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RESUMO

A candidiase € uma doenca oportunista causada por fungos do género Candida e
possui uma alta prevaléncia em pessoas vivendo com HIV. Diferentes espécies de
plantas do género Lippia tém despertado o interesse cientifico pela sua atividade
bioldgica, com propriedades imunomoduladoras e antimicrobianas e seu potencial uso
como alternativa terapéutica no controle e tratamento da candidiase. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a citotoxicidade e acao antimicrobiana dos 6leos essenciais
de Lippia alnifolia e Lippia origanoides em fungos do género Candida isolados de
lesBes de pessoas vivendo com HIV. Para obtencdo dos 6leos essenciais as plantas
foram diluidas em metanol/DMSO (1:3) a 3% e filtradas com membrana estéril de 0,22
Mm para obtengado das aliquotas para os testes. Foi realizado a triagem fitoquimica
dos Gleos essenciais, avaliacdo de citotoxicidade e atividade antifingica pelo método
de concentracéo inibitéria minima (MIC). Participaram deste estudo 16 pacientes com
diagnéstico positivo para HIV. O diagnostico da candidiase envolveu a analise clinica
das lesdes e as amostras foram coletadas utilizando-se swab estéril, transferidas para
tubos contendo meio Sabouraud Dextrose e transportadas para o Laboratério de
Biologia Oral (LABOR), onde foram realizados os experimentos. Foram isolados nove
fungos do género Candida que foram identificados atraveés de testes bioquimicos
como Candida albicans (6) e Candida glabrata (3). Os 6leos da Lippia alnifolia e Lippia
origanoides ndo foram toxicos em todas as concentragfes testadas, pois permitiram
uma viabilidade celular maior ou igual a 90%. O 6leo essencial da Lippia alnifolia
apresentou atividade antifangica com MIC variando entre 0,125 e 10%, ja a Lippia
origanoides teve MIC entre 0,25 e 0,5%. Os 6leos essencias de Lippia alnifolia e Lippia
origanoides sao efetivos no controle in vitro de cepas selvagens de fungos do género
Candida, sendo promissores para o tratamento de candidiase.

Palavras-Chave: Lippia alnifolia; Lippia origanoides; candidiase; acdo antifungica.



ABSTRACT

Candidiasis is an opportunistic disease caused by fungi of the genus Candida,
resulting from a dysbiosis of the oral or intestinal microbiome. This disease is highly
prevalent in people living with HIV and serves as a marker of progression to AIDS in
individuals not undergoing antiretroviral treatment. Different plant species of the genus
Lippia have raised scientific interest due to their biological activity with
immunomodulatory and antimicrobial properties and their potential use as a
therapeutic alternative for controlling and treating candidiasis. Therefore, this study
aimed to assess the antifungal action of essential oils of Lippia alnifolia Mart. &
Schauer and L. origanoides Kunth, which are rich in carvone and carvacrol,
respectively, on Candida fungi isolated from lesions of people living with HIV The
essential oils were extracted from plant species of Lippia alnifolia and Lippia
origanoides from the municipalities of Rio de Contas and Feira de Santana,
respectively, in the State of Bahia. Nine fungi of the genus Candida were isolated,
identified through biochemical tests. Phytochemical screening of essential oils and
evaluation of antifungal activity were carried out using the minimum inhibitory
concentration (MIC) method. Oils from Lippia alnifolia and Lippia origanoides were not
toxic to PBMC at all concentrations tested, as they allowed cell viability greater than or
equal to 90%. The essential oils of Lippias alnifolia and origanoides showed antifungal
activity with MIC varying between 0.125 and 10% and 0.25 and 0.5% respectively, and
could be a promising alternative in the treatment of infectious diseases of fungal origin.

Keywords: Lippia alnifolia; Lippia origanoides; candidiasis; antifungal action.
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1. INTRODUCAO

A candidiase € uma doenca causada por fungos do género Candida e resulta
de uma disbiose do microbioma oral. Esta doenca é decorrente de uma infeccéo
oportunista com alta prevaléncia em pessoas vivendo com HIV. A candidiase oral
apresenta-se de diversas formas clinicas, sendo a forma pseudomembranosa a mais
frequente em pessoas com imunossupressdo, embora também acometa pessoas com
o sistema imunitario higido (Arya; Naureen, 2019; Baumgardner, 2019).

