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RESUMO 

 O relato de crescentes casos de resistência antimicrobiana tem impulsionado a 

busca de novos agentes antimicrobianos. A literatura tem demonstrado que óleos 

essenciais (OE) das folhas de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus apresentam 

efeitos antimicrobianos, como atividade antibacteriana e antifúngica. O objetivo deste 

trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana dos óleos essenciais de E. citriodora e 

E. globulus contra microrganismos orais, e alguns de seus fatores de virulência. As 

atividades antimicrobianas dos óleos essenciais foram determinadas pelo método de 

microdiluição em caldo (CLSI, 2017; CLSI, 2018). Os efeitos dos óleos essenciais 

sobre as células de Candida albicans foi avaliado por Microscopia Eletrônica de 

Transmissão (MET). A ação dos óleos contra fatores de virulência como a formação 

de biofilmes uniespécie e multiespécie (C. albicans e S. mutans) e a capacidade de 

formação de tubos germinativos foram analisados. Por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) foram avaliados os danos morfológicos e estruturais dos óleos 

contra os biofilmes. Os possíveis efeitos citotóxicos foram determinados pela atividade 

antiproliferativa de células HaCat. Os OE apresentaram atividade antimicrobiana 

contra todas as espécies de microrganismos testados. A MET mostrou que os óleos 

essenciais foram capazes de promover danos as células de C. albicans em baixa 

concentração, como deformidades e/ou ausência da membrana citoplasmática, 

vacúolos no citoplasma e irregularidades de parede celular. Os óleos essenciais foram 

capazes de inibir a formação de tubos germinativos em até 100%. A atividade 

antibiofilme dos óleos essenciais foi observada contra os biofilmes testados, com 

redução da atividade metabólica nas concentrações testadas. O MEV demonstrou que 

os óleos são capazes de atuar na estrutura dos biofilmes, causando diminuição da 

biomassa e danos morfológicos, como murchamento celular, nas células presentes. 

A citotoxicidade em HaCat demonstrou viabilidade celular acima de 50% nas 

concentrações de 1 mg/mL e 0,5 mg/mL para os OE de E. citriodora e E. globulus, 

respectivamente. Os óleos essenciais de Eucalyptus spp. mostraram ação 

antimicrobiana, antibiofilme contra Candida spp. e biofilmes multiespécie e 

apresentaram toxicidade dose-dependente. 

 Palavras-chave: Eucalyptus spp., óleo essencial, biofilme oral 

monoespécie e multiespécie, antifúngico, Candida spp, Streptococcus spp. 



 
 

 ABSTRACT 

 Reports of increasing cases of antimicrobial resistance have driven the search 

for new antimicrobial agents. The literature indicates that essential oils (EO) from the 

leaves of Eucalyptus citriodora and Eucalyptus globulus have antimicrobial effects, 

such as antibacterial and antifungal activity. The objective of this work was to evaluate 

the antimicrobial activity of essential oils from E. citriodora and E. globulus against oral 

microorganisms, and some of their virulence factors. The antimicrobial activity of 

essential oils was determined by the broth microdilution method (CLSI, 2017; CLSI, 

2018). The effects of essential oils on Candida albicans cells was evaluated by 

Transmission Electron Microscopy (TEM). The action of the oils against virulence 

factors such as the formation of unispecies and multispecies biofilms (C. albicans and 

S. mutans) and the ability to form germ tubes were analyzed. By Scanning Electron 

Microscopy (SEM) the morphological and structural damages of the oils against the 

biofilms were evaluated. Possible cytotoxic effects were determined by the 

antiproliferative activity of HaCat cells. The EO showed antimicrobial activity against 

all species of microorganisms tested. TEM showed that essential oils were capable of 

causing damage to C. albicans cells at low concentrations, such as deformities and/or 

absence of the cytoplasmic membrane, vacuoles in the cytoplasm and cell wall 

irregularities. Essential oils were able to inhibit the formation of germ tubes by up to 

100%. The antibiofilm activity of the essential oils was observed against the tested 

biofilms, with a reduction in the metabolic activity at the tested concentrations. The 

SEM showed that the oils are capable of acting on the structure of biofilms, causing a 

decrease in biomass and morphological damage, such as cellular wilting, in the cells 

present. Cytotoxicity in HaCat demonstrated cell viability above 50% at concentrations 

of 1 mg/mL and 0.5 mg/ml for EO from E. citriodora and E. globulus, respectively. The 

essential oils of Eucalyptus spp. showed antimicrobial action, antibiofilm against 

Candida spp. and multispecies biofilms and showed dose-dependent toxicity. 

Key words: Eucalyptus spp., essencial oil, monospecie and multispecies 

biofilms, antifungal, Candida spp., Streptococcus spp.
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1. INTRODUÇÃO 

As plantas medicinais desempenham um papel essencial na prevenção e 

tratamento de diversas doenças, podendo ser utilizadas para fins medicinais as 

plantas inteiras ou partes específicas delas (Wang et al., 2020). Nas últimas três 

décadas, as plantas medicinais têm recebido uma importância maior devido aos 

inúmeros benefícios promovidos à saúde humana. Tem sido utilizada no tratamento 

de diversas doenças como doenças respiratórias, cardiovasculares, gastrointestinais, 

neurodegenerativas e reprodutivas, assim como em doenças comuns do cotidiano 

como distúrbios hepáticos e diabetes. O aumento significativo em pesquisas com 

plantas medicinais se deve a produção de metabólitos secundários, que possui 

extensa importância no ramo de produção de medicamentos, indústrias alimentícias, 

produtos farmacêuticos, entre outros (Singh & Bharadvaja, 2021). 

O uso das plantas medicinais na medicina desempenha um importante 

papel nas necessidades básicas de saúde em países subdesenvolvidos, e tem se 

tornado uma base para a manutenção de saúde. Muitos dos medicamentos modernos 

prescritos são derivados de plantas. Pode-se notar uma crescente utilização de 

medicamentos à base de plantas e produtos vegetais como agentes terapêuticos nas 

sociedades industrializadas, sendo que cerca de três quartos da população mundial 

dependem de medicamentos tradicionais para suas necessidades primárias (Martins 

& Brijesh, 2018). 

Diversos compostos vegetais têm sido testados quanto à sua atividade 

antimicrobiana. Os óleos essenciais, produto do metabolismo secundário das plantas 

aromáticas, normalmente formados em células especiais ou grupo de células, podem 

ser utilizados como agentes antimicrobianos no combate ou controle de doenças 

causadas por microrganismos, podendo substituir ou atuar como coadjuvantes de 

antimicrobianos sintéticos. A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais pode ser 

atribuída a presença de terpenóides e compostos fenólicos (Rastgou et al., 2022). 

O gênero Eucalyptus possui de aproximadamente 900 espécies, das quais 

mais de 300 espécies contém óleos essenciais em suas folhas. Aproximadamente 20 

espécies, contém alto teor de 1,8-cineol (mais de 70% da sua composição), composto 

utilizado para a produção de óleos essenciais na indústria farmacêutica e cosmética. 
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O óleo essencial presente nas folhas de espécies de eucaliptos possui atividades 

biológicas, incluindo atividade antimicrobiana, antisséptica, antioxidante, 

quimioterápicas, tratamento de distúrbios respiratórios e gastrointestinais e 

cicatrizante (Dhakad et al., 2018). 

O aparecimento de infecções fúngicas continuam crescendo em todo o 

mundo, principalmente em pacientes imunocomprometidos e pacientes que fazem uso 

contínuo de antimicrobianos. O gênero Candida são as leveduras mais comumente 

envolvidas nesses episódios, estando relacionada a uma alta taxa de resistência aos 

antifúngicos e apresentando uma maior capacidade de formação de biofilmes, 

dificultando o tratamento dessas infecções (Cernáková et al., 2019). As infecções 

fúngicas pelo gênero Candida, chamadas de Candidíase ou Candidose, pode incluir 

infecções mucocutâneas, visceral e sistêmicas (Ribeiro et al., 2020). Foi relatado que 

as infecções sistêmicas por Candida albicans têm taxa de mortalidade de 

aproximadamente 40%, sendo considerada a principal espécie responsável pela 

candidíase sistêmica, correspondendo a 46,3% dos casos (Dadar et al., 2018). 

A espécie Candida albicans é um membro da microbiota humana como 

uma levedura polimórfica diploide de superfícies mucosas, geralmente encontrada nos 

tratos geniturinário, respiratório e gastrointestinal humano. Em geral é um fungo 

comensal inofensivo, podendo se tornar patógeno oportunista em pacientes 

imunocomprometidos ou imunologicamente deficientes. O crescimento anormal de C. 

albicans acontece devido à desequilíbrios ambientais, como a redução do pH. (Dadar 

et al., 2018). 

As infecções fúngicas por Candida precisam de terapia antifúngica 

apropriada para um melhor prognóstico. O surgimento de resistência e 

multirresistência desses microrganismos às classes de medicamentos disponíveis, 

dificulta o tratamento de pacientes. A resistência aos azóis por espécies de Candida 

é um dos maiores obstáculos para o sucesso clínico, seguido da equinocandina, além 

da multirresistência por algumas espécies de Candida (Perlim et al., 2017). 

O tratamento de infecções bacterianas também tem sido um desafio com o 

aumento da resistência aos antibióticos existente. As bactérias escapam dos efeitos 

dos antibióticos por diferentes mecanismos, como neutralizando os antibióticos, 
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bombeando-os para fora das células ou modificando sua estrutura externa, impedindo 

a ligação do medicamento a célula bacteriana (Breijyeh et al., 2020).  

As infecções bacterianas podem acometer diversos nichos do hospedeiro, 

entre eles, a cavidade oral. O gênero Streptococcus é o primeiro gênero a colonizar a 

cavidade oral, produzem um arsenal de moléculas adesivas permitindo colonizar 

diversos tecidos orais. Possuem capacidade de metabolizar carboidratos gerando 

ácidos. A acidificação excessiva do ambiente oral por espécies acidúricas como o 

Streptococcus mutans está relacionada diretamente com o desenvolvimento da cárie 

dentária. Outra característica importante das espécies de estreptococos orais é a 

capacidade de gerar peróxido de hidrogênio. Em algumas situações, os estreptococos 

comensais e patogênicos residentes na cavidade oral podem atingir à corrente 

sanguínea e causar infecções sistêmicas, como endocardite infecciosa (Giannobile et 

al., 2011; Yoshizawa et al., 2013). 

A necessidade de novas opções de antifúngicos e antibacterianos para 

tratamento de infecções é inegável diante do aumento significativo de casos de 

resistência nas últimas décadas, infecções estas que representam importante causa 

de morbidade e mortalidade. Estudos se concentram na descoberta de novos 

antifúngicos a partir de compostos químicos naturais (Fuentefria et al., 2018). 

Em virtude do aumento de casos de resistência aos antimicrobianos, os 

estudos que buscam novos fármacos para tratamento de infecções também têm se 

destacado no cenário científico, e as plantas medicinais surgem como uma promissora 

fonte de desenvolvimento de novos fármacos. Sendo assim, o presente trabalho teve 

como objetivos: a) Avaliar a atividade antifúngica e antibacteriana dos óleos 

essenciais de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus (adquiridos comercialmente 

da empresa Terra Flor) pela determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

em isolados clínicos de Candida albicans e Candida dubliniensis, contra cepas padrão 

de Streptococcus spp.; b) Determinar a Concentração Fungicida/Bactericida Mínima 

(CFM/CBM) dos óleos essenciais em isolados clínicos de Candida albicans e Candida 

dubliniensis e cepas de Streptococcus spp.; c) Avaliar o efeito dos óleos essenciais 

na formação de tubo germinativo de C. albicans; d) Verificar o efeito dos óleos 

essenciais nas células planctônicas de Candida albicans SC5314 por Microscopia 

Eletrônica de Transmissão; e) Testar o efeito dos óleos essenciais sobre a fase de 
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adesão e sobre o biofilme de 24 horas das cepas clínicas de Candida albicans e 

Candida dubliniensis e biofilme multiespécies da cepa padrão de Candida albicans e 

Streptococcus mutans; f) Avaliar o efeito dos óleos essenciais sobre o biofilme das 

cepas clínicas de Candida albicans e Candida dubliniensis e biofilme multiespécies de 

Candida albicans e Streptococcus mutans por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV); g) Avaliar o efeito dos óleos essenciais em biofilmes de Candida albicans por 

time lapse 24h, com a finalidade de entender o processo de formação do biofilme na 

presença dos óleos essenciais e h) Analisar possíveis efeitos citotóxicos dos óleos 

essenciais sobre células epiteliais humanas (HaCat). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A utilização de plantas medicinais como alternativa de tratamento 

A medicina tradicional atualmente tem sido mais aceita do que no passado. 

Diversos fatores têm favorecido os estudos e investimento em tratamentos 

alternativos, em especial o baixo custo e a acessibilidade quando comparado à 

tratamentos convencionais. A Organização Mundial da Saúde (OMS) defende o uso 

da medicina tradicional diante da vasta literatura que demonstra a efetividade de 

estratégias de tratamento para diferentes doenças. (Saghafi et al., 2021). A OMS 

também estima que aproximadamente cerca de 80% da população global dependem 

de medicamentos à base de plantas para o cuidado de saúde primário e também na 

atualização dos fitocompostos como constituintes de medicamentos para o tratamento 

de diversas doenças. Além da utilização dos compostos bioativos para tratamento de 

doenças, a medicina alternativa também tem atuado como estratégia de prevenção 

(Bhattacharya et al., 2021). A sua utilização mantém-se principalmente em áreas 

rurais como resultado da transferência de conhecimentos entre gerações através da 

forma verbal. A falta de acesso aos serviços de saúde nessas áreas promove as 

estratégias de tratamento utilizando as plantas medicinais (Arjona-Garcia et al., 2021). 

Além disso, os produtos químicos oriundos de plantas, possuem índices baixos de 

efeitos colaterais indesejáveis, não deixando de possuir atividades farmacológicas 

como antibacteriana, antifúngica, antiviral, antitumoral e muitas outras (Salehi et al., 

2019). 

