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RESUMO 

 

O aumento na incidência de infecções fúngicas por Candida spp., o surgimento de cepas 

resistentes aos antifúngicos como também o pequeno número de fármacos disponíveis, torna 

crescente a necessidade da busca de novas substâncias bioativas. Óleos essenciais e seus 

fitoconstituintes têm sido testados contra fungos e mostraram possuir potencial atividade 

antifúngica. A combinação de substâncias antimicrobianas pode traçar estratégias benéficas de 

combate a infecções, buscando promover uma maior efetividade no tratamento, além de 

permitir a utilização de concentrações menores de cada fármaco, ou ainda aumentando os 

espectros de ação e prevenindo organismos resistentes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a 

associação entre o carvacrol e o fluconazol, cetoconazol e anfotericina B contra cepas de C. não 

albicans. Para tal, a concentração inibitória mínima (CIM) do carvacrol, fluconazol, 

cetoconazol e anfotericina B frente a C. não-albicans também foi investigada. A CIM foi 

determinada pelo método de microdiluição e o estudo da associação foi realizado por 

Checkerboard. O carvacrol mostrou atividade antifúngica significativa e as CIM’s variaram 

entre 51β e 1β8 μg/mL contra as cepas ensaiadas. Os antifúngicos mostraram um padrão de 

atividade interessante, onde a maior atividade apresentada foi a do cetoconazol, diferentemente, 

o fluconazol apresentou menor atividade antifúngica contra as cepas testadas. Já a anfotericina 

B apresentou CIM’s que variaram entre 0,5 e β μg/mL. As melhores combinações foram 

observadas contra C. guilliermondii LM-103 e C. parapsilosis ATCC 22019, que apresentaram 

efeitos sinérgicos. Efeito aditivo foi observado em três associações, enquanto que interação 

indiferente foi mostrada em seis associações. O carvacrol mostrou atividade antifúngica e a 

associação entre o fitoconstituinte e os antifúngicos apresentaram resultados sinérgicos, 

aditivos e indiferentes. No entanto, efeito antagônico não foi evidenciado neste trabalho.  

 

Palavras-chave: Candida spp.. Carvacrol. Microdiluição. Checkerboard. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 

 

The increase in the incidence of fungal infections caused by Candida spp., emergence of 

resistant strains to antifungal agents as well as the small number of available drugs, makes 

growing the need for new bioactive drugs. Essential oils and phytochemicals have been tested 

against fungi and shown to have potential antifungal activity. The association of antimicrobial 

substances can trace beneficial strategies to combat infections, seeking to promote greater 

effectiveness in the treatment, besides allowing the use of lower concentrations of each drug, 

or increasing the spectra of action and prevent resistant organisms. The objective of this study 

was to evaluate the association between carvacrol and fluconazole, ketoconazole and 

amphotericin B against C. non-albicans strains. For this purpose, the minimum inhibitory 

concentration (MIC) of carvacrol, fluconazole, ketoconazole and amphotericin B against C. 

non-albicans was also investigated. The MIC it was determined by microdilution method and 

the study of association it was conducted by the Checkerboard. The carvacrol showed 

significant antifungal activity and the MIC varied between 51β and 1β8 μg/mL against the 

strains of tested. The antifungals showed interesting activity pattern, where the greatest activity 

was shown to ketoconazole, otherwise, the fluconazole showed lower antifungal activity against 

strains tested. Already the amphotericin B showed MIC’s ranging from 0.5 to β μg/mL. The 

best interactions were observed against C. guilliermondii LM-103 and C. parapsilosis ATCC 

22019, what presented synergistic effects. Additive effect was observed in three associations, 

while indiferente interaction was shown in six associations. The carvacrol showed antifungal 

activity and the association between fitoconstituinte and antifungal agents showed synergistic 

results, additives and indifferent. However, antagonistic effect was not observed in this study. 

 

Keywords: Candida spp.. Carvacrol. Microdilution. Checkerboard. 
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1 INTRODUÇÃO 

     

A incidência e prevalência de infecções fúngicas têm aumentado desde a década de 

1980, especialmente na grande população de pacientes imunocomprometidos e/ou aqueles 

hospitalizados com doenças subjacentes graves (ARENDRUP et al., 2005; MICELI; D´IAZ; 

LEE, 2011). Leveduras do gênero Candida são consideradas microrganismos oportunistas 

presentes na microbiota normal da cavidade oral, nos tratos gastrointestinal e urogenital de seres 

humanos, que podem torna-se patogênicas quando ocorre comprometimento do sistema de 

defesa do hospedeiro (ENDO et al., 2010).  

Os efeitos antifúngicos causados pelos fármacos polienos e azólicos se dão em razão da 

atividade sobre a membrana celular fúngica, enquanto que as equinocandinas atuam por 

perturbar a formação da parede celular dos fungos, já a flucitosina e a griseofulvina atuam como 

um antimitótico, interferindo na síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA) e ácido 

ribonucleico (RNA) (PEMAN; CANTON; ESPINEL-INGROFF, 2009). O aumento da 

resistência dos microrganismos e a toxicidade existente dos antifúngicos, como também o 

pequeno número de fármacos disponíveis para o tratamento de infecções fúngicas, têm 

chamado a atenção para a busca de compostos com atividades antimicrobianas oriundos 

principalmente de produtos naturais, que sejam mais efetivos no tratamento desses tipos de 

infecções (SILVA et al., 2012; SARDI et al., 2013).  

Os estudos de produtos naturais como uma alternativa a descoberta de medicamentos 

têm atraído grande atenção, de acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS) as plantas 

têm sido utilizadas na medicina por um longo período de tempo, representando uma ótima 

alternativa econômica, por estarem acessíveis e por poderem ser aplicadas a diversas patologias, 

sendo possivelmente as melhores fontes para a obtenção de uma grande variedade de fármacos 

(CRUZ et al., 2007; SARDI; ALMEIDA; MENDES-GIANNINI, 2011).  

A combinação racional de substâncias antimicrobianas pode traçar estratégias benéficas 

de combate a infecções causadas por organismos pouco sensíveis às terapias convencionais. A 

combinação de antimicrobianos busca promover uma maior efetividade no tratamento, além de 

permitir a utilização de concentrações menores de cada fármaco, ou ainda aumentando os 

espectros de ação e prevenindo organismos resistentes. A associação de antibióticos é realizada 

com base na susceptibilidade microbiana, pois a potencialização do efeito antimicrobiano é 

usualmente obtida tanto em amostras sensíveis quanto em amostras resistentes aos agentes 

testados (DRAGO et al., 2007; MITSUGUI et al., 2008).  
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Com isso, busca-se através desse trabalho avaliar a atividade antifúngica da combinação 

do carvacrol com o fluconazol, cetoconazol ou anfotericina B contra cepas de C. não-albicans 

através da técnica de Checkerboard, uma técnica de diluição em caldo que visa determinar o 

índice da concentração inibitória fracionada (ICIF) correspondente da combinação de uma 

substância com a outra, proporcionando a interpretação dos benefícios entre as interações 

dessas substâncias. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 
Os fungos são considerados organismos heterotróficos, eucarióticos e mais complexos 

quando comparados às bactérias e aos vírus. Apresentam parede celular espessa 

fundamentalmente composta por quitina e polissacarídeos, e ainda uma membrana celular cujo 

principal constituinte é o ergosterol (FARIAS; LIMA, 2000). Morfologicamente os fungos 

podem ser classificados em leveduriformes e filamentosos. As leveduras são organismos 

unicelulares, apresentam células esféricas ou ovais formando colônias pastosas e sua 

reprodução se dá por brotamento, já os fungos filamentosos são multicelulares, possuem como 

elemento básico a hifa, que são longos filamentos de células conectadas (SIDRIM; ROCHA, 

2012; ZAITZ et al., 2010). 

