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RESUMO

As infecgdes fungicas causadas por espécies de Candida tém aumentado ao longo dos anos e o
arsenal terapéutico continua limitado. Espécies emergentes como Candida auris, além das ja
conhecidas C. glabrata, C. krusei e C. parapsilosis, ttm demonstrado elevada resisténcia a
multiplas classes de antifiingicos, como azdis, equinocandinas e polienos. Essa resisténcia
compromete a eficdcia dos tratamentos disponiveis, contribuindo para o aumento das taxas de
morbidade e mortalidade, sobretudo em pacientes imunocomprometidos e em unidades de terapia
intensiva. Dessa forma, cresce o interesse da comunidade cientifica na busca por alternativas
terapéuticas seguras e eficazes, especialmente a partir de compostos naturais com potencial
antifungico. Nesse contexto, os 6leos essenciais (OEs) vém se destacando como uma promissora
estratégia terapéutica. Diversos estudos demonstram que esses produtos possuem componentes
bioativos capazes de inibir o crescimento de Candida spp. e interferir em fatores de viruléncia
como a formagdo de biofilmes e a transicao morfoldgica. Além disso, sua atividade antifingica
associada a baixo risco de resisténcia torna os Oleos essenciais candidatos atrativos no
desenvolvimento de novas formulacdes antifiingicas. O objetivo deste estudo foi investigar a
atividade antifungica e inibicdo da formagdo de biofilme dos dleos essenciais de Origanum
vulgare e Citrus sinensis sobre isolados de espécies de Candida. A atividade antifingica in vitro
dos 6leos essenciais de O. vulgare e de C. sinensis foi avaliada para espécies de Candida
albicans, Candida krusei e Candida parapsilosis, incluindo dois isolados de cada espécie (um
ATCC e outro isolado clinico). A determinacdo da concentrac@o inibitoria minima (CIM) foi
realizada pelo método da microdiluicdo em caldo, assim como a determina¢do da concentracao
inibitéria minima de formacgao de biofilme (CIMB). As CIM variaram entre 250 e >4000 pg/mL.
C. sinensis mostrou menor CIM para C. krusei (250 pg/mL), enquanto O. vulgare para C.
parapsilosis (1000 ng/mL). A CIMB apresentou variagdes de 31,25 ug/mL a >4000 pg/mL. As
menores CIMB de OE de C. sinensis foram para C. krusei isolado clinico (31,25 pg/mL) e C.
albicans ATCC 90028 (62,525 ug/mL). As menores CIMB do OE O. vulgare foi para o isolado
clinico de C. parapsilosis (500 ug/mL) e a viabilidade celular foi a cepa padrao de C. krusei. A
concentragdo fungicida minima (CFM) determinou-se pela transferéncia de 5 uL. de suspensao

de células de cada pogo para uma placa contendo SDA, seguido de incubacao por 48 h a 30-C.



A CFM foi correspondente a concentracao do poco onde nao houver crescimento de colonias de
levedura. Os o6leos essenciais testados demonstraram atividades antiflingicas promissoras nos
testes realizados in vitro, inibindo o crescimento e a formacdo de biofilme. Estudos futuros
possibilitardo identificar os componentes quimicos envolvidos, entender o mecanismo de acao

antifingica e avaliar estratégias farmacéuticas para aplicacao clinica.

Palavras-chave: Candida spp.; Citrus sinensis; Origanum vulgare; Oleo essencial; Resisténcia
antifungica; Biofilme microbiano.



ABSTRACT

Fungal infections caused by Candida species have increased over the years, while the therapeutic
arsenal remains limited. Emerging species such as Candida auris, along with well-known
pathogens like C. glabrata, C. krusei, and C. parapsilosis, have demonstrated high resistance to
multiple classes of antifungal agents, including azoles, echinocandins, and polyenes. This
resistance compromises the effectiveness of current treatments, contributing to higher morbidity
and mortality rates, particularly among immunocompromised patients and those in intensive care
units. As a result, the scientific community has shown growing interest in the search for safe and
effective therapeutic alternatives, especially those derived from natural compounds with
antifungal potential.

In this context, essential oils have emerged as a promising therapeutic strategy. Several studies
have shown that these products contain bioactive components capable of inhibiting the growth
of Candida spp. and interfering with virulence factors such as biofilm formation and
morphological transition. Furthermore, their antifungal activity combined with a low risk of
resistance makes essential oils attractive candidates for the development of new antifungal
formulations. The aim of this study was to investigate the antifungal activity and biofilm
formation inhibition of essential oils from Origanum vulgare and Citrus sinensis against isolates
of Candida species. The in vitro antifungal activity of O. vulgare and C. sinensis essential oils
were evaluated against Candida albicans, Candida krusei, and Candida parapsilosis, including
two 1solates of each species (one ATCC strain and one clinical isolate). The minimum inhibitory
concentration (MIC) was determined using the broth microdilution method, as well as the
minimum biofilm inhibitory concentration (MBIC). The MIC values ranged from 250 to >4000
ug/mL. C. sinensis showed the lowest MIC against C. krusei (250 ug/mL), while O. vulgare had
the lowest MIC against C. parapsilosis (1000 pg/mL). MBIC values ranged from 31.25 ug/mL
to >4000 pg/mL. The lowest MBICs for C. sinensis essential oil were observed for the clinical
isolate of C. krusei (31.25 pg/mL) and the C. albicans ATCC 90028 strain (62.5 ng/mL). The
lowest MBICs for O. vulgare were observed for the clinical isolate of C. parapsilosis (500
ug/mL), and the greatest cell viability inhibition was noted for the standard strain of C. krusei.
The minimum fungicidal concentration (MFC) was determined by transferring 5 uL of cell

