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Resumo 

Causada por fungos do gênero Candida spp., a candidíase é relatada como problema de saúde pública, ocasionando 

infecções superficiais e sistêmicas. O aumento de cepas resistentes isoladas e a elevada toxicidade dos antifúngicos 

convencionais, têm estimulado a busca por alternativas a este cenário, tais como bioprodutos ou compostos isolados, 

como exemplo, os terpenos.  Desta maneira, faz-se importante investigar a atividade antifúngica de α-pineno isolado e 

em associação com antifúngicos frente a cepas de Candida albicans. Para isso foram determinadas a Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração Fungicida Mínima (CFM), pela técnica de microdiluição em caldo do terpeno 

isolado e o ensaio de associação (checkerboard) entre o α-pineno e antifúngicos, como fluconazol e anfotericina B. O 

α-pineno apresentou uma CIM entre 128 e512 µg/mL e a CFM teve os mesmos valores de CIM frente às cepas 8 cepas 
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ensaiadas. As demais concentrações não foram possíveis determinar a CFM, devido ao crescimento fúngico ser maior 

ou igual a CIMx4 (limite do teste). No ensaio de associação, a interação α- pineno e fluconazol foi indiferente, já as 

combinações entre α-pineno com a anfotericina B e a nistatina obtiveram efeitos sinérgicos. Assim, este estudo fortalece 

o α-pineno como um promissor agente antifúngico, pois este exibiu forte atividade inibitória frente a cepas de Candida 

albicans., com natureza fungicida. Adicionalmente, há a possibilidade deste ser utilizado de forma associativa aos 

derivados poliênicos (anfotericina B ou nistatina) como alternativa no tratamento da candidíase. Deve-se destacar que 

mais estudos precisam ser realizados acerca do mecanismo de ação e toxicidade deste composto. 

Palavras-chave: Candida; Terpeno; Terapêutica; Produto natural; Associação.  

 

Abstract 

Caused by fungi of the genus Candida spp., candidiasis is reported as a public health problem, causing superficial and 

systemic infections. The increase in isolated resistant strains and the high toxicity of conventional antifungal agents 

have stimulated the search for alternatives to this scenario, such as bioproducts or isolated compounds, such as terpenes. 

Thus, it is important to investigate the antifungal activity of α-pinene alone and in association with antifungals against 

strains of Candida albicans. For this, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Fungicide 

Concentration (MFC) were determined by the technique of microdilution in broth of the isolated terpene and the 

association assay (checkerboard) between α-pinene and antifungals, such as fluconazole and amphotericin. B. The α-

pinene had a MIC between 128 and 512 µg/mL and the CFM had the same MIC values against the 8 strains tested. The 

other concentrations could not determine the CFM, due to the fungal growth being greater than or equal to MICx4 (test 

limit). In the association trial, the interaction between α-pinene and fluconazole was indifferent, whereas the 

combinations between α-pinene with amphotericin B and nystatin obtained synergistic effects. Thus, this study 

strengthens α-pinene as a promising antifungal agent, as it exhibited strong inhibitory activity against Candida albicans 

strains, with a fungicidal nature. Additionally, it may be used in association with polyene derivatives (amphotericin B 

or nystatin) as an alternative in the treatment of candidiasis. It should be noted that more studies need to be carried out 

on the mechanism of action and toxicity of this compound. 

Keywords: Candida; Terpene; Therapy; Natural product; Association. 

 

Resumen 

Causada por hongos del género Candida spp., la candidiasis es reportada como un problema de salud pública, 

provocando infecciones superficiales y sistémicas. El aumento de cepas resistentes aisladas y la alta toxicidad de los 

antifúngicos convencionales han estimulado la búsqueda de alternativas a este escenario, como bioproductos o 

compuestos aislados, como los terpenos. Por lo tanto, es importante investigar la actividad antifúngica del α-pineno solo 

y en asociación con antifúngicos contra cepas de Candida albicans. Para ello se determinó la Concentración Mínima 

Inhibitoria (MIC) y la Concentración Mínima de Fungicida (MFC) mediante la técnica de microdilución en caldo del 

terpeno aislado y el ensayo de asociación (tablero) entre α-pineno y antifúngicos, como fluconazol y anfotericina. B. El 

α-pineno tuvo una MIC entre 128 y 512 µg/mL y el CFM tuvo los mismos valores de MIC frente a las 8 cepas probadas. 