De acordo com sua classificação taxonômica o gênero Candida pertence ao Reino 

Fungi, divisão Eumycota, subdivisão Deuteromycotina, filo Ascomycetes, classe 

Blastomycetes, ordem Cryptococcales e família Cryptococcaceae. A maioria dos organismos 

deste gênero é capaz de exibir polimorfismo, formando simultaneamente blastoconídios e 

estruturas filamentosas, em condições ambientais adequadas, independente da temperatura 

(SIDRIM; ROCHA, 2012). Este gênero é composto por um grupo heterogêneo de organismos 

e compreende mais de 200 espécies leveduriformes (BRITO, 2005). Entretanto, segundo Pfaller 

e Diekema (2007) apenas cerca de 20 espécies de Candida são conhecidas como sendo agentes 

etiológicos de infecções, no entanto mais de 90% das infecções são causadas por Candida 

albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis e Candida krusei. 

As leveduras do gênero Candida possuem a versatilidade de se adaptarem em diferentes 

ambientes, podendo ser encontradas em variados ecossistemas, como solo, alimentos, água e 

fazendo parte da microbiota de homens e animais. Esses microrganismos degradam proteínas e 

carboidratos para obterem carbono e nitrogênio, elementos essenciais para seu 

desenvolvimento. Devido a sua capacidade adaptativa, as leveduras podem se desenvolver tanto 

na presença quanto na ausência de oxigênio (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). 

O gênero Candida existe normalmente como comensal em indivíduos sadios, todavia 

espécies deste gênero são consideradas patogênicas caso ocorram alterações nos mecanismos 

de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras anatômicas. Tais espécies são 

responsáveis por várias manifestações clínicas, de supercrescimento mucocutâneo até infecções 

na corrente sanguínea devido à sua grande capacidade de adaptação a diferentes nichos do 

hospedeiro, esta lesão é bem variada, podendo ser branda, aguda ou crônica, superficial ou 

profunda (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003; MICELI; D´IAZ; LEE, 2011). 
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Embora C. albicans seja a espécie mais prevalente envolvida em infecções fúngicas 

invasivas, a incidência de infecções causadas por espécies não-albicans está aumentando 

significativamente nas últimas duas décadas. O aumento destas espécies envolvidas em casos 

de candidíase pode, em parte, estar relacionado a melhorias nos métodos de diagnóstico, tais 

como o uso de meios de cultura cromogênicos com a capacidade de diferenciar as espécies de 

Candida, bem como a introdução de técnicas moleculares para rotina no diagnóstico de 

fungemia (LIGUORI et al., 2009; LOCKHART, 2014). No entanto, essa alta prevalência de 

espécies de C. não-albicans pode ser um reflexo do seu nível de resistência inerentemente mais 

elevado a certos antifúngicos em comparação com C. albicans (GONZALEZ; ELIZONDO; 

AYALA, 2008; RUKAYADI et al., 2011). Mudanças na epidemiologia também foram 

observadas em países da América Latina. No Chile, a prevalência de C. albicans mudou, e tem 

sido observado um aumento progressivo de infecções não-albicans, onde a C. parapsilosis é a 

espécie mais frequente, seguida de C. tropicalis e C. glabrata (AJENJO et al., 2011). De acordo 

com a Rede de Estudos de Candidemias Brasileira a C. albicans foi responsável por cerca de 

40% dos casos no Brasil, seguida de C. tropicalis (20,9%), C. parapsilosis (20,5%) e C. 

glabrata (4,9%) (COLOMBO et al., 2006; NUCCI et al., 2010). 

Uma semelhança encontrada entre as espécies de Candida é a expressão de fatores de 

virulência que contribuem para sua patogenicidade como a formação do tubo germinativo, 

produção de adesinas, variabilidade fenotípica (switching), tigmotropismo, formação de 

biofilme e a produção de enzimas hidrolíticas, tais como proteases, fosfolipases e hemolisina 

(SARDI et al., 2013). 

C. parapsilosis, anteriormente, foi considerada essencialmente saprófita e não 

patogênica, até o ano de 1940, quando foi identificada como causadora de um caso fatal de 

endocardite. Desde então, esta levedura tem sido considerada agente etiológico de candidíases 

em homens e animais, causando infecções de origem exógena. As infecções causadas por esta 

espécie aumentaram significativamente em importância e prevalência ao longo da última 

década (TROFA; GACSER; NOSANCHUK, 2008; VAN ASBECK; CLEMONS; STEVENS, 

2009). De fato, os estudos indicam que a C. parapsilosis é muitas vezes a segunda espécie mais 

isolada de hemoculturas (ALMIRANTE et al., 2006; COLOMBO et al., 2007; COSTA-DE-

OLIVEIRA et al., 2008).  

Entre as espécies desse gênero encontra-se a C. tropicalis que é uma das mais comuns 

de C. não-albicans isolada a partir de vários tipos clínicos de candidíase, especialmente em 

climas tropicais, sendo responsável por cerca de 3 a 66% dos casos, com base em diferentes 

regiões geográficas (ARENDRUP et al., 2008; ARENDRUP et al., 2011; PAHWA et al., 2014). 
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Na Índia a C. tropicalis é a causa mais comum de candidemias associadas a cuidados de saúde 

(GIRI; KINDO, 2012). A resistência antifúngica é um problema sério para o tratamento de 

infecções causadas por esta espécie, pois é intrinsecamente resistente a flucitosina e tem um 

nível moderado de resistência ao fluconazol (SILVA et al., 2012). 

A espécie C. guilliermondii encontra-se amplamente distribuída na natureza, incluindo 

a microbiota humana da superfície da pele e das mucosas. Embora esta espécie apresente uma 

virulência reduzida em comparação com outras espécies de Candida, ela é atualmente 

considerada um patógeno emergente, com uma maior incidência na América Latina. A C. 

guilliermondii tem sido reconhecida como o agente etiológico de uma grande variedade de 

infecções clínicas (ARENDRUP; HORN; FRIMODT-MOLLER, 2002; MASALA et al., 2003; 

PFALLER et al., 2010; SAVINI et al., 2011). Globalmente, esta espécie ocorre em 2% dos 

casos de candidemia, todavia em determinadas regiões geográficas como Itália, Índia e Brasil 

este índice pode chegar a 10% dos casos (MEDEIROS et al., 2007). 

Dentre as infecções causadas pelo gênero Candida, a C. krusei é responsável por cerca 

de 1 a 5% dos casos e é intrinsecamente resistente ao fluconazol, principalmente em pacientes 

com câncer e em particular em pacientes que receberam terapia antifúngica profilática (HOPE; 

MORTON; EISEN, 2002; HACHEM et al., 2008; PFALLER et al., 2011). Apesar de ser uma 

espécie rara em infecções da corrente sanguínea (DUGGAL et al., 2015), a C. krusei é uma das 

causas mais comuns de candidíase vulvovaginal refratária (SINGH et al., 2002). 

As infeções fúngicas causadas pelo gênero Candida podem ser subdivididas em três 

grupos principais de candidíase: cutânea (pele e seus apêndices), das mucosas (orofaríngea, 

esofágica e vulvovaginal) e infecções sistêmicas da corrente sanguínea (PFALLER; 

DIEKEMA, 2007). Tais infecções envolvem um espectro amplo de doenças superficiais e 

invasivas oportunistas que acometem pacientes expostos aos vários fatores de risco, como a 

imunossupressão por várias causas, uso de antibióticos de largo espectro, queimaduras, tempo 

de internamento prolongado, má nutrição, insuficiência renal, cirurgias extensas e tratamento 

com corticosteroides, como também a utilização prolongada de cateteres venosos juntamente 

com a antibioticoterapia também pode facilitar a multiplicação de leveduras, facilitando a 

disseminação do fungo (SYDNOR; PERL, 2011; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; 

TRAGIANNIDIS; TSOULAS; GROLL, 2015). Este gênero representa atualmente a quarta 

principal causa de infecções nosocomiais, de 8% a 10%, enquanto que a mortalidade atribuída 

direta ou indiretamente a candidemia é de 40% a 60% (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; PAPON 

et al., 2013). 
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Em indivíduos imunocomprometidos, a maioria das infecções por Candida, cerca de 

95% dos casos, são causadas por apenas 5 espécies: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

parapsilosis e C. krusei. Apenas uma pequena percentagem está associada a outras espécies de 

Candida, tais como: C. lusitaniae, C. guillermondii e C. rugosa (BEDOUT; GOMEZ, 2010; 

SARDI et al., 2013; YAPAR, 2014). 

