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ARTIGO ORIGINAL

RESUMO

Introdugdo: Infeccdes fungicas representam um desafio na pratica clinica, com destaque para
Candida albicans, agente oportunista em individuos imunocomprometidos. Apesar da eficacia
de antifingicos convencionais, a resisténcia crescente de cepas fungicas e os efeitos adversos
relacionados ao tratamento buscam por alternativas terapéuticas eficazes. Produtos naturais,
como o Allium sativum e a Melaleuca alternifolia, tém sido estudados devido a propriedades
antimicrobianas e potencial atividade antifungica in vitro. Objetivo: avaliar a eficacia
antifungica do fluconazol reconstituido e manipulado, isoladamente ou em associagdo com
Oleos vegetais de A. sativum e M. alternifolia, frente a C. albicans, em ensaio laboratorial
controlado. Métodos: Trata-se de um estudo experimental, quantitativo e in vitro. Placas de
Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose foram inoculadas com C. albicans ATCC 0031. Os
compostos testados incluiram fluconazol magistral (50 mg em 4lcool), fluconazol comercial
comprimido (150 mg), 6leo vegetal de alho e éleo vegetal de melaleuca. As amostras foram
avaliadas individualmente e em combinagdes, todas em triplicata. Resultados: Os testes
demonstraram que o fluconazol comercial apresentou a melhor a¢do antifungica entre os
compostos avaliados, superando significativamente o controle e os demais tratamentos. O
fluconazol magistral ndo mostrou diferenca relevante em relacdo ao controle, indicando
menor eficacia. Ja os dleos vegetais de melaleuca e alho ndo apresentaram reposta eficaz
contra o crescimento da C. albicans e as combina¢Ges com o fluconazol comercial nao
potencializaram o efeito antifungico. Conclusdo: conclui -se que o fluconazol comercial
demonstrou a melhor agao antifungica frente a Candida albicans. Em contraste, o fluconazol
de formulagdo magistral ndo apresentou eficdcia significativa contra o fungo, e da mesma
forma, as preparagdes manipuladas e os 6leos vegetais avaliados ndo mostraram resultados
satisfatorios.
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Evaluation of the Fungicidal Potential of Garlic (Allium
sativum) and Tea Tree (Melaleuca alternifolia) Against
Candida albicans

ABSTRACT

Introduction: Fungal infections represent a challenge in clinical practice, with emphasis on
Candida albicans, an opportunistic pathogen in immunocompromised individuals. Despite the
effectiveness of conventional antifungals, the growing resistance of fungal strains and the
adverse effects associated with treatment highlight the need for effective therapeutic
alternatives. Natural products such as Allium sativum and Melaleuca alternifolia have been
studied due to their antimicrobial properties and potential in vitro antifungal activity.
Objective: To evaluate the antifungal effectiveness of reconstituted and compounded
fluconazole, alone or in combination with vegetable oils from A. sativum and M. alternifolia,
against C. albicans in a controlled laboratory assay. Methods: This is an experimental,
guantitative, in vitro study. Petri dishes containing Sabouraud Dextrose Agar were inoculated
with C. albicans ATCC 0031. The tested compounds included compounded fluconazole (50 mg
in alcohol), commercial fluconazole tablets (150 mg), garlic oil, and tea tree oil. Samples were
evaluated individually and in combinations, all in triplicate. Results: The tests demonstrated
that commercial fluconazole showed the strongest antifungal activity among the evaluated
compounds, significantly surpassing the control and other treatments. Compounded
fluconazole did not show a relevant difference compared to the control, indicating lower
effectiveness. Tea tree and garlic oils also did not exhibit effective activity against C. albicans,
and combinations with commercial fluconazole did not potentiate the antifungal effect.
Conclusion: It is concluded that commercial fluconazole demonstrated the best antifungal
activity against Candida albicans. In contrast, compounded fluconazole did not show
significant effectiveness against the fungus, and likewise, the evaluated compounded
preparations and vegetable oils did not produce satisfactory results.
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INTRODUCAO

As infecgOes fungicas invasivas constituem um desafio significativo na medicina
atual, especialmente em ambientes hospitalares (Pappas et al., 2018). Entre os fungos
patogénicos, C. albicans é o agente mais prevalente em infecg¢des sistémicas, sobretudo
em pacientes imunocomprometidos. Nesses individuos, a resposta imune deficiente
favorece a transicdo da C. albicans, normalmente um microrganismo comensal do trato
gastrointestinal, da mucosa oral, vaginal e da pele, para um patégeno oportunista. Em
situacdes de desequilibrio microbiano ou imunossupressao, a levedura pode aderir as
células epiteliais, invadir tecidos e desencadear infecgoes.

