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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

As infeccbes fangicas tém se tornado uma preocupacao crescente no ambiente
clinico e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece a gravidade desse
problema e tem alertado para a necessidade de novas abordagens terapéuticas,
especialmente no combate a patdgenos oportunistas como o género Candida spp.,
que frequentemente causam infeccbes graves, particularmente em pacientes
hospitalizados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Nesse contexto, a busca por
alternativas terapéuticas eficazes é fundamental e a fitoterapia se destaca como
uma opcao promissora, apresentando propriedades antifingicas, antibiofilme e anti-
inflamatorias. Este estudo foca na andlise da atividade antifingica do extrato
hidroalcéolico de Origanum vulgare L. contra cepas ATCC de Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida dubliniensis. A investigacdo inclui uma andlise
fitoquimica detalhada, além de avaliacbes de citotoxicidade e genotoxicidade das
concentracfes testadas, com o objetivo de contribuir para o desenvolvimento de

novas abordagens terapéuticas no combate a infec¢éo fungica.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

Fungal infections have become a growing concern in the clinical environment and the
World Health Organization (WHO) recognizes the seriousness of this problem and
has warned of the need for new therapeutic approaches, especially in the fight
against opportunistic pathogens such as the genus Candida spp., which often cause
serious infections, particularly in patients hospitalized in Intensive Care Units (ICU).
In this context, the search for effective therapeutic alternatives is essential and
phytotherapy stands out as a promising option, with antifungal, antibiofilm, and anti-
inflammatory properties. This study focuses on the analysis of the antifungal activity
of the hydroalcoholic extract of Origanum vulgare L. against ATCC strains of Candida
albicans, Candida tropicalis and Candida dubliniensis. The research includes
detailed phytochemical analysis, as well as cytotoxicity and genotoxicity
assessments of the concentrations tested, with the aim of contributing to the

development of new therapeutic approaches in the fight against fungal infection.
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RESUMO

Cruz GM. Atividade antifangica do extrato hidroalcoolico de O. vulgare L. sobre
culturas planctdnicas e biofiimes de Candida spp. [dissertacdo]. S&do José dos
Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e
Tecnologia; 2025.

As leveduras de Candida spp. sdo comensais e podem ocasionar infecgoes
sistémicas com alta taxa de mortalidade em pacientes com o sistema imune
debilitado. A fitoterapia tem recebido alta visibilidade, pois utiliza plantas medicinais
como alternativas no combate a infec¢fes fungicas. O objetivo do estudo foi avaliar a
atividade fitoquimica, citotoxicidade, genotoxicidade e acao antifungica do extrato
hidroalcoolico de Origanum vulgare L. (orégano) sobre cepas padrdao (ATCC) de
Candida albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida
dubliniensis (ATCC MYA 646). Ap06s o procedimento de extracdo do vegetal, foi
realizada a quantificacdo de teor de sélidos soluveis, fendis, flavonoides, atividade
antioxidante e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para as analises da
citotoxicidade e genotoxicidade utilizou-se a linhagem de queratindcitos humanos
(HaCat). A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) foram determinadas pelo método de microdiluicdo em caldo (CLSI
M7-A6). Para a formacao do biofilme de 48 horas foi utilizado o caldo BHI, o tempo
de contato com as concentracfes pré-determinadas do extrato vegetal foi de 1h e
24h, sendo a clorexidina 0,06% o controle positivo. O teste colorimétrico MTT foi
utilizado para verificar o percentual de reducdo. Com relagdo a andlise estatistica, se
os dados apresentaram normalidade, foram analisados por ANOVA e Teste de
Tukey; caso contrario, pelo teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunn. Foi utilizado o
programa GraphPad Prism 5.0, considerando-se um nivel de significancia de 5%. O
valor de sélidos e solaveis foi de 3,15 mg/mL. Fendis totais foi de 0,888 mg/mL,
flavonoides de 0,076 mg/mL e atividade antioxidante de 35,64 pg/mL. Na analise por
HPLC foram identificados picos de carvacrol, acido cafeoilquinico, &cido clorogénico,
vitexina, isovitexina e acido rosmarinico. O extrato apresentou acdo antifungica
sobre as culturas plancténicas de C. albicans e C. tropicalis. Em relacdo a
erradicacao do biofilme, obteve-se porcentagem de reducéo acima de 60% para C.
albicans, C. tropicalis, em ambos os tratamentos de 1 h e 24 h (p < 0,05), C.
dubliniensis apresentou percentual de erradicacdo de 17,9% em 1 h e 70,9% em
24h. O extrato ndo apresentou citotoxicidade, pois apds aplicagdo de diferentes
concentracdes, a viabilidade celular manteve-se acima de 70 % (p> 0,05). A analise
de genotoxicidade apresentou poucos microndcleos em algumas das diluicdes
avaliadas. Diante disso, conclui-se que o extrato hidroalcéolico de O. vulgare L.
apresenta importantes atividades biolégicas como a acdo antioxidante, antifingica e
antibiofilme contra Candida spp. e que ndo apresenta efeitos citotdoxicos e
genotoxicos na faixa de concentracdes testadas.