suspension from each well to a plate containing Sabouraud Dextrose Agar (SDA), followed by



incubation for 48 h at 30°C. The MFC was the concentration in the well where no yeast colony
growth was observed. The tested essential oils demonstrated promising antifungal activity in the
in vitro assays, inhibiting both fungal growth and biofilm formation. Future studies will help
identify the active chemical components, elucidate their mechanisms of antifungal action, and

assess pharmaceutical strategies for clinical application.

Keywords: Candida spp.; Citrus sinensis; Origanum vulgare; Essential oil; Antifungal

resistance; Microbial biofilm.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes filingicas causadas por espécies de Candida, tém se tornado uma
preocupacdo crescente na area da saude, devido a elevada incidéncia e resisténcia aos
antifiingicos convencionais (Silva et al., 2021). Candida spp. normalmente sdo fungos comensais
e estdo presentes em diversas superficies do corpo humano, principalmente no trato
gastrintestinal. Em situacdes de desequilibrio ou comprometimento do sistema imunolégico,
podem causar infec¢des superficiais e sist€émicas (Bona et al., 2016). As infeccdes geralmente
sdo oportunistas, e alguns isolados podem ser resistentes a algumas drogas antiftingicas,
justificando a necessidade de estudos que avaliem novas alternativas, auxiliares e
complementares, de tratamentos destas infec¢des (Silva et al., 2021).

As manifestacdes clinicas causadas por Candida variam desde quadros superficiais e
subcutaneos até formas mais profundas e disseminadas. As apresentacdes mais graves ocorrem,
em geral, em pacientes hospitalizados, frequentemente imunocomprometidos, submetidos a
procedimentos invasivos ou em uso prolongado de antibacterianos. (Silva et al., 2021; Tahtler et
al., 2024). As espécies mais frequentes sao C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata
e C. krusei (Silva et al., 2021). As infeccdes ndo invasivas abrangem aquelas que afetam a
cavidade oral, vagina, pénis e outras partes do corpo. A candidiase oral é a mais comum, afetando
a mucosa oral, lingua e garganta, seguida pela candidiase vulvovaginal, que resulta em
corrimento vaginal, prurido intenso e vermelhiddo. Por outro lado, a infeccdo peniana é menos
frequente (Chen et al., 2014; Silva et al., 2021).

Os mecanismos que as leveduras do género Candida utilizam para invadir os tecidos do
hospedeiro sdo muitos, dentre os quais podemos citar a filamentacdo, producdo de enzimas e
toxinas, e a capacidade de adesdo, que é avaliada pela capacidade de formacdo de biofilme
(Czechowicz et al., 2022; Kadosh; Mundodi., 2020).

O termo biofilme refere-se a comunidade complexa e estruturada de microrganismos
que se aderem a uma superficie e sdo envolvidos por uma matriz de substancias extracelulares,
constituidas de polissacarideos e proteinas (Rather et al., 2020). A formagao do biofilme envolve
etapas sequenciais, incluindo adesdo, colonizagdo, crescimento, amadurecimento e dispersao,
sendo influenciada por fatores genéticos e ambientais. Além disso, o desenvolvimento do

z

biofilme ¢é regulado por uma complexa rede de comunicacdo intercelular conhecida como



quorum sensing, que coordena os comportamentos coletivos dos microrganismos no biofilme
(Palmer et al.,2024). Esse arranjo permite que 0s microrganismos interajam e cooperem entre si,
formando uma estrutura multicelular altamente organizada. Compreender a formacdo e a
dinamica dos biofilmes € crucial para lidar com questdes relacionadas a infec¢des e resisténcia a
antimicrobianos (Tolker; Nielsen, 2015; Palmer et al.,2024).

As infeccdes flingicas associadas a formacao de biofilmes representam uma das maiores
barreiras ao tratamento antifingico eficaz, uma vez que esses agrupamentos estruturados de
microrganismos demonstram notédvel resisténcia tanto aos medicamentos quanto as respostas
imunes do hospedeiro (Hawser; Douglas, 1994; Krom et al., 2007).

Dentre os antifiingicos utilizados, os azdlicos, como o fluconazol, interferem na
producdo de ergosterol, um lipideo essencial a integridade da membrana celular dos fungos, ao
inibir a acdo da enzima lanosterol 14a-desmetilase (Sagatova et al., 2015). No entanto, durante
o desenvolvimento do biofilme, especialmente em estdgios mais avancados, observa-se uma
queda no teor de ergosterol, o que pode contribuir para a diminui¢do da eficacia desses farmacos
(Mukherjee et al., 2003; Pérman; Cant6n; Valentin et al., 2008). Além disso, a matriz extracelular
produzida pelas células do biofilme atua como uma barreira fisica que impede a penetracio
adequada dos compostos antiftingicos, restringindo sua acdo as camadas mais externas da
estrutura (Al-Fattani; Douglas, 2004).