A candidiase invasiva, que inclui desde infec¢Ges profundas em érgdos até a
candidemia, apresenta altas taxas de mortalidade, variando entre 40% e 60%, mesmo
com tratamento antifingico adequado (Nobile; Johnson, 2015). O espectro clinico das
infeccdes por C. albicans é amplo, abrangendo desde manifestacdes superficiais, como
candidiase oral, vaginal e esofdgica, até quadros invasivos graves, como endocardite,
meningite, osteomielite e candidemia. Esta ultima é uma das principais causas de
infeccdo da corrente sanguinea em unidades de terapia intensiva, estando associada a
elevada mortalidade, aumento do tempo de internacdo e custos hospitalares
expressivos (Pfaller; Diekema, 2007).

As condi¢Bes de imunocomprometimento que predispdem a candidiase invasiva
sdo diversas e incluem individuos com HIV/AIDS (especialmente com contagem de CD4+
< 200 células/mm3), pacientes submetidos a quimioterapia ou radioterapia,
transplantados em uso de imunossupressores, usuarios cronicos de corticosteroides,
idosos e prematuros (NUCCI; ANAISSE, 2009). Além disso, fatores adicionais como uso
prolongado de antibidticos de amplo espectro, nutricdo parenteral, internacgdes
prolongadas e uso de cateteres venosos centrais contribuem significativamente para o
risco de infec¢do. (PFALLER; DIEKEMA, 2007)

Entre os mecanismos de viruléncia que conferem a C. albicans sua relevancia
clinica, destaca-se o dimorfismo, ou seja, a capacidade de alternar entre formas
leveduriformes e filamentosas (hifas e pseudohifas), facilitando a adesdo, invasdo
tecidual e evasdo da resposta imune. Essa levedura também produz enzimas hidroliticas,

como proteases, fosfolipases e hemolisinas, que contribuem para a destruicdo de
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tecidos do hospedeiro e disseminagao da infec¢do. A habilidade de aderéncia as células
hospedeiras e a superficies abidticas, como dispositivos médicos, estd diretamente
relacionada a formacgdo de biofilmes (Nobile; Johnson, 2015). Os biofilmes sdo
estruturas tridimensionais compostas por células fungicas envoltas em uma matriz
extracelular de polissacarideos, proteinas, DNA e lipideos. Essa matriz confere protecao
contra a acdo do sistema imunoldgico e dos antifungicos. Em dispositivos invasivos,
como cateteres e proteses, os biofilmes podem se formar rapidamente e apresentar
resisténcia até mil vezes maior que as células planctonicas. Os mecanismos envolvidos
incluem a barreira fisica da matriz, metabolismo reduzido em células dormentes,
presenca de células persistentes e a superexpressao de bombas de efluxo (Taff et al.,
2013).

A persisténcia e resisténcia da C. albicans frente as terapias disponiveis ressaltam
a importancia de medidas eficazes de prevencdao, como a higienizacdo rigorosa de
dispositivos médicos, vigilancia microbiolégica e uso criterioso de antimicrobianos. A
importancia de a atividade antifungica dos extratos de 6leos essenciais como Allium
sativum e do 6leo essencial de Malaleuca alterfolia (individualmente e/ou combinados)
contra cepas de C. albicans observando a seguranca e potencial terapéutico pode ajudar
a desenvolver novos tratamentos para cepas resistentes em busca por terapias
alternativas, incluindo agentes naturais com potencial antifungico (Pappas et al., 2018;

Gulati; Nobile, 2016).

1. ANTIFUNGICOS CONVENCIONAIS

O arsenal antifungico baseia-se em trés principais classes: azdis (como fluconazol
e itraconazol), polienos (anfotericina B) e equinocandinas (caspofungina). Embora
eficazes, a resisténcia fungica crescente, especialmente em ambientes hospitalares e em
pacientes imunossuprimidos, tem dificultado o tratamento (Arendrup; Patterson, 2017;
Cowen et al., 2015).