Palavras-chave: fitoterapia; biofilme; Candida spp.; Origanum vulgare.



ABSTRACT

Cruz GM. Antifungal activity of the hydroalcoholic extract of Origanum vulgare L. on
planktonic cultures and Candida spp. biofilms [dissertation]. Sdo José dos Campos
(SP): Sao Paulo State University (Unesp), Institute of Science and Technology; 2025.

Candida spp. yeasts are commensal and can cause systemic infections with a high
mortality rate in patients with weakened immune systems. Phytotherapy has received
high visibility, as it uses medicinal plants as alternatives in the fight against fungal
infections. The aim of this study was to evaluate the phytochemical activity,
cytotoxicity, genotoxicity and antifungal action of the hydroalcoholic extract of
Origanum vulgare L. (oregano) on standard strains (ATCC) of Candida albicans
(ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC 13803) and Candida dubliniensis (ATCC
MYA 646). After the vegetable extraction procedure, the quantification of soluble
solids, phenols, flavonoids, antioxidant activity and high-performance liquid
chromatography (HPLC) was performed. For the analysis of cytotoxicity and
genotoxicity, the human Kkeratinocyte strain (HaCat) was used. The Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Fungal Concentration (MFC) were
determined by the broth microdilution method (CLSI M7-A6). For the formation of the
48-hour biofilm, BHI broth was used, the contact time with the predetermined
concentrations of the plant extract was 1h and 24h, with 0.06% chlorhexidine being
the positive control. The MTT colorimetric test was used to verify the percentage of
reduction. Regarding the statistical analysis, if the data were normal, they were
analyzed by ANOVA and Tukey's test; otherwise, by the Kruskal-Wallis test and
Dunn's test. The GraphPad Prism 5.0 program was used, considering a significance
level of 5%. The value of solids and solubles was 3.15 mg/mL. Total phenols were
0.888 mg/mL, flavonoids 0.076 mg/mL, and antioxidant activity was 35.64 ug/mL. In
the HPLC analysis, peaks of carvacrol, caffeoylquinic acid, chlorogenic acid, vitexin,
isovitexin and rosmarinic acid were identified. The extract showed antifungal action
on planktonic cultures of C. albicans and C. tropicalis. Regarding the eradication of
biofilm, a reduction percentage above 60% was obtained for C. albicans, C.
tropicalis, in both treatments of 1 h and 24 h (p < 0.05), C. dubliniensis showed an
eradication percentage of 17.9% in 1 h and 70.9% in 24 h. The extract did not
present cytotoxicity, because after application of different concentrations. Cell
viability remained above 70 % (p> 0.05). The genotoxicity analysis showed few
micronuclei in some of the dilutions evaluated. Therefore, it is concluded that the
hydroalcoholic extract of O. vulgare L. has important biological activities such as
antioxidant, antifungal and antibiofilm action against Candida spp. and that it does
not present cytotoxic and genotoxic effects in the range of concentrations tested.

Keywords: phytotherapy; biofilm; Candida spp; Origanum vulgare.
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1 INTRODUCAO

Tem sido relatado o aumento global nas infec¢gbes causadas pelo género
Candida spp. resistentes aos antifungicos ja comercializados (Arendrup, 2017). Esse
micro-organismo sendo comensal é rotineiramente isolado no trato gastro intestinal,
epidérmico, mucosa oral e trato geniturinario feminino. Contudo, € um patégeno
oportunista e deve-se atentar ao cuidado nas contaminacdes cruzadas em leitos de
Unidade de Terapia Intensiva (UTI), pois se trata de um micro-organismo ja presente
na microbiota humana e a diminui¢do da imunidade possibilita a proliferacdo desse
fungo resultando no desenvolvimento de patologia com caracteristicas oportunistas
(Lopes et al., 2022; Takashima et al., 2022).

