µg/mL.  

No entanto, houve valor crescente da CIM combinada para o citronelal quando ensaiada com 

ATCC 76615. Valores constantes de CIMs foram avaliados para anfotericina B com ATCC 

76615 e citronelal com a ICB-12.  De acordo com a interpretação do ICIF, a interação entre as 

drogas foi indiferente para as duas cepas. 

 

Tabela 2 - Concentração Inibitória Mínima (CIM - μg/mL) e Índice de Concentração 

Inibitória Fracionada (ICIF) depois da combinação do citronelal com a Anfotericina B sobre 

cepa de C. albicans ICB-12 e ATCC 76615 

 
Cepa 

CIM das drogas associadas 
(µg/mL) 

 CIFa ICIFb  
Interação 

Citronelal Anfotericina B Citronelal Anfotericina B 

ICB-12 500 0,004  1 0,125 1,125 Indiferente 
ATCC 76615 1000 0,125  2 1 3 Indiferente 

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014 
aConcentração Inibitória Fracional; bÍndice CIF 

 

Com relação aos efeitos combinados do citronelal com cetoconazol, observou-se 

redução das CIMs do cetoconazol para ambas as cepas estudadas com expressão maior para a 

cepa ICB-12 que teve seu crescimento inibido com CIM 8 vezes menor. O mesmo ocorreu 

para CIM combinada do citronelal para a cepa ATCC 76615 para qual também verificou-se 

uma diminuição de 8 vezes. No entanto, nenhuma alteração foi observada para CIM do 
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citronelal em combinação para ICB-12. Conforme a Tabela 3, os valores obtidos para o ICIF 

indicaram interação do tipo indiferente para ICB-12 e aditivo para ATCC 76615. 

 

Tabela 3 - Concentração Inibitória Mínima (CIM - μg/mL) e Índice de Concentração 

Inibitória Fracionada (ICIF) depois da combinação do citronelal com o cetoconazol sobre 

cepa de C. albicans ICB-12 e ATCC 76615  

 
Cepa 

CIM das drogas associadas 
(µg/mL) 

 CIFa ICIFb  
Interação 

Citronelal Cetoconazol Citronelal Cetoconazol 

ICB-12 500 8  1 0,125 1,125 Indiferente 
ATCC 76615 62,5 4  0,125 0,5 0,625 Aditivo 

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014 
aConcentração Inibitória Fracional; bÍndice CIF 

 

Vários estudos realizados in vitro, utilizando a combinação de óleos essenciais e seus 

constituintes alcançaram resultados promissores, demonstrando que esta é uma alternativa 

viável a ser utilizada no controle de infecções fúngicas. A maioria dos casos mostraram efeitos 

sinérgicos e aditivos e só alguns indiferentes e antagônicos. Assim como foi feito por Shin e 

Lim (2004) que investigaram a ação combinada do cetoconazol com citronelol e cetoconazol 

com geraniol contra cepas de Trichophyton spp. e observaram fortes atividades sinérgicas 

contra duas espécies de Trichophyton e aditividade para uma dada espécie. 

Shin e Pyun (2004) também relataram aditividade em associação feita entre 

cetoconazol com componentes majoritários de óleos essenciais contra C. tropicalis. 

Da mesma forma, Mulyaporningsih et al., (2010) encontraram efeito aditivo na 

maioria dos ensaios de combinações entre terpenóides realizados contra cepas de bactérias 

multirresistentes. 

Zore et al., (2011) avaliaram a atividade de seis terpenóides em combinação com o 

fluconazol sobre C. albicans e exibiram excelentes atividades sinérgicas em todos os ensaios, 

inclusive, para a combinação entre citronelal e fluconazol na qual observaram redução de 

CIM do fluconazol de 64 µg/mL para 4 µg/mL. 