Pesquisas mais recentes destacam que a complexidade bioquimica dessa matriz € um
fator determinante na tolerancia aos tratamentos, sugerindo a necessidade de estratégias que
visem a sua degradacdo para aumentar a eficicia terap€utica (Cavalheiro; Teixeira, 2018;
Ramage et al., 2022).

Oleos voliteis, também conhecidos como 6leos essenciais, sdo produtos resultantes do
metabolismo secundério de plantas. Compostos por uma variedade de substincias interligadas,
esses Oleos exibem uma gama diversificada de atividades bioldgicas, incluindo propriedades
antimicrobianas, ansioliticas e cicatrizantes (Mijatovic et al., 2022; Sousa et al., 2023). A
atividade antimicrobiana desses 6leos tem sido objeto de investigacdo, revelando resultados
promissores. Os dleos essenciais emergem como possiveis componentes de terapias alternativas,
ainda relativamente pouco exploradas quando comparadas as abordagens terapéuticas
tradicionais (Trindade et al., 2022). Apesar desse contexto, a literatura cientifica destaca a

eficacia desses Oleos, especialmente quando empregados como terapia complementar. A



utilizacdo de OEs na medicina remonta hd séculos, sendo empregados tradicionalmente para
tratar diversas condicOes de sauide, incluindo infec¢des. Esses dleos sdo extraidos de diversas
partes de plantas, como folhas, flores, frutos e raizes, e sdo compostos por uma complexa mistura
de compostos voléteis que conferem suas propriedades terap€uticas. Sabe-se que os OEs podem
interferir em processos fisioldgicos das células fungicas, afetando sua integridade de membrana,
permeabilidade e funcionamento metabdlico, o que resulta em inibi¢cdo do crescimento e até
mesmo na morte celular (Silva et al., 2021).

Nesse contexto, os 6leos essenciais t€ém emergido como potenciais agentes terapéuticos
na luta contra as infeccdes fungicas, devido as suas propriedades antimicrobianas, incluindo
atividade antifiingica. Além disso, a formacao de biofilme por Candida spp. € uma caracteristica
que contribui para a persisténcia das infec¢des, uma vez que o biofilme fliingico € mais resistente
aos tratamentos convencionais. Portanto, a investigacdo de agentes que possam inibir a formacgao
e a acdo do biofilme fiingico é de extrema importancia para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficazes (Bona et al., 2016).

Desta forma, com a compreensdao de como esses 6leos essenciais interagem com 0S
biofilmes e inibem o crescimento desses patégenos pode fornecer insights importantes para o
desenvolvimento de novas estratégias terap€uticas no combate as infeccdes causadas por
Candida. O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antifiingica dos 6leos essenciais Origanum
vulgare e Citrus sinensis em isolados de espécies de Candida por meio da determinacdo da
concentragdo inibitéria minima in vitro e inibicdo da formacao de biofilme.

Os OEs, em geral, possuem propriedades antibacterianas, antifungicas, antioxidantes,
antivirais, anti-inflamatdrias e anticancerigenas. Eles contém uma ampla variedade de compostos
ativos com elevado valor bioldgico, sendo especialmente destacados aqueles com propriedades
antimicrobianas (Mutlu-Ingok et al., 2020).

Origanum vulgare é uma das espécies aromaticas com uma forte tradi¢do como especiaria
e planta medicinal, mas também como uma fonte bem estabelecida de medicamentos a base de
plantas na fitoterapia moderna (Lombrea et al., 2020). Pesquisas bioldgicas identificaram doze
compostos fendlicos desta planta com potente atividade antioxidante (Zhang et al., 2014).

O ¢6leo essencial de O. vulgare também apresenta acao contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Pesquisas demonstraram sua eficdcia contra patégenos como Staphylococcus

aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. A atividade antibacteriana € atribuida a
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capacidade do 6leo em desestabilizar as membranas celulares bacterianas, aumentando sua
permeabilidade e levando a morte celular. Essa propriedade destaca o potencial do 6leo de
orégano como alternativa ou complemento aos antimicrobianos tradicionais, especialmente
diante do aumento da resisténcia bacteriana (Scandorieiro et al., 2016).

Estudos anteriores identificaram que alguns compostos fendlicos de medicamentos
naturais possuem forte atividade antiviral. Assim, compostos isolados de O. vulgare foram
testados a avaliacdo antiviral in vitro contra RSV (Respiratory Syncytial Virus), CVB3
(Coxsackievirus B3) e HSV-1 (Herpes Simplex Virus Type 1). No entanto, a maioria nao
apresentou efeito significativo (Zhang et al., 2014).

O Citrus sinensis representa cerca de 70% da produ¢do mundial de frutas citricas e é
amplamente consumido como fonte de vitamina C, um antioxidante natural com papel essencial
na imunidade (Favela et al., 2016; Etebu e Nwauzoma, 2014). Seu 6leo essencial tem sido
associado a diversas atividades bioldgicas, como a¢des antioxidante, anticancer e antimicrobiana
(Manzur et al., 2023).