Las otras concentraciones no pudieron determinar el CFM, debido a que el crecimiento fúngico fue mayor o igual a 

MICx4 (límite de prueba). En el ensayo de asociación, la interacción entre α-pineno y fluconazol fue indiferente, 

mientras que las combinaciones entre α-pineno con anfotericina B y nistatina obtuvieron efectos sinérgicos. Por lo tanto, 

este estudio fortalece al α-pineno como un agente antifúngico prometedor, ya que exhibió una fuerte actividad inhibidora 

contra las cepas de Candida albicans, con una naturaleza fungicida. Además, puede utilizarse en asociación con 

derivados poliénicos (anfotericina B o nistatina) como alternativa en el tratamiento de la candidiasis. Cabe señalar que 

es necesario realizar más estudios sobre el mecanismo de acción y la toxicidad de este compuesto. 

Palabras clave: Cándida; Terpeno; Terapia; Producto natura; Asociación. 

 

1. Introdução 

 Doenças causadas por fungos têm aumentado significativamente os indicadores de saúde de morbimortalidade em todo 

o mundo (Jenks et al., 2020). Estima-se que estas infecções afetem mais de um bilhão de indivíduos e que levem a óbito cerca 

de 1,5 milhão de pessoas por ano. Embora esses dados sejam alarmantes, as mesmas permanecem negligenciadas por autoridades 

sanitárias (Bongomin et al., 2017). 

 Infecções fúngicas são, em sua maioria, oportunistas, sendo capazes de ocasionar doenças em pacientes 

imunossuprimidos, como aqueles com neoplasias, transplantados ou mesmo os que se encontram em Unidades de Terapia 

Intensiva (UTIs) (Bongomin et al., 2017; Lass-Flörl et al., 2021). Dentre os principais agentes causadores de Infecções Fúngicas 
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Invasivas (IFI) encontram-se os fungos dos gêneros Aspergillus spp., Cryptococcus spp. e Candida, com destaque para este 

último, cuja espécie Candida albicans está mais comumente associada aos casos de IFI (Song, 2020). 

 Leveduras da espécie C. albicans podem ser tanto comensais quanto patogênicas, levando a manifestações clínicas em 

indivíduos com imunossupressão, que variam desde a forma mucocutânea (candidíase orofaríngea, vaginal e cutânea) até a forma 

disseminada, mais grave, relacionada às infecções nosocomiais com elevadas taxas de mortalidade (Jawale & Biswas, 2021). 

 Os antifúngicos convencionais mais utilizados no tratamento das infecções causadas por Candida spp. são os derivados 

azólicos (tais como: fluconazol, itraconazol, miconazol, clotrimazol e cetoconazol), os derivados polienos (tais como: 

anfotericina B e nistatina) e as  equinocandinas (tais como caspofungina, micafungina e anidulofungina) (Kathiravan et al., 2012; 

Patil, 2015; Santos et al., 2018).  

Entretanto, tratamentos prolongados com estes fármacos podem levar à efeitos citotóxicos, bem como resistência ao 

antifúngico, constituindo-se como um grave problema a ser solucionado (Kathiravan et al., 2012; Vieira & Santos, 2017). Nesse 

contexto, a busca de alternativas a este cenário é necessária, umas das frentes de pesquisa é a bioprospecção para obtenção de 

produtos naturais, pois a biodiversidade é uma fonte de uma grande variedade de compostos bioativos, (Doi et al., 2016; Oliveira 

et al., 2014), a exemplo dos terpenos, maiores e mais diversos metabólitos secundários de plantas, os quais desempenham 

importante papel na sua defesa, como fitoalexinas (Ninkuu et al., 2021). 

Nas plantas, os pinenos apresentam atividade fungicida e têm sido usados há séculos para produzir sabores e fragrâncias. 