O fluconazol é amplamente utilizado por sua boa biodisponibilidade oral, baixo
custo e seguranca, sendo indicado para candidiase oral, esofagica e alguns casos de
candidemia (Pappas et al., 2016). No entanto, o uso indiscriminado tem impulsionado a

resisténcia, inclusive em espécies nao-albicans como C. glabrata, C. krusei e C. auris,
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algumas naturalmente resistentes (Chowdhary et al., 2016). Em certos hospitais, a
resisténcia ao fluconazol ja ultrapassa 20%, exigindo antifungicos mais potentes e
toxicos. Além disso, os antifungicos convencionais apresentam efeitos adversos
significativos. O fluconazol pode causar hepatotoxicidade, reacdes cutaneas graves,
disturbios gastrointestinais e interagdes via CYP3A4 (Laniado-Laborin; Cabrales-Vargas,

2009).

O fluconazol é um agente antifungico do grupo dos triazéis amplamente utilizado
no tratamento das infec¢des por Candida spp. Seu mecanismo de acdo baseia-se
principalmente na inibicdao da enzima lanosterol 14-a-desmetilase, essencial para a
sintese de ergosterol, que é um componente estrutural fundamental da membrana
plasmatica fungica (SANGLARD, 2022). A auséncia de ergosterol leva ao acumulo de
metabdlitos tdxicos (como o 14-metil-ergosterol), gerando aumento da permeabilidade
da membrana e consequente comprometimento das fung¢des celulares, como o

transporte de nutrientes e manutencdo do gradiente i6nico (PAULA; COSTA, 2019).

Além da alteracdo estrutural da membrana, o bloqueio da sintese de ergosterol
modifica o funcionamento de diversas proteinas transmembrana e afeta processos
metabdlicos indispensaveis a sobrevivéncia do fungo (PERLIN, 2015). Dessa forma, o
fluconazol impede o crescimento e a replicacao de formas invasivas de Candida, atuando
como fungistatico, o que contribui para que o sistema imune do paciente neutralize o
microrganismo (ODDS et al., 2003). Por fim, estudos recentes também sugerem que o
fluconazol pode interferir na formacao de biofilmes, reduzindo a aderéncia das células
de Candida as superficies e inibindo mecanismos de resisténcia associados a essas
estruturas (DA SILVA et al., 2021). Na C. albicans, a resisténcia pode ser intrinseca ou
adquirida, envolvendo mutacGes no gene ERG11, superexpressdo de bombas de efluxo
e alteracGes na membrana plasmatica que reduzem a acdo do antifungico (Perlroth et
al., 2007; Sanglard; Odds, 2002). A exposicao repetida aos polienos favorece resisténcia
e toxicidade elevada. Ja as equinocandinas, embora eficazes, apresentam acao limitada
em biofilmes maduros e podem sofrer resisténcia por mutacdes nos genes FKS1 e FKS2

(Pfaller et al., 2011).

2. USO DE PRODUTOS NATURAIS COMO ALTERNATIVA TERAPEUTICA
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O uso de produtos naturais no tratamento de doencas é uma pratica milenar
presente em diversas culturas e continua sendo fonte importante para o
desenvolvimento de novos farmacos (Rates, 2001). O aumento da resisténcia aos
antifdngicos convencionais, especialmente entre isolados de Candida albicans, tem
impulsionado a busca por compostos naturais com menor custo, maior disponibilidade
e menor toxicidade. Diversos produtos de origem vegetal e apicola apresentam
atividade antifungica comprovada, atuando por multiplos mecanismos, como ruptura
da membrana celular, inibicdo da sintese de ergosterol, interferéncia na producdo de
quitina e bloqueio da formacdo de biofilmes. Além disso, alguns desses compostos
demonstram potencial sinérgico quando associados a antifungicos tradicionais,
ampliando sua eficdcia terapéutica (COWAN, 1999; RAUT; KARUPPAYIL, 2014; SHARMA;
JOSHI; BHATTACHARYA, 2017).