O aumento da resistência dos microrganismos à medicamentos convencionais 

impulsionou a procura de novas alternativas de tratamento, o que levou ao aumento 

de estudos e incentivos a pesquisas de novos biocompostos. Estudos mostram que 

compostos naturais como polifenóis, alcaloides, bem como os óleos essenciais, são 

promissores fontes de tratamento contra microrganismos (Bem-Khalifa et al., 2021) 
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2.2 Óleos essenciais 

Os óleos essenciais (OE) são um conjunto de numerosos compostos químicos que 

são produzidos pelo metabolismo secundário das plantas. Esses compostos 

desempenham um importante papel de proteção às plantas, devido a sua ação 

antibacteriana, antifúngica, antiviral e inseticida, contribuindo para a atração de 

insetos polinizadores, favorecendo a dispersão de sementes e pólen. Os OE podem 

estar presentes em diversas partes das plantas, como por exemplo nas flores, 

exocarpo, folhas e casca. São também conhecidos óleos voláteis, devido a presença 

de substâncias voláteis à temperatura ambiente, o que confere cheiros e fragrâncias 

(Blásio et al., 2021). 

 Os óleos essenciais foram ganhando popularidade nos últimos anos, com o 

crescente interesse das indústrias alimentícia, cosmética e farmacêutica. Os 

consumidores também têm demonstrado maior interesse para o uso de produtos 

naturais como uma alternativa aos aditivos artificiais ou agentes farmacologicamente 

relevantes. Na área da saúde, por exemplo, profissionais como médicos, também tem 

se mostrado interessados às propriedades medicinais dos óleos essenciais, pois 

diversas pesquisas mostram que estes possuem efeitos antibacterianos, antifúngicos, 

relaxantes, estimuladores e até mesmo antidepressivos (Cascaes et al., 2021). 

Os óleos essenciais não são utilizados somente nas indústrias de perfumes, mas 

uma gama de óleos é aceita e reconhecida com segurança na terapêutica. Diversos 

estudos pré-clínicos demonstraram que muitos óleos essenciais possuem atividades 

antitumorais, anti-inflamatórias, antioxidantes e antimicrobianas em vários modelos 

animais e bioensaios (Korinek et al., 2021). A aplicação terapêutica de óleos 

essenciais pode ser realizada aromaticamente, topicamente ou internamente (Abers 

et al., 2021). A atividade antioxidante dos óleos essenciais se deve à sua capacidade 

de eliminar radicais livres. Devido à essa capacidade, o seu uso é apoiado na 

preservação de alimentos e também no controle de muitas doenças, como o câncer e 

doenças neurodegenerativas, cardiovasculares e do sistema imunológico (Korinek et 

al., 2021). 

Um dos possíveis direcionamentos propostos para o uso dos óleos essenciais são 

como potentes agentes antifúngicos. O tratamento de infecções fúngicas tem 
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demonstrado sérias adversidades devido ao aumento da resistência aos antifúngicos 

convencionais, ao qual foi ocasionado pelo uso extensivo e incorreto dos agentes 

antifúngicos. Essa situação impulsionou a percepção de que terapias alternativas e 

não convencionais são necessárias para obtenção de tratamentos antifúngicos 

eficazes (Rashed et al., 2021). Diversos estudos demonstram que óleos essenciais 

de diversas plantas possuem ação antifúngica contra espécies de Candida spp. assim 

como ação antibiofilme contra a espécie de maior prevalência, Candida albicans. 

(Busato de Feiria et al., 2016; Boni et al., 2016; Barbosa et al., 2018; Barbosa et al., 

2019). 

Uma das atividades biológicas mais bem estabelecidas dos óleos essenciais, é a 

atividade antibacteriana. Estudos demonstram a atividade de óleo essencial contra 

várias espécies de bactérias, responsáveis por doenças nosocomiais e incluindo 

infecções bucais, principalmente causadas por Streptococcus mutans. (Moumni et al., 

2020). Na cavidade oral os óleos essenciais têm demonstrado propriedades 

antibacterianas, com benefícios promissores para a saúde oral, incluindo a redução 

da gengivite, halitose e controle na formação do biofilme (Benzaid et al., 2021). O 

efeito antibacteriano dos óleos essenciais é principalmente por meio do rompimento 

da estrutura da membrana das células procarióticas, levando à permeabilização das 

células. Com o desequilibro da permeabilidade da membrana, todas as funções 

celulares, incluindo o potencial de membrana, a bomba de efluxo e a atividade 

respiratória tornam-se comprometidas (Sharifi-Rad et al., 2017). 

Além de atividade contra os microrganismos, os óleos essenciais têm demonstrado 

atividade anticâncer, pois há uma associação direta entre a produção de espécies 

reativas de oxigênio e os estados oxidativos e inflamatórios que podem levar ao 

desenvolvimento do câncer. Está estabelecido por alguns autores que espécies 

reativas de oxigênio são capazes de modular as vias de sinalização mediada por 

redox, o que pode levar ao desenvolvimento de tumor. Medicamentos comumente 

utilizados para tratamento do câncer tem como objetivo principal induzir a célula 

tumoral à apoptose ou a parada do ciclo celular nestas células. Os OE também são 

capazes de induzir a apoptose das células tumorais, podendo ser um potente recurso 

no tratamento de câncer. Além da indução a apoptose, os óleos essenciais exercem 

a função de antiproliferativo em diversos modelos de células cancerígenas por meio 
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de vias como ativação dos sistemas de desintoxicação, reparo de DNA e inibição de 

metástase e angiogênese (Ahmad et al., 2021; Sharifi-Rad et al., 2017). 

 

2.3 Eucalyptus spp. 

O gênero Eucalyptus, popularmente conhecido como eucalipto, equivale a um dos 

principais gêneros da família Myrtaceae, nativa da Austrália e cultivada em todo 

mundo.  O eucalipto era utilizado pelos povos indígenas para diversos fins, 

principalmente como fonte de remédios e alimentos. Atualmente, está planta é 

utilizada na produção de madeira, celulose, combustível, controle de erosão hídrica e 

eólica e como fonte de óleo essencial nas indústrias farmacêuticas e de cosméticos 

(Vecchio et al., 2016). 

O gênero é conhecido por ser fonte de produtos bioativos, incluindo terpenóides, 

taninos, flavonóides, entre outros (Gilles et al., 2010; Elansary et al., 2017). As folhas 

perenes das arvores de Eucalyptus spp. produzem óleos essenciais e armazenam em 

células secretoras. Os óleos essenciais produzidos são geralmente líquidos incolores 

ou amarelados, podendo em algumas espécies apresentar coloração acastanhados 

ou esverdeados, possuindo um odor característico. Os óleos essenciais produzidos 

por espécies de Eucalyptus são comumente abundantes em monoterpenos e alguns 

sesquiterpenos, sendo utilizados por indústrias farmacêuticas e perfumarias. Os óleos 

essenciais ricos em 1,8-cineol são amplamente utilizados nas indústrias 

farmacêuticas, enquanto os óleos ricos em citronelal são utilizados no ramo de 

perfumaria (Barbosa et al., 2016).  

Estudos demonstram potencial fito farmacológico dos óleos essenciais produzidos 

por espécies de Eucalyptus, possuindo propriedades antibacterianas, antifúngicas, 

antivirais, anti-inflamatórias, antioxidantes, cicatrizantes e anti-imunomoduladoras 

(Salehi et al., 2019). A atividade antimicrobiana dos óleos essenciais do gênero 

Eucalyptus foram relatadas em diversos estudos, atuando em bactérias Gram-

negativas como Salmonella enteritidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, 

assim como em bactérias Gram-positivas como Staphylococcus aureus, Enterococcus 

faecium e Listeria monocytogenes (Ait-Quazzou et al., 2011). Além da atuação contra 
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bactérias, espécies de Eucalyptus atuam contra fungos do gênero Candida, como foi 

demonstrado em estudo realizado por Barbosa et al. (2018), atuando também contra 

a formação de biofilme de Candida albicans (Barbosa et al. 2019). 

 

2.4 Eucalyptus citriodora 

O Eucalyptus citriodora é um membro da família Myrtaceae, popularmente 

conhecido como eucalipto limão. Devido à alta concentração de cineol, citronelal e 

ácido citronélico em seu óleo essencial, o E. citriodora tem aplicação farmacológica, 

como analgésico, anti-inflamatório e antipirético e também em infecções do trato 

respiratório e congestão sinusal. Os óleos essenciais desta espécie também 

demonstraram possuir potentes efeitos antioxidante e inibitórios contra uma vasta 

gama de microrganismos, como fungos e bactérias (Ansari et al., 2021). O óleo 

essencial de E. citriodora também apresenta atividade anti-helmíntica, onde foi 

demonstrado em estudo a capacidade de inibir cerca de 98,8% da eclosão de ovos 

de Haemonchus contortus e 99,71% do desenvolvimento da larva deste parasita 

(Araújo-Filho et al., 2019). 

A análise da composição química do óleo essencial revelou que os 

compostos mais abundantes são o citronelal (69,77%), citronelol (10,63%) e o 

isopulegol (4,66%) de um total de 22 compostos. A atividade antimicrobiana é 

atribuída pela presença em grande escala do citronelal (Tolba et al., 2015). O citronelal 

também é amplamente utilizada na aromatização de produtos de limpeza, como 

sabões e detergentes, além de ser aplicada na produção de cosméticos. Há um 

extenso interesse no óleo essencial desta espécie no ramo de perfumaria, a sua 

procura tem se acentuado desde a sua descoberta em 1882 (Siddique et al., 2013; Ali 

et al., 2014; Barbosa et al., 2016). 

O aumento crescente de cepas bacterianas resistentes aos agentes 

terapêuticos convencionais vem impulsionando os estudos com a finalidade de 

desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos, com as plantas e seus 

derivados têm ganhado ênfase nesses estudos. Estudo realizado com o óleo 

essencial de E. citriodora cultivado no nordeste brasileiro demonstrou possuir 
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propriedades antibacterianas e modificador de resistência com cepa de 

Staphylococcus aureus meticilina resistente (SAMR) e contra cepas produtores de β-

lactamase (Pinheiro et al., 2020). A atividade antifúngica do óleo essencial também foi 

avaliada e demonstrada em estudo contra diversas cepas do gênero Candida, com a 

inibição das cepas em concentrações entre 0,125 mg/mL e 0,5 mg/mL (Barbosa et al., 

2018). A atividade antibiofilme de Candida albicans também foi observada em estudo 

realizado por Barbosa e colaboradores (2019), onde atuou na inibição da formação do 

biofilme de C. albicans, apresentando baixa atividade metabólica até na concentração 

1 mg/mL com 7,2% de viabilidade celular do biofilme em relação ao controle, e 

também demonstrou atuar em um biofilme mais estruturado (24 horas). Foi observado 

que na concentração de 0,5 mg/mL o biofilme apresentava apenas 14,1% de 

viabilidade celular em relação ao grupo controle (Barbosa et al., 2019).  

 

2.5 Eucalyptus globulus 

O Eucalyptus globulus é um membro da família Myrtaceae, uma árvore 

perene de rápido crescimento, nativa da Austrália, atualmente cultivada em todo 

mundo. Os extratos da espécie E. globulus são tradicionalmente utilizados para 

tratamento de doenças como tuberculose, diarreias bacterianas, infecções 

respiratórias e dores articulares. Os óleos essenciais da espécie também possuem 

diversos efeitos biológicos, como atividade antibacteriana, antifúngicas e inseticidas, 

assim como ação antioxidante (Park et al., 2016; Park et al., 2018). As folhas de E. 

globulus são ricas em glândulas sebáceas e excelentes fontes de óleo essencial. O 

óleo essencial extraído das folhas tem como principal componente o eucaliptol (1,8-

cineol) aproximadamente 72% da sua composição, além de compostos terpênicos, 

aldeídos, cetonas, álcoois livres, compostos carbonílicos, taninos, amarinas, resinas, 

entre outros. O óleo essencial de E. globulus foi colocado na categoria GRAS 

(Generally Regarded as Safe) pela Food and Drug Authority dos EUA e classificado 

como não tóxico (Sukhikh et al., 2022; Alipanah et al., 2022). 
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A atividade antimicrobiana de E. globulus foi demonstrada por diversos 

estudos presentes na literatura atual. Sukhikh e colaboradores (2022), observaram 

que após 12 horas de exposição ao óleo essencial de E. globulus, bactérias Gram-

positivas (Bacillus subtilis) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa), assim como 

fungos do gênero Candida (Candida albicans), sofreram lise celular, demonstrando 

ser uma possibilidade no tratamento de infecções microbianas (Sukhikh et al., 2022). 

Dhakad e colaboradores (2017), também observaram a promissora possibilidade do 

óleo essencial de E. globulus ser aplicado no tratamento de doenças bacterianas, 

inibindo o crescimento de diversos microrganismos como Escherichia coli e 

Staphylococcus aureus. Além de inibir o desenvolvimento de bactérias, foi 

comprovado que o óleo essencial de E. globulus tem a capacidade de inibir leveduras 

do gênero Candida na sua forma planctônica, como também atuar inibindo a 

progressão e desestabilização de biofilmes formados por espécies de Candida 

(Dhakad et al., 2017; Barbosa et al., 2018; Barbosa et al., 2019).  

Além da atuação contra microrganismos, o óleo essencial de E. globulus 

demonstrou ser um bom candidato para tratamento de câncer. Estudos recentes 

também apontaram que o óleo essencial de E. globulus suprimiu a proliferação de 

células cancerígenas de cólon humano, induzindo a apoptose (Khazraei et al., 2022). 

O óleo essencial de E. globulus também foi citado como um potente ativador da 

imunidade inata mediada por células, estimulando in vitro a atividade fagocítica de 

macrófagos derivados de monócitos humanos e neutralizando a mielotoxicidade 

induzida pelo quimioterápico 5-fluorouracil em ratos imunocompetentes (Zonfrillo et 

al., 2022). 