Sabe-se que o género Candida spp. tem um potencial para causar doencas
sistémicas e que se enquadra como uma das infeccdes nosocomias presentes na
corrente sanguinea sendo a mais prevalente dentre as infec¢fes de origem fungica.
Sao inUmeras as espécies de Candida spp. presentes como exemplo: Candida
albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida
krusei que sao isoladas em amostras clinicas como fluidos biol6gicos para
identificacdo do patégeno. Também uma espécie especifica denominada Candida
auris, com alto fator de viruléncia e patogenicidade, tém emergindo desde meados
de 2009 no Japao e tem chamado atencéo, devido ao seu alto indice de mortalidade
em pacientes debilitados e que sdo acometidos pela Covid-19 (Hoenigl et al., 2022;
Sikora et al., 2022; Lopes et al., 2022.). Com a técnica de biologia molecular (PCR) e
antibiogramas, Candida auris foi classificada como multirresistente aos antifungicos
disponiveis como linha de tratamento, sendo uma Unica linha de tratamento as
eguinocandinas que inibem sua sintese de beta-glucano (Pristov et al., 2019; Sikora
et al., 2022).

Didaticamente as espécies do género Candida spp. sdo divididas em
albicans e nado albicans com intuito de facilitar sua identificacdo no ambito clinico e
académico. Observa-se uma prevaléncia da espécie albicans em amostras de
pacientes considerados saudaveis que foram submetidos a cirurgias
gastrointestinais devido a seu sitio da microbiota intestinal (Kapitan et al., 2018;
Pereira et al., 2021). Todavia, esses pacientes ndo apresentam doenca relacionada
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ao patégeno quando apresentam homeostase do sistema imunolégico e uma
simbiose microbiana (Lim et al., 2021). Outras espécies desse género sdo Candida
dubliniensis, Candida guilliermondii e Candida lusitaniae (Jabri et al., 2022). S&o
fungos leveduriformes intimamente relacionados com infec¢cbes dérmicas e
sistémicas (todas denominadas infeccdes micéticas independente de sua
localizacéo). Algumas cepas clinicas de C. dubliniensis apresentam certa resisténcia
a farmacos que C. albicans ndo desenvolveu até o momento pela diferenca de um
gene especifico (Jadri et al., 2022; Lee et al., 2022; Lopes et al., 2022).

Morfologicamente Candida spp. possui estagios de acordo com seu grau de
patogenicidade, sendo as leveduriformes, pseudo-hifas e hifas verdadeiras que
geram infeccbes mais profundas em situagdes oportunistas (Deng et al., 2021). As
condicbes ambientais para essa levedura tornar-se invasiva sao: soro, N-
acetyglucosamina e elevados niveis de CO2 que sdo potenciadores na indugéo de
crescimento “filamentoso” em C . albicans, além de queda no sistema imunoldgico
inato (Deng et al., 2021; Jabri et al., 2022), sendo sua visualizagdo clara em
microscopia comum com uma coloracdo de Gram. A levedura se apresenta em
formato ovoide em estagios iniciais da proliferacdo e as pseudo-hifas em estagios
mais avancados sob ligacdes quase em hifas septadas verdadeiras em um formato
de um fungo filamentoso dando um sinal de um processo invasivo do micro-
organismo (Deng et al., 2021). Infecgcbes nosocomiais (infeccées adquiridas em
hospitais, apés 48h de internacdo) sédo frequentemente causadas por materias
implantaveis e descartaveis, tais como: sondas vesicais, acessos centrais e tubos
orotraqueiais por mais de 24h em contato direto com o paciente via venoso. Vale
ressaltar que a interacado entre meio externo e interno, independente da textura do
material, possibilitam a formag&o de biofilme. Em biofilmes podem ser isolados
diversas espécies de Candida spp. e inUmeras colonicas de micro-organismos (Jadri
et al., 2022; Liu et al.,, 2020), assim, dificultando ainda mais a penetracdo de
qualquer acao terapéutica com antimicrobiano devido a uma matriz protetora que
envolve essa comunidade microbiolégica atuando como uma “protegcédo natural” para
essa comunidade. (Suleyman et al., 2021).