Outro agente relevante é o dleo essencial da melaleuca (Melaleuca alternifolia),
rico em terpinen-4-ol, com potente acdo fungicida e fungistatica, especialmente em
infecgdes cutaneas e mucosas. Seu mecanismo envolve a ruptura da membrana celular,
inibicdo da formacao de hifas e biofilmes, além de boa penetra¢ao nos tecidos epiteliais

(Hammer et al., 2003; Carson et al., 2006).

3. ALHO (Allium sativum)

O alho (Allium sativum), amplamente conhecido por seu uso culindrio, também
tem sido objeto de diversos estudos que comprovam suas propriedades antibacterianas,
antimicoticas, antivirais, antitumorais, antiflogisticas e fibrinoliticas. Esses efeitos estao
principalmente associados a presenca da alicina (dialil-tiossulfinico) (Ferreira et al.,
2016). A alina esta presente na composicdo quimica do Allium sativum e se converte em
alicina por meio da acao da enzima alinase. Essa conversao ocorre quando o alho é
macerado ou cortado (Silva; Silva; do Carmo, 2016).

Além da alicina, o A. sativum possui outros compostos secunddrios, como
alcaloides, saponinas, taninos, terpenos e flavonoides, que também podem apresentar
atividade antimicrobiana e antifungica (Felix; Medeiros; Medeiros, 2018). No organismo,

a alicina é capaz de estimular a resposta imune, promovendo a amplificacdo de
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mediadores pré-inflamatérios, como o interferon-gama (IFN-y), além de aumentar a
replicacdo das células T CD4+ (Lozano; Bagne; Hora, 2015). Segundo Oliveira, Cavalcante
e Ribeiro (2021), o extrato oleoso de A. sativum provocou danos moleculares em C.
albicans, atuando por meio da alteracdo de genes relacionados ao ATP e ao DNA, o que

resultou em danos estruturais internos e externos na célula fungica.

4. MELALEUCA (Melaleuca alternifolia)

A Melaleuca alternifolia, da familia Myrtaceae e popularmente conhecida como
“arvore do chd” (tea tree), é amplamente utilizada na medicina tradicional por suas
propriedades bioldgicas reconhecidas (Carson et al., 2006). Seu o6leo essencial,
conhecido como Tea Tree Oil (TTO), apresenta atividade antibacteriana e antifungica
comprovada, atribuida principalmente ao terpinen-4-ol, seu principal constituinte ativo
(Felipe et al., 2018). O TTO contém cerca de 100 compostos, sendo o terpinen-4-ol, o y-
terpineno e o a-terpineno os mais abundantes e responsaveis por grande parte de sua
atividade terapéutica (Carson et al., 2006).

Segundo Calo e colaboradores (2015), a acdo antimicrobiana do TTO ocorre por
meio da intera¢do dos terpenos com a membrana celular dos microrganismos. Esses
compostos se infiltram na bicamada fosfolipidica, promovendo sua desorganizacao,
aumento da permeabilidade e vazamento de ions, ATP e macromoléculas, o que
compromete o metabolismo celular e leva a morte da célula. O estudo de Tonon et al.,
(2018), com as cepas C. albicans ATCC 90028 e SC 5314, demonstrou que o 6leo essencial
de M. alternifolia é eficaz contra biofilmes fungicos, reduzindo sua viabilidade e
danificando sua estrutura. Complementarmente, Corréa et al., (2020) confirmaram sua
atividade antimicrobiana significativa, com destaque para sua acao contra C. albicans,

levedura oportunista frequentemente associada a infec¢des mucocutaneas.

METODOLOGIA

O presente trabalho é um estudo original, experimental, quantitativo e realizado
em ambiente laboratorial in vitro, desenvolvido em uma Unica etapa metodoldgica.
Considerando este modelo experimental houve a dispensa da andlise em comité de

ética.
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Para isso, foram utilizadas placas de Petri contendo Agar Sabouraud Dextrose
estéril, onde se aplicou a técnica de espalhamento dos compostos com haste de
Drigalski. Os compostos analisados foram: 6leo vegetal de melaleuca e alho (Oleoterapia
Brasil®), fluconazol magistral 50 mg em alcool (BioMagistral), e fluconazol comercial 150
mg (CIMED®), que foi reconstituido transformando-o em solucao liquida.