 

2.6 Candida spp. e Candidoses 

 Classificados como um dos maiores reinos eucarióticos, os fungos tem uma 

diversidade de padrões de ciclo de vida com adaptações no seu metabolismo e na 

morfogênese que possibilita que se adaptem às mudanças nos ecossistemas. O filo 

Ascomycota abrange alguns dos patógenos humanos mais bem-sucedidos, incluindo 

fungos virulentos que podem infectar indivíduos sem comprometimento imunológico 

como espécies de Histoplasma, Blastomyces, Coccidioides e Paracoccidioides, assim 
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como, fungos oportunistas, que causam doenças especialmente em indivíduos 

imunossuprimidos, como espécies Aspergillus, Fusarium e Candida (Lopes & 

Lionakis, 2021). 

 Candida é um fungo diplóide, frequentemente associado a infecções sistêmicas 

e de mucosas em humanos. Faz parte da microbiota normal de humanos e animais, 

podendo se tornar oportunista e causar infecções incapacitantes e letais. Fatores 

predisponentes à infecção por fungos do gênero Candida podem ser classificados em 

imunológicos e não imunológicos. O primeiro grupo inclui a infecção pelo HIV, com a 

progressão da doença, mais de 90% dos pacientes sofrem de infecções fúngicas 

superficiais, atingindo principalmente a orofaringe (Costa et al., 2022). A espécie 

comumente associada à essas infecções é a Candida albicans. Terapias 

imunossupressoras, usada por exemplo em pacientes transplantados reduz a 

resposta imune natural, tornando o paciente mais susceptível a infecções fúngicas. 

Nas doenças neoplásicas o mesmo acontece, há diminuição dos mecanismos de 

resposta imune humoral e celular, facilitando a colonização do fungo, ocasionando 

infecções. E uma redução do nível de leucócitos no sangue, também é um importante 

fator predisponente para a infecção por Candida spp. No que se refere aos fatores 

não imunológicos pode-se mencionar distúrbios na composição quantitativa e 

qualitativa da microbiota, promovendo a multiplicação demasiada dos fungos. 

Pacientes portadores de diabetes e a taxa de glicemia descompensada quando 

associadas, podem promover a colonização desses microrganismos. O fluxo salivar 

reduzido ou atividade de neutrófilos prejudicada também são um importante fator. 

Outros fatores não imunológicos que podem estar associados à predisposição de 

infecções causadas por Candida estão distúrbios hormonais, dieta inadequada, 

tabagismo e estresse crônico (Czechowicz et al., 2022; Rybak et al., 2022). 

 As infecções causadas por Candida spp. podem acometer vários sítios 

anatômicos. Elas podem ser classificadas como infecção superficial, cutânea, mucosa 

e sistêmica (profunda e disseminada). As infecções superficiais podem acontecer na 

cavidade oral, pele, genitália, sistema respiratório e o restante do trato gastrointestinal 

(Mba et al., 2020). Durante a infecção superficial, a interação entre células epiteliais e 

ligantes fúngicos levam à endocitose induzida e a penetração ativa do fungo 

ocasionando a infecção sistêmica (Lopes & Lionakis, 2021). 
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 A candidíase invasiva é uma infecção grave, progressiva e potencialmente letal, 

podendo acometer o cérebro, o coração, ossos, olhos e outras partes do corpo. O 

desenvolvimento da forma grave da doença está associado a fatores de risco, como 

o uso de dispositivos médicos permanentes, como cateteres, internações a longo 

prazo, uso de antibióticos de amplo espectro. Está principalmente associada a 

indivíduos imunocomprometidos como pacientes com internação hospitalar 

prolongada, cirurgias, alterações hematológicas e doenças respiratórias (Okoye et al., 

2022). Existem pelo menos 15 espécies distintas de Candida que causam doenças 

humanas, mas mais de 95% da forma invasiva são causadas por 6 principais 

espécies, Candida albicans, Candida grabrata, Candida tropicalis, Candida 

parapsilosis, Candida krusei e em algumas regiões Candida auris. As infecções 

fúngicas estão emergindo como um grande problema no âmbito da saúde, levando a 

altas taxa de mortalidade e altos custos médicos para governos e pacientes 

hospitalizados. As altas taxas de mortalidade estão atribuídas ao aumento dos 

episódios de infecções sistêmicas invasivas e casos de septicemia (Pristov & 

Ghannoum, 2019).  

 A patogenicidade de espécies de Candida spp. está associada à capacidade 

de transição entre a forma de levedura comensal e a forma de hifa invasiva. Quando 

acontece a ligação da levedura com a célula hospedeira, o tigmotropismo 

desencadeia a transição para a forma filamentosa, permitindo que o fungo penetre 

mais profundamente nos tecidos do hospedeiro através de secreção de enzimas 

extracelulares. Essa capacidade de transição da fase leveduriforme para filamentosa 

é denominada dimorfismo. Cada fase de crescimento é essencial para a virulência e 

patogenicidade, pois influência como a Candida escapa do sistema imunológico. As 

formas de levedura e filamentosa desempenham papeis independentes durante a 

patogenicidade da Candida. A forma leveduriforme é importante na disseminação, 

enquanto a forma filamentosa está associada à invasão tecidual e na patogênese. As 

espécies de Candida também apresentam mecanismos de adaptação a condições 

externas, como temperatura, oxigênio, pH, disponibilidade de nutrientes, entre outras 

condições. A adaptação a essas condições desfavoráveis tem efeito positivo na 

patogenicidade e virulência de espécies de Candida (Mba et al., 2020). 
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2.6.1 Fatores de virulência da Candida spp. 

Espécies do gênero Candida dispõem de um extenso arsenal de fatores de 

virulência que permitem sua coexistência com bactérias e resultam na colonização 

bem-sucedida ao hospedeiro, assim propagando a infecção (Satala et al., 2021).  

Informações sobre o papel dos fatores de virulência de espécies de Candida vem 

sendo explorados e elucidados através de estudos in vitro e in vivo. Entre os fatores 

de virulência que medeiam seu êxito como patógeno estão citados, barreiras de 

membrana, parede celular, dimorfismo, formação de biofilmes, via de transdução de 

sinal, proteínas associadas à tolerância ao estresse, enzimas hidrolíticas (lipases e 

hemolisinas) e produção de toxinas (Staniszewska, 2020). 

 

2.6.2 Pleomorfismo 

A capacidade de transição entre as formas de levedura e hifas, é um fator 

importante no ciclo de vida patogênico de espécies de Candida, a forma filamentosa 

permite o fungo romper as barreiras da mucosa do hospedeiro, acessando tecidos 

profundos e consolidar a doença invasiva. O crescimento das hifas pelo gênero 

Candida tem relevância clínica, pois é um fator crucial na patogênese em infecções 

sintomáticas da mucosa assim como infecções nas sistêmicas fatais (Desai, 2018). 

As hifas de espécies de Candida invadem o tecido ativamente, usando força 

impulsionada por digestão enzimática do substrato ou induzindo sua própria 

endocitose pelas células do hospedeiro, ação mediada por enzimas líticas oriunda de 

vesículas exocíticas presentes nas pontas das hifas fúngicas em crescimento 

(Caballero-Lima et al., 2013).  

Em paralelo à expansão da extremidade, as hifas passam por divisão 

celular mitótica, sem separação das células mãe e filhas, levando a um programa 

transcricional que abre caminho para a regulação positiva de processos relacionados 

à virulência, como o aumento da aderência, invasão tecidual e formação de biofilmes 

(Azadmanesh et al., 2017).  
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2.6.3 Enzimas hidrolíticas 

Candida spp. depende de uma ampla gama de fatores de virulência para promover 

a patogenicidade em humanos. Para o sucesso na colonização e invasão tecidual, as 

células de Candida dispõem de enzimas hidroliticas como lipases, fosfolipases e 

peptidases, que são secretadas pelas células fúngicas e tem papel fundamental da 

patogênese das espécies de Candida. O grupo mais versátil dessas enzimas são as 

endopeptidades extracelulares, pertencentes a classe das proteases aspárticas, que 

são responsáveis por degradar numerosos alvos proteicos no organismo hospedeiro 

(Silva et al., 2014). 

As enzimas hidrolíticas sintetizadas e secretadas por cepas de Candida, executam 

papel crucial na virulência de várias espécies, pois são fundamentais em várias etapas 

do processo infeccioso, contribuindo para nutrição, adesão, colonização, penetração 

nos tecidos e em células e promovendo escape do sistema imunológico. Proteases e 

lipases estão entre as classes de enzimas mais importantes sintetizadas por espécies 

de Candida, pois atuam degradando os dois principais constituintes das membranas 

celulares, as proteínas e fosfolipídios, induzindo a permeabilização e morte da célula 

do hospedeiro. As enzimas fitases possibilitam que os microrganismos adquiram 

fosfato e inositol do hospedeiro, e sua atividade parece contribuir para a sobrevivência 

e proliferação fúngica no trato gastrointestinal humano, por exemplo, onde há 

escassez de nutrientes. Já as hemolisinas, promovem a lise de eritrócitos, atuando na 

destruição de sua membrana citoplasmática, liberando seu conteúdo intracelular, e a 

hemoglobina liberada é utilizada pelas células de Candida como nutriente para 

promoção de seu crescimento e desenvolvimento, além disso, as hemolisinas facilitam 

a disseminação das espécies de Candida através da corrente sanguínea (Ramos et 

al., 2014). 

 

2.6.4 Biofilme 

Os principais mecanismos de resistência planctônicos e tolerância a drogas, 

incluem superexpressão de bomba de efluxos após exposição a drogas, mutações 

genicas em genes que codificam enzimas alvo de drogas, por exemplo o gene ERG11, 
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mutações de perda de função em genes na via de biossíntese de ergosterol, ERG3 e 

mutações em codificantes de 1,3-β-glucana sintase. Esses mecanismos podem ser 

compartilhados entre cepas em estados planctônicos e de biofilmes. No entanto, sabe-

se que quando as mesmas cepas planctônicas são cultivadas em comunidades de 

biofilmes, esses mecanismos são apenas uma porção da resistência observada nos 

biofilmes. Os biofilmes oferecem as espécies de Candida resistência adicional e 

mecanismos de tolerância que são únicos e específicos para estado de biofilme (Kaur 

et al., 2023) 

Os biofilmes são formados quando uma comunidade microbiana se liga 

irreversivelmente a um substrato que se torna incorporado a uma matriz extracelular 

autoproduzida. A formação de biofilme, exige uma sequência de etapas que 

dependem do tipo de microrganismo envolvido, mas sempre tem como início a adesão 

do microrganismo a uma superfície, e há vários fatores que irão influenciar na 

formação de biofilmes; o fluxo de fluidos que permite a troca de nutrientes, o substrato, 

a espécie, genes e metabólitos, são fatores que vão modular a formação de biofilmes 

(Paiva & Nobile, 2023). 

O processo de desenvolvimento do biofilme de espécies de Candida podem ser 

divididos no geral em quatro etapas principais: adesão, proliferação, maturação e 

dispersão. Na fase inicial do biofilme, as células fúngicas se ligam à superfície do 

material, promovendo a aderência, formando uma camada basal, que irá ancorar esse 

biofilme à superfície. Em seguida, a fase de proliferação acontece, que é caracterizada 

pelo início da filamentação, surgindo as hifas e pseudo-hifas, que continuam se 

alongando durante o processo de desenvolvimento do biofilme, originando uma rede 

complexa tridimensional, que contribui para robudez do biofilme. Na fase de 

maturação, a rede tridimensional formada de hifas e pseudo-hifas, fica envolvida em 

uma matriz de substâncias exopoliméricas autoproduzidas (EPS) que atua 

essencialmente como uma cola adesiva mantendo toda a estrutura do biofilme 

agrupada. A matriz extracelular dos biofilmes de Candida são compostas por 

carboidratos, proteínas, lipídios e eDNA que interagem entre si. Na fase de dispersão 

acontece a liberação continuamente de células de levedura que servem para semear 

novos locais de infecção, garantindo que o ciclo de vida do biofilme possa ser repetido 

novamente. Em condições experimentais, todo o processo normalmente leva de 24 a 
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48 horas, e um biofilme maduro tem tipicamente centenas de micrômetros de 

espessura. Considera-se que essa complexidade estrutural representa o arranjo ideal 

para facilitar o influxo de nutrientes, a eliminação de resíduos e o estabelecimento de 

micronichos ao longo do biofilme (Wall et al., 2023). 

A resistência conferida aos biofilmes de Candida ssp. envolve especificidade 

multifatorial e multiestágio, bem como mecanismos regulatórios moleculares. Os 

mecanismos de resistência dos biofilmes podem incluir o sequestro das drogas 

antifúngicas pela matriz extracelular, a expressão de genes associados à resistência, 

presença de células persistentes, a formação de biofilmes mistos, secreção de 

vesículas extracelulares, aumento da expressão de bombas de efluxos, aumento da 

expressão de superóxido dismutase em células persistentes protegendo-as de 

espécies reativas de oxigênio e produção de moléculas sinalizadoras (Wall et al., 

2023). 

 

2.7 Streptococcus spp.  

O gênero Streptococcus pode ser encontrado em quase todos os nichos do corpo 

humano, mas estão predominantemente na cavidade oral humana e no trato 

respiratório oral superior. Inicialmente as espécies dentro do gênero eram 

classificadas de acordo com o padrão de hemólise em placas de ágar sangue como 

β-hemólise (lise completa), α-hemólise (lise parcial) e γ-hemólise (não hemolítica) 

(Abranches et al., 2018). Mais de 60 espécies do gênero foram reconhecidas, dentre 

eles, espécies de importância clínica como S. pyogenes, S. agalactiae, S. equi, S. 

canis, e S. iniae, produtores de fatores hemolíticos. Isolados pertencentes a outras 

espécies como S. pneumoniae, S. mutans, S. salivarius, S. sanguinis, S. gordonii e S. 

oralis produzem peróxido de hidrogênio (Haenni et al., 2018).  