A farmacoterapia das micoses causadas por espécies fúngicas tem sido baseada na 

utilização de classes químicas diferentes de antifúngicos. Tal como os derivados poliênicos 

(anfotericina B e nistatina) que alteram a permeabilidade da membrana celular pela ligação ao 

ergosterol presente na membrana da célula. Os derivados azólicos (fluconazol, cetoconazol, 

itraconazol etc.) inibem a síntese do ergosterol, interferindo a nível enzimático, o que causa 

danos a função da membrana celular. Outra classe de fármacos que também atua inibindo a 

síntese do ergosterol, são as alilaminas (terbinafina e naftifina), inibindo a esqualeno epoxidase, 

enzima presente na síntese do ergosterol. As equinocandinas (caspofungina) inibem a síntese 

de 1,3-ȕ-glicano, um polímero de glicose que é necessário para manter a integridade da parede 

celular fúngica. Por último, os análogos de pirimidinas (flucitosina) produzem na célula fúngica 

a 5-fluorouracil, que inibe a enzima timidilato sintase e consequentemente a síntese de DNA 

(Figura 1, p. 16) (ODDS; BROWN; GOW, 2003; SANGLARD, 2003; MAUBON et al., 2014).  

 

Figura 1 - Alvos moleculares das diferentes classes/fármacos antifúngicos 

 
Fonte: MAUBON et al., 2014. 
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Já é bastante observada a necessidade da associação de dois ou mais antifúngicos 

convencionais para se obter o sucesso terapêutico. Um exemplo é a utilização da flucitosina 

principalmente em associação com a anfotericina B contra infecções ocasionadas por Candida 

spp. (SANGLARD, 2003).  

A anfotericina B apresenta atividade contra vários gêneros fúngicos. Em relação à 

Candida spp., quase todas as espécies exibem sensibilidade a este fármaco, com exceção de C. 

guillermondii e de C. lusitaniae. A resistência fúngica adquirida é pouco observada, salvo no 

caso de C. glabrata e de C. krusei em que, por estas apresentarem uma baixa susceptibilidade, 

as CIM’s são bastante elevadas (GROSSMAN; CHILLER; LOCKHART, 2014; 

PARAMYTHIOTOU et al., 2014; AHMED et al., 2015). Apesar das vantagens apresentadas 

por este antifúngico, é preciso ter bastante cuidado com sua utilização, pois este fármaco 

apresenta diversas desvantagens tal como a sua estreita margem terapêutica, além das reações 

adversas apresentadas devido a estrutura química do colesterol do hospedeiro ser bastante 

semelhante à do esterol do microrganismo (Figura 2, p. 17), atuando nas membranas celulares 

do hospedeiro desencadeando os efeitos adversos, sendo a nefrotoxicidade a reação mais 

relevante. No entanto, outras reações adversas são possivelmente observadas quanto a perfusão 

do fármaco, entre elas: febre, cefaleias, calafrios e mialgias (KONTOYIANNIS; 

MANTADAKI; SAMONIS, 2003; METCALF; DOCKRELL, 2007; GROSSMAN; 

CHILLER; LOCKHART, 2014; PARAMYTHIOTOU et al., 2014). 

 

Figura 2 - Diferenças estruturais entre o ergosterol (A) e o colesterol (B) 

 
Fonte: NEUMANN et al., 2013. 

 

Os derivados azólicos correspondem a classe de antifúngicos com maior número de 

fármacos. Dentre os azóis, os triazóis são os mais usados em casos de candidemia, atuando com 

atividade fungistática, assim como os imidazólicos (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013; 

GROSSMAN; CHILLER; LOCKHART, 2014; MAUBON et al., 2014). A diminuição da 

sensibilidade ou a resistência adquirida aos azóis frente a espécies de Candida é mediada por 

A A 

A

B
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vários mecanismos, os quais podem atuar simultaneamente numa mesma célula fúngica, 

principalmente quando ocorre uma exposição sequencial ao fármaco. Os principais mecanismos 

de resistência dessa classe são a diminuição da concentração intracelular de azóis, baseando-se 

na mutação de genes que codificam a regulação positiva das duas principais bombas de efluxo. 

Outro mecanismo envolvido é a diminuição da permeabilidade da membrana aos antifúngicos, 

mutações ou o aumento da expressão da lanosterol 14-α-desmetilase, sítio de ação destes 

fármacos (CANNON et al., 2009; NOEL, 2012). 

A resistência aos antifúngicos é um fenômeno crescentemente reconhecido e pode ser 

explicado pelo seu uso excessivo e inapropriado tanto no tratamento como na profilaxia. 

Mecanismos de resistência antifúngica podem ser primários ou secundários, e estão 

relacionados com as características intrínsecas ou adquiridas do microrganismo, que pode 

interferir com o mecanismo de ação da respectiva classe do medicamento ou nas concentrações 

necessárias para ocorrer a resposta terapêutica (BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; SILVA 

et al., 2012; SARDI et al., 2013). Resistência também pode ser adquirida quando fatores 

ambientais levam à colonização ou a substituição de uma espécie sensível ao fármaco a uma 

espécie resistente (PEMAN; CANTON; ESPINEL-INGROFF, 2009). 

Observando as limitações para o uso de antifúngicos convencionais, como a ocorrência 

de reações indesejáveis, o alto custo, como também a resistência microbiana frente aos 

fármacos disponíveis, algumas substâncias têm sido apontadas e estudadas como possibilidades 

de tratamento das infecções fúngicas, que se apresentem com uma faixa de ação fungicida 

ampla e com poucos efeitos tóxicos ao hospedeiro. 

As propriedades terapêuticas das plantas representam um meio para o tratamento das 

doenças, normalmente vêm sendo reconhecidas e incorporadas ao saber científico associado ao 

conhecimento popular (DANTAS; GUIMARÃES, 2007). Os produtos e derivados das plantas 

são reconhecidamente importantes na pesquisa farmacológica e no desenvolvimento de novas 

ferramentas terapêuticas. Assim, tornam-se uma importante fonte de novos compostos 

biologicamente ativos e podem ser utilizados como uma nova possibilidade de intervenção 

terapêutica (SAAD, 2010; SARDI et al., 2013). Estudos utilizando avaliação in vitro são 

instrumentos úteis para a descoberta de novos potenciais agentes antifúngicos a partir de 

produtos naturais, como óleos essenciais e extratos derivados de plantas (RAI; MARES, 2003).

 A descoberta de produtos naturais com princípios ativos que apresentem atividade 

antimicrobiana intrínseca ou combinada com antibióticos/antifúngicos de uso comum podem 

representar uma nova alternativa de tratamento frente aos microrganismos multirresistentes, 
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além de impedir o contato destes microrganismos com os produtos sintéticos, diminuindo o 

risco de se desenvolver novos ou melhores mecanismos de resistência (COUTINHO, 2008). 

Os óleos essenciais constituem uma mistura complexa de compostos voláteis extraídos 

de plantas aromáticas, os quais são produzidos como consequência do metabolismo secundário. 

Esta mistura geralmente é odorífera e líquida, apresenta sabor acre ou ácido, cor ligeiramente 

amarelada ou incolor e são instáveis na presença de luz, calor, umidade e metais. Na natureza, 

esses compostos desempenham um importante papel na proteção dos vegetais, atuando como 

agentes antimicrobianos, inseticidas, favorecendo a dispersão do pólen e sementes e repelindo 

insetos indesejáveis. Devido a essas propriedades, os óleos essenciais são largamente 

empregados pela indústria farmacêutica (BAKKALI et al., 2008).  