Entre as espécies do género Candida, Candida albicans representa 60% de
todas as infeccbes na mucosa oral que causam candidiase, porém as infeccdes por
Candida glabrata também apresenta relevancia clinica (Abdehgah et al., 2017). O
tratamento das lesGes causadas por estes fungos é dificultado pela resisténcia aos
medicamentos antifiungicos convencionais (Arendrup; Patterson, 2017).

Com o aumento da resisténcia fangica aos tratamentos convencionais, 0 Uso
de produtos naturais tem se tornado uma alternativa importante para o tratamento
dessas infecgdes, por apresentarem compostos e moléculas bioativas com atividade
antifangica e imunomoduladora (Trindade et al., 2021). O interesse cientifico e
comercial de substancias naturais cresceu nos ultimos anos no Brasil, pesquisadores
estdo buscando compreender as suas propriedades biolégicas, como efeitos
analgésicos, anti-inflamatorios, antibacterianos e antifiingicos (Oliveira et al., 2018;
Warad et al. 2014).

As plantas do género Lippia possuem inumeras propriedades terapéuticas e
sdo utilizadas na cultura popular para o tratamento de diversas enfermidades,
incluindo afec¢des da cavidade oral (Oliveira et al., 2018). Lippia alnifolia Mart. &
Schauer, também conhecida como pedrécio, alecrim de vaqueiro e alecrim do mato,
possui propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, analgésica, antifingica,
antibacteriana, entre outras (Figueiredo et al., 2008). J& Lippia origanoide Kunth,
também conhecido como alecrim-pimenta, alecrim-do-nordeste e estrepa-cavalo, é
um arbusto medicinal que apresenta em sua composi¢ao timol, ou uma mistura de
timol e carvacrol, agentes com propriedades antimicrobianas (Trindade et al., 2021).

O oleo essencial das diferentes espécies de Lippia podem servir de opgéo para
o tratamento de infeccbes oportunistas, como as causadas por fungos do género
Candida. O desenvolvimento de fitoterapicos capazes de transpor as resisténcias

fungicas torna-se uma nova opc¢ao para o tratamento de fungos resistentes aos
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medicamentos convencionais (Barreto et al., 2014; Costa et al., 2017; Trindade et al.,
2021).

Algumas propriedades biolégicas dos Oleos do género Lippia ja foram
documentadas (Oliveira et al., 2018), no entanto, existem lacunas na literatura acerca

da sua atividade antifingica, especialmente em cepas selvagens patogénicas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. HIV e AIDS

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € uma doenca retroviral
causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Esta doenca é caracterizada
pela supressao do sistema imunoldgico em virtude do declinio dos niveis de Linfocitos
T (Souzaetal., 2017). O virus tem afinidade pelas células T hospedeiras via moléculas
de CD4+ e receptores de quimiocina. Ap6s a adesdo, o RNA do HIV e varias enzimas
gue codificam novas particulas virais séo liberadas na célula hospedeira infectando o
individuo com o virus (Robbins et al., 2010).

Apls ser exposto, a pessoa pode passar meses ou anos de forma
assintoméatica e a medida que o virus acomete o sistema imunolégico, comecam a
aparecer 0s primeiros sinais e sintomas da doenca, resultando em uma maior
suscetibilidade a infec¢cbes oportunistas, especialmente aquelas que afetam a
cavidade oral, cabeca e pescoco (Cotran et al., 2000). As manifestacbes orais,
incluindo candidiase, sdo comuns em pessoas assintomaticos e muitas vezes pode
se apresentar como primeiros sinais de progressao da infec¢ao (Nicolielo et al., 2013;
Souza et al., 2017).

2.2. Candidiase/Candidose

A candidiase € uma doenca fangica causada por fungos do género Candida,
sendo a espécie mais prevalente a Candida albicans (Hellstein; Marek, 2019). No
entanto, aumentos recentes na incidéncia clinica de outras espécies ndo albicans
foram observadas, particularmente para espécies resistentes aos antifungicos (Ricotta
et al., 2020).