A classificação das espécies de Streptococcus orais, foi difícil para os 

taxonomistas, com frequentes mudanças na sistemática refletindo na melhoria 

contínua de técnicas e abordagens de diferenciação de espécies e cepas. A 

classificação baseou-se principalmente nas propriedades bioquímicas e fisiológicas, 

que posteriormente foram adicionados dados genéticos (Nicolas & Lavoie, 2011).  
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Na cavidade oral, quando há desiquilíbrio da microbiota indígena sob condições 

adequadas, estreptococos comensais podem transformar em patógenos oportunistas 

iniciando doenças bucais e causando danos ao hospedeiro. Os estreptococos orais 

naturalmente crescem na forma de biofilme, configurando uma coleção de inúmeras 

comunidades microbianas ligadas aos dentes e membranas da mucosa. O grupo dos 

estreptococos mutans foi descrito como o grupo mais importante relacionado à 

formação da cárie dentária. A espécie Streptococcus mutans, embora presente 

naturalmente na microbiota oral humana, é a espécie microbiana mais associada a 

lesões de cárie (Nicolas & Lavoie, 2011; Nobbs et al., 2009).  

A espécie Streptococcus mutans é conhecida como o principal agente etiológico 

da cárie dentária humana, residindo principalmente em biofilmes formados nas 

superfícies dos dentes. Além da cárie, S mutans também está associado em casos de 

endocardite infecciosa (Lemos et al., 2019). A cárie dentária é uma das doenças 

infecciosas associadas ao biofilme mais prevalentes, afetando a maior parte da 

população mundial. É causada pela disbiose do biofilme dentário aderido à superfície 

do esmalte. Bactérias produtoras de ácido, especialmente S. mutans, colonizam a 

superfície do dente na presença de carboidratos fermentáveis e causam danos à sua 

estrutura (Lin et al, 2020). 

O potencial cariogênico de S. mutans está associado a três atributos principais da 

espécie, a capacidade de sintetizar grandes quantidades de polímeros extracelulares 

de glucano a partir da sacarose, que atua auxiliando na colonização permanente de 

superfícies duras e no desenvolvimento da matriz polimérica extracelular; a 

característica acidogênica, que consiste na capacidade de transportar e metabolizar 

uma ampla variedade de ácidos e a capacidade de se desenvolver em pH baixo, 

conferindo característica acidúrico (Lemos et al., 2008; Lemos et al., 2019). Apesar de 

S. mutans não atuar sozinho no desenvolvimento da cárie dentária, estudos indicam 

que S. mutans pode alterar o ambiente local, formando um ambiente rico em 

polissacarídeos extracelulares, ph baixo, formando um nicho favorável para o 

desenvolvimento de outras espécies acidogênicas e acidúricas (Lemos et al., 2019). 
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2.8 Óleos essenciais como alternativa de tratamento 

O efeito alarmante que a resistência aos antimicrobianos vem causando, tem 

levado a comunidade científica a buscar novas estratégias para a resolução dessa 

problemática mundial. Uma das fontes de busca de novos agentes antimicrobianos 

está na medicina alternativa, as plantas e seus biocomponentes. As plantas são 

utilizadas há muito tempo na medicina e, devido a presença de uma gama de 

compostos bioativos, ricas em fitoquímicos, as plantas podem ser estruturalmente 

otimizadas e processadas em novas drogas antimicrobianas (Rahuman et al., 2022). 

Considera-se, também, que geralmente compostos derivados de plantas são mais 

seguros quando comparados aos produtos sintéticos devido à sua biocompatibilidade 

e biodegradabilidade (Shakeri et al., 2018). 

Sabe-se que os microrganismos em estado planctônico resistem aos agentes 

antimicrobianos de diversas formas, porém quando estão em biofilmes, a própria 

natureza estrutural dos biofilmes e as características das células presentes resultam 

em um ambiente que confere uma proteção maior contra condições desfavoráveis 

(Nourbakhsh et al., 2022).  As plantas medicinais já são relatadas em estudos por 

possuir ação contra biofilmes de diversas espécies de microrganismos, com destaque 

aos óleos essenciais. A ampla disponibilidade de óleos essenciais, juntamente com a 

baixa toxicidade aos mamíferos e a rápida degradação no ambiente torna-os 

promissores agentes antibiofilmes seguros. Os óleos essenciais podem atuar inibindo 

a formação de biofilme através de vários mecanismos (Correa et al., 2019; Manju et 

al., 2016). 

Além disso, a fitoterapia é altamente lucrativa no mercado internacional, com 

vendas anuais alternando entre US$ 5 bilhões na Europa Ocidental a US$ 14 bilhões 

na China. Na África os produtos fitoterápicos estão disponíveis em sua maioria nos 

mercados urbanos e rurais (Odongo et al., 2022). 
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3. PROPOSIÇÃO 

O objetivo do presente estudo foi avaliar se os óleos essenciais de 

Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus exibem atividade antimicrobiana contra 

leveduras do gênero Candida e bactérias do gênero Streptococcus, bem como efeito 

em mecanismos de virulência como biofilmes, formação de tubos germinativos e 

avaliar sua citotoxicidade.  

Objetivos específicos do estudo:  

a) Avaliar as atividades antifúngica e antibacteriana dos óleos essenciais 

de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus (adquiridos comercialmente da 

empresa Terra Flor) pela determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) em 

isolados clínicos de Candida albicans e Candida dubliniensis e cepas padrão de 

espécies de Streptococcus spp; 

b) Determinar a Concentração Fungicida Mínima (CFM) dos óleos 

essenciais em isolados clínicos de Candida albicans e Candida dubliniensis; e 

determinar a Concentração Bactericida Mínima (CBM) de espécies de Streptococcus 

spp; 

c) Verificar o efeito dos óleos essenciais nas células planctônicas de 

Candida albicans SC5314 por Microscopia Eletrônica de Transmissão; 

d) Avaliar o efeito dos óleos essenciais na formação de tubo germinativo 

de C. albicans SC5314; 

e) Testar o efeito dos óleos essenciais sobre biofilmes na fase de adesão 

(90 minutos) e em formação (24 horas) das cepas clínicas de Candida albicans e 

Candida dubliniensis e do biofilme multiespécie Candida albicans e Streptococcus 

mutans; 

f) Verificar o efeito dos óleos essenciais sobre os biofilmes das cepas 

clínicas de Candida albicans e Candida dubliniensis e do biofilme multiespécie de 

Candida albicans SC5314 e Streptococcus mutans UA159 por Microscópio Eletrônico 

de Varredura (MEV);  
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g) Avaliar o efeito dos óleos essenciais em biofilmes de Candida albicans 

por time lapse 24h, com a finalidade de avaliar o processo de formação do biofilme na 

presença dos óleos essenciais;  

h) Avaliar possíveis efeitos citotóxicos dos óleos essenciais sobre células 

epiteliais humanas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Óleos essenciais 

Os óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus, foram 

adquiridos comercialmente da empresa TERRA FLOR.  

• Eucalyptus citriodora (Lote: C064/16) 

• Eucalyptus globulus (Lote: L173) 

 

4.2 Amostras de Leveduras 

Cepa de referência: Candida albicans (ATCC SC5314) – (ATCC - The 

Global Bioresource Center).  

Isolados clínicos: Isolados clínicos de cavidade bucal e prótese oral: 

Candida albicans (370), Candida albicans (163), Candida albicans (196), Candida 

albicans (524), Candida albicans (611), Candida albicans (192), Candida albicans 

(326), Candida albicans (205), Candida dubliniensis (311), Candida dubliniensis (248), 

Candida dubliniensis (492). Cepas provenientes da cavidade bucal e/ou próteses 

dentárias de pacientes, adultos, capazes, portadores de prótese bucal, que receberam 

atendimento odontológico na Clínica de Prótese da Faculdade de Odontologia de 

Alfenas, da Universidade de Alfenas, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Marcelo 

Fabiano Gomes Boriollo (Projeto aprovado no Comitê de Ética em Pesquisa – 

Faculdade de Odontologia de Piracicaba/ CAE: 79399017.0.0000.5418) 

 

4.3 Amostras de Streptococcus spp.  

Cepas de Streptococcus orais: Streptococcus gordonii Challis; 

Streptococcus mitis NCTC 12261; Streptococcus mutans UA159; Streptococcus 

sanguinis SK36; Streptococcus salivarius ATCC 7073; Streptococcus oralis ATCC 
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10557 (Coleção de microrganismos do Laboratório de Microbiologia e Imunologia da 

FOP/UNICAMP); 

 

4.4 Diluição dos óleos essenciais.  

Os óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus foram 

diluídos em solução Tween 80 (0,025%), solução DMSO (0,5%) e meio de cultura. O 

antifúngico Fluconazol foi diluído em DMSO. 

 

4.5  Atividade antifúngica dos óleos essenciais 

 

4.5.1 Concentração Inibitória Mínima (CIM) de Candida spp. 

Os óleos essenciais foram testados quanto a sua atividade antifúngica, 

determinando-se a concentração inibitória mínima dos óleos contra diferentes cepas 

de Candida spp. pela técnica de microdiluição em caldo seguindo as recomendações 

do protocolo M27-A3 (CLSI, 2017).  

O ajuste do inóculo foi feito em solução salina (NaCl 0,9%), equivalente a 

5,0 x 106 UFC/mL em espectrofotômetro (0,08 – 0,1 abs, 530 nm). O inóculo foi 

padronizado a 2,5 x 103 por diluição seriada. 

Em uma microplaca estéril de 96 poços foram distribuídos 100 µl de RPMI 

em todos os poços, adicionando-se a primeira coluna 100 µl do óleo essencial na 

concentração inicial de 16 mg/mL, procedendo-se a microdiluição seriada dos óleos 

essenciais. Após o processo de diluição seriada foram adicionados 100 µl do inóculo 

ajustado, originando os seguintes grupos:  

• Grupo controle positivo 1: meio de cultura e inóculo, para observação do 

crescimento da levedura; 
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• Grupo controle positivo 2: meio de cultura, diluente e inóculo, com a 

finalidade de observar possíveis efeitos tóxicos do diluente para a levedura; 

• Grupo controle negativo 1: somente meio de cultura, para observação 

de possíveis contaminações;  

• Grupo controle negativo 2: meio de cultura, óleo essencial e diluente, 

finalidade de observar possíveis contaminações no processo de microdiluição;  

• Grupo teste: óleo essencial de E. citriodora ou E. globulus 

(Concentrações testadas – 16 a 0,0156 mg/mL), meio de cultura e inóculo. As placas 

foram incubadas por 24 horas a 37° C em estufa de aerobiose, e posteriormente foi 

feita leitura visual (M27-A3 - CLSI, 2008). Os ensaios foram realizados em triplicata 

por três ensaios independentes.  

 

4.5.2 Determinação da Concentração fungicida mínima – CFM 

Após a leitura visual da CIM, os poços da placa foram homogeneizados por 

pipetagem, e uma alíquota de 10 µl de cada poço foi transferida para a placa de Petri 

contendo Ágar Sabouraud Dextrose - SDA (KASVI). Após incubação da placa de Petri 

a 37ºC por 48h, foi estabelecida a menor concentração fungicida. A CFM foi 

determinada como a menor concentração dos óleos essenciais, que não permite o 

crescimento de qualquer colônia do fungo na cultura sólida por leitura visual, assim 

caracterizando os efeitos fungicida e fungistático dos óleos essenciais testados 

(GULLO et al., 2012). Os ensaios foram realizados em triplicata e três ensaios 

independentes.  

 

4.6 Atividade antibacteriana dos óleos essenciais. 

 

4.6.1 Concentração Inibitória Mínima (CIM) de Streptococcus spp. 

Os óleos essenciais foram testados quanto a sua atividade antibacteriana, 

determinando-se a concentração inibitória mínima dos óleos contra diferentes cepas 
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de Streptococcus spp. pela técnica de microdiluição em caldo seguindo as 

recomendações do protocolo M07-A10 (CLSI, 2015).  

O inóculo foi ajustado em solução salina, tendo a turbidez correspondente 

a 0,5 na escala Mc Farland, a uma absorbância de 0,08 a 0,13 à 530nm no 

espectrofotômetro, a concentração final de células na placa foi de 1x108 UFC/mL. 

Em uma microplaca estéril de 96 poços foram distribuídos 100 µl de caldo 

Mueller Hinton (MH) em todos os poços, adicionado a primeira coluna 100 µl do óleo 

essencial na concentração inicial de 16 mg/mL, e então procedeu-se a microdiluição 

seriada dos óleos essenciais. Após o processo de diluição seriada foram adicionados 

100 µl do inóculo ajustado, originando os seguintes grupos:  

• Grupo controle positivo 1: meio de cultura e inóculo, para observação do 

crescimento bacteriano; 

• Grupo controle positivo 2: meio de cultura, diluente e inóculo, com a 

finalidade de observar possíveis efeitos tóxicos do diluente para as bactérias; 

• Grupo controle negativo 1: somente meio de cultura, para observação 

de possíveis contaminações;  

• Grupo controle negativo 2: meio de cultura, óleo essencial e diluente, 

com a finalidade de observar possíveis contaminações no processo de microdiluição;  

• Grupo teste: óleo essencial de E. citriodora ou E. globulus 

(Concentrações testadas – 16 a 0,0156 mg/mL), meio de cultura e inóculo. As placas 

foram incubadas por 24 horas a 37° C, e 10% CO2, e posteriormente foi feita leitura 

visual (M07-A10 - CLSI, 2015). Os ensaios foram realizados em triplicata e três 

ensaios independentes.  

 

4.6.2 Determinação da Concentração bactericida mínima – CBM 

Para a determinação da concentração bactericida mínima (CBM), alíquotas 

de 10 μL do tratamento do ensaio de concentração inibitória mínima, ou seja, dos 

compartimentos da placa foram plaqueadas em meio de cultura sólido BHI (Brain 

Heart Infusion) ágar, posteriormente incubadas por 24h, à 37°C e 10% CO2, para 
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determinação das Unidades Formadoras de Colônias (UFC). A CBM foi determinada 

como a menor concentração dos óleos essenciais, que não permite o crescimento de 

qualquer colônia das bactérias na cultura sólida por leitura visual, assim 

caracterizando os efeitos bactericida e bacteriostático dos óleos essenciais testados 

(GULLO et al., 2012). Os ensaios foram realizados em triplicata por três ensaios 

independentes.  