De acordo com Khan et al. (2010) os óleos essenciais possuem um largo espectro de 

ação antimicrobiana atribuídos ao alto teor de derivados terpênicos (Figura 3, p. 19), e por esta 

razão têm sido relatados como tendo atividade antifúngica significativa. Os terpenos são 

encontrados em compostos de óleos essenciais e formam estruturalmente e funcionalmente 

diferentes classes. A formação dos terpenos se dá pela condensação de várias unidades de 

carbono (C5) chamadas isoprenos (C5H8), que, por sua vez, origina-se biossinteticamente a 

partir do isopentilpirofosfato, que é o precursor destes compostos. O isopreno é um composto 

orgânico da classe dos alcadienos, que são hidrocarbonetos insaturados com duas ligações 

duplas. A nomenclatura oficial desse composto é 2-metil-1,3-butadieno (LEITE, 2015). 

 

Figura 3 - Derivados terpênicos presentes em diversos óleos essenciais 

 
Fonte: MARCOS-ARIAS et al., 2011. 
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Os principais terpenos classificados de acordo com o número de unidades de 

isopropenos são os hemiterpenos (C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos 

(C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) e ainda existem os terpenos oxigenados 

(terpenoides). Eles possuem vários grupos funcionais, entre eles: os álcoois (geraniol), aldeídos 

(geranial), éteres (1,8-cineol) e fenóis (carvacrol). Os monoterpenos são as moléculas mais 

representativas constituindo 90% dos óleos essenciais, e dotados de uma grande variedade 

estrutural (BAKKALI et al., 2008). 

Sabe-se que as plantas são fontes significativas de novas substâncias químicas que 

apresentam potencial efeito terapêutico, como é o caso do carvacrol (2-metil-5-isopropilfenol), 

um monoterpeno fenólico constituinte dos óleos essenciais de inúmeras plantas das famílias 

Lamiaceae, Euphorbiaceae, Verbenaceae e Poaceae, especialmente em espécies dos gêneros 

Origanum, Satureja, Thymus, Thymbra, Acalypha, Lippia e Cymbopogon, comumente 

utilizadas na medicina popular. Em relação à sua atividade biológica, já é evidenciado ação 

antimicrobiana, antioxidante, antitrombótica, antinociceptiva e anti-inflamatória do carvacrol 

(DAMASCENO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2012). Este fitoconstituinte é biossintetizado a 

partir Ȗ-terpineno por meio do p-cimeno. Portanto, estes dois compostos estão sempre presentes 

em óleos essenciais contendo carvacrol. O carvacrol é um composto bastante volátil, sendo 

sempre encontrado na forma líquida, na cor amarelo claro e de odor característico (BASER, 

2008). 

Na literatura encontram-se vários estudos sobre a atividade antimicrobiana de extratos 

de plantas, óleos essenciais e seus fitoconstituíntes. O carvacrol já foi testado contra C. albicans, 

Aspergillus spp., e a atividade antibacteriana testada contra cepas de Pseudomonas aeruginosa, 

Cryptococcus neoformans, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans e Fusobacterium 

nucleatum (LAMBERT et al., 2001; ABBASZADEH et al., 2014; CIANDRINI et al., 2014; 

CHAILLOT et al., 2015; NÓBREGA et al., 2016). Neste trabalho, o carvacrol terá sua atividade 

antifúngica avaliada contra C. não-albicans. 

Segundo Cuenca-Estrella (2004) o desenvolvimento de novos medicamentos 

antimicrobianos parece estar em declínio. Por outro lado, estudos realizados mostram que 

estratégias de combinação de antimicrobianos estão em desenvolvimento. O combate a 

patógenos refratários é um problema emergente nos dias atuais e se baseia em duas 

possibilidades: o desenvolvimento de novos fármacos antimicrobianos ou a combinação de 

substâncias já existentes (DRAGO et al., 2007).  
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Efeitos interativos entre substâncias tem uma longa história. Para os fármacos 

antimicrobianos, o uso de duplas ou triplas combinações tem início com a realização de estudos 

in vitro que indicam interações positivas capazes de promover a inibição do crescimento dos 

microrganismos. No caso de substâncias antimicrobianas uma das vantagens que podem ser 

alcançadas com a associação de substâncias antifúngicas é promover maior efetividade do 

tratamento, permitindo, assim, a utilização de menores doses de cada substância ou diminuindo 

as reações adversas presentes em concentrações normais de tratamento (ODDS; BROWN; 

GOW, 2003; MITSUGUI et al., 2008). Na literatura há diversos estudos com combinação entre 

antifúngicos convencionais e produtos naturais (ROSATO et al., 2008; AMBER et al., 2010; 

SAAD et al., 2010; WAGNER, 2011). 

Rosato et al. (2008) realizaram um estudo que demonstrou o efeito sinérgico com a 

associação dos óleos essenciais de Melaleuca alternifolia, Origanum vulgare e Pelargonium 

graveolens e anfotericina B sobre 11 cepas de C. albicans. A melhor atividade sinérgica foi 

observada pela associação de P. graveolens e anfotericina B. 

Há muitos modelos experimentais para medir esses efeitos combinados. Entre eles, o 

método Checkerboard é uma técnica usada para medir in vitro a atividade da combinação entre 

agentes antimicrobianos. As vantagens do método são várias, como o fácil entendimento, a 

interpretação e os cálculos matemáticos empregados serem simples, pode ser utilizado em 

sistemas de microdiluição e é frequentemente usado em estudos de sinergismo. O termo 

Checkerboard refere-se a múltiplas diluições com duas substâncias testadas em concentrações 

equivalentes, abaixo ou acima das CIM’s para os microrganismos testados. O Checkerboard 

consiste de colunas contendo alguma quantidade da substância A diluídas ao longo do eixo-x e 

linhas contendo a substância B diluídas ao longo do eixo-y (LORIAN, 1991; MUKHERJEE et 

al., 2005). 

A combinação de antifúngicos com diferentes mecanismos de ação poderá representar 

uma opção terapêutica válida e efetiva. Teoricamente, a interação entre dois fármacos pode 

potencializar a atividade antifúngica de ambos, reduzindo a concentração dos mesmos, a 

duração do tratamento e consequentemente o surgimento de microrganismos resistentes 

(MUKHERJEE et al., 2005). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar a atividade antifúngica do carvacrol quando associado com o fluconazol, 

cetoconazol ou anfotericina B contra cepas de C. não-albicans.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar a CIM do carvacrol frente a cepas de C. não-albicans. 

 Determinar a CIM do fluconazol, cetoconazol e anfotericina B contra cepas de 

Candida não-albicans. 

 Investigar o efeito da associação do carvacrol quando combinado os antifúngicos 

através da determinação do ICIF contra espécies de C. não-albicans. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Local do estudo 

 
Este trabalho foi realizado nos Laboratórios de Bioquímica (J08) e Microbiologia (J11) 

da Unidade de Saúde, do Centro de Educação e Saúde da Universidade Federal de Campina 

Grande, Cuité-PB. 

 

4.2 Meios de cultura 

 
Os meios de cultura utilizados nos estudos para avaliação da atividade antifúngica foi o 

meio sólido ágar sabouraud dextrose (ASD) e o meio líquido foi o caldo sabouraud dextrose 

(CSD), ambos adquiridos da Difco®.  

 

4.3 Cepas fúngicas 

 
Para os ensaios foram selecionadas um total de 9 cepas de Candida não-albicans. As 

estirpes utilizadas foram C. tropicalis laboratório de micologia (LM)-10, American Type 

Culture Collection (ATCC) 13803; C. guilliermondii LM-103, LM-301, LM-703; C. Krusei 

LM-120, LM-13 e C. parapsilosis ATCC 20019, ATCC 22019 fornecidas pelo Laboratório de 

Micologia da Universidade Federal da Paraíba. 