A candidiase é comum em pessoas vivendo com HIV e imunossuprimidos
devido ao consumo de corticosteroides ou drogas citotdxicas, que comprometem a
sua imunidade. O uso de antibiéticos, diabetes mellitus, gravidez, controle hormonal
da natalidade, radioterapia, quimioterapia ou o uso de drogas imunossupressoras
aumentam as chances de desenvolver essa doenca (Arya; Naureen, 2020). O

aumento da frequéncia de infec¢gbes por patdgenos fungicos resistentes a drogas e
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multidrogas apresenta um desafio clinico moderno complexo que requer atencao
urgente (Ribeiro et al., 2021).

A candidiase orofaringea é a infecg¢do fangica oportunista mais comum nas
pessoas vivendo com HIV. Estima-se que ocorra em 80 a 90% das pessoas com essa
infeccdo em alguma fase de sua doenca e é considerada como um marcador

independente de imunodeficiéncia (Spalanzani et al., 2018).

2.2.1. Candidiase oral

A candidiase oral compromete o paladar e a degluticdo, levando a uma
diminuic&o do apetite (Lyu et al., 2016). E uma doenca introdutéria para complicacdes
da candidiase do tipo orofaringeanas, esofagicas, laringeanas e sistémicas (Perazzo
et al., 2004; Urizar, 2002). Ela apresenta variadas manifestacdes clinicas, sendo as
mais frequentes divididas em trés principais tipos clinicos:

a) pseudomembranosa - afeta principalmente as pessoas com
imunodeficiéncia, sendo caracterizada pelo aparecimento de placas moles, multifocais
ou difusas, ligeiramente elevadas, localizadas na mucosa jugal, lingua, palato e regido
retromolar (Simdes et al., 2013);

b) eritematosa - pode surgir como sequela da anterior ou instalar-se, apés
tratamento com antibidticos de largo espectro, corticoides ou imunodepressores. A
mucosa fica com aspecto seco e brilhante, podendo ser observadas pequenas placas
e Ulceras superficiais muito dolorosas;

c) ja a hiperplasica diferencia-se por apresentar placas ou nddulos de cor
esbranquicada que nao sao removiveis por raspagem. Esses séo firmes devido a uma
infiltracdo profunda das hifas nos tecidos, e persistentes, podendo durar varios anos,
lembrando as placas leucoplasicas, e, por isso, se admite a suscetibilidade de
possuirem neoplasia malignas (Perazzo et al., 2004; Simdes et al., 2013).

Entre as espécies relacionadas as lesdes intraorais estdo a C. albicans e C.

glabrata com maior indice de repeticdo (Guinea, 2014).
2.2.1.1. Candida albicans
A Candida albicans faz parte da microbiota natural do ser humano, tendo o seu

primeiro contato logo no nascimento do individuo, neste caso, o fungo coloniza a

cavidade oral do recém-nascido, sem causar nenhum dano (Mayer et al., 2013).
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Quando se fala em patogenicidade, essa espécie se torna nociva nho momento
em que se instala em uma regido do corpo que nao é seu habitat natural, tornando-se
um patégeno oportunista capaz de causar desordens que vao desde micoses
superficiais até infec¢fes sistémicas potencialmente fatais. Estudos mostram que este
fungo causa a evasédo da resposta imune do hospedeiro e adquire nutrientes para as
demandas bioenergéticas do crescimento infeccioso (Silao et al., 2023).

Na ocasido em que ocorre uma ruptura do equilibrio biolégico, pode haver um
aumento na multiplicacdo e invasédo dos tecidos por este patégeno (Suzuki, 2009;
Valle et al., 2010). A levedura inicia 0 seu crescimento na fase log como células em
brotamento (blastoconidia) com forma esférica ou oval. Além disso, podem produzir
um tipo de crescimento filamentoso, como hifas verdadeiras ou mais frequentemente,
pseudo-hifas (Larone, 2002; Silva et al., 2012).

2.2.1.2. Candida glabrata

Infecgbes invasivas por Candida representam uma preocupacao crescente em
ambientes de salde, especialmente entre pessoas imunocomprometidas de alto risco,
como aqueles que tém cancer. Apesar de C. albicans ser a espécie mais frequente,
outras espécies de Candida aumentaram significativamente nas Uultimas duas
décadas, como por exemplo a Candida glabrata, o que preocupa, devido a sua
resisténcia a azois (Abdel-Hamid et al., 2023).

Experimentos confirmam que a Candida glabrata, € um patégeno com
consideravel nimero de cepas e suscetibilidade reduzida a drogas antifiUngicas
azollicas. C. glabrata € um dos patégeno mais frequentes em casos de candidiases,
principalmente em ambientes hospitalares (Savastano et al., 2016; Trick et al., 2002).