 

4.7 Análise do efeito dos óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e 

Eucalyptus globulus na formação de tubo germinativo de C. albicans 

(SC5314)  

A cepa de Candida albicans SC5314 foi incubada em YPD com agitação de 

100 rpm à 35ºC overnight. Após a incubação o inóculo foi centrifugado e lavado com 

PBS 1x (3 min em 9.000 rpm), este processo foi repetido por 2x e depois ressuspenso 

em PBS. O ajuste do inóculo foi realizado em espectrofotômetro em escala de 1.0 Mc 

Farland, equivalente à 0,16 a 2,0 abs em 530 nm. O inoculo ajustado foi diluído em 

soro fetal bovino (SFB) (1:10); e as soluções de tratamento dos óleos essenciais foram 

preparadas em SFB. Os grupos testes foram preparados com as soluções de 

tratamento do OE + inóculo diluído (1:1). O grupo controle foi preparado com o inóculo 

diluído + soro fetal bovino (1:1) Foi retirado uma alíquota de cada grupo teste e do 

controle e foi realizado contagem em câmera de Neubauer em microscópio óptico em 

aumento de 400x. Contagens subsequentes foram feitas nos períodos de 1h, 2h, 3h 

e 4h. Os dados obtidos nas contagens foram transformados em porcentagens 

(Hammer et al., 2000) 

 

4.8  Análise do efeito dos óleos essenciais sobre a célula de Candida 

albicans por Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET).  

Com a finalidade de avaliar o efeito dos óleos essenciais na morfologia celular 

de Candida albicans, foi escolhida a metodologia de MET, que permite a visualização 

dos possíveis danos que os óleos essenciais podem causar as leveduras. Após o 

crescimento overnight em SDA de C. albicans SC5314, as células foram ajustadas a 
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1x106 UFC/mL e foram incubadas juntamente com os óleos essenciais nas 

concentrações subCIM, após 24 horas de incubação, a amostra foi centrifugada por 6 

minutos a 13.000 rpm (centrífuga eppendorf) para a formação de pellet. Os pellets 

foram ressuspendidos em fixador Karnovsky (anexo 2) e incubados por 36 horas. 

Após o período de fixação, a amostra foi lavada com solução salina 0,9% para 

remoção do fixador, centrifugada e lavada com tampão fosfato de Sorensen 0,1M 

(anexo 3). Em seguida, tratadas com tetróxido de ósmio 1% (anexo 4) por 4 horas, 

seguido de 3 lavagens de 5 minutos de tampão Sorensen 0,1M, desidratadas com 

Acetona (Merck) 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, com 5 minutos cada, e então, as 

amostras foram incluídas gradativamente em resina Dr Spurr (anexo 5) até a inclusão 

em resina pura e a secagem foi realizada em estufa 60-70°C (FANEM). Após esse 

período as amostras foram cortadas em ultramicrótomo, contrastadas com chumbo e 

uranila e analisadas em microscópio eletrônico de transmissão, JEM 1400 JEOL 

(Roque et al., 2015). 

 

4.9 Efeito dos óleos essenciais sobre biofilme de isolados clínicos de 

Candida albicans e Candida dubliniensis. 

Ajuste do inóculo: A cultura foi incubada overnight em YPD a 30ºC sob agitação 

de 180 rpm. Uma alíquota de 7 mL do inóculo foi centrifugada a 3.000 rpm por 5 min. 

e lavada 2x com PBS para retirada do meio de cultura. Após a última centrifugação a 

3.000 rpm por 5 min foi descartado o sobrenadante e o pellet foi ressuspenso em 7 

mL de YNB. Da suspensão celular resultante foi preparada uma diluição de 1:100, 

para contagem celular em Câmara de Neubauer por microscopia óptica (aumento de 

400x). Após a contagem e cálculo, o inóculo foi ajustado a 1,0 x 106 células/mL, em 

YNB. (Pierce et al., 2008): 

Biofilme 90 minutos: na microplaca estéril de 96 poços tipo PS (fundo U) 

foram depositados 100 μl de inóculo, o qual foi incubado por 90 minutos sob agitação 

(100 rpm a 37°C) em incubador de microplaca. Em seguida, a placa foi lavada 3x com 

PBS e adicionado 100 μl do óleo essencial diluído nas concentrações a serem testada 

(64 mg/mL a 0,125 mg/mL). A placa contendo o inóculo e óleo foi incubada por 24h a 

37°C em estufa de aerobiose (Silva et al., 2010).  
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Biofilme 24 horas: na microplaca de 96 poços com fundo U foram 

depositados 100 μl de inóculo, o qual foi incubado por 24h sob agitação (100 rpm a 

37°C) em incubador de microplaca. Posteriormente, a placa foi lavada 3x com PBS e 

foram adicionados 100 μl do óleo essencial diluído nas concentrações a serem 

testadas (64 mg/mL a 0,125 mg/mL). A placa foi incubada por 24h a 37°C em estufa 

de aerobiose (Pierce et al., 2008). Os ensaios foram realizados em triplicata por três 

ensaios independentes.  

 

4.9.1 Análise da viabilidade celular dos biofilmes 

Para a análise da viabilidade celular do biofilme, as placas foram 

previamente lavadas 3x com PBS e, posteriormente coradas com 80 µL de XTT [2,3-

bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil) -2 H -tetrazolium-5-carboxanilida] durante 2 horas. A 

seguir, o biofilme foi mensurado (A490nm) em leitor de microplacas ELISA (Versa 

MAX, molecular Devices, EUA). Os valores de absorbância foram subtraídos dos 

valores de absorbância do controle de modo a avaliar a quantidade de biofilme (Pierce 

et al., 2008). 

 

4.10 Efeito dos óleos essenciais sobre biofilme de Candida albicans e 

Streptococcus mutans. 

Para o desenvolvimento desse ensaio foram produzidos biofilmes de espécies 

de Candida albicans SC5314 e Streptococcus mutans UA159 em microplacas de 96 

poços PS (Global Trade), sendo colocados 100 μL de cada suspensão de inóculo a 

2x107 células/mL de C. albicans e 2x108 células/mL de S. mutans. As placas foram 

incubadas a 10% de CO2 e 37°C durante 90 min para promover a adesão celular. Em 

seguida, o meio de cultura foi aspirado, e a placa lavada (1x) com PBS 1x, a fim de 

remover células não aderentes. Em seguida foram adicionados 200 μL dos óleos 

essenciais diluídos no meio de cultura TSB (Triptic Soy Broth), na concentração inicial 

de 64 mg/mL e a placa foi novamente incubada por 24h à 37°C em 10% de CO2 

(Fernandes et al., 2016).  
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4.10.1 Análise da viabilidade celular do Biofilme misto por XTT 

 

 Para a análise da viabilidade celular do biofilme, foi utilizado o ensaio de 

redução do XTT [2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil)-2H-tetrazolium-5-

carboxanilida]. As placas foram previamente lavadas 3x com PBS e posteriormente 

coradas com 200 µL de XTT durante 3 horas em estufa à 37ºC com agitação de 

120rpm, protegido da luz. A seguir, o biofilme foi mensurado (A490nm) em leitor de 

microplacas ELISA (Versa MAX, molecular Devices, EUA). Os valores de absorbância 

foram subtraídos dos valores do controle a fim de avaliar a quantidade de biofilme 

(Fernandes et al., 2016). 

 

4.11 Análise dos biofilmes monoespécie Candida albicans SC5314 e 

biofilme multiespécie de Candida albicans SC5314 e Streptococcus 

mutans UA159 por Microscópia Eletrônica de Varredura (MEV) sobre 

reembasamento de prótese dentária. 

Para análise do efeito dos óleos essenciais no biofilme monoespécie de 

Candida albicans (SC5314) e biofilme multiespécie de Candida albicans (SC5314) e 

Streptococcus mutans (UA159) por MEV, o inóculo foi ajustado igualmente ao descrito 

anteriormente no ensaio de biofilme (item 2.9 e 2.10). A partir da suspensão celular 

final, os biofilmes foram produzidos em corpos de prova. Para o ensaio de biofilme de 

90 minutos de C. albicans, as células foram incubadas sob agitação por 100 rpm em 

agitador de microplacas a 37° C por 90 min. e, posteriormente foram adicionados os 

óleos essenciais na concentração de 2 mg/mL para o óleo essencial de E. citriodora 

na concentração de 8 mg/mL para o óleo essencial de E. globulus incubando-se em 

estufa de aerobiose a 37° C por 24 horas. Para o biofilme 24 horas, a suspensão 

celular foi incubada a 37° C por 24 horas em estufa de aerobiose para o biofilme 

monoespécies e estufa 10% CO2 para o biofilme multiespécie; após o período de 

incubação, foi adicionado o óleo essencial de E. citriodora nas concentrações de 2 

mg/mL para o biofilme monoespécie e 8 mg/mL para o multiespécie. O óleo essencial 
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de E. globulus foi adicionado na concentração de 8 mg/ml para ambos os biofilmes.  

Após a adição do tratamento, as placas foram novamente incubadas por mais 24 

horas. Após o período de incubação foi retirado o meio de cultura e os biofilmes 

fixados com glutaraldeído (2,0%) por 30 minutos, seguidos de secagem em 

temperatura ambiente. Os espécimes foram desidratados em banhos com 

concentrações crescentes de etanol (50%, 70%, 90% e 100%) por 10 minutos. 

Espécimes foram secos, metalizados e armazenados em dessecador para 

subsequente observação em MEV (JEOL, JSM 5600LV, Japão). Ao controle foram 

adicionados apenas amostras de microrganismos sem a presença dos óleos 

essenciais. 

 

4.12 Análise do processo de formação do biofilme de Candida albicans 

(SC5314) por Microscopia equipada com Time-lapse.  

O biofilme foi formado de acordo com o item 4.9 e a progressão do biofilme 

de C. albicans (SC5314) foi observada desde o tempo 0 até 24h de tratamento, tanto 

da parte superior como lateral por imagens de Time-lapse, microscópio equipado com 

Câmera Digital com sistema para captura de imagens, por 24 h a uma taxa de 1 

imagem/min, com a finalidade de avaliar o processo de formação do biofilme na 

presença dos óleos essenciais. 

 

4.13 Avaliação da Atividade antiproliferativa de células HaCat 

As células epiteliais HaCat, utilizadas para este estudo, provêm da 

linhagem celular de queratinócitos humanos imortalizados, mas não transformada. As 

células foram reativadas de estoque, mantidas à -80°C, ressuspensas em RPMI 

completo, suplementado com aminoácidos não essenciais, antimicrobianos e 10% de 

SFB (soro Fetal Bovino). As células foram cultivadas até 80% de confluência da 

garrafa, tripsinizadas e ajustadas à 5x104 cels/mL. Um volume de 100 μL da 

suspensão celular foi transferida para placa de 96 poços, incubadas por 24 horas à 

5% CO2 em estufa de cultura celular e, posteriormente, tratadas com óleos essenciais 

de E. citriodora e E. globulus em concentrações decrescentes ([ ] inicial de 64 mg/mL). 
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Após 24 horas de incubação, as células foram fixadas com 50 μL/compartimento de 

Ácido Tricloroacétito (TCA) 50% por 1h à 4°C, lavadas com água destilada (4x), secas 

a temperatura ambiente e posteriormente coradas com SRB 4% em ácido acético, 50 

μL/compartimento por 1 hora à 4°C, em seguida, as placas foram lavadas com ácido 

acético 1% (4x) e secas em temperatura ambiente. Para a solubilização do corante, 

foram adicionados 100 μL de Trizma Base, 10 μM e pH 10,5 e a absorbância lida à 

540nm em espectrofotômetro de microplacas (Versa MAX, molecular Devices, EUA). 

As análises dos dados de absorbância foram feitas seguindo o parâmetro IC50, como 

descrito previamente por Endo et al. (2010). 

 

4.14 Análise estatística  

Para as avaliações comparativas foi utilizada a análise estatística ANOVA, 

variação Dunnett, bilateral (P<0,05), (Programa Biostat 5.0). 
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5. RESULTADOS  

 

5.1 Avaliação da atividade antifúngica e concentração fungicida mínima 

Os óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus foram 

testados contra cepas de Candida albicans e Candida dubliniensis provenientes de 

isolados clínicos de prótese dentária, com a finalidade de determinar seu efeito 

inibitório pela técnica de microdiluição em caldo. Ambos os óleos testados 

apresentaram atividade inibitória sobre cepas testadas (Tabela 1). Após a 

determinação dos valores da CIM dos óleos essenciais, uma alíquota do ensaio de 

susceptibilidade foi utilizada para determinar a Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

contra as cepas de Candida spp. O antifúngico Fluconazol foi usado como controle. 

 

Tabela 1. Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos óleos essenciais de isolados 

clínicos de Candida albicans e Candida dubliniensis e concentração fungicida 

mínima (CFM). 