Diversas atividades biológicas estão associadas aos mesmos, incluindo o uso como inseticida natural (Silva et al., 2012). O α- 

pineno (Figura 1) é um terpeno constituinte majoritário de diversos óleos essenciais (Bakkali et al., 2008), a exemplo dos óleos 

provenientes das plantas do gênero Croton spp. (Fortes & Guedes, 2006; Celedonio, 2008), possuindo atividade antifúngica 

contra às espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. stellatoidea, C. guilhermondii, C. krusei e Cryptococcus 

neoformans (Lima et al., 2005). 

 

Figura 1: Fórmula estrutural plana do α-pineno. 

 

Fonte: Adaptado de Silva et al. (2012). 
 

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antifúngica in vitro de α-pineno isolado e em 

associação com antifúngicos convencionais frente às cepas de Candida spp.  

 

2. Metodologia 

2.1 Cepas fúngicas 

Cepas de Candida albicans ensaiadas foram obtidas da Micoteca do Laboratório de Micologia Clínica da Universidade 

Federal da Paraíba. Foram utilizadas 2 cepas padrão ATCC-76485, ATCC-90028 e 6 cepas clínicas (LM-587, LM 616, A-05, 

A-11, A-15 e A-20).  
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2.2 Reagentes de uso 

 Os meios de cultura utilizados nos ensaios foram ágar Sabouraud dextrose (ASD) e RPMI (Roswell Park Memorial 

Institute) 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato de sódio, bem como o terpeno α-pineno, os antifúngicos, dimetilsulfóxido 

(DMSO) e Tween 80, foram obtidos comercialmente, oriundos do fabricante Sigma Aldrich®.  

 

2.3 Preparação do Inóculo 

Para preparação do inóculo, culturas de Candida spp., foram semeadas em meio nutriente e incubadas a 35±2 °C durante 

24 e 48 h. Foram utilizados entre 4 e 5 colônias dessas culturas e, em seguida, suspensas em H20 destilada estéril, ajustadas de 

acordo com o padrão 0,5 da escala de McFarland, para obter um inóculo de 106 UFC/mL. Por fim, os inóculos foram separados 

para utilização nos ensaios (Hadacek & Greger, 2000; Ostrosky et al., 2008; Cleeland & Squires, 1991). 

 

2.4 Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima (CFM) 

Os ensaios de atividade antifúngica foram realizados conforme os protocolos de Clinical & Laboratory Standards 

Institute (CLSI) (2011), com adaptações. A determinação da CIM do produto sobre cepas de Candida albicans, foram realizadas 

por meio da técnica de microdiluição em caldo com auxílio de microplaca contendo 96 poços com fundo em forma de “U” 

(ALAMAR®).  

Inicialmente, foram distribuídos 100 µL de Caldo RPMI nos poços das placas. Em seguida, 100 µL do produto foi 

dispensado nas cavidades de cada coluna da placa. Logo depois, foi feita uma diluição seriada a uma razão de um para dois (1:2), 

de forma que as concentrações finais nos poços após a adição do inóculo foram de 1024 µg/mL até 0,5 µg/mL. Por fim, foi 

adicionado 10 µL do inóculo das leveduras nas cavidades, onde cada linha da placa refere-se a uma cepa fúngica específica. 

Concomitantemente, foram realizados controle com anfotericina B (1024 µg/mL até 0,5 µg/mL), caldo RPMI como controle de 

esterilidade e caldo RPMI com inóculo fúngico como controle de viabilidade das leveduras. Todo o ensaio foi realizado em 

triplicata e as placas, hermeticamente fechadas e foram incubadas a 35±2°C por 24 h, posteriormente realizada a leitura. 

A CIM da substância foi vista como a menor concentração capaz de produzir inibição visível sobre o crescimento 

fúngico da maior porcentagem de cepas verificada nos poços, em comparação com seu controle. A expressão do resultado é feita 

pela média aritmética das CIM’s dos três ensaios, sendo a atividade antifúngica do produto ativa ou inativa, seguindo os seguintes 

critérios: < abaixo de 500 µg/mL= forte/ótima atividade; 600- 1500 µg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 µg/mL= fraca 

atividade ou produto inativo (Balouiri et al., 2016; Sartoratto et al., 2004). 