Estudos demonstram que o OE, extratos brutos e compostos isolados de C. sinensis
apresentam atividade antibacteriana contra patégenos como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae, sendo a maior eficicia observada contra E. coli (Novais et
al., 2024). Além disso, o OE também possui atividade antifingica relevante, com efeitos
inibitorios sobre espécies do género Candida, incluindo C. albicans.

O presente estudo tem como objetivo, avaliar a atividade antifingica dos dleos
essenciais Origanum vulgare e Citrus sinensis em isolados de espécies de Candida por meio da
determinagdo da concentragdo inibitoria minima in vitro, a inibi¢ao da formacao de biofilme e a

viabilidade celular do biofilme.

2. METODOLOGIA

2.1 Oleos Essenciais e Espécies de Candida

Neste estudo, foram incluidos 6leos essenciais extraidos de Origanum vulgare e de Citrus

sinensis, adquiridos de empresa que forneca o relatorio de cromatografia do lote (Quadro 1).
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Para a execugdo da pesquisa utilizou-se seis isolados de Candida, sendo trés cepas padrao
da ATCC (American Type Culture Collection) das espécies Candida albicans ATCC 90028,
Candida krusei ATCC 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019 e trés isolados clinicos das
mesmas espécies obtidos de estudos anteriores, aprovados pelo CEP-UFU. Todos os isolados
estavam armazenados em BHI glicerol, a — 20°C no laboratério do Curso Técnico em Andlises
Clinicas da Estes-UFU. Antes da realizacdao dos experimentos, esses microrganismos foram
subcultivados em dgar Sabouraud (SDA). Os isolados clinicos foram obtidos de estudos

anteriores (Felix et al., 2020).

Quadro 1 - Principais componentes dos 6leos essenciais de Citrus sinensis e Origanum vulgare, segundo a empresa

fornecedora.
Oleo essencial Parte da planta Principais componentes
*C. sinensis Casca Limoneno (96,23%); 0-3-careno (0,60%); Linalool (0,45%) e
Geranial (0,10%)
**0), vulgare Folha Carvaccrol (71,07%); Linalool (8,99%); y-terpineno (4,02%);
p-cimeno (2,92%) e Thymol (1,82%)

Fonte: Elaborada pelos autores. *Plumerya, Belo Horizonte; **doTerra, Barueri, Brasil.

2.2 Determinac¢io da Concentracio Inibitéria Minima (CIM) e Concentracio Fungicida
Minima (CFM)

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi feita pelo método de
microdilui¢do em caldo, de acordo com o documento M-27 do Clinical Laboratory Standard
International (CLSI), conforme modificagoes (Silva et al., 2022). Foram utilizadas placas de 96
pocos de fundo chato e Caldo RPMI-1640 acrescido de glicose 2% como meio de cultura e
suspensio de levedura contendo 0,5-2,5 x 10* UFC/mL na concentracio final do pogo. As faixas
de concentracdo variam de 7,81 a 4000 pg/mL para OE, 0,03 a 16 ug/mL para anfotericina B e
0,125 a 64 pg/mL para fluconazol, que os controles do teste (Silva et al., 2022). Foi feita a leitura
da CIM em espectrofotometro a 490 nm e foi determinada pela concentracdo capaz de reduzir
em 80% a densidade 6ptica (OD) do pogo em relagdo a OD do pogo controle positivo. Os pontos

de corte para definir suscetibilidade foram: 80% de inibi¢do do crescimento em comparagao ao
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crescimento do poco controle para fluconazol e 90% de inibi¢do para anfotericina B e OE; as
culturas foram incubadas por 24 h a 35-C.

A concentracao fungicida minima determinou-se pela transferéncia de 5 uLL de suspensao
de células de cada pogo para uma placa contendo SDA, seguido de incubacao por 48 h a 30-C.
A CFM foi correspondente a concentracao do poco onde nao houver crescimento de colonias de

levedura.

2.3 Determinacao da Concentracgao Inibitéria Minima da Formacao de Biofilme

Os ensaios para a avaliacdo da atividade dos OEs sobre o biofilme foram realizados
conforme a metodologia de microdilui¢cao em caldo, com modifica¢cdes. O indculo inicial foi de
1x10° células de levedura por mililitro (cel/mL). As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas
para formacgdo do biofilme.

Para avaliacdo da biomassa, foi aspirado o conteudo dos pocos e lavado com tampao
fosfato para remog¢do de células nao aderidas. O material foi fixado com metanol durante 190
minutos e corado com cristal violeta 1% por 20 minutos. Esta solucdo foi removida e o cristal
aderido solubilizado pela adi¢do de acido acético 33% durante 30 minutos. A absorbancia de
cada pogo determinou-se em espectrofotometro a 595 nm. Assim determinou-se a concentragdo
inibitéria minima do biofilme aqueles que apresentavam redugdo de 50% da OD.