 

CIM: Concentração inibitória mínima; CFM: Concentração fungicida mínima; ca: Candida albicans;  
cd:  Candida dubliniensis 
 
 

 As cepas testadas foram sensíveis aos óleos essenciais de E. citriodora e E. 

globulus. As concentrações inibitórias mínimas variaram entre 0,125 à 0,5 mg/mL para 

o óleo de E. citriodora e entre 1 e 2 mg/mL para E. globulus. A cepa 192 Candida 

CIM CFM CIM CFM

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

1 (ca 524) 0.25 0.5 1 1

2 (ca 163) 0.25 0.5 1 1

3 (ca 205) 0.125 0.125 1 1

4 (ca 192) 0.5 0.5 1 1

5 (ca 196) 0.125 0.125 1 1

6 (ca 370) 0.25 0.5 1 1

7 (ca 326) 0.25 0.5 2 2

8 (ca 611) 0.25 0.25 1 2

9 (cd 311) 0.25 0.25 1 2

10 (cd 492) 0.25 0.25 1 2

11 (cd 248) 0.25 0.5 1 1

0.002

0.002

0.001

0.002

0.002

0.001

0.001

0.001

0.002

0.001

0.001

E. citriodora E. globulus Fluconazol

CIM

(mg/mL)
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albicans apresentou uma maior resistência comparada as demais cepas testadas na 

presença do OE de E. citriodora, enquanto na presença de E. globulus a cepa 326 

Candida albicans foi a cepa que apresentou maior resistência. As cepas isoladas de 

prótese C. albicans (205) e C. dubliniensis (492), escolhida para os demais testes 

desse trabalho, apresentaram CIM de 0,125 e 0,250 mg/mL, respectivamente para o 

OE de E. citriodora, enquanto para o OE de E. globulus a CIM foi de 1 mg/ml para 

ambas as cepas. 

 

5.2 Avaliação da atividade antibacteriana e concentração bactericida 

mínima 

Os óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus foram 

testados contra cepas de padrão do gênero Streptococcus, para determinar seu efeito 

inibitório pela técnica de microdiluição em caldo. Ambos os óleos testados 

apresentaram atividade inibitória sobre cepas bacterianas testadas (Tabela 2). Após 

a determinação dos valores da CIM dos óleos essenciais, uma alíquota do ensaio de 

susceptibilidade foi utilizada para determinar a concentração bactericida mínima 

(CBM) contra as cepas de Streptocuccus spp.  

 

Tabela 2. Concentração Inibitória Mínima (CIM) dos óleos essenciais de 

Streptococcus spp. e Concentração Bactericida Mínima (CBM). 

 

 

CIM: Concentração inibitória mínima; CBM: Concentração bactericida mínima 

 

CIM CFM CIM CFM

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

S. mutans 2 2 16 16

S. mitis 2 2 16 16

S.oralis 2 2 4 4

S. gordonii 2 2 8 8

S.salivarius 1 1 8 8

S. sanguinis 2 2 8 8

0.0035

0.0075

CIM

(mg/mL)

0.0035

0.0035

0.015

0.0075

E. citriodora E. globulus Clorexidina



50 
 

Todos os óleos essenciais testados apresentaram atividade antimicrobiana. As 

concentrações inibitórias mínima variaram entre 1 e 2 mg/mL para o óleo de E. 

citriodora e entre 16 à 4 mg/mL para E. globulus, demonstrando o óleo de E. citriodora 

foi mais eficaz comparado ao óleo da espécie E. globulus para estas cepas. 

As cepas de S. mutans e S. mitis apresentaram uma maior resistência 

comparada as demais cepas testadas na presença do OE de E. globulus, enquanto 

na presença de E. citriodora os resultados entre as cepas foram similares, apenas a 

cepa S. salivarius foi capaz de ser inibida em uma concentração menor. Ambos os 

óleos essenciais demonstram perfil bactericida, onde a concentração capaz de inibir 

o crescimento bacteriana é a mesma capaz de matar a cepa. Esses dados 

demonstram que os óleos essenciais são efetivos contra todas as cepas bacterianas 

testadas.  

 

5.3 Análise do efeito dos óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e 

Eucalyptus globulus na formação de tubo germinativo de C. albicans 

(SC5314)  

 
 Os óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus foram 

testados no controle da progressão do tubo germinativo de C. albicans. Foi 

observado na leitura da primeira alíquota, no tempo 0, um crescimento uniforme entre 

o controle e as concentrações testadas, onde as células em sua grande maioria se 

apresentavam no formato de blastoconídeo. Após 1h de incubação foi realizado a 

segunda leitura, o perfil de crescimento já havia se modificado, o controle 

apresentava 50% das células presentes no formato de hifas, os tratamentos 

apresentavam hifas em uma quantidade bem menor, o tratamento com óleo essencial 

de E. globulus na concentração de 4 mg/ml foi capaz de inibir 100% a formação de 

hifas já no período de 1h. A partir de 2h de incubação, o controle apresentava 100% 

das células em formato de hifas, enquanto os tratamentos seguiram inibindo a 

formação das hifas, o tratamento que se mostrou mais eficaz foi o óleo essencial de 

E. globulus na concentração de 4 mg/ml, foi capaz de inibir 100% a formação de hifas 

em todas as leituras, seguido do tratamento com óleo essencial de E. citriodora na 
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concentração de 0,5 mg/ml, onde após a terceira hora de tratamento foi capaz de 

inibir 100% a formação de hifas pela cepa de C. albicans testada (Tabela 3). 

Tabela 3 - Presença de tubos germinativos de C. albicans (SC5314) após o tratamento 

com os óleos essenciais de espécies de Eucalyptus. 

Ca: Candida albicans (SC5314); SFB: Soro Fetal Bovino 

 

5.4 Análise da ação dos óleos essenciais de E. citriodora e E. globulus por 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET). 

 
As células de C. albicans foram tratadas com concentrações subCIM de óleos 

essenciais de E. citriodora (0,125 mg/mL) e E. globulus (0,5 mg/mL). Foram 

adicionados ao experimento o grupo controle, sem adição de óleos essenciais. Foi 

observado que o grupo controle exibiu membrana plasmática intacta, parede celular 

íntegra uniforme e citoplasma da célula complexo e com organelas (Imagem A, B e 

C). O grupo de tratamento com óleo essencial de E. citriodora demonstrou 

deformidades na membrana plasmática, invaginação de membrana, estruturas 

enoveladas no citoplasma celular, semelhança da membrana ou pedaços da mesma, 

somado, presença de vacúolos no citoplasma e afinamento da parede celular 

(Imagem D, E e F). Nos tratamentos com óleo essencial de E. globulus, além das 

deformidades encontradas com o tratamento de E. citriodora ainda foi observado 

muitas células deformadas, com a morfologia disforme, ausência de membrana 

citoplasmática, além de vacúolos no citoplasma como mostradas nas imagens G, H e 

I da Figura 1. 

 

0h 1h 2h 3h 4h

E. citriodora  0,250mg/ml + Ca + SFB 0 3,3 0 12,5 5,7

E. citriodora  0,5mg/ml + Ca + SFB 0 10 5,9 0 0

E. globulus  2 mg/ml + Ca + SFB 2,7 5 4,2 4,3 0

E. globulus  4 mg/ml + Ca + SFB 0 0 0 0 0

Controle (Ca + SFB) 1,6 50 100 100 100

Tratamento
Presença de tubo germinativo (%)
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Figura 1: Imagens adquiridas por microscopia eletrônica de transmissão (MET) de células de C. 
albicans SC5314 do grupo controle e grupos de tratamentos com óleos essenciais de Eucalyptus spp. 
A, B e C: Controle de C. albicans, sem tratamento. D, E e F: Tratamento com E. citriodora; G, H e I: 
Tratamento com E. globulus. 
 
 

5.5 Avaliação da ação dos óleos essenciais sobre biofilmes de C. albicans 

e C. dubliniensis 

 
 

Os óleos essenciais de E. citriodora e E. globulus foram testados em 

diferentes concentrações contra os biofilmes em fase de adesão (90 minutos) e 

intermediário (24 horas) de Candida albicans (cepa clínica 205) e Candida dubliniensis 
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(cepa clínica 492), com o objetivo de avaliar o efeito dos óleos pela viabilidade celular 

dos biofilmes. 

Comparado ao grupo controle (não-tratado), o biofilme de 90 min de C. 

albicans demonstrou baixa viabilidade celular até a concentração 4 mg/mL de E. 

citriodora e 2 mg/ml de E. globulus, apresentando 1,9% e 2% de atividade metabólica, 

respectivamente (Gráfico 1).  Para o biofilme de C. dubliniensis a baixa atividade 

metabólica também foi controlada até as concentrações de 4 mg/mL de E. citriodora 

e 2 mg/ml de E. globulus, apresentando viabilidade das células presentes de 2 e 2,4%, 

respectivamente (Gráfico 2). Em concentrações menores dos óleos essenciais houve 

aumento da expressão da atividade metabólica nos biofilmes de ambas as espécies 

testadas 

 

Gráfico 1 – Viabilidade celular (%) do biofilme em fase de adesão (90 

minutos) da cepa clínica 205 (C. albicans) tratado com os óleos de E. citriodora e E. 

globulus. 

 

Estatística ANOVA, variação Dunnett, bilateral, todas as concentrações testadas 
apresentaram p<0,01 
 
 
 
 
 

0

20

40

60

80

100

120

Controle 0.5 1 2 4 8 16 32 64

A
b

so
rb

ân
ci

a 
(%

)

Concentração (mg/mL)

Biofilme 90 min - CEPA 205 (C. albicans)

E. citriodora E. globulus



54 
 

Gráfico 2 – Viabilidade celular (%) do biofilme em fase de adesão (90 

minutos) da cepa clínica 492 (C. dubliniensis) tratado com os óleos de E. citriodora e 

E. globulus. 

 

 Estatística ANOVA, variação Dunnett, bilateral, todas as concentrações testadas 
apresentaram p<0,01 

 

 

O biofilme de 24 horas das cepas clínicas de C. albicans e C. dubliniensis 

também foram avaliados na presença dos óleos essenciais de E. citriodora e E. 

globulus. Comparado ao grupo controle (não-tratado), o biofilme de 24 horas de C. 

albicans demonstrou viabilidade celular reduzida até a concentração 8 mg/mL para 

ambos os óleos essenciais, demonstrando atividade metabólica de 14,5% e 29,9%, 

respectivamente (Gráfico 3). Já no biofilme de cepa de C. dubliniensis os resultados 

obtidos demonstram que até as concentrações de 8 mg/mL de E. citriodora e 16 

mg/mL de E. globubus foram capazes de reduzir a atividade metabólica do biofilme, 

comparado ao controle, apresentando viabilidade celular de 26,7% e 5,4%, 

respectivamente (Gráfico 4).  
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Gráfico 3 – Viabilidade celular (%) do biofilme 24 horas da cepa clínica 205 

(C. albicans) tratado com os óleos de E. citriodora e E. globulus. 

 

Estatística ANOVA, variação Dunnett, bilateral, (*) concentrações testadas que 

apresentaram p<0,05 

 

Gráfico 4 – Viabilidade celular (%) do biofilme 24 horas da cepa clínica 492 

(C. dubliniensis) tratado com os óleos de E. citriodora e E. globulus. 

 

Estatística ANOVA, variação Dunnett, bilateral, (*) concentrações testadas que 

apresentaram p<0,05 
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5.6 Avaliação da atividade metabólica do biofilme misto de C. albicans e S. 

mutans após tratamento com os óleos essenciais de E. citriodora e E. 

globulus 

O biofilme de C. albicans (SC5314) e Streptococcus mutans (UA 159) de 

90 minutos, quando comparado ao grupo controle (não-tratado), demonstrou baixa 

atividade metabólica até a concentração 1 mg/mL com 26,3% de viabilidade celular 

do biofilme quando tratado com E. citriodora e 4 mg/mL com 9,7% de viabilidade para 

E. globulus. O aumento da atividade metabólica do biofilme 90 minutos foi observada 

a partir da concentração 0,5 mg/mL de E. citriodora com viabilidade celular de 59,3% 

e 2 mg/mL de E. globulus com viabilidade de 43,9% (Gráfico 5). 

 

Gráfico 5 – Viabilidade celular (%) do biofilme de 90 minutos de C. albicans 

e S. mutans tratado com os óleos de E. citriodora e E. globulus. 

 

Estatística ANOVA, variação Dunnett, bilateral, (*) concentrações testadas que 

apresentaram p<0,05 

 

Foi avaliado também o biofilme de 24 horas C. albicans e Streptococcus 

mutans, quando comparado ao grupo controle (não-tratado), onde demonstrou baixa 

atividade metabólica até a concentração 0,5 mg/mL com 8,2% de viabilidade celular 

do biofilme quando tratado com E. citriodora e 8 mg/mL com 27,2% de viabilidade para 
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E.globulus. A partir da concentração 0,25 mg/mL de E. citriodora foi observado um 

aumento da atividade metabólica do biofilme com viabilidade celular de 56,2% e 4 

mg/mL de E. globulus com viabilidade de 59,7% (Gráfico 6). 

 

Gráfico 6 – Viabilidade celular (%) do biofilme de 24 horas de C. albicans 

e S. mutans tratado com os óleos de E. citriodora e E. globulus. 

 

Estatística ANOVA, variação Dunnett, bilateral, (*) concentrações testadas que 

apresentaram p<0,05 

 

5.7 Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV)  

 

5.7.1 Análise dos biofilmes 90 minutos e 24 horas de Candida albicans 

SC5314 tratados com Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus sobre 

reembasamento de prótese dentária por MEV 

As análises em Microscopia Eletrônica de Varredura mostraram células do 

grupo controle com superfície regular, hifas em quantidades consideráveis e com 

superfície homogênea (Imagem A e B). Quando tratado com E. citriodora na 

concentração de 2 mg/mL, observou-se diminuição significativa das hifas e podendo-

se detectar algumas células com deformidades perdendo sua forma original (Imagem 
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C e D). Quando tratado com o óleo essencial de E. globulus na concentração de 8 

mg/mL, detectou-se grande diminuição nas hifas quando comparado ao controle e 

deformidades nas poucas células presentes (Imagem E e F) da Figura 2. 

 

Figura 2: Imagens adquiridas por microscopia eletrônica de varredura de biofilme 90 minutos de 
Candida albicans SC5314 após exposição aos óleos essenciais de Eucalyptus spp. A e B: Controle de 
C. albicans, sem tratamento; C e D: Tratamento com a concentração de 2 mg/mL de E. citriodora; E e 
F: Tratamento com a concentração de 8 mg/mL de E. globulus. 
 