 Feita a leitura da CIM, retirou-se 10 µL do sobrenadante dos poços onde foi observada total inibição do crescimento 

fúngico (CIM, CIM x2 e CIM x4) e adicionou-se em novas placas de cultura de células com meio ASD, posteriormente incubadas 

em temperatura de 35-37 °C por 24h.  A CFM foi a menor concentração do α-pineno em que não aconteceu crescimento fúngico 

no meio. O resultado foi obtido pela média aritmética das CFM’s obtidas nos ensaios feitos em triplicata (Balouiri et al., 2016; 

Ncube et al., 2008). 

 

2.5 Ensaio de associação do terpeno com antifúngicos padrões frente às cepas de Candida albicans 

Soluções do composto teste e dos antifúngicos foram solubilizadas e preparadas diluições em concentrações dobradas 

(2048 e 1024 µg/mL, respectivamente) em relação à concentração inicial definida e volumes de 100 µL foram diluídos 

seriadamente 1:2 em RPMI 1640. Em cada cavidade com 100 µL do meio de cultura foi inserido 10 % da suspensão fúngica. 

Cada microplaca estéril foi preenchida no sentido vertical e horizontal, com o composto teste e um antifúngico por vez para a 
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obtenção do índice de Concentração Inibitória Fracionada (índice CIF). As placas preenchidas foram incubadas a temperatura e 

tempo adequados para cada espécie. 

O índice CIF foi calculado através da soma do CIFA + CIFB, onde A representa o antifúngico e B o composto teste em 

teste. O CIFA, por sua vez, será calculado pela relação CIMA combinado/ CIMA sozinho, enquanto que o CIFB = CIMB 

combinado/ CIMB sozinho. Este índice foi interpretado da seguinte forma: sinergismo (< 0.5), aditividade (0,5 – 1,0), indiferença 

(>1,0) ou antagonismo (>4,0) (Eliopoulos & Moellering, 1991).  

 

3. Resultados e Discussão 

O α-pineno foi testado frente à 8 linhagens de Candida albicans (2 cepas padrões ATCC: 76485 e 90028; e 2 cepas 

sistêmicas LM 587 e LM 616; e 4 cepas de amostras bucais: A 011, A 05, A 15 e A 20) e teve sua Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) melhor estabelecida. A concentração fungicida mínima (CFM) também foi avaliada, conforme observado na 

Tabela 1.  

A molécula apresentou atividade inibitória contra todas as linhagens testadas, com uma CIM variando de 128 e 512 

µg/mL. Frente as linhagens de C. albicans ATCC 76485 e LM 587 exibiu uma CIM de 128 µg/mL (≈25%) das 8 (100%) cepas, 

256 µg/mL para as cepas ATCC 90028, LM 616, A 05, A 11 e A 15 (≈62,5%) e 512 µg/mL para a cepa A 20 (≈12,5%).   

Para Sartoratto et al. (2004), a CIM da molécula pode ser considerada com forte/ótima atividade inibitória, visto que 

foi inferior a 500 µg/mL. Entretanto, ao considerar parâmetros estabelecidos por outros autores, a molécula pode ser considerada 

de atividade moderada (CIM entre 100 e 500 µg/mL) (Holetz et al., 2002; Machado et al., 2005; Santos et al., 2008). 

A maioria dos estudos sobre o enantiômero α-pineno é com foco em células bacterianas, no entanto ainda são escassos 

os trabalhos sob a ótica da atividade antifúngica, havendo então uma deficiência de dados na literatura sobre α-pineno que se 

possa comparar com os resultados do presente estudo.  

Silva et al. (2012) detectou a atividade antimicrobiana de isômeros e enantiômeros de pineno frente às células 

bacterianas e fúngicas. A Concentração Inibitória Mínima (MIC) e Concentração Microbicida Mínima (CMM) desses 

monoterpenos também foram determinadas, confirmando que os enantiômeros positivos exibiram atividade contra todos os 

fungos e bactérias testados, com MICs variando entre 117 e 4,150 µg / mL. 