Os biofilmes em um hospedeiro humano sdo compostos por uma gama de
micro-organismos. Por exemplo, existe um amplo espectro de Gram-positivos e

Gram-negativos e fungos. Com um foco em um ambiente como o trato
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gastrointestinal, com destaque para o0 anexo da regido oral que é colonizada por
namero elevado de micro-organismos, se torna evidente o rico microbioma presente
nesta regido anatdmica (Pereira et al., 2021). Todavia, tem-se a construgcéo de uma
“‘comunidade” de micro-organismos aerdbios e anaerdbios facultativos e restritos se
caso ndo ocorrer uma higienizacdo adequada da regido bucal. No decorrer de
algumas horas (48h), o biofilme se formara devido a microbiota amplamente variavel
no hospedeiro e micro-organismos exdgenos que estdo impregnados na
alimentacdo, maos, superficies em gerais se somaram com o microbioma enddgeno
do hospedeiro que possui uma ma higienizacdo (Lopes et al., 2022; Soltani et al.,
2021). Assim, a regido oral como parte do trato gastrointestinal torna-se propicio
para formacdo de um biofilme, uma regido anatdmica em comum pelas infec¢des
oportunistas de Candida spp. (Shariati et al., 2021; Soltani et al., 2021; Suleyman et
al., 2021).

Nota-se que certas espécimes de Candida spp. como C. albicans, C.
tropicalis, C. dubliniensis produzem enzimas hidroliticas que servem para quebrar a
formacdo de um principio ativo de uma droga como anfotericina B, fluconazol e
caspofungina, ou que possuem mecanismo em sua membrana de ergosterol com
acao de efluxo (Shariati et al., 2021). A matriz extracelular encontrada nos biofilmes
de uma levedura do género Candida spp. porporciona protecéo a levedura de varios
componentes toxicos, drogas antifingicas e também células do sistema imune inato
(Perlin et al., 2020).

Citologicamente a levedura € classificada como eucarionte, 0 que consiste
em uma barreira para pesquisas de novos antifungicos, pois é necessario achar uma
droga que seja eficaz no combate ao fungo e que ndo possua um efeito citotoxico
em células humanas (Perlin et al., 2020; Soltani et al., 2021). Uma diferenciacao
caracteristica de uma célula fungica € o ergosterol, estrutura integrada da membrana
do género Candida spp. e que em células eucariontes humanas é o colesterol
(Liagat et al., 2021). A membrana plasmatica dessa levedura € um alvo ideal para
atuacao de uma droga antifungica, pois sua composi¢ao € um diferencial das células
humanas que possuem uma bicamada lipidica de fosfolipideos (Konopka et al.,
2022; Soltani et al., 2021).

O sistema imunoldgico debilitado atua como um facilitador para a

proliferacdo de uma ampla variedade de micro-organismos patogénicos
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oportunistas, dentre eles o género Candida spp., porque a resposta imunologica
normal do corpo, responsavel por controlar o crescimento da microbiota comensal
fica comprometida e permite a proliferacdo dessa levedura (Sun et al.,, 2023). Em
pacientes submetidos a tratamentos imunossupresores ou que possuem o virus da
imuno deficiéncia adquirida, o processo de homeostasia imunolégico € rompido. A
baixa da atividade celular imunologica inata permite a proliferacdo da levedura
Candida spp. de uma forma exponencial, podendo ocasionar desde infec¢cbes
superficiais até sistémicas (Tharmalingam et al., 2023).

As pesquisas clinicas estudam compostos de origens naturais que possuem
potencial inibitério para Candida spp. para solucionar o advento da resisténcia
antifingica (Jabri et al., 2022; Shariati et al., 2022). Alguns exemplos de extratos
hidroalcodlicos de plantas e frutos sdo testados para um possivel tratamento de
candidiase, alguns exemplos sdo: alecrim, lavanda, gengibre, roma, curcuma,
canela e tomilho (Hajifattahi et al., 2016; Perlin et al., 2020; Soltani et al., 2021).