Amber et al., (2010) demostraram atividades sinérgicas entre o óleo essencial de  

Ocimum sanctum com o fluconazol ou o cetoconazol contra cepas de C. albicans, C. 

tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis. Neste estudo foi verificado que cepas diferentes da 

mesma espécie tiveram respostas diferentes à combinação do óleo essencial com cada 

antifúngico, sendo que na maioria das combinações o efeito foi sinérgico, mas em algumas o 
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efeito foi indiferente. A associação dos óleos essenciais de Thymus broussonetti ou Thymus 

maroccanus com anfotericina B ou fluconazol contra C. albicans tiveram efeito sinérgico 

(SAAD et al., 2010).  Assim como os óleos essenciais de Pelargomium graveolens, Origanum 

vulgare e Melaleuca alternifolia que também apresentaram sinergismo com anfotericina B 

contra C. albicans (ROSATO et al., 2008).  

Atividade de combinações contendo citronelal contra C. albicans tem sido menos 

investigada. Ressaltando a importância de se explorar cada vez mais a ação antimicrobiana 

dessa substância, uma vez reconhecida sua atividade antifúngica. 

O pequeno arsenal de drogas antifúngicas e a emergência de resistência por espécies 

patogênicas, sobretudo por C. albicans, tem acarretado em dificuldades para tratamento 

dessas micoses, o que tem levado a necessidade urgente de medicamentos mais eficientes e 

mais seguros (SOARES, 2011). Daí a importância da combinação de drogas antifúngicas 

como terapia alternativa, principalmente, nos casos de pacientes com infecções fúngicas 

invasivas graves não responsivos à monoterapia antifúngica habitual (ODDS, 2003). 

A avaliação da combinação sinérgica de substâncias de origem vegetal com 

medicamentos antifúngicos tornou-se uma importante área de interesse. Muitos estudos nesse 

sentido têm sido realizados para melhorar o desempenho biológico das drogas convencionais 

e permitir o uso de fármacos que apresentam considerável toxicidade (OLAJUYIGBE; 

AFOLAYAN, 2013).    

Diversas substâncias extraídas de plantas já foram documentadas como potenciadores 

sinérgicos atuando simultaneamente com drogas padrão para aumentar o efeito dessas drogas. 

Como ilustrado por Oliveira, S. et al. (2011) que demostrou que o extrato etanólico da casca 

da  Mangifera indica L. em combinação com antibióticos contra as estirpes de S. aureus 

reduziu quatro vezes os valores da CIM para a tetraciclina e a eritromicina ( de CIM ≥ 2048 

μg/ml  para MIC = 512 μg /ml ). O estudo indicou ainda que mesmo o extrato individual não 

tendo apresentado significativa atividade antibacteriana, o produto vegetal poderia servir 

como uma fonte de potencial adjuvante de antibióticos. 

A explicação para a ação da terapia combinada é baseada essencialmente nos 

mecanismos de ação e respectivos alvos terapêuticos dos fármacos em estudo. Desta forma, as 

combinações mais lógicas seriam aquelas que envolvem fármacos com diferentes mecanismos 

de ação (ZHU et al., 2004). 

O citronelal atua sobre a membrana celular fúngica (GARCIA et al., 2008). Este 

mecanismo difere do mecanismo de ação do cetoconazol, o qual atua na biossíntese do 
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ergosterol através da inibição seletiva da esterol-14-alfa-desmetilase, uma enzima do 

citocromo P450 microssomal que converte o lanosterol em ergosterol. Esse processo provoca 

anomalias na permeabilidade da membrana, levando à morte celular (CARRILLO-MUÑOZ et 

al., 2006). Assim, é possivel que o citronelal potencialize o acesso do cetoconazol ao 

citoplasma das células fúngicas agilizando o processo de morte do microrganismo. 