Doi e colaboradores (2016) demonstraram que C. glabrata foi responsavel por
6,4% do total de infecgcOes causadas por Candida em pessoas hospitalizados e
comparando-se a mortalidade entre outras espécies de Candida ndo-albicans, a da C.
glabrata é relativamente alta.

A C. glabrata apresenta outros fatores de viruléncia como: interromper a
maturagdo fagossdmica em macrofagos, aderir em superficies inanimadas e formar
biofilme (Rodrigues et al., 2014). Possui colonias lisas e de cor creme, que séo
praticamente indistinguiveis das de outras espécies de Candida, exceto por seu

tamanho menor (Calderone, 2002).
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2.2.1.3. Tratamento da candidiase oral

O controle da candidiase oral inicia-se através de uma boa higiene bucal e o
exame bucal periddico, controlando os fatores predisponentes ou facilitadores, séao
fundamentais para prevenir infeccdes e facilitar o tratamento caso ocorram (quindés
et al., 2019). A primeira escolha para o controle da candidiase oral nas pessoas
imunocompetentes ou com imunodepresséo leve sao feitos com antifingicos topicos
e apresentam resultados eficazes (siqueira et al., 2015).

No entanto, nos casos de imunodepresséo o problema maior esta na alta taxa
de recorréncias ou recidivas, requerendo a combinag&o de uma terapia intensiva tanto
sistémica como local. Em alguns casos se inclui propor a possibilidade de instaurar
um tratamento profilatico com derivados azoélicos, como nas pessoas com HIV (Peres
et al., 2019; Pinto et al., 2013; Urizar, 2002).

Entretanto, 0 uso de agentes quimicos convencionais tem apresentado
restricbes importantes, a exemplo do aumento da resisténcia antifingica, que
determina um maior controle no uso de antifingicos, dos efeitos colaterais adversos
desses medicamentos, que restringem o0 seu uso a um curto periodo e dos
devastadores impactos ambientais impostos pela sua utilizacao (Oliveira et al., 2018).

Dentre os antifungicos mais utilizados, destacam-se a classe dos azdis, que
inclui os imidazois (butoconazol, clotrimazol, miconazol e cetoconazol) e triazdis
(fluconazol e terconazol), que atuam inibindo a acdo da sintese do ergosterol e a
classe dos polienos (anfotericina B e nistatina), que alteram a permeabilidade da
membrana celular fungica (Costa et al., 2003). Os azo6is tem uma taxa média de cura
clinica em torno 85-90%, quando comparado com a nistatina, onde a cura se
estabelece em 75-80% dos casos ndo complicados (Goncalves et al., 2016).

Para se obter um bom resultado no tratamento, é necessario ter um diagnéstico
precoce e preciso do tipo de candidiase oral, correcao dos fatores predisponentes ou
doencas de base e uso dos antifungicos adequados. A préatica de uma boa higiene
bucal e o exame bucal periddico, controlando os fatores predisponentes ou
facilitadores, sdo fundamentais para prevenir infecgdes e facilitar o tratamento caso

ocorram (Quindos et al., 2012).
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2.3. Lippia alnifolia e Lippia origanoides

O uso de 6leos essenciais (OE) € uma pratica comum na medicina popular
(Oliveira et al.; 2018; Warad et al., 2014). As plantas do género Lippia, encontradas
em diversos estados do Brasil, possuem iniUmeras propriedades terapéuticas e séo
utilizadas para o tratamento de diversas enfermidades, incluindo afeccdes da
cavidade bucal (Oliveira et al., 2018).

A Lippia alnifolia é uma planta considerada rara e endémica do Estado da
Bahia, principalmente na regido da Chapada Diamantina (Figura 1) (Salimena et al.
2011). Trata-se de um arbusto de até 2,5 m de altura, possui folhas coriaceas,
aromaticas, rugosas e flores rosadas. E encontrada em afloramentos rochosos de

campos rupestres. Floresce em marco e julho e frutifica em julho (CNCflora, 2019).

Figura 1. Espécie considerada rara e endémica do Estado da Bahia, EOO inferior a 20.000
kmz2,
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O odleo da Lippia alnifolia tem como principal composto 0 monoterpeno, porém
outras moléculas também fazem parte da sua composi¢do, como carvona, [-
cariofileno, carvacrol, limoneno e 6xido de piperitenona (Vilela et al., 2019).