 

4.4 Preparação da emulsão do carvacrol 

 
O carvacrol que foi utilizado no ensaio foi adquirido da Sigma-Aldrich®. O produto 

permaneceu armazenado de acordo com as recomendações do fabricante. As emulsões nas 

diferentes concentrações foram preparadas no momento da execução dos testes, dissolvendo-o 

em água destilada estéril e utilizando 50 μl de Tween 80® (polissorbato) e solubilizando-o. A 

mistura foi agitada por 5 minutos para completa solubilização. Também foram realizados 

controles com o Tween 80® nas mesmas concentrações utilizadas com o carvacrol. 

 

4.5 Antifúngicos 

 

Os antifúngicos utilizados foram o cetoconazol, fluconazol e anfotericina B. As soluções 

dos antifúngicos foram preparadas somente no momento da execução dos testes, dissolvendo-
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os em água destilada estéril com o auxílio de 50 μl de dimetilsulfóxido (DMSO) e 

solubilizando-os com aparelho vórtex. Foram testados controles com o DMSO nas mesmas 

concentrações utilizadas com os antifúngicos.  

 

4.6 Preparação do inóculo 

 

Na preparação do inóculo, culturas de Candida spp. foram primeiramente cultivadas em 

meio ASD e incubadas a temperatura de 37 graus celsius (°C) durante 24-72 horas (h). 

Posteriormente, colônias desta cultura foram suspensas em tubos contendo salina estéril, cloreto 

de sódio a 0,85% p/v. Em seguida, essas suspensões foram agitadas por 2 minutos com o auxílio 

do aparelho vórtex. Logo após, cada suspensão teve turbidez comparada e ajustada àquela 

apresentada pela escala 0,5 McFarland, a qual corresponde a um inóculo de aproximadamente 

1-5 x 106 unidades formadoras de colônia por mililitro (UFC/mL) (Figura 4, p. 24). 

 

Figura 4 - Esquema ilustrativo da preparação do inóculo 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

4.7 Determinação da concentração inibitória mínima 

 

As CIM’s do carvacrol, fluconazol, cetoconazol e anfotericina B foram determinadas 

pelo método de microdiluição em caldo. O ensaio foi conduzido de acordo com as normas 
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propostas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2008), documento M27-

A3, com algumas modificações. A determinação da CIM (Figura 5, p. 25) de cada substância 

foi determinada em microplacas de 96 cavidades e utilizado CSD como meio de cultura, cada 

substância foi diluída seriadamente na proporção de 1:2, no caso do carvacrol as concentrações 

foram diluídas de 2.048 μg/mL a β μg/mL, já os antifúngicos variaram as concentrações de 

1.0β4 μg/mL a 0,06β5 μg/mL. A determinação da CIM foi conduzida com aproximadamente 

1-5 x 105 UFC/mL do microrganismo em cada cavidade da microplaca (1, Figura 5, p. 25). As 

placas foram incubadas a 37°C e a leitura foi feita após 24-48h, observando presença ou 

ausência de crescimento fúngico visível (2, Figura 5, p. 25). Em seguida, β0 μL de 1% de cloreto 

de 2,3,5-trifeniltetrazólio (CTT) foi adicionado a cada uma das 96 cavidades, sendo a 

microplaca incubada por mais 8-12h (3, Figura 5, p. 25). A CIM foi considerada como a menor 

concentração do carvacrol ou dos antifúngicos capaz de inibir o crescimento fúngico visível, 

tal como foi indicado pelo CTT através da leitura das microplacas de 96 cavidades (4, Figura 

5, p. 25). Foram testados controles negativos (apenas CSD) e controles positivos (CSD e o 

microrganismo) (5, Figura 5, p. 25). Todos os testes foram realizados em triplicata. 

O cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio é incolor na forma oxidada e vermelho quando 

reduzido. Microrganismos vivos por ação enzimática reduzem o CTT, originando trifenil 

formazan, sendo este mantido dentro de grânulos nas células, as quais se tornam vermelhas 

(RAMOS; PIZZOLITTO; PIZZOLITTO, 2006). 

 

Figura 5 - Esquema ilustrativo da determinação da CIM 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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4.8 Método Checkerboard  

 
Após a determinação da CIM do carvacrol e de cada fármaco antifúngico, foram 

realizadas as combinações. O estudo de associação entre o fitoconstituinte e os antifúngicos foi 

conduzido utilizando-se a técnica por Checkerboard. Inicialmente, foram preparadas diluições 

das substâncias a serem testadas em sete concentrações diferentes CIMx8, CIMx4, CIMx2, 

CIM, CIM/2, CIM/4 e CIM/8 (Figura 6, p. 26). Posteriormente, 100 μL do CSD foram 

distribuídos nas 96 cavidades da microplaca de microdiluição (1, Figura 7, p. 27). Depois 50 

μL do antifúngico em diversas concentrações (CIMx8, CIMx4, CIMxβ, CIM, CIM/2, CIM/4 e 

CIM/8) foram adicionados no sentido vertical (2, Figura 7, p. 27) e 50 μL do carvacrol também 

em diferentes concentrações foram adicionados no sentido horizontal da microplaca (3, Figura 

7, p. 27). Desta maneira, as diversas concentrações do carvacrol foram testadas na presença de 

várias concentrações dos antifúngicos. Por último, foram acrescentados β0 μL do inóculo (4, 

Figura 7, p. 27) das cepas C. guilliermondii LM-103, C. tropicalis ATCC 13803, C. krusei LM-

13 e C. parapsilosis ATCC 22019, previamente ajustadas de acordo com a escala 0,5 

McFarland. As microplacas foram incubadas a 37°C (5, Figura 7, p. 27) e a leitura foi feita 

após 24h-48h para observar a presença ou não do crescimento fúngico (6, Figura 7, p. 27), assim 

como foi indicado após 8-12h da adição de β0 μL CTT a 1% (7, Figura 7, p. 27). Todos os 

ensaios foram realizados em triplicata e os controles testados (Figura 7, p. 27). 

 

Figura 6 - Diluições das substâncias a serem testadas em diversas concentrações 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 7 - Método Checkerboard 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

As concentrações inibitórias fracionadas (CIF’s) foram calculadas, onde CIFA = CIM da 

substância A na combinação/CIM da substância A individual e CIFB = CIM da substância B na 

combinação/CIM da substância B individual (Equação 1, p. 28). O índice da concentração 

inibitória fracionada (ICIF) para cada antifúngico associado com o carvacrol foi determinado 

pela soma da CIFA (substância A) + CIFB (substância B) (BERENBAUM, 1977). O ICIF foi 

interpretado da seguinte forma: sinergismo (≤ 0,5), aditividade (> 0,5 a 1,0), indiferença (> 1 e 

< 4) ou antagonismo (≥ 4,0) (LEWIS et al., 2002; CORREA-ROYERO et al., 2010). 

 

CIFA= CIMA em combinação 

CIMA individual
 e CIFB = 

CIMB em combinação 

CIMB individual
    (1)            
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A associação entre substâncias com propriedades antifúngicas promissoras pode traçar 

novos mecanismos de ação ou intensifica-los, além de possivelmente agregar outros benefícios 

quando comparada aos medicamentos antifúngicos como diminuir as reações adversas, 

aumentar o espectro de ação, tratar microrganismos resistentes, ser aplicada a diferentes tipos 

de infecções, aumentar as alternativas de tratamento e diminuir a toxicidade. Porém, para 

determinarmos os efeitos de uma associação temos que conhecer a atividade antifúngica isolada 

de cada substância a ser testada em combinação. 

 

5.1 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) do carvacrol 

 

As substâncias derivadas de plantas vêm sendo usadas pelo homem ao longo da história. 