Para a avaliacdo da viabilidade celular do biofilme, apds 48 horas de incubacao inicial, o
conteudo de cada pogo foi aspirado e lavado com tampao fosfato. Em seguida, foi adicionada a
solucdo de menadiona-MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetraz6lio brometo), um sal
tetrazolico utilizado para medir a atividade metabdlica celular. As placas foram entdo incubadas
por 6 horas a 37 °C. Novamente aspirado e depois lavado, o produto foi solubilizado com
dimetilsulféxido, incubado por 10 minutos, e o sobrenadante transferido para outra placa, seguida
de leitura em espectrofotometro a 490 nm. Assim, calculou-se a concentracido capaz de inibir
50% da viabilidade celular do biofilme. Todos os experimentos foram realizados em trés

experimentos independentes.

3. RESULTADOS
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Para o OE de O. vulgare, foi observada uma concentracdo inibitéria minima de 2000
pug/mL frente a maioria dos isolados testados, clinicos e ATCC C. albicans ATCC 90028, C.
krusei ATCC 6258, e para C. parapsilosis ATCC 22019. O isolado clinico de C. parapsilosis
apresentou um CIM de 1000 pg/mL (Tabelal).

O OE de Citrus sinensis apresentou atividade antimicrobiana varidvel e inferior em
comparagdo ao OE de orégano (Tabela 1). A CIM para C. albicans ATCC 90028 foi de 2000
pg/mL, enquanto para o isolado clinico foi superior a 4000 pg/mL. A cepa padrio ATCC e o
isolado clinico de C. krusei apresentou CIM significativamente menor, de 250 pg/mL. Para C.
parapsilosis, a CIM foi de 1000 pg/mL em ambos os isolados (ATCC 22019 e clinico).

No que diz respeito aos fairmacos a anfotericina B apresentou resultados com variagoes
de 0,062 a 1,0 pg/mL, sendo C. albicans ATCC 90028, C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis
ATCC 22019 0,25 pg/mL. C. albicans isolado clinico apresentou CIM de 1,0 ug/mL, C.krusei
clinica 0,062 ng/mL e C. parapsilosis clinica 0,125 pg/mL. Ja com o Fluconazol teve-se uma
variacdo de 0,125 a 64,0 pg/mL, apresentando como melhor resultado C. albicans isolado clinico
com 0,125 pg/mL, enquanto a cepa padrao resultou CIM de 0,5 pug/mL. Os isolados de C. krusei
apresentaram CIMs de 32,0 ug/mL e 64,0 pg/mL para a cepa ATCC e o isolado clinico,
respectivamente. C. parapsilosis ATCC 22019 apresentou CIM de 2,0 pg/mL e isolado clinico
1,0 pg/mL.

Tabela 1 — Concentracio inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida minima (CFM) dos 6leos
essenciais de Origanum vulgare, Citrus sinensis, anfotericina B e fluconazol frente a isolados de Candida spp.

0. vulgare C. sinensis Anfotericina B Fluconazol
Isolado pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
CIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
C. albicans ATCC 90028  2.000 2.000 2.000 2.000 0,25 0,25 0,5 > 64
C. albicans clinico 2.000 2.000 4.000 4.000 0,125 0,25 1,0 > 64
C. krusei ATCC 6258 2.000 2.000 250 250 0,25 0,5 32 32
C. krusei clinico 2.000 2.000 250 250 0,062 0,062 64 > 64
C parapsilosis ATCC 5 00 4000 1000 2000 025 025 2,0 2,0
22019
C. parapsilosis clinico 1.000 2.000 1.000 1.000 0,125 0,125 1,0 2,0

Fonte: Elaborada pelos autores.
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A atividade antifingica dos OEs Origanum vulgare Citrus sinensis, bem como dos
antifingicos convencionais fluconazol e anfotericina B, foi avaliada frente a isolados padrdo e
clinicos de Candida spp., por meio da determinacao da Concentracdo Fungicida Minima (CFM),
expressa em pg/mL (Tabela 1).

O OE de orégano apresentou atividade fungicida contra todos os isolados testados, com
valores de CFM variando de 2000 a 4000 pg/mL. Os isolados de C. krusei ATCC 6258 e clinico
e C. albicans ATCC 90028 e clinico apresentaram CFM de 2000 pg/mL, enquanto os isolados
de C. parapsilosis mostraram maior variagdo, com o isolado clinico mais sensivel (2000 pg/mL)
em comparacao ao isolado padrao (4000 pg/mL).

O ¢leo essencial de laranja demonstrou maior variabilidade na atividade antifungica, com
CFMs variando entre 250 ug/mL na C. krusei ATCC e clinico e 4000 ug/mL com a C. albicans
clinico. O isolado clinico de C. parapsilosis apresentou maior sensibilidade (CFM = 1000

pug/mL) em relagdo ao isolado padrao (CFM = 2000 pg/mL).



Tabela 2 — Determinagio da concentragio inibitéria minima de formagdo da biomassa do biofilme (CIMBB) e da viabilidade celular do biofilme (CIMVB) dos

Oleos essenciais de Origanum vulgare e Citrus sinensis, e dos antifingicos anfotericina B e fluconazol, frente aos isolados de Candida spp.