Os compostos foram analisados sozinhos e também associando-os, todas as
placas foram semeadas em triplicata. Foram divididos os seguintes grupos

experimentais:

a. Controle positivo — Semeadura de Cdndida Albicans ATCC 0031 (CTL+);

b. Controle negativo — Semeadura com Fluconazol Comercial (CTL-);

c. Exposicdo ao fluconazol comercial (FL);

d. Exposicdo ao fluconazol magistral (FL-MAN);

e. Exposicdo ao dleo vegetal de alho (TTO-A);

f. Exposicdo ao 6leo vegetal de melaleuca (TTO-M);

g. Exposicao ao fluconazol reconstituido e dleo vegetal de alho (TTO - F+A)

h. Exposicdo ao fluconazol reconstituido e 6leo vegetal de melaleuca (TTO

- F+M)
Posteriormente, foi realizada a semeadura por esgotamento da cepa C. albicans

ATCC — 0031 da marca NewProv, em todas as placas dos grupos e incubadas em estufa
microbioldgica a 37 °C por 48 horas. Apds o periodo de incubacgdo, realizou-se a

contagem das col6nias isoladas por meio do aplicativo ColonyCount®.

Anidlise estatistica:

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica por meio de analise de
variancia (ANOVA) unidirecional, seguida do teste de comparac¢des multiplas de Tukey,
adotando-se um nivel de significdncia p < 0,05. As analises foram realizadas utilizando o

software GraphPad Prism.

RESULTADOS E DISCUSSAO

EFICACIA DO FLUCONAZOL MAGISTRAL E COMERCIAL
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No presente estudo foi possivel observar que o Fluconazol magistral ndo obteve
resultados significativos quando comparado a placa de controle positivo de C. albicans.
Entretanto o Fluconazol comercial obteve diferencga significativa quando comparado a
placa de controle positivo e também quando comparado ao fluconazol comercial,

conforme figura 1.
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Figura 1 — Comparativo entre o FL-MAN (n= 3), FL (n= 3) e o CTL (n= 3). Onde notou-se diferenca
significativa entre CTL e FL **(p=0,0033) e FL e FL-MAN *(p= 0.0273).

Fonte: Os autores, 2025.

De acordo com uma pesquisa realizada por Odds, Brown e Gow no ano de 2003
e por Perlin em 2015, o fluconazol comercial apresenta desempenho antifungico
superior, fato que pode ser atribuido a sua maior pureza, estabilidade quimica e
padronizacdo industrial, fatores que asseguram concentracdo adequada e adequada
biodisponibilidade do farmaco. Em contraste, o fluconazol magistral demonstrou
eficacia reduzida, possivelmente em decorréncia de variagbes no processo de
manipulacdo, degradacdo do principio ativo e interferéncia do veiculo alcodlico, fatores
que comprometem a estabilidade da formulacdo (LANIADO-LABORIN; CABRALES-
VARGAS, 2009). Conforme descrito por Pappas et al. (2016), a efetividade do fluconazol
estd diretamente relacionada a dose administrada e a integridade estrutural da
molécula, cuja atividade farmacoldgica depende da inibicdo da enzima lanosterol 14-a-

desmetilase, essencial para a sintese de ergosterol na membrana fungica.
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EFICACIA DOS TRATAMENTOS COM OLEO VEGETAL DE MELALEUCA E ALHO

Na comparacgdo entre o fluconazol comercial com os 6leos vegetais de melaleuca
e alho, foi observada diferenca estatisticamente significativa (p < 0.05). Entretanto, ao
comparar diretamente o 6leo de melaleuca com o 6leo de alho, e comparando-os
isoladamente com o controle positivo ndo foi identificada esta diferenca, indicando que

ambos apresentaram comportamento semelhante frente ao crescimento de C. Albicans.

(figura 2).
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Figura 2 — Comparagdo de tratamento de TTO-FL (n=3) CTL (n=3), TTO-M (n=3) e TTO-A (n= 3). Observou-
se diferenca significativa entre TTO-FL e TTO-M e TTO-FL e TTO-A ****(p < 0.0001).

Fonte: Os autores, 2025.

Em relagcdo a média de crescimento de coldnias, verificou-se que o fluconazol
comercial apresentou a menor média (19,33 colbnias), enquanto o controle positivo
apresentou uma média de 269,3 coldnias, ja o dleo vegetal de melaleuca apresentou
média de 298,7 colOnias e o dleo vegetal de alho média de 233,0 colonias. Esses valores
reforcam que, ambos os éleos ndo apresentaram potencial antifungico significativo, o
fluconazol comercial foi consideravelmente mais eficaz na inibicdo do crescimento

fungico.