 

Nas análises de microscopia eletrônica de varredura, no controle do 

biofilme 24 horas foram observadas células com superfície regular e hifas com 

superfície homogênea, poucos blastoconídios presentes, expressos nas imagens A e 
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B.  Nas imagens do tratamento com E. citriodora na concentração de 2 mg/mL, 

observou-se diminuição na quantidade de células presentes, com maior quantidade 

de blastoconídios em relação ao controle onde a prevalência é de hifas, podendo ser 

observado nas imagens C e D. Quando tratado com o óleo essencial de E. globulus 

na concentração de 8 mg/mL, foi observado apenas diminuição da quantidade de 

células, demonstrado nas imagens E e F da figura 3. 

 

 
Figura 3: Imagens adquiridas por microscopia eletrônica de varredura de biofilme 24 minutos de 
Candida albicans SC5314 após exposição aos óleos essenciais de Eucalyptus spp. A e B: Controle de 
C. albicans, sem tratamento; C e D: Tratamento com a concentração de 2 mg/mL de E. citriodora; E e 
F: Tratamento com a concentração de 8 mg/Ml de E. globulus. 
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5.7.2 Análise do biofilme 24 horas de Candida albicans e Streptococcus 

mutans tratados com Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus sobre 

reembasamento de prótese dentária por MEV 

 

O biofilme de 24 horas de multiespécie de C. albicans e S. mutans sobre 

reembasamento de prótese dentária também foi analisado em microscopia eletrônica 

de varredura após exposto aos óleos essenciais de E. citriodora e E. globulus, nas 

concentrações de 8 mg/ml para ambos os óleos. No controle, na figura 4 (imagens A 

e B), pode-se observar que após 24 horas de incubação, o biofilme se apresenta com 

células de Streptococcus mutans em maioria, em relação às células da levedura, 

ambas as células se apresentam integras e presença de matriz extracelular. Quando 

o biofilme é exposto ao óleo essencial de E. citriodora nota-se uma diminuição 

significativa das células de S. mutans e um aumento do número de células de C. 

albicans, há diminuição da matriz extracelular, porém não há deformidades das 

células presentes (imagens C e D); quando o biofilme é exposto ao óleo essencial de 

E. globulus, observou-se o oposto em relação ao tratamento com E. citriodora, há a 

diminuição das células de C. albicans, quase inexistente, a e prevalência de células 

de S. mutans, há também uma diminuição da biomassa do biofilme em relação ao 

controle (imagens E e F). 
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Figura 4: Imagens adquiridas por microscopia eletrônica de varredura do biofilme de 24 horas de 
Candida albicans SC5314 e Streptococcus mutans UA 159 após exposição aos óleos essenciais de 
Eucalyptus spp. A e B: Controle do biofilme multiespécie, sem tratamento; C e D: Tratamento com a 
concentração de 8 mg/mL de E. citriodora; E e F: Tratamento com a concentração de 8 mg/mL de E. 
globulus. 
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5.8 Análise do processo de formação do biofilme de Candida albicans por 

Microscopia equipada com Time-lapse  

 

No ensaio de Time Lapse foi analisada a progressão do biofilme na 

presença dos óleos essenciais em diferentes concentrações e no período de hora em 

hora durante 24h. A progressão do biofilme foi testada em três concentrações 

diferentes para cada óleo essencial, para Eucalyptus citriodora foram testadas as 

concentrações de 0,5, 1 e 2 mg/ml, enquanto para o óleo essencial de Eucalyptus 

globulus foram testadas concentrações de 2, 4 e 8 mg/ml. 

Na presença do óleo essencial de Eucalyptus citriodora foi observado uma 

paralisação na progressão do biofilme a partir da quarta hora após o início da 

incubação nas concentrações de 1 e 2 mg/ml, enquanto a concentração de 0,5 mg/ml 

houve apenas uma diminuição na progressão do biofilme em relação ao controle. Já 

na presença do óleo essencial de Eucalyptus globulus foi observado que apenas a 

concentração de 8 mg/ml demonstrou diminuição da progressão do biofilme. 
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Figura 5: Imagens representativas dos tempos de progressão do biofilme de Candida albicans SC5314 frente 

ao tratamento com diferentes concentrações dos óleos essenciais de E. citriodora e E. globulus. Colunas 

mostram os tempos e linhas das concentrações dos óleos essenciais utilizadas nos tratamentos. 
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5.9  Avaliação da Atividade antiproliferativa de células HaCat 

Para o ensaio da atividade antiproliferativa foram testadas as células 

epiteliais HaCat, linhagem celular provenientes de queratinócitos normais humanos 

imortalizada. As análises de absorbância foram feitas seguindo o parâmetro IC50. Após 

o tratamento com os óleos essenciais de E. citriodora e E. globulus nas concentrações 

entre 64 e 0,125 mg/ml foi observado viabilidade celular acima de 50% até a 

concentração de 1 mg/mL para E. citriodora e até 0,5 mg/mL para E. globulus 

comparados ao controle de crescimento celular, sem a exposição ao óleo. As 

concentrações maiores que as citadas anteriormente, apresentou viabilidade celular 

abaixo de 50%. E. citriodora mostrou ser menos citotóxico do que E. globulus (Gráfico 

7). 

Gráfico 7 – Viabilidade celular (%) de células HaCat após tratamento com os óleos 

de E. citriodora e E. globulus. 

 

 Variação Dunnett, bilateral, (*) concentrações testadas que apresentaram p<0,05 (Estatística ANOVA). 
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6. DISCUSSÃO 

 

 As infecções causadas pelo fungo do gênero Candida tem surgido como um 

importante problema de saúde, ocasionando importantes taxas de mortalidade e 

aumentando os custos médicos para governos e pacientes hospitalizados. A espécie 

Candida albicans é a principal causa de candidíase na maioria das situações clínicas, 

isso se deve a sua capacidade de infectar vários nichos de hospedeiros sendo 

atribuída à uma ampla série de fatores de virulência e propriedades de aptidão 

biológica (Lopes et al., 2022). O aumento da resistência antifúngica vem sendo uma 

ameaça ao limitado arsenal de antifúngicos existentes. A carência de classes de 

drogas antifúngicas, associada à plasticidade intrínseca do genoma fúngico, vem 

promovendo adaptação e sobrevivência desses microrganismos (Tortorano et al., 

2021). Sendo assim, o interesse por substâncias que tenham a capacidade de agir 

contra esses organismos sem alterar as condições do hospedeiro impulsionaram 

pesquisadores a procurar esses componentes biológicos em plantas, já que estas tem 

evidenciado um poder curativo, mesmo que empiricamente ao longo dos anos.  

Na presente pesquisa as atividades antifúngicas e antibacterianas dos 

óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus foram avaliadas 

através do método de microdiluição (CLSI, 2008). Nos ensaios os óleos foram 

testados contra isolados clínicos de Candida albicans e Candida dubliniensis e cepas 

padrão do gênero Streptococcus. Os isolados clínicos apresentaram sensibilidade à 

ambos os óleos testados, assim como as espécies de Streptococcus.  As 

Concentrações Inibitórias Mínimas (CIM) dos óleos essenciais foram mais baixas 

contra as cepas de origem clínica do que para as cepas de Streptococcus. Elas não 

apresentaram perfil de resistência quando tratadas com antifúngicos comerciais. 

Ambos os óleos demonstraram, na sua maioria, perfil fungicida quando comparados 

a CIM, e quando testados contra os Streptococcus, demonstraram perfil bactericida 

em comparação a CIM de todas as cepas. O OE de E. citriodora mostrou-se mais 

eficiente que o de E. globulus, capazes de inibir o crescimento dos isolados clínicos e 

das cepas padrão de Streptococcus spp em concentrações bem menores que as 

concentrações de E. globulus.  Esses resultados, corroboram com os dados 

encontrados na literatura em relação a atividade antimicrobiana dos óleos de 
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Eucalyptus spp contra diversas espécies de fungos e bactérias, no entanto, as CIMs 

encontradas são variáveis. Esses dados sugerem, por sua vez, que as composições 

dos óleos podem ser distintas, havendo ainda diversidade em relação à metodologia 

envolvendo a CIM. 

Para investigar a estrutura celular alvo dos óleos essenciais de Eucalyptus 

spp, submeteu-se à análise qualitativa de Microscopia Eletrônica de Transmissão 

(MET). As células de Candida spp., após o tratamento com os óleos essenciais, 

demonstraram danos em estruturas externas e internas, como enovelamento da 

membrana citoplasmática, ausência parcial da membrana, dano a parede celular, 

grande quantidade de vacúolos e desorganização do conteúdo citoplasmático, além 

de perda da morfologia celular. A concentração de 0,250 mg/mL de E. citriodora foi 

capaz de provocar as mesmas alterações celulares que 4 mg/mL de E. globulus, se 

mostrando mais eficiente quando comparados. Outros autores também relataram 

danos celulares causados às células de Candida albicans após tratamento com óleos 

essenciais. Stringaro et al., (2014) e Wijesinghe et al., (2021), mostraram que após o 

tratamento com óleos essenciais e em sinergismo com antifúngico comercial, as 

células de C. albicans apresentaram danos celulares, como presença de vacúolos no 

citoplasma, danos na parede celular e granulações intracelulares. Os dados obtidos 

nesta pesquisa, em concomitância aos dados da literatura, indicam que esses óleos 

essenciais, têm potencial antifúngico, promovendo danos e morte celular, podendo 

atuar como uma alternativa de tratamento contra infecções causadas por estes 

microrganismos, isoladamente ou em sinergismo com antifúngicos comerciais.    

Os óleos essenciais foram testados ainda, contra alguns fatores de 

virulência expressos por espécies de Candida, como a formação de hifas da cepa C. 

albicans SC5314. Os resultados do teste demonstram que em diferentes 

concentrações os óleos têm a capacidade de inibir e/ou atrasar a formação de hifas 

pela cepa C. albicans SC5314. A concentração de 0,250 mg/mL de E. citriodora inibiu 

100% a formação destas estruturas no tempo de 4h, enquanto E. globulus inibiu 100% 

com somente 2 mg/mL. Esses resultados sugerem primeiramente, que a capacidade 

de atuar biologicamente contra microrganismos depende da espécie em questão e, 

que os óleos essenciais atuam, de modo geral, de maneira dose-dependente sobre a 

formação dessas estruturas por esses microrganismos. A literatura disponível tem 

demonstrado a ação de óleos essenciais e seus compostos contra esta estrutura. O 
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eucaliptol (1,8-cineol), composto encontrado nesses componentes biológicos de 

Eucalyptus spp, atua inibindo a formação de hifas, sugerindo que o composto interfere 

na transição de levedura para hifa, como demonstra Gupta et al., (2020). Em estudo 

realizado por Sharma e colaboradores (2020), foi observado a inibição da transição 

morfológica de Candida spp pelo composto citronelol, presente abundantemente no 

óleo essencial de E. citriodora, em meios de indução líquidos e sólidos. Um 

levantamento feito por Khan & colaboradores (2021) na literatura, mostra que uma 

gama de estudos realizados com compostos derivados de plantas medicinais 

mostrou-se eficiente na inibição do tubo germinativo, estrutura importante na 

patogenicidade de espécies de Candida spp. Entre os compostos citados por Khan 

encontra-se o Eucarobustol, um monoterpenóide derivado de espécies do gênero 

Eucalyptus. O Eucarobustol, em estudo feito por Liu et al., (2017), mostrou igualmente 

atividades antifúngicas atuando na via de regulação negativa da expressão de genes 

relacionados ao crescimento de hifas e genes que codificam proteínas de superfície. 

Esses dados, em conjunto, apontam para uma atuação importante dos óleos 

essenciais de Eucalyptus spp. contra a formação do tubo germinativo de espécies de 

Candida, podendo ser utilizado como uma alternativa de inibição do dimorfismo celular 

desses microrganismos, mecanismo importante para a patogenicidade de Candida 

spp.  

Outro fator de virulência de espécies de Candida, os biofilmes, foram 

testados na presença dos óleos essenciais de E. citriodora e E. globulus. Os 

resultados demonstraram que os óleos essenciais têm potencial inibitório na formação 

de biofilmes e capacidade de desestabilizar esta estrutura. Foram testados na fase de 

adesão (90 minutos) e na fase intermediária (24 horas) dos biofilmes de isolados 

clínicos de Candida albicans (cepa 205) e Candida dubliniensis (cepa 492). O biofilme 

em fase de adesão permite analisar o comportamento dos óleos essenciais de 

maneira preventiva, já o biofilme 24 horas, analisar a desestruturação de um biofilme 

pré-formado quando expostos a esses componentes. Esses dois fatores, em conjunto, 

indicam uma propriedade efetiva de ação antimicrobiana desses componentes 

bioativos, reforçando a idéia da contribuição desses compostos como uma alternativa 

viável antimicrobiana, ou como coadjuvante no tratamento médico. Os óleos 

obtiveram mais efetividade contra os biofilmes em fase de adesão, sendo possível 

inibir a formação dessas estruturas em baixas concentrações. O óleo essencial de E. 
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globulus mostrou-se mais eficiente contra a progressão do biofilme de ambas as 

espécies fúngicas do que E. citriodora. O biofilme de 90 min exposto a 2 mg/mL dos 

óleos demonstrou que a cepa de C. albicans teve nesta concentração a taxa de 

atividade metabólica de 59% para E. citriodora e apenas 2% quando tratado com E. 

globulus. Para o tratamento do biofilme da cepa de C. dubliniensis, o mesmo 

comportamento dos óleos foi detectado. E. citriodora na concentração de 2 mg/mL 

apresentou a taxa de atividade metabólica em aproximadamente 17% e E. globulus 

de 2%. Esses dados, indicam uma maior efetividade do óleo de E. globulus no 

tratamento dos biofilmes em fase de adesão de ambas as cepas testadas. Os dados 

desse ensaio, corroboram com os resultados do teste de inibição da formação de 

hifas, no qual os óleos foram capazes de inibir a formação dessas estruturas, 

importantes para a formação dos biofilmes, confirmado pelas imagens da MEV. Esses 

dados demonstram que os óleos essenciais em baixas concentrações auxiliam na 

prevenção da formação de biofilmes de espécies de Candida, o que reafirma a sua 

capacidade de agir como antimicrobianos. Os óleos também foram capazes de 

desestabilizar o biofilme pré-formado (24 horas) de maneira dose-dependente. Os 

biofilmes de 24h demonstraram que o óleo essencial de E. citriodora foi mais efetivo 

contra a cepa de C. dubliniensis, enquanto o óleo de E. globulus demonstrou maior 

efetividade contra a cepa de C. albicans. O biofilme de 24h de C. dubliniensis foi mais 

susceptível ao tratamento dos óleos essenciais em relação ao de C. albicans, 

apresentando menor taxa de atividade metabólica quando comparados nas mesmas 

concentrações.  