Em todas as épocas e culturas, o homem aprendeu a tirar os benefícios dos recursos naturais, 

seja na busca de fontes nutricionais ou na busca de alternativas terapêuticas para, assim, 

aumentar suas chances de sobrevivência através da melhoria de sua saúde (ROSA; CÂMARA; 

BÉRIA, 2011). 

Um fato importante citado por Rossato et al. (2012) é o fato que o potencial terapêutico 

de muitas espécies de plantas medicinais compreende uma extensa variedade de aplicações, que 

podem relacionar-se com patologias de fácil tratamento, até complicações mais severas. No 

entanto, a utilização terapêutica destas preparações naturais no tratamento convencional de 

diversas patologias tem como maior problema a falta de dados científicos que comprovem a 

eficácia dos mesmos. Por esta razão, existe a necessidade de estudos científicos que visem à 

comprovação do efeito farmacológico destas plantas e de seus metabólitos secundários. 

Os valores das CIM’s do carvacrol contra espécies de C. não-albicans, determinadas 

pela técnica de microdiluição em caldo, são mostrados na Tabela 1, p. 29. A concentração 512 

μg/mL inibiu o crescimento de todas as cepas, enquanto que 1β8 μg/mL foi capaz de inibir 

44,4% das estirpes ensaiadas. 

Vale ressaltar que os controles positivo (microrganismo mais CSD) e negativo (apenas 

CSD) mostraram viabilidade do microrganismo e esterilidade do meio de crescimento, 

respectivamente. Além desses, o controle do Tween 80® mostrou que as concentrações do 

polissorbato usadas nos experimentos não alteraram o crescimento do microrganismo. 
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Tabela 1 - Concentração inibitória mínima (CIM) do carvacrol 
contra espécies de C. não-albicans 

Cepas CIM (μg/mL) CARVACROL 

C. tropicalis LM-10 128 

C. tropicalis ATCC 13803 128 

C. guilliermondii LM-103 512 

C. guilliermondii LM-301 256 

C. guilliermondii LM-703 256 

C. krusei LM-120 512 

C. krusei LM-13 256 

C. parapsilosis ATCC 20019 128 

C. parapsilosis ATCC 22019 128 

                              Fonte: Dados do autor, 2016. 

 

Diversos estudos vêm sendo realizados em busca da atividade biológica de óleos 

essenciais, por apresentarem uma rica e complexa mistura de substâncias químicas com 

propriedades distintas. Entretanto, o potencial de plantas como fonte de novos fármacos ainda 

é pouco explorado (ABBASZADEH et al., 2014; WANKHAR et al., 2015). 

Os resultados apresentados neste estudo indicam elevada atividade antifúngica do 

carvacrol contra espécies de C. não-albicans. Segundo Sartoratto et al. (2004) valores da CIM 

entre 50 - 500 μg/mL, são considerados de elevada atividade, sendo que, de 600 - 1.500 μg/mL 

e acima de 1.500 μg/mL, são considerados de média e baixa atividade, respectivamente. 

Diversos estudos mostram a atividade antimicrobiana do carvacrol, seja frente a 

bactérias, fungos leveduriformes ou filamentosos. Por exemplo, a literatura relata que o 

carvacrol possui atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans, Porphyromonas 

gingivalis, Fusobacterium nucleatum (CIM 0,25% v/v) (CIANDRINI et al., 2014) e atividade 

antifúngica contra C. albicans (CIM 1β8 μg/mL) (LIMA et al., β01γ), como também contra γγ 

isolados clínicos de Candida spp., entre elas: C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. 

parapsilosis e C. krusei, todas resistentes ao fluconazol (CIM 75 à 100 μg/mL) (AHMAD et 

al., 2011), outro estudo mostrou ação contra Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. ochraceus, 

Cladosporium spp. (CIM 100 μg/mL), Penicillium chrysogenum, Fusarium oxysporum (CIM 

1β5 μg/mL), P. citrinum (CIM 150 μg/mL) e contra Rhizopus oryzae (CIM β00 μg/mL) 
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(ABBASZADEH et al., 2014). As CIM’s encontradas neste trabalho estão de acordo com os 

valores obtidos em outros estudos. 

Estudos realizados in vitro mostraram uma forte atividade do carvacrol contra isolados 

de candidíase oral, entre eles C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

krusei e C. albicans, porém a maior atividade foi mostrada contra a C. parapsilosis (MARCOS-

ARIAS et al., 2011), assim como também mostram os resultados obtidos neste estudo. Valores 

encontrados por Manohar et al. (2001) em que o carvacrol apresentou uma CIM de 250 μg/mL 

frente a cepa padrão de C. albicans, também corroboram com os valores encontrados neste 

trabalho.  

A atividade antimicrobiana do carvacrol é conhecida desde a década de 90. No entanto, 

a investigação de sua atividade contra microrganismos emergentes vem sendo cada vez mais 

estudada. O carvacrol se destaca de outros fitoconstituintes, porque mesmo em baixas 

concentrações, sua atividade se apresenta superior à de outros terpenos (BARROSO, 2010; 

LOBO et al., 2014). 

Além de oferecer resultados semi-quantitativos e por não ser influenciado pela 

velocidade de crescimento dos microrganismos, o método de microdiluição proporciona 

vantagens frente a outras técnicas, como a de difusão em disco. A metodologia proposta pelo 

CLSI oferece uma maior confiabilidade ao estudo em virtude de a metodologia apresentar 

vantagens como a sensibilidade e a quantidade mínima de reagentes utilizada, o que facilita um 

maior número de repetições. No método da microdiluição as substâncias são solubilizadas, 

ocorrendo um maior contato entre o fitoconstituinte e as células fúngicas, o que torna o método 

mais robusto para a determinação da CIM, minimizando a inconsistência dos resultados 

(SCORZONI et al., 2007). Além de proporcionar a utilização de controle positivo (controle de 

crescimento) e de controle de esterilidade que reduzem o viés metodológico, proporcionando 

uma maior confiabilidade nos resultados apresentados (CASTRO; LIMA, 2010). 

 

5.2 Determinação da concentração inibitória mínima (CIM) dos antifúngicos 

 

Os valores das CIM’s das substâncias antifúngicas (fluconazol, cetoconazol e 

anfotericina B) frente as cepas de C. não-albicans são mostrados na Tabela 2, p. 31. A 

anfotericina B apresentou inibição de 100% das cepas à concentração de β μg/mL, enquanto 

que 0,5 μg/mL foi capaz de inibir apenas ββ,β% dos microrganismos. Em relação ao 

cetoconazol, a concentração de 0,5 μg/mL inibiu o crescimento de 50% de todos os isolados. 
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Já o fluconazol, apresentou ββ,β% das CIM’s maiores que as concentrações testadas no 

experimento.  

 

Tabela 2 - Concentração inibitória mínima (CIM) dos antifúngicos contra espécies 
de C. não-albicans 

Cepas 
CIM (μg/mL)  

FLU 
CIM (μg/mL)  

CET 
CIM (μg/mL) 

ANFOT. B 

C. tropicalis LM-10 32 2 2 

C. tropicalis ATCC 13803 32 0,5 2 

C. guilliermondii LM-103 2 32 1 

C. guilliermondii LM-301 > 1.024 - 0,5 

C. guilliermondii LM-703 8 0,125 0,5 

C. krusei LM-120 > 1.024 64 2 

C. krusei LM-13 256 0,5 2 

C. parapsilosis ATCC 20019 16 0,5 2 

C. parapsilosis ATCC 22019 16 0,5 2 

  Fonte: Dados do autor, 2016. 
  FLU: fluconazol; CET: cetoconazol; ANFOT. B: anfotericina B. 
  -: CIM não determinada 
  >: CIM maior do que as concentrações testadas 

 

A anfotericina B é um antifúngico que possui atividade fungicida dependente da 

concentração, enquanto que o fluconazol não aumenta significativamente sua atividade com 

incrementos na concentração do fármaco (GOODMAN; GILMAN, 2012). Por esta razão, não 

foi investigado CIM’s maiores para o fluconazol. 