Assim como o cetoconazol, a anfotericina B também atua por meio de mecanismo 

diferente do citronelal. Ela causa alteração na permeabilidade da membrana celular do fungo, 

através da sua ligação direta ao ergosterol, como já esclarecido anteriormente (WINGARD; 

LEATHER, 2004; JOHNSON; PERFECT, 2010). É provável que a ligação dessas duas 

drogas em diferentes alvos cause a morte do microrganismo em menores concentrações já que 

cada uma contribui de alguma forma para fragilizar a membrana celular, componente 

importante para a sobrevivência do microrganismo (LOGUERCIO-LEITE et al., 2006). 

Para o estudo da atividade in vitro da combinação de antifúngicos  foram 

desenvolvidas várias metodologias, contudo, o checkerboard e o método da cinética de morte  

(time-kill) são as técnicas mais frequentemente utilizadas (LEWIS et al., 2002). O 

checkerboard é um método de fácil execução e interpretação, mas tem a limitação de fornecer 

apenas uma medida relativa da potência para a combinação e oferece poucos dados sobre a 

dinâmica da interação antifúngica. Diferentemente do time-kill, que avalia a atividade 

fungicida medindo o efeito da interação antifúngica sobre a taxa e extensão da morte fúngica 

ao longo do tempo, mas possui algumas desvantagens como o tamanho do inóculo e as 

dificuldades de interpretação dos resultados, além de ser muito demorado e dispendioso 

(WHITE et al., 1996; LEWIS et al., 2002; MUKHERJEE et al., 2005; TEIXEIRA-SANTOS 

et al., 2012). 

Ainda não existe um método de referência padronizado para avaliar in vitro o efeito da 

interação de antifúngicos. Dessa forma, o método de checkerboard é baseado no protocolo de 

microdiluição desenvolvido pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute). A 

maioria das pesquisas envolvendo combinações entre antimicrobianos é realizada por essa 

metodologia devido as vantagens oferecidas por ela. Logo, o presente estudo também optou 

por essa técnica para realizar os ensaios de associação.  

As CIMs obtidas pelo método de checkerboard são usadas para calcular a concentração 

inibitória fracionada (CIF) e o índice da concentração inibitória fracionada (ICIF). Estes 

índices têm sido a forma mais comumente utilizada para caracterizar a atividade de 

combinações entre antimicrobianos em laboratório. O ICIF representa a soma das CIFs de 
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todos os fármacos testados, sendo que a CIF é determinada para cada uma das drogas através 

da divisão da CIM de cada medicamento em combinação pela CIM de cada droga utilizada 

sozinha, conforme as equações 1 e 2 (JOHNSON, et al., 2004; BASSOLÉ; JULIANI, 2012).  

 Eq 1. 

 

Eq 2 

 

 

Os valores dos ICIFs utilizados para definir a natureza da interacção entre as drogas  

diferem entre as publicações,  tornando complicada a comparação entre os estudos. A maioria 

dos trabalhos publicados utilizam a definição de sinergia quando o ICIF ≤ 0.5, aditismo com 

ICIF > 0,5 e ≤ 1, indiferença com ICIF > 1 e < 4 e antagonismo com ICIF ≥ 4  (KILIC et al., 

2008). Outros estudos apresentam outras interpretações como, por exemplo, Pei et al. (2009) 

definiram ICIF < 1 como sinérgico, ICIF = 1 como aditismo, ICIF > 1 e ≤ 2 indiferente e ICIF 

> 2 como antagonismo. Galluci et al. (2009) consideraram efeito sinérgico o ICIF ≤ 0,75 

como aditismo o ICIF > 0,75 e ≤ 2 e como efeito antagônico o  ICIF > 2. Devido as 

divergências entre as pesquisas para classificar os tipos de interações pelo método de 

checkeboard, o presente trabalho assumiu as definições mais adotadas pela literatura.  A 

Tabela 4 ilustra simplificadamente as interpretações utilizadas por este estudo segundo a 

classificação descrita por LEWIS et al., (2002), SHALIT et al., (2003), KILIC et al., (2008), 

MULYANINGSIH et al., (2010) e CORREA-ROYERO et al., (2010). 