Um estudo in vitro com Rosmarinus officinalis L. (Alecrim) realizado por
Oliveira et al (2017) demostrou que o alecrim possui uma alta acdo contra biofilmes
monotipicos de C. albicans, S. aureus, E. faecalis, S. mutans e P. aeruginosa sobre
um tempo de contato de 5 minutos. Outro estudo com foco também realizado
Figueira et al (2022) mostrou que o 0s extratos etandlicos e aquosos de Curcuma
Longa L. (Acgafréo), Rosmarinus officinalis L. (Alecrim) e Thymus vulgares L.
(Tomilho) podem auxiliar os macrofagos a combaterem S. mutans em uma infeccao
in vitro.

Diversas plantas possuem propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias,
antioxidantes, anticancerigenas, antidiabéticas e que podem ser encontradas em
caules, folhas, brotos, cascas, frutos, sementes e que devem ser estudadas mais
profundamente (Soliman et al., 2017). Outro exemplo promissor para pesquisa é a
Ficus. carica L. (popularmente conhecida como figueira) que ha bastante tempo é
usado pela populagdo como um tratamento caseiro contra infecgcdes do trato
gastrointestinal (Cruz et al., 2021; Li et al., 2021).

O orégano, utilizado rotineiramente na gastronomia italiana, em especial da
espécie Origanum vulgare L., tem chamado a atengdo no meio cientifico devido ao
seu poténcial antifangico, antimicrobiano, antioxidante e antitumoral (Choi et al.,
2017; Cid-Chevecich et al., 2022; Liagat et al., 2021). O. vulgare L. é uma planta



17

aromatica com distribuicdo por toda a Asia, ja utilizada para tratamento de doencas
do trato respiratério. Seus componentes fitoquimicos incluem eriocitrina,
rosmarinico, apigenina-7-glicosideo, luteolina-7-oglicosideo, acido ursélico e origanol
A e B, compostos fendlicos (acidos fendlicos e flavonoides) (Cid-Chevecich et al.,
2022; Oniga et al., 2018).

O extrato alcéolico do orégano apresenta acao antimicrobiana isolada ou em
sinergismo com antifingicos ja disponiveis no mercado, porém, apresenta uma
percentual de citotoxicidade a queratindcitos humanos. J4 o0 extrato aquoso nao
apresenta toxicidade significativa e uma concentracdo inibitéria minima para o
género Candida spp. que ainda foi definida (Lombrea et al., 2020). Em termos de
comparacao com uma droga convencional ja disponivel no mercado, uma vantagem
€ vista ao extrato, pela sua fonte natural sendo um fitoterapico e com um potencial
menor em citotoxicidade para os hepatdcitos (células hepaticas, responséaveis pelo
metabolismo de qualquer substancia quimica) (Bouyahya et al., 2021).

Uma propor¢cdo de monoterpenos oxigenados em comparagdo com 0S
hidrocarbonetos monoterpenos estdo apresentando maior atividade antimicrobiana
para Candida spp. (Kosakowska et al., 2021; Mandras et al., 2021). Supbe-se que
esse feito pode estar correlacionado com o carvacrol e seus constituintes aplicados,
seguindo as metodologias de cada pesquisa com suas concentracfes especificas
para ndo gerarem um efeito citotoxico nocivo as células de um hospedeiro

(Proskovcova et al. 2021).
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7 CONCLUSAO

a)

b)

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que:

O extrato hidroalcéolico de O. vulgare L. apresentou em sua composicao
fitocompostos como carvacrol, acido rosmarinico, acido cafeoilquinico, acido
clorogénico e vitexina identificados pela analise de HPLC. Além de
guantidades significativas de flavonoides e fendis, apresentou um resultado

significativo para atividade antioxidante CEso;

O extrato hidroalcéolico de O. vulgare L. apresentou acdo antifungica para
culturas planctonicas das espécies de C. albicans e C. tropicalis. Porém, nao
apresentou CFM para C. dubliniensis. Nas analises de avaliacdo de
viabilidade celular de biofilmes de Candida spp., 0 tempo de tratamento mais
eficiente para as trés cepas testadas foi o periodo de 24h, com o percentual

meédio de erradicacéo de 65%;

O extrato ndo apresentou efeito citotdxico e genotdxico para queratindcitos

humanos HaCat nas concentragdes de 0,39 mg/mL.
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