CIMBB CIMBB CIMVB CIMVB CIMBB CIMBB CIMVB CIMVB
Isolados 0. vulgare C. sinensis 0. vulgare C. sinensis Anfotericina B Fluconazol Anfotericina Fluconazol

(ng/mL) (rg/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ngmL) B (pg/mL)  (ng/mL)
C. albicans

500 62,5 2000 2000 1 >64 2 >64
ATCC 90028
C. albicans

>4000 500 2000 4000 1 >64 0,5 >64
clinico
C. krusei

500 125 1000 500 1 >64 0,5 64
ATCC 6258
C. krusei

2000 31,25 125 62,5 1 >64 0,25 >64
clinico
C. parapsilosis

1000 125 2000 1000 1 >64 1 4
ATCC 22019
C. parapsilosis

1000 125 2000 2000 2 >64 1 1

clinico

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Os resultados forneceram informagdes sobre a atividade dos OEs de Origanum
vulgare e Citrus sinensis na inibi¢do in vitro da formacao do biofilme pelos isolados de
Candida (Tabela 2).

No ensaio de inibi¢do da biomassa, o OE de O. vulgare apresentou concentracao
inibitéria minima de biofilme (CIMB) de 1000 pg/mL para C. albicans ATCC 90028, C.
krusei ATCC 6258 e C.parasilosis clinico. O isolado clinico de C. albicans mostrou
CIMB superior a 4000 pg/mL. A cepa padrdo de C. parasislosis apresentou uma CIMB
de 500. O OE de C. sinensis demonstrou em isolados de C. krusei clinico, CIMB de 250
pug/mL. A cepa padrio de C. albicans teve CIM de 1000 pg/mL, e o isolado clinico de C.
albicans, maior que 4000 pg/mL. O isolado de C. parapsilosis ATCC 22019 teve CIMB
acima de 4000 pg/mL, enquanto o isolado clinico CIMB de 2000 pg/mL.

Nos ensaios de MTT (Tabela 2), que avaliam a viabilidade das células fungicas, o
OE de O. vulgare mostrou uma CIM de 2000 pg/mL para as cepas padrio e clinica de C.
albicans, e para o isolado C. parapsilosis ATCC 22019, enquanto o isolado clinico de C.
parapsilosis mostrou CIM superior a 4000 pg/mL. Ambas as cepas de C. krusei
apresentou CIM de 1000 pg/mL. O 6leo essencial de Citrus sinensis também apresentou
atividade variavel, com CIM de 2000 ug/mL para a cepa ATCC de C. albicans e de 4000
pug/mL para o isolado clinico. A CIM de C. krusei foi de 500 pg/mL para a cepa ATCC e
1000 pg/mL para o isolado clinico. Os isolados de C. parapsilosis apresentaram CIMs de
1000 pg/mL e 2000 pg/mL para a cepa ATCC e o isolado clinico, respectivamente.

Com os farmacos Anfotericina B e Fluconazol (Tabela 2), nos ensaios com Cristal
Violeta apresentou como resultado em todos os isolados uma CIM 1 ug/mL exceto C.
parapsilosis isolado clinico que resultou em 2 pg/mL para Anfotericina B e todas as cepas
>64 para Fluconazol.

Nos ensaios com MTT (Tabela 2), os farmacos apresentou como resultado uma
CIM de 0,5 pg/mL para C. krusei ATCC e C. albicans clinico, 0,25 pg/mL para a cepa
ATCC de C. krusei, 1 pg/mL para ambas as cepas de C. parapsilosis e 2 pg/mL na cepa
ATCC de C. albicans com a Anfotericina B. O Fluconazol apresentou uma CIM de 1
pg/mL no isolado clinico de C. parapsilosis, 4 pg/mL na C. parapsilosis ATCC, 64 para
acepa ATCC de C. krusei e >64 nos isolados clinicos de C. albicans e C. krusei e na cepa

ATCC de C. albicans.
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4. DISCUSSAO

Os o6leos essenciais tém sido amplamente pesquisados nos ultimos anos e
apresentam potencial como uma alternativa complementar no tratamento de infec¢des
causadas por espécies de Candida, especialmente aquelas superficiais € mucocutaneas
(Lima et al., 2006; Silva et al., 2021). Este estudo avaliou a atividade in vitro dos OEs de
Origanum vulgare e Citrus sinensis contra espécies do género Candida por meio da
determinac¢do da concentragdo inibitéria minima do crescimento, concentracao fungicida
minima e concentragao inibitéria minima da formagao do biofilme.

A atividade antifungica dos Oleos essenciais estd relacionada a composi¢dao
quimica deles. Assim, diversos fatores influenciam a sua composi¢io, como a regido de
origem da planta, o local e as condi¢des de cultivo, variagdes sazonais, diferencas
fenotipicas e a parte especifica da planta utilizada para a extragdo do Oleo. Essas
diferencas tornam-se ainda mais significativas ao comparar OEs de espécies diferentes
dentro de um mesmo género. Além disso, a eficicia dos OEs pode ser afetada diretamente
pela predominancia de certos compostos quimicos presentes em sua composi¢cao, quando
se compara diferentes quimiotipos (Singh et al., 2020; Tsai et al., 2017).