A auséncia de eficacia pode ser explicada pela baixa concentracdo dos principios

ativos, pela natureza vegetal (6leo em vez de éleo essencial puro) e pela dificuldade de
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difusdo dos compostos lipofilicos no meio sélido (Carson et al., 2006; Calo et al., 2015).
A volatilidade e a instabilidade quimica de componentes como o terpinen-4-ol da
melaleuca e a alicina do alho também reduzem a disponibilidade desses compostos
durante o periodo de incubacdo, limitando sua acdo antifungica (Oliveira; Cavalcante;

Ribeiro, 2021).

TRATAMENTO COM ASSOCIAGCOES

A analise comparativa de TTO-(F+M) e TTO-(F+A) em relagdo ao CTL
demonstraram eficacia (P < 0,05) demonstrando eficacia quando associado ao farmaco
comercial. Entretando ndo obtiveram diferencas entre si, e nem quando comparadas ao
TTO-FL (p > 0,05) indicando que ndo ocorre mudanca de perfil de crescimento
microbiano entre as diferentes associa¢des.

Quanto as associacdes entre o fluconazol e os dleos vegetais, observou-se
auséncia de sinergismo, sugerindo possivel interacao fisico-quimica capaz de reduzir a
disponibilidade dos compostos ativos. Estudos realizados por Da Silva, Morais e Freitas
(2021) e Pereira et al. (2020) demonstram sinergia entre antifungicos e fitoterapicos;
entretanto, esses trabalhos empregam metodologias especificas, como o teste de
microdiluicdo e o método checkerboard, que permitem avaliar de forma quantitativa a
interacao entre duas substancias. O teste de microdiluicdo consiste na determinacao da
concentracdo inibitdria minima (CIM) em placas de microtitulacdo, enquanto o método
checkerboard avalia combinagdes de diferentes concentragdes de dois agentes para
determinar se ha efeito sinérgico, aditivo, indiferente ou antagonista entre eles.

Os resultados obtidos em nossa pesquisa indicam que, sob as condigdes
testadas, o fluconazol comercial permanece como o agente de maior eficicia
antifungica, enquanto os dleos vegetais de melaleuca e alho apresentaram efeito
limitado.

Assim, este estudo reforca a necessidade de novas investigacbes in vitro
utilizando 6leos essenciais puros, analise da concentracdo inibitéria minima (MIC) e
caracterizacdo quimica detalhada dos compostos, de modo a elucidar o real potencial

antifungico e as possiveis interacdes sinérgicas com antiflingicos convencionais.
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CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que o fluconazol comercial apresentou
a maior eficacia antifungica frente a C. albicans, desempenho que pode estar
relacionado a pureza, estabilidade quimica e padronizacdo industrial do farmaco,
fatores que garantem concentracdao adequada e maior biodisponibilidade. Em
contraste, o fluconazol magistral nao mostrou atividade significativa, possivelmente
devido a variagGes no processo de manipulacdao, degradacdo do principio ativo e
interferéncia do veiculo alcodlico, elementos que comprometem a estabilidade da
formulacgdo.

Os 6leos vegetais de melaleuca e alho também ndo demonstraram efeito
antifungico relevante nas condicdes testadas. Esse resultado pode estar associado a
menor concentracdo de compostos bioativos e limitagdes de difusdo no meio sélido,
além da volatilidade natural dessas substancias. As combinacdes entre fluconazol e
Oleos vegetais ndao apresentaram sinergismo, sugerindo possivel interagdo fisico-
guimica que reduziu a disponibilidade dos compostos ativos — observacdo coerente
com estudos que destacam a importancia de metodologias especificas, como
microdiluicdo e checkerboard, para avaliacdo de interacdo entre agentes.

O presente estudo revelou resultados controversos com alguns dados relatados
na literatura, tal condicdo pode estar atrelada a uma limitacdo do teste pois o numero
de placas analisados foi menor em relagao a trabalhos anteriormente realizados, desta
forma sugerimos estudos complementares futuros a fim de aprofundar o entendimento

sobre o potencial terapéutico dessas substancias.
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