Dentre as funcdes bioldgicas que os 6leos essenciais desempenham, ja foram
relatadas atividades antioxidante, anti-inflamatoria, analgésica, anticancerigena,
antifingica, antibacteriana, larvicida, fungicida, entre outras. Também sdo descritos
efeitos antidepressivos, ansioliticos, sedativos, anticonvulsivos, hipnoéticos, relaxantes
musculares e anestésicos (Figueiredo et al., 2008).

Esta planta expressa efeitos benéficos quando utilizada como antisséptico
tépico contra dermatite e caspa, antisséptico oral e em infeccbes vaginais, tendo
demonstrado atividade antisséptica e antimicrobiana contra diversos agentes
infecciosos. Apesar das suas funcdes biolégicas, ainda existe uma escassez da
literatura que comprove esta atividade. Portanto, sdo necessarios estudos de
bioprospeccéao para investigar a atividade antimicrobiana e bioquimica de extratos da
Lippia alnifolia (Pinto et al., 2013), bem como e o seu potencial comercial.

J& Lippia origanoides também conhecido como alecrim-pimenta, alecrim-do-
nordeste e estrepa-cavalo, € um arbusto medicinal que apresenta em sua composicao
timol, ou uma mistura de timol e carvacrol, agentes com propriedade antimicrobiana,
além de outros componentes quimicos como flavonoides e quinonas (Trindade et al.,
2021).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

v Avaliar a acdo antifiingica dos 6leos essenciais das folhas de Lippia alnifolia e
Lippia origanoides em Candida albicans e Candida glabrata de lesGes de

pessoas vivendo com HIV.

3.2. Especificos

v Obter os 6leos essenciais das folhas da Lippia alnifolia e Lippia origanoides;

v Isolar e identificar fungos do género Candida de lesGes de pessoas com
diagndstico de pessoas vivendo com HIV;

v Analisar a citotoxicidade dos 6leos essenciais frente as células mononucleadas
do sangue periférico;

v' Avaliar a atividade antifingica dos o6leos essenciais das folhas da Lippia

alnifolia e Lippia origanoides frente aos fungos isolados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencéao e caracterizacédo dos 6leos essenciais

Os Oleos essenciais foram extraidos de espécies vegetais de Lippia alnifolia e
Lippia origanoides oriundas dos municipios de Rio de Contas e Feira de Santana,
respectivamente, no Estado da Bahia. A coleta, extracdo e identificacdo quimica
destes O6leos essenciais foram realizadas no Laboratério de Produtos Naturais
(LAPRON), da UEFS, e as informacdes foram descritas em estudos publicados

previamente (Vilela et al., 2019; Menezes et al., 2018).

4.1.1. Preparacao dos 6leos essenciais para a realizacéo dos testes

Os 0leos essenciais das espécies do género Lippia foram diluidos em metanol
(Synth, Diadema, SP, Brasil) / DMSO (Dimetilsulféxido) (Synth) (1:3) a 3% e filtrados

com membrana estéril de 0,22 um para obtencéo das aliquotas para os testes.

4.2. Obtencao das amostras fangicas

4.2.1. Selecao dos participantes

Participaram deste estudo 16 pacientes maiores de 18 anos, com diagndstico
positivo para HIV, no Hospital Universitario Professor Edgard Santos (HUPES), Bahia,
Brasil. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (HUPES-
Universidade Federal da Bahia, aprovacado n° 1.035.826) e todos os participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Nao foram incluidos nesse
processo 0s fumantes e 0s pacientes que apresentaram alguma incapacidade

temporaria ou permanente para responder a anamnese.

4.2.2. Diagnostico de candidiase oral e coleta das amostras

As amostras foram coletadas das lesGes detectadas na mucosa oral utilizando-
se swab estéril, transferidas para tubos contendo meio Sabouraud Dextrose (Kasvi,

Itélia) e transportadas sob refrigeracdo para o Laboratorio de Biologia Oral (LABOR)
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na Universidade Estadual de Feira de Santana, onde foram realizados o0s
experimentos (Muzyka; Epifanio, 2013).