Estudos recentes demonstram que o OE de O. vulgare apresenta atividade
antifungica promissora contra diversas espécies de Candida, incluindo cepas resistentes.
Pesquisa publicada em 2023 mostrou que ele foi capaz de inibir fatores de viruléncia de
C. albicans, como a adesao celular (CIM de 0,25 mg/mL), degradacao de biofilmes (CIM
de 0,4 mg/mL) e producido de fosfolipase extracelular, enzima associada a patogenicidade
fungica (Cid-Chevecich et al., 2022). Outro estudo reportou eficdcia do O. vulgare contra
16 isolados de Candida, com CIM entre 2,10 e 2,97 uL/mL, e identificou como principais
compostos ativos o 4-terpineol (47,95%), o carvacrol (9,42%) e o timol (8,42%)
(Sartoratto et al., 2023). Esses constituintes fendlicos sao responsaveis por desestabilizar
a membrana celular fungica, promovendo alteracdes na permeabilidade e perda de
componentes intracelulares, além de interferirem em processos como morfogénese e
formacao de biofilmes, essenciais para a viruléncia de Candida spp. (Silva et al., 2022).

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram o papel do O. vulgare como
uma fonte promissora de compostos com propriedades antifungicas. O OE dessa espécie
apresentou eficdcia varidvel contra diferentes espécies de Candida com uma atividade

antifingica contra o isolado clinico de C. krusei (CIM = 125 ug/mL). Essa observagao
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estd alinhada com estudos prévios que atribuem o efeito anticandida ao carvacrol, um dos
constituintes majoritirios desse OE, extraordinariamente reconhecido por sua agdo
antimicrobiana (Fernandes et al., 2023;). A variabilidade quimica mencionada pode
explicar as diferencas na CIM entre as espécies, e mesmo entre isolados da mesma
espécie. Esses dados reforcam o potencial do O. vulgare em aplicacdes clinicas,
particularmente no tratamento de infec¢des por C. krusei.

Estudos indicam que os componentes principais do 6leo, como o limoneno, t€ém
propriedades que podem comprometer a integridade da membrana celular do fungo,
levando a inibi¢do de crescimento (Hou; Huang, 2024). A capacidade do dleo de alterar
a permeabilidade da membrana e causar vazamento de conteddo intracelular explica sua
eficdcia. Esses efeitos foram demonstrados em experimentos in vitro, com resultados
promissores para aplicacoes terapéuticas (Hou; Huang, 2024; Thakre et al., 2018).

O OE de O. vulgare tem demonstrado forte atividade antifungica, especialmente
contra Candida albicans, devido ao seu alto teor de compostos fendlicos como carvacrol
e timol, que possuem potentes propriedades antimicrobianas. Estudos destacam a
superioridade do 6leo de orégano no combate a fungos, corroborando a sua alta poténcia
antifungica. Esses resultados sdo consistentes com a literatura, que reconhece o dleo
essencial de O. vulgare como uma op¢do promissora para o tratamento de infeccdes
fingicas (Etebu; Nwauzoma, 2014).

O OE O. vulgare apresentou atividade antifingica superior em relacdo ao C.
sinensis em relac@o a C. albicans (Tabela 1). A concentragdo inibitoria minima do 6leo
de laranja contra C. albicans foi consideravelmente elevada para a cepa padrao (2000
pg/mL) e ainda mais alta para o isolado clinico (>4000 ug/mL), diminuindo a poténcia
antifingica do 6leo de laranja em comparacdo ao de orégano. Esses valores sdo
significativamente maiores que os coletados para o OE de orégano, refletindo sua menor
poténcia.

Essas diferencas podem ser atribuidas a composi¢do quimica. O limoneno,
predominantemente no OE de laranja doce, exerce um efeito mais moderado sobre a
membrana celular dos fungos (Hou; Huang, 2024), enquanto o carvacrol e o timol
apresentam um espectro mais amplo e uma acdo mais agressiva na desestabilizacdo das
membranas e na inibicdo de enzimas essenciais ao metabolismo fingico (Fernandes et

al., 2023).
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Além de C. albicans, o OE de C. sinensis foi testado contra outras espécies de
Candida, revelando uma sensibilidade maior em C. krusei (CIM de 250 pg/mL), isso é
particularmente relevante, pois C. krusei apresenta resisténcia intrinseca aos azdis, uma
classe de antiftingicos frequentemente utilizada no tratamento de infeccdes fungicas, e
para C. parapsilosis (CIM de 1000 pg/mL). Essas diferencas podem estar relacionadas a
variabilidade estrutural das membranas dessas espécies e a sua suscetibilidade aos efeitos
do limoneno. Estudos anteriores (Novais et al., 2023; Etebu; Nwauzoma, 2014)
confirmam que o limoneno apresenta maior eficdcia contra fungos com menor capacidade
de formacdo de biofilmes, como C. krusei. Embora menos potente em comparacao com
compostos como carvacrol, o limoneno apresenta mecanismos claros de a¢cdo antifiingica.
Ele atua aumentando a permeabilidade da membrana fiingica e induzindo estresse
oxidativo. No entanto, a sua eficicia depende da concentracdo utilizada e da resisténcia
intrinseca de cada isolado. Os valores elevados de CIM para C. albicans observados nos
isolados clinicos (>4000 pg/mL) indicam um resultado menor de C. sinensis por esses
fungos mais resistentes, o que limita seu uso isolado como antifingico (Novais et al.,
2023).