O terpeno apresentou uma CFM variando entre 128 e 512 µg/mL para as leveduras testadas. Contra as cepas de C. 

albicans, a substância exibiu uma CFM de 128 µg/mL para ATCC 76485 e LM 587 (25%) das 8 (100%) cepas, 256 µg/mL para 

a ATCC 90028 e LM 616 (25%) cepas e 512 µg/mL para a cepa A 20 (12,5%). No entanto, não foi possível determinar a CFM 

do produto para as cepas A 05, A 11 e A 15, visto que houve crescimento nas placas de todas as concentrações utilizadas no 

ensaio (CIM, CIMx2 e CIMx4), sugerindo que o α- pineno teve ação fungistática frente às cepas. Logo a natureza fungicida e 

fungistática foi dependente da cepa ensaiada.  
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Tabela 1 - Resultados da avaliação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) e Concentração Fungicida Mínima (CFM) do α 

pineno frente às linhagens de Candida albicans. 

Cepas Alfa pineno Anfotericina B Controles 

CIM CFM CFM

CIM
 

Natureza de Atividade CIM **MO ***Est 

C
a

n
d
id

a
 a

lb
ic

a
n

s 

ATCC-76485 128 128 1 Fungicida 0,25 + - 

ATCC- 90028 256 256 1 Fungicida 0,25 + - 

LM 587 128 128 1 Fungicida 0,25 + - 

LM 616 256 256 1 Fungicida 0,25 + - 

A 05 256 ≥1024 ND Fungistática 0,25 + - 

A 11 256 ≥1024 ND Fungistática 0,25 + - 

A 15 256 ≥1024 ND Fungistática 0,25 + - 

A 20 512 512 1 Fungicida 0,50 + - 

Legenda: **MO, microrganismo; ***Est, esterilidade; (+), presença de crescimento microbiano em todas as concentrações testadas; (-), 

ausência de crescimento em todas as concentrações testadas; ND, razão CFM:CIM não determinado. Fonte: Autores (2022). 

 

Uma vez observado esta atividade antifúngica, verificou-se se o terpeno teste poderia ser utilizado em associação com 

antifúngicos convencionais. Os resultados do ensaio de associação do alfa pineno com anfotericina B, nistatina e fluconazol 

estão descritos na Tabela 4. Na associação entre o alfa pineno e os antifúngicos anfotericina B e nistatina frente à cepa ATCC 

76485 foram observados efeitos de aditividade (ICIF: 0,5 - 1). Já a combinação entre o alfa pineno e fluconazol resultou em um 

tipo de interação indiferente (ICIF: >1) frente à cepa ATCC 76485. 

 

Tabela 2 - Determinação do Índice de Concentração Inibitória Fracionada (ICIF) da associação entre alfa pineno com 

anfotericina B, nistatina e fluconazol sobre a cepa ATCC 76485 de Candida albicans. 

Cepas Alfa pineno 

+ 

Anfotericina B 

Alfa pineno 

+ 

Nistatina 

Alfa pineno 

+ 

Fluconazol 

ICIF Tipo de Interação ICIF Tipo de Interação ICIF Tipo de Interação 

C. albicans 

(ATCC-76485) 

 

1 

 

Aditividade 

 

1 

 

Aditividade 

 

2 

 

Indiferente 

Fonte: Autores (2022). 

 

De acordo com esses resultados, a interação entre alfa pineno e fluconazol se mostrou indiferente, já as combinações de 

α- pineno e anfotericina B e nistatina obtiveram efeitos aditivos, sugerindo possível associação entre estes fármacos como 

alternativa terapêutica 

 

4. Conclusão 

 Este trabalho demonstra um promissor agente antifúngico, α-pineno, pois este exibiu forte atividade inibitória frente às 

cepas de Candida albicans., com natureza fungicida. Adicionalmente há a possibilidade deste ser utilizado de forma associativa 

aos derivados poliênicos (anfotericina B ou nistatina) como alternativa no tratamento da candidíase. Deve-se destacar que mais 

estudos precisam ser realizados acerca do mecanismo de ação e toxicidade deste composto. 

] 
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