Ambos CLSI e o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST) estabeleceram breakpoints (pontos de ruptura) clínicos para o fluconazol contra 

Candida, tendo em vista as distribuições das CIM’s, mecanismos de resistência, parâmetros 

farmacocinéticos e farmacodinâmicos apresentados pelo gênero. No entanto, esses breakpoints 

(pontos de ruptura) não são específicos das espécies e sim, apenas, para o gênero. Os valores 

atribuídos são de CIM ≤ 8 μg/mL como sensível, 16-32 μg/mL como sensíveis dose-dependente 

e ≥ 64 μg/mL como resistentes ao fluconazol (PFALLER; DIEKEMA; SHEEHAN, 2006). De 

acordo com essas determinações entre as 9 cepas testadas neste trabalho, duas são sensíveis, 

quatro são sensíveis dose-dependente e três são isolados clínicos considerados resistentes ao 

fluconazol. Dentre as espécies de Candida, as duas cepas de C. krusei apresentaram intrínseca 
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resistência ao agente antifúngico. Comportamento este já relatado em diversos estudos 

(KONTOYIANNIS; MANTADAKIS; SAMONIS, 2003; BRUDER-NASCIMENTO et al., 

2010; PARAMYTHIOTOU et al., 2014). 

O fluconazol é o antifúngico mais prescrito mundialmente. Este fármaco equivale a um 

tratamento barato e eficaz para candidíase invasiva e é o tratamento de primeira escolha para a 

maioria das infecções fúngicas. Devido ao seu grande uso, seja de forma profilática ou empírica, 

frequentemente, atribui-se ao seu uso a principal causa de resistência de espécies de Candida 

(SANTOS JÚNIOR et al., 2005). 

Para o CLSI (2008) a sensibilidade de uma cepa pode ser definida de acordo com a 

determinação da CIM de cada agente antifúngico, para a anfotericina B quando a CIM for ≤ 1 

μg/mL a cepa é considerada sensível, para o cetoconazol a CIM sendo ≥ 16 μg/mL o 

microrganismo é considerado resistente. Neste caso, podemos dizer que entre as cepas testadas 

apenas as de C. guilliermondii foram sensíveis a anfotericina B. Ao passo que o cetoconazol 

apresentou apenas duas cepas resistentes, C. guilliermondii LM-103 e C. krusei LM-120. 

Em concordância com os resultados obtidos neste trabalho, Lima et al. (2013) obtiveram 

CIM’s para a anfotericina B entre 0,5 e 4 μg/mL contra 16 cepas de C. albicans. Resultados 

idênticos também foram encontrados por Mota et al. (2012) que determinaram a CIM da 

anfotericina B igual a 4 μg/mL para 9β% das cepas investigadas de Rhyzopus oryzae. Em estudo 

realizado para avaliar a atividade do cetoconazol as CIM’s variaram entre 0,75 a > γβ μg/mL 

contra 5 cepas de Cryptococcus neoformans, o mesmo estudo demonstrou CIM’s para o 

fluconazol entre 6 e > β56 μg/mL (MEZZARI et al., β015). 

Recentemente foi determinada a CIM de diversos antifúngicos frente a isolados de C. 

não-albicans, os valores das CIM’s contra 14 isolados de C. tropicalis variaram de 0,125 a 1 

μg/mL para o fluconazol e ente 0,5 a β μg/mL para a anfotericina B. Logo, para 4 isolados de 

C. krusei foram entre 8 e γβ μg/mL para o fluconazol e para anfotericina B variaram entre 1 e 

β μg/mL. Por último, 20 isolados de C. parapsilosis apresentaram CIM de 0,125 a 1 μg/mL e 

0,5 a β μg/mL para o fluconazol e anfotericina B, respectivamente (PEDROSO et al., 2014). 

Para a realização dos ensaios foi crucial a determinação das CIM’s dos antifúngicos, 

tanto para avaliação individual da sua atividade contra C. não-albicans, como também para a 

realização da associação com o carvacrol. As CIM’s foram determinadas antecedentes ao ensaio 

de associação, pois os valores eram necessários para a realização do experimento. 
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5.3 Determinação do índice da concentração inibitória fracionada (ICIF) da associação 

entre os antifúngicos e o carvacrol pelo método de Checkerboard  

 
Os resultados das combinações entre o carvacrol e o fluconazol, cetoconazol e 

anfotericina B contra cepas de C. não-albicans estão mostrados na Tabela 3, p. 34. O carvacrol 

foi capaz de reduzir a CIM de 92% dos antifúngicos em combinação quando comparados aos 

valores das CIM’s individuais dos mesmos. Diversas formas de interações entre o 

fitoconstituinte e os antifúngicos foram observadas, dentre elas: sinergismo em 25% das 

associações, aditividade também em 25% e, por fim, 50% das combinações apresentaram efeito 

indiferente, entretanto não foram encontrados resultados antagônicos. 

  

Tabela 3 - Índice da concentração inibitória fracionada (ICIF) da associação entre o carvacrol 
e os antifúngicos contra espécies de C. não-albicans 

Cepas CIMa CIMb CARVa CARVb ICIF INT 

C. guilliermondii LM-103       

ANF. B 1 0,125 512 64 0,25 SIN 

CET 32 4 512 64 0,25 SIN 

FLU 2 0,125 512 512 1,06 IND 

C. tropicalis ATCC 13803      

ANF. B 2 0,25 128 128 1,125 IND 

CET 0,5 0,25 128 16 0,625 ADI 

FLU 32 32 128 32 1,25 IND 

C. krusei LM-13       

ANF. B 2 0,25 256 256 1,125 IND 

CET 0,5 0,0625 256 256 1,125 IND 

FLU 256 128 256 32 0,625 ADI 

C. parapsilosis ATCC 22019      

ANF. B 2 1 128 16 0,625 ADI 

CET 0,5 0,0625 128 128 1,125 IND 

FLU 16 2 128 16 0,25 SIN 

Fonte: Dados do autor, 2016. 
a: CIM (µg/mL) individual da substância. 

b: CIM (µg/mL) da substância em combinação. 
ANF. B: anfotericina B; CET: cetoconazol; FLU: fluconazol; CARV: carvacrol.  
INT: interpretação; SIN: sinergismo; ADI: aditividade; IND: indiferença. 
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Em estudo realizado por Ahmad et al. (2013) na avaliação da combinação entre o 

carvacrol e o fluconazol contra espécies de Candida sensíveis e resistentes a este fármaco, foi 

visto que para as cepas de C. tropicalis sensíveis ao fluconazol o ICIF da combinação variou 

entre 0,25 a 1, obtendo resultados sinérgicos e aditivos. No entanto, para as cepas de C. 

tropicalis resistentes ao fluconazol os resultados obtidos para as associações foram sinérgicos, 

porém a sensibilidade das cepas frente ao carvacrol foram maiores que a apresentada neste 

estudo. Para a espécie C. krusei resistente ao fluconazol o ICIF mostrou resultados aditivos e 

indiferentes para as combinações realizadas. Logo, para a C. parapsilosis a associação entre o 

fluconazol e o carvacrol obtiveram resultados idênticos aos apresentados neste trabalho. 

Recentemente a atividade das combinações entre o carvacrol e antifúngicos foram 

avaliadas contra 25 cepas de Pythium insidiosum, a associação entre o carvacrol e a anfotericina 

B obteve resultado indiferente para 60% das associações. Resultados da associação entre o 

carvacrol + caspofungina, carvacrol + itraconazol e carvacrol + terbinafina obtiveram 

resultados sinérgicos de 44%, 96% e 32% frente a cepas de P. insidiosum, respectivamente 

(JESUS et al., 2015). 