Esses resultados indicam que os 6leos essenciais, especialmente o de laranja doce,
apresentam atividade relevante frente a isolados resistentes ao fluconazol, e reforcam o
potencial terap€utico desses compostos naturais como alternativas ou adjuvantes no
tratamento de infec¢des por Candida spp.

Os resultados obtidos nos ensaios de inibicdo da biomassa e viabilidade celular
(Tabela 2) indicam diferencas na eficidcia dos OEs contra as espécies de Candida. Na
inibicdo da biomassa, o OE de O. vulgare apresentou melhor atividade frente a C.
parapsilosis ATCC 22019 (500 pg/mL), enquanto o OE de C. sinensis foi mais eficaz
contra o isolado clinico de C. krusei (250 pg/mL). O carvacrol, presente no O. vulgare
possui uma camada lipofilica maior, o que facilita sua acdo sobre a integridade do
biofilme (Fernandes et al., 2023; Kolypetri et al., 2023). Por outro lado, o limoneno do
C. sinensis € menos eficaz na desorganizacdo de biofilmes maduros, o que se reflete nas
diferengas observadas nos CIMBs (Singh et al., 2020)

No que diz respeito a inibi¢do da viabilidade celular do biofilme (Tabela 2), os
resultados mostraram que O. vulgare mostrou maior eficicia contra C. krusei isolado

clinico e cepa padrdo (1000 pg/mL). Por outro lado, o OE de C. sinensis foi mais eficiente
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contra C. krusei ATCC 6258 (500 pg/mL), mas apresentou menor resultado contra o
isolado clinico de C. albicans.

A variabilidade dos resultados entre isolados clinicos e cepas padrdo reflete a
complexidade das infec¢des flingicas e destaca a importancia de estudos adicionais para
compreender melhor os mecanismos de ac¢do dos antifingicos. Enquanto as cepas padrdo
sdo geneticamente estdveis e amplamente caracterizadas, os isolados clinicos apresentam
perfis varidveis devido a fatores como pressdo seletiva do hospedeiro e resisténcia
adquirida (Silva-Rocha et al., 2014). Essas diferencas podem influenciar a eficicia de
compostos antifingicos. Estudos adicionais sdo essenciais para avaliar a real
aplicabilidade de novas terapias, considerando nio apenas sua eficdcia em laboratodrio,
mas também sua relevancia clinica. A investigagcdo dessas diferencas pode contribuir para
o desenvolvimento de estratégias mais eficazes no combate as infeccdes fungicas,
garantindo uma abordagem terapéutica mais precisa e eficiente (Silva et al., 2022).

O estudo apresenta resultados promissores sobre a atividade antifingica dos OEs
de O. vulgare e C sinensis, mas também revela algumas limita¢des. Primeiramente, a
auséncia de uma avaliagdo especifica da concentragdo minima necessdria para a
erradicagdo ou rompimento do biofilme limita o entendimento completo da eficicia dos
OEs, como biofilmes mais resistentes a agentes antimicrobianos. Embora o ensaio de
cristal violeta tenha fornecido informacgdes relevantes sobre a prevencdo de biofilmes,
uma abordagem mais detalhada que inclui o rompimento completo dessas estruturas seria
crucial para fortalecer os achados.

Além disso, ndo foram realizados testes in vivo para validar os resultados obtidas
in vitro. Isso reduz a aplicabilidade imediata dos dados em cendrios clinicos, uma vez que
as condi¢des do ambiente biologico podem influenciar significativamente a eficicia dos
compostos testados. A inclusdo de experimentos em modelos animais ou humanos seria
importante para confirmar a relevancia dos 6leos essenciais como potenciais adjuvantes
terapéuticos.

Outro ponto que merece atengao € a auséncia de andlises combinadas entre os OEs
e antifingicos convencionais, como anfotericina B e fluconazol para potencializar sua
eficacia.

Além disso, a evidéncia de alta variabilidade quimica entre amostras de OEs deve
ser considerada, um a vez que impacta diretamente na reprodutibilidade e na aplicacdo

clinica. Portanto, padronizacdes nas condi¢des de cultivo das plantas de onde serdo
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extraidos os OEs aumentard a probabilidade de manuten¢do da composi¢do quimica.
Testes de sinergia de OEs com antifiingicos convencionais podem ser sugestdes para

investigacoes futuras.

CONCLUSAO

Este estudo mostra o potencial antifingico dos 6leos essenciais de Origanum
vulgare e Citrus sinensis, na inibi¢do do crescimento e da formacgdo de biofilme, contra
diferentes espécies de Candida, com destaque para C. krusei e C. parapsilosis. C. sinensis
apresentou maior eficicia geral, especialmente contra biofilmes e para C. krusei. O.
vulgare demonstrou eficdcia mais modesta na prevencdo de formacgao biofilmes. Esses
Oleos essenciais oferecem uma abordagem promissora e complementar frente a
resisténcia antifungica, especialmente no contexto de infecgdes mucocutineas e
associadas a biofilmes. Os OEs demonstraram significativa atividade fungicida contra
diferentes espécies de Candida. O destaque foi para C. krusei, frente a qual o dleo
essencial de C. sinensis apresentou a melhor atividade antifingica, demonstrando-se

eficaz tanto contra a cepa padrdo quanto contra o isolado clinico.
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