A literatura disponível tem relatado o potencial efeito antibiofilme dos óleos 

essenciais de E. citriodora e E. globulus. Barbosa & colaboradores (2018), 

demonstraram que ambos os óleos essenciais possuem ação contra os biofilmes em 

fase de adesão e pré-formado de Candida albicans. Em estudos de Trindade e 

colaboradores (2022), foi constatado a atividade antibiofilme de citronelal, composto 

majoritário do óleo essencial de E. citriodora, contra isolados clínicos de Candida 

albicans, sugerindo que o composto interage com a membrana celular das células. Da 

mesma forma no estudo de Gupta & colaboradores (2021), foi observado atividade 

antibiofilme do composto Eucaliptol (1,8-cineol), composto majoritário do óleo 

essencial de E. globulus, em biofilmes em formação e maduro de cepas padrão e 

isolados clínicos de Candida albicans e Candida glabrata. Neste estudo o Eucaliptol 
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foi capaz de gerar espécies reativas de oxigênio, interrompendo o ciclo celular na fase 

G1, promovendo alteração na membrana mitocondrial e enzimas hidroliticas, e 

também na alteração da expressão gênica na biogênese da parede celular e na 

secreção de enzimas hidroliticas. O óleo essencial de E. globulus demonstrou ainda 

possuir atividade antibiofilme também contra espécies bacterianas, como a cepa 

Staphylococcus aureus e SAMR/S. aureus meticilina resistente (Vieira et al., 2017; 

Merghni et al., 2018). 

De modo geral, ambos os óleos de Eucalyptus foram efetivos contra os 

biofilmes em fase de adesão e fase intermediária de ambas as cepas. Os resultados 

alcançados, corroboram com dados da literatura, que indicam que óleos essenciais 

possuem atividade antibiofilme contra espécies de Candida. Esses dados também 

sugerem que os biofilmes em adesão são mais vulneráveis à ação dos óleos em 

questão, quando comparados ao biofilme pré-formado, supostamente em virtude de 

uma maior complexidade estrutural e biológica, dificultando a penetração desses 

biocomponentes de natureza hidrofílica em uma matriz extracelular composta em sua 

grande maioria de água. 

Os biofilmes multiespécie de C. albicans e S. mutans também foram 

avaliados em relação à sua viabilidade celular. Nesses testes, foi observado que no 

biofilme de 90 min, o óleo essencial de E. citriodora mostrou-se mais eficaz quando 

comparado ao E. globulus, assim como no biofilme 24h, sendo que ambos os óleos 

foram capazes de diminuir a atividade metabólica dos biofilmes em doses 

dependentes. Os dados demonstraram que os óleos possuem atividade distintas em 

relação as fases dos biofilmes, sendo E. globulus mais efetivo na fase inicial e E. 

citriodora na fase intermediária. Testes adicionais incluindo aspectos bioquímicos e 

genéticos, serão necessários para esclarecer a ação de cada óleo, e ampliar a 

compreensão deste fenômeno. 

Os dados obtidos no ensaio de viabilidade celular de biofilme multiespécie 

corroboram com a literatura presente. Goldbeck & colaboradores (2014), relataram 

que a formação do biofilme de S. mutans foi inibida na presença do óleo essencial de 

E. globulus, sendo até mesmo mais efetivos quando comparados ao NaF comercial 

(fluoreto de sódio) a 0,1%. Rasooli (2008), demonstrou que outras espécies de 

Eucalyptus também tem a capacidade de inibir o desenvolvimento de biofilmes 

cariogênicos. Há diversos estudos que relatam a capacidade dos óleos essenciais 
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inibirem a progressão do biofilme de microrganismos orais, como Candida albicans e 

Streptococcus mutans (Aires et al., 2021; Jafri et al., 2020; Septiana et al., 2020). 

Embora haja necessidade de maiores investigações sobre a atuação dos óleos 

essenciais de E. citriodora e E. globulus contra o biofilme multiespécie de C. albicans 

e S. mutans em relação ao seu mecanismo de ação, podemos constatar que ambos 

os OE atuam na inibição ou desestabilização desses biofilmes, conforme mostram os 

resultados obtidos nos testes. 

A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi utilizada com a finalidade 

de investigar possíveis alterações morfológicas e na arquitetura dos biofilmes de 

espécies de Candida e multiespécie, após exposição aos óleos essenciais. Os 

biofilmes de 90 min e 24h de C. albicans e C. dubliniensis foram expostos a 

concentração de 2 mg/mL de E. citriodora e 8 mg/mL de E. globulus. Ambos os 

tratamentos foram capazes de provocar deformidades na estrutura celular, como 

perda da morfologia original das células, alterações nas superfícies das mesmas e 

hifas, como rugosidade, sendo possível observar alterações na estrutura dos 

biofilmes, como inibição e retardo na formação das hifas e diminuição do crescimento 

exponencial das células destes biofilmes. É possível observar através das imagens 

obtidas na MEV, que os óleos essenciais foram eficientes em ambos os biofilmes, 

porém foram mais eficazes contra os biofilmes testados em fase de adesão (90 min) 

causando maior dano a esta estrutura.  

Os dados obtidos neste estudo corroboram com o estudo realizado 

anteriormente pelo nosso grupo e outros autores da literatura. Barbosa e 

colaboradores (2018), mostraram que os óleos essenciais de E. citriodora e E. 

globulus foram efetivos contra os biofilmes (90 min e 24h) da cepa de C. albicans 

SC5314, provocando alterações estruturais e morfológicas citadas anteriormente, e 

que a atuação dos óleos essenciais possui mais efetividade contra a fase inicial dos 

biofilmes, como foi evidenciado em outros ensaios desta pesquisa. 

Os mecanismos de atuação destes óleos essenciais contra os biofilmes de 

Candida spp. ainda são pouco esclarecidos, mas os dados sugerem que a ação se dá 

em função da presença de terpenóides em sua composição, uma vez que, esses 

compostos têm a capacidade de desestabilizar a membrana celular e modular funções 

correlacionadas à membrana, como por exemplo, a permeabilidade seletiva e o 

quórum-sensing (sinalização celular), de acordo com Zore et al. (2011). Anibal e 
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colaboradores (2010), pesquisando Mentha spp., sugerem que a toxicidade às células 

de Candida spp., é devido a presença de flavonóides e terpenos presentes nos óleos 

essenciais do gênero, devido ao grau de lipofilicidade e pelas interações com 

constituintes da membrana celular e seu arranjo. 

Os biofilmes multiespécie de C. albicans e S. mutans crescidos sobre 

reembasador de prótese dentária, expostos aos óleos essenciais de Eucalyptus 

também foram analisados em Microscopia Eletrônica de Varredura, a fim de se 

observar alterações morfológicas e estruturais do biofilme. Inicialmente observou-se 

nas imagens obtidas por MEV que há um comportamento distinto dos biofilmes na 

presença dos diferentes óleos. Quando expostos ao óleo de E. citriodora nota-se que 

há diminuição de S. mutans e aumento de C. albicans, enquanto, quando tratado com 

E. globulus o resultado obtido é contrário, maior prevalência de S. mutans e diminuição 

de C. albicans. Demais testes serão levados a efeito, no entanto, com a finalidade de 

compreender o mecanismo de atuação dos óleos essenciais sobre o biofilme dessas 

espécies. A princípio, os dados obtidos sugerem que o óleo E. citriodora possui maior 

atuação contra as células bacterianas, enquanto E. globulus atua mais efetivamente 

contra as células fúngicas. 

A somatória dos resultados obtidos nos ensaios de exposição dos 

diferentes biofilmes aos óleos essenciais de Eucalyptus spp, juntamente com os 

dados encontrados na literatura, indicam efeitos satisfatórios em relação a capacidade 

de inibir e/ou retardar a progressão de biofilmes e desestruturar essas estruturas pré-

formadas de modo geral, sugerindo o seu uso como uma alternativa antimicrobiana 

na ação contra os biofilmes, quer seja como agente principal ou como coadjuvantes, 

em sinergismo com demais compostos. 

A progressão em tempo real do biofilme de Candida albicans SC5314 

exposto aos óleos essenciais foi analisada através da microscopia Time-Lapse pelo 

período de 24 horas. Pode-se reafirmar que a atuação dos óleos essenciais são dose 

dependente, sendo que os óleos essenciais nas concentrações de 2 mg/mL de E. 

citriodora e 8 mg/mL de E. globulus paralisaram e retardaram a progressão do biofilme 

em sua fase inicial. Esses dados corroboram com os resultados da análise da 

viabilidade celular e análises microscópicas dos biofilmes de espécies de Candida, 

onde foi observado que ambos os óleos essenciais foram mais eficazes na fase de 
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adesão do biofilme, nos quais concentrações mais baixas foram capazes de diminuir 

significativamente a atividade metabólica das células do biofilme. 

Testes de citotoxicidade “in vitro” com células epiteliais HaCat 

(queratinócitos humanos imortalizados) foram levados a efeito. Os testes 

demonstraram que a viabilidade celular esteve acima de 50% na concentração igual 

e menor que 1 mg/mL para E. citriodora e 0,5 mg/mL para E. globulus, quando 

comparados ao grupo controle, sem exposição aos óleos. E. citriodora demonstrou 

possuir menos toxicidade em relação a E. globulus, quando comparados entre si, 

apesar da viabilidade celular das células HaCat estarem abaixo de 50% nas 

concentrações dos óleos que inibem 100% o crescimento de Candida spp. Esses 

dados sugerem  a possibilidade de se utilizar os óleos essenciais em concentrações 

menores com o objetivo de inibirem uma porcentagem menor do crescimento fúngico,  

atuando como auxiliador do sistema imunológico, bem como  serem utilizados de 

forma sinérgica em concentrações menores com antifúngicos comerciais, ou até 

mesmo em concentrações maiores como composto de pré-tratamento de superfícies 

que podem favorecer os colonizadores de biofilmes, como exemplo próteses 

dentárias, reembasadores dentários, cateter, entre outros.  

Em estudos anteriores feitos em nossos laboratórios, foi avaliada a 

toxicidade dos óleos essenciais “in vivo”, utilizando o modelo de larva de Galleria 

mellonella, sistema experimental inovador, no qual o sistema imunológico destes 

insetos é funcionalmente e estruturalmente semelhantes ao sistema imunológico inato 

de mamíferos (Benaducci et al., 2016; Ignasiak & Maxwell, 2017). Os testes realizados 

mostraram que após 72 horas de exposição aos óleos essenciais de Eucalyptus spp, 

todas as concentrações testadas apresentaram porcentagem de sobrevivência das 

larvas acima de 80%, demonstrando baixa toxicidade. Novos ensaios de toxicidade 

serão levados à feito em fases subsequentes da pesquisa, em futuro próximo, a fim 

de entender melhor os possíveis efeitos citotóxicos dos óleos essenciais de E. 

globulus e E. citriodora utilizando diferentes linhagens celulares e modelos “in vivo”, 

uma vez que, os óleos essenciais podem variar a disponibilidade dos seus compostos 

de acordo com a sazonalidade e condições de cultivo. 

Em princípio, os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com demais 

resultados nessa linha de investigação, constatando as atividades antimicrobianas 

dos óleos essenciais de E. citriodora e E. globulus, o que sustenta e amplia a 
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convicção científica de que compostos derivados de plantas podem atuar de maneira 

relevante no embate de infecções fúngicas e bacterianas. Os dados obtidos nesta 

pesquisa, indicam que os óleos essenciais de espécies de Eucalyptus podem se 

tornar uma possibilidade adicional e alternativa viável no combate a infecções 

microbianas presentes em humanos. 
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7. CONCLUSÃO 

 

• Os óleos essenciais (OE) das folhas de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus 

globulus são biologicamente ativos de maneira dose dependente contra as espécies 

de Candida e Streptococcus testadas em sua forma planctônica. 

 

•  Os OE possuem atividade fungicida/bactericida dose dependente contra as 

cepas testadas. 

 

• As células de C. albicans tratadas com os óleos essenciais sofrem danos em 

várias estruturas celulares. 

 

 

• Os OE possuem atividade inibitória para o tubo germinativo de Candida 

albicans. 

 

• Os OE das folhas de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus são 

biologicamente ativos nos biofilmes em fase de adesão e formação dose dependente, 

de isolados clínicos de C. albicans e C. dubliniensis.  

 

• Os OE diminuem a atividade metabólica dos biofilmes multiespécies de 

Candida albicans x Streptococcus mutans. 

 

• Os OE de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus, alteram a morfologia e 

estrutura dos biofilmes de espécies de Candida, assim como em biofilmes 

multiespécies formados por C. albicans e S. mutans. 

 

• Ambos os óleos essenciais são mais efetivos na fase inicial dos biofilmes. 

 

• Os óleos essenciais de Eucalyptus citriodora e Eucalyptus globulus são 

citotoxicos dose-dependente em células HaCat. 
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ANEXOS 

ANEXO 1 – Certificado Comitê de Ética 
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ANEXO 2 – Receita do fixador Karnovsky 
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ANEXO 3 – Receita do tampão Sorensen 
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ANEXO 4 – Preparo da solução de Tetróxido de Ósmio 
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ANEXO 5 – Receita da Resina Dr Spurr 
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ANEXO 6 – Relatório de similaridade Turnitin  

                                                              