 

Tabela 4- Índice da Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) e tipos de interações 

 Tipos de iterações ICIF 

 Sinérgica ≤ 0.5 

 Aditismo > 0,5 e ≤ 1 

 Indiferente > 1 e < 4 

 Antogonismo ≥ 4 

    Fonte: MULYANINGSIH et al., (2010) 
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De acordo com Johnson et al., (2004) as terminologias empregadas para atribuir aos 

resultados uma interpretação adequada também é um assunto de debate. No caso das 

definições para sinergismo e antagonismo ainda existe uma concordância geral entre os 

autores. No entanto, há muitas discussões  acerca dos termos aditismo e indiferente, pois 

muitos os consideram como ausência de interação entre os agentes combinados (CUENCA-

ESTELLA, 2004; TEIXEIRA-SANTOS et al., 2012). 

 O sinergismo é uma interação positiva que ocorre quando dois agentes combinados 

exercem um efeito inibitório maior do que a soma dos seus efeitos individuais e antagonismo 

é uma interação negativa observada quando o efeito das drogas combinadas é 

significativamente inferior do que a resposta de cada uma delas utilizada separadamente. Por 

outro lado, a aditividade é observada quando o resultado de uma combinação é igual a soma 

dos efeitos de cada droga testada isoladamente, enquanto a indiferença sugere que o efeito 

combinado é igual ao obtido apenas com a droga que é mais eficaz (CUENCA-ESTELLA, 

2004; ODDS, 2003). 

Os resultados da combinação do citronelal com a anfotericina B e do citronelal com o 

cetoconazol não atingiram os critérios estabelecidos para que a combinação entre as duas 

substâncias fosse considerada sinérgica, mas isso não implica dizer que não houve nenhum 

benefício em associá-los, visto que a inibição do crescimento fúngico foi possível em 

concentrações inferiores tanto da anfotericina B quanto do cetoconazol quando eles foram 

associados ao citronelal.  

Para Argenta (2008) e Zhu et al., (2004) uma combinação é considerada ideal quando 

é sinérgica, porém a ausência de sinergismo nem sempre significa que não há nenhum 

benefício entre as combinações terapêuticas. Pois a associação entre duas drogas pode 

aumentar a taxa de morte microbiana e encurtar a duração do tratamento, além de permitir o 

uso de doses mais baixas de cada composto e consequentemente reduzir os efeitos tóxicos das 

drogas utilizadas individualmente. Ao mesmo tempo, a combinação entre medicamentos que 

atuam por meio de mecanismo de ação diferentes pode evitar o aparecimento de resistência. 

Ficou evidente neste trabalho que o efeito inibitório das drogas foi mais evidente 

quando foram utilizadas em combinação com o citronelal, as quais foram capazes de inibir o 

crescimento in vitro das cepas de C. albicans em concentrações menores do que quando 

utilizadas sozinhas. 
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6 CONCLUSÕES 

 
Os resultados apresentados por este estudo demonstraram que o citronelal foi efetivo 

contra os fungos testados e sua associação com o cetoconazol mostrou aditividade para a cepa 

ATCC 76615, pois as CIMs de ambas as substâncias foram reduzidas. No entanto, a 

associação com a anfotericina B mostrou-se indiferente em todos os ensaios e não houve 

interação antagônica em nenhum dos casos. Ponto importante a ser considerado, já que é 

interessante que os estudos de associação entre antifúngicos não apresente antagonismo, pois 

neste conceito a interação do efeito das drogas ensaiadas não diminui a sensibilidade do 

microrganismo. 

O reconhecimento da atividade do citronelal sobre as cepas de C. albicans evidenciada 

por este trabalho representa uma importante informação para avaliar a viabilidade da 

utilização de tal substância para obtenção de medicamentos para uso na prática clínica. Mas 

vale salientar a necessidade de mais estudos que avaliem a eficácia e a segurança para 

assegurar seu uso in vivo. 
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