A atividade do carvacrol em combinação também foi avaliada contra bactérias. No 

trabalho realizado por Magi; Marini e Facinelli (2015) a associação entre o carvacrol e a 

eritromicina também foi testada contra cepas de Streptococcus do Grupo A resistentes a 

eritromicina, onde foi detectado que contra as 32 cepas testadas a associação teve efeito 

sinérgico em 21, resultados indiferentes e antagônicos não foram encontrados. Em outro estudo 

realizado recentemente por Mohaddese e Kazempour (2016) a atividade sinérgica foi mostrada 

entre a associação do carvacrol e a gentamicina frente Escherichia coli. 

Saad et al. (2010) mostraram resultados bastante significativos na associação do óleo 

essencial de Thymus maroccanus, que tem como principal constituinte químico o carvacrol com 

89,15% da presença do mesmo em seu óleo essencial, quando associado com o fluconazol e a 

anfotericina B evidenciaram um efeito sinérgico contra C. albicans. Resultado também 

sinérgico contra C. albicans foi observado por Giordani et al. (2004) quando a atividade 

antifúngica da combinação do óleo essencial de Thymus vulgaris com a anfotericina B foi 

testada. Comportamento semelhante ao que foi mostrado neste estudo entre a associação do 

carvacrol com o fluconazol e com a anfotericina B contra C. parapsilosis e C. guilliermondii, 

respectivamente. 

A atividade sinérgica da associação entre o óleo essencial de Origanum vulgare e o 

fluconazol contra C. albicans foi evidenciada por Bharti; Vasudeva e Dhuhan (2013), que 

determinaram a composição do óleo essencial e obtiveram como principal fitoconstituinte o 
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carvacrol (86,58%). Resultado sinérgico também foi observado entre a combinação do óleo 

essencial de Origanum vulgare e anfotericina B frente a C. albicans (ROSATO et a., 2008). 

Uma série de métodos in vitro têm sido descritos para detectarem os efeitos das 

interações entre as substâncias associadas, no entanto os métodos Checkerboard, time-kill e 

Etest são as técnicas mais utilizadas. O método Checkerboard é um teste relativamente fácil de 

realizar, entretanto é apenas uma medida relativa de potência para a combinação. O método de 

time-kill, dos testes de sinergia, avalia a atividade bactericida e fungicida, mas é demorado e 

trabalhoso. Vários estudos têm comparado os resultados gerados pelos métodos Checkerboard, 

time-kill e Etest (WEINSTEIN; YOUNG; HEWITT, 1975; CHAN; ZABRANSKY, 1987). 

Estudo realizado por White et al. (1996) para comparar os métodos de detecção de sinergismo, 

concluiu que os resultados do método Etest parecem concordar muito bem com os resultados 

do método Checkerboard e time-kill apesar das diferenças de pontos finais (de inibição em 

comparação com morte) e meios de crescimento (caldo em comparação com ágar). 

Para o ensaio de Checkerboard a CIF é calculada para uma determinada cavidade da 

microplaca, sendo escolhida aquela onde o crescimento microbiano é negativo e a mesma 

encontra-se na interface entre o crescimento e o não crescimento do microrganismo. A 

concentração da substância na combinação é dividida pela CIM da mesma substância testada 

individualmente contra o organismo teste, determinando assim a CIF da substância. O ICIF é a 

soma de ambas CIFs das substâncias utilizadas (Equação 2, p. 36), na mesma cavidade 

escolhida em associação (HSIEH; YU; YU, 1993).  

 

ICIF = CIMA em combinação 
CIMA individual

 + 
CIMB em combinação 

CIMB individual
   (2) 

 

A terapia de combinação antifúngica é importante uma vez que pode trazer efeitos 

sinérgicos ou, pelo menos, aditividade entre as substâncias utilizadas (OSTROSKY-

ZEICHNER, 2008). O sinergismo é entendido como um aumento da eficácia da atividade 

antifúngica em uma magnitude maior que a soma dos efeitos de cada antifúngico isolado, este 

efeito é observado quando os fármacos em associação atuam de diferentes modos ou em 

diferentes alvos farmacológicos. No entanto, a aditividade é descrita como um tipo de resposta 

sinérgica que ocorre entre fármacos que possuem os mesmos mecanismos de ação (OGA; 

BASILE, 1994; SKIDMORE-ROTH, 1997; GOODMAN; GILMAN, 2012; PIPPI, 2014). 

Outros efeitos que podem ocorrer da associação é a indiferença que ocorre quando o mecanismo 

de ação de um não interfere no mecanismo de ação do outro, as duas substâncias não interagem 
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sob nenhum aspecto de sua ação farmacocinética ou farmacodinâmica. Já o antagonismo ocorre 

quando a resposta farmacológica de uma substância é reduzida na presença de outra através de 

mecanismos químicos, farmacocinéticos, competição ou mesmo bloqueio de um mesmo 

receptor (OLIVEIRA, 1986). 

É importante ressaltar que atualmente a combinação de medicamentos antifúngicos já é 

usualmente utilizada para tentar superar os problemas encontrados na terapia individual. No 

entanto, paralelamente são realizados estudos que determinam a atividade antifúngica de 

substâncias que não foram desenvolvidas ou conhecidas sua atividade antimicrobiana, e o 

desenvolvimento da terapia de combinação com essas substâncias é capaz de promover uma 

terapia mais eficaz (NYILASI et al., 2010).    

O melhor efeito esperado na associação entre duas substâncias é a sinergia. Logo, não 

podemos desconsiderar a importância pelo conhecimento do real efeito produzido na 

combinação de fitoconstituintes e antifúngicos, mesmo que os resultados produzidos sejam de 

aditividade, indiferença ou antagonismo. Porém, é importante salientar que efeito antagônico 

não foi observado, resultado este que seria ruim e impossibilitaria uma possível terapia 

combinada. Nas associações entre o carvacrol e os antifúngicos realizadas podemos observar 

que efeitos aditivos foram mostrados e que diante a própria definição, acaba sendo uma 

interação benéfica entre as substâncias e que possibilitariam seu uso combinado. Todavia, 

resultados indiferentes foram mostrados e que apesar de não ocorrer interação propriamente 

dita entre as substâncias, o carvacrol foi capaz de reduzir a CIM dos antifúngicos na maioria 

dessas associações, o que não deixaria de ser uma importante alternativa terapêutica.    
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6 CONCLUSÕES  

 
Os resultados evidenciados por este estudo mostraram atividade antifúngica do 

carvacrol frente as cepas de C. não-albicans, fato este importante pois tal informação fornece 

expectativas mais claras para os estudos farmacológicos futuros, como o ponto de vista de sua 

toxicidade, sua possível aplicação terapêutica, possíveis mecanismos de ação envolvidos e 

eficácia para assegurar, assim, seu uso in vivo. Outro aspecto importante, foi o perfil de 

atividade dos antifúngicos contra as cepas utilizadas, sendo esta uma informação importante 

para conhecermos o perfil de sensibilidade destas cepas frente aos antifúngicos disponíveis no 

mercado, independentes de serem isolados clínicos ou cepas padrões. A maior atividade 

antifúngica foi vista com o cetoconazol, seguido da anfotericina B, e por último, o fluconazol.  

Os efeitos das associações entre o carvacrol e os antifúngicos permitiu concluir que a 

combinação entre o fitoconstituinte com cetoconazol e anfotericina B promoveram atividade 

sinérgica frente a C. guilliermondii LM-103, ao passo que a associação com o fluconazol teve 

atividade sinérgica quando testado contra C. parapsilosis ATCC 22019. Resultados aditivos 

foram encontrados em 25% das associações, essa interação é benéfica, visto que a aditividade 

é uma forma de sinergia entre as substâncias. A indiferença também foi observada neste estudo, 

em 50% das associações. Ponto importante a ser considerado, é que resultados antagônicos não 

foram encontrados, já que é interessante que os estudos de associação entre substâncias 

antifúngicas não apresentem o antagonismo, onde tal efeito poderia levar a uma interação 

negativa entre as substâncias. 
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