O diagnéstico da candidiase envolveu a analise clinica das lesdes associada a
citologia esfoliativa, seguido da cultura para identificagdo do microrganismo da

amostra coletada (Hellstein; Marek, 2019).

4.2.3. Isolamento e identificacdo bioquimica dos fungos

As amostras foram plagueadas pela técnica de esgotamento por estrias em
meio seletivo para fungos do género Candida. Os isolados fungicos foram ativados
em meio agar Sabouraud Dextrose (Kasvi, Itdlia) a 37°C por 48 horas. AplOs o
crescimento, os fungos foram identificados por provas de urease, sacarose, maltose,

lactose, trealose, xilose, nitrato e glicose.

4.3. Teste de citotoxicidade dos 6leos essenciais

Para a realizacdo do teste de citotoxicidade dos O6leos essenciais, células
mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram obtidas através da coleta e
processamento do sangue de um voluntario. As CMSP foram distribuidas em placas
de 96 pocos em meio de cultura RPMI com 1% de antibi6tico/antimicético e 10% de
soro fetal bovino e os 6leos essenciais de Lippia alnifolia e Lippia origanoides foram
adicionados em diferentes concentracdes: 1%; 0,5%; 0,25% e 0,125%. Para controle
negativo foi adicionado um poco contendo apenas as células em meio de cultura. O
controle positivo para a presenca de citotoxicidade foi o dimetilsulféxido (DMSO,
Sigma-Aldrich Co., SP, Brasil) a 50% e as células.

Depois de 48 horas de incubacéo a 37°C em camara Umida com atmosfera de
5% de COg2, a placa foi centrifugada a 1000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi aspirado e, em seguida, 100ul da solugao de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo
de difeniltetrazélio (MTT, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) a 6 mg/mL foram
adicionados ao poco.

As células foram novamente incubadas por 4 horas em camara Umida a 37°C
e 5% de CO2, e o contetudo dos pocos foi centrifugado a 1000 rpm por 5 minutos a
4°C. Ap6s a retirada do meio de cultura, 100 uyL DMSO foram adicionados a cada

poco. A leitura do valor de absorbancia foi determinada no comprimento de onda de
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625 nm utilizando um leitor de microplacas. Compostos que permitiram viabilidade

celular maior ou igual a 90% foram considerados nao toxicos (Silveira et al., 2010).

4.4. Determinagédo da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos o0leos essenciais foi determinada pelo
antibiograma, usando a técnica de concentragdo inibitéria minima (MIC) pelo método
de microdiluicdo em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute,
Norma M100-S15 (CLSI, 2022).

Além dos fungos isolados de lesdes, foram utilizadas duas cepas comerciais
do catalogo de cultura da Fundacdo André Tosello: Candida albicans ATCC 10321 e
a Candida glabrata ATCC 15261.

As diferentes linhagens de Candida foram ativadas em caldo Sabouraud e
mantidas em incubac&o a 37°C por 48h. Depois foi realizado o repique em meio Agar
Sabouraud Dextrose (Kasvi, Italia) e nova incubacéo a 37°C, por 48h. Em seguida, as
colonias foram transferidas para tubos contendo 4,5 mL de solucdo salina (0,85%),
que, apds homogeneizado, foi comparado ao tubo padrdo 0,5 da escala McFarland
(~1 x 10%® UFC/mL) para padronizacdo. A confirmacédo foi feita por leitura em
espectrofotometro no comprimento de onda de 625 nm (Polaris, Celer, Brasil) de
acordo com a Norma M27-A2-Método de Referéncia para Testes de Diluicdo em
Caldo para a Determinacdo da Sensibilidade de Leveduras; a Terapia Antifungica
Norma Aprovada-Segunda Edicdo do NCCLS (2002).

Para a realizagao do ensaio, foram distribuidos 90 uL / po¢o do meio de cultura
caldo Sabouraud Dextrose (Kasvi, Italia) em placa de 96 pogos estéril e 100 uL / pogo
do dleo essencial das diferentes espécies de Lippia, em diferentes concentracfes
(10% - 0,125%), obtidas através de sucessivas diluicdes seriadas (1:1), em triplicata.
Como controles, foram utilizados DMSO a 3% e Ciclopiroxolamina 5mg/mL. Foram
distribuidos 10 pyL de suspensdo das diferentes amostras de Candida glabrata e
Candida albicans (-1 x 10® UFC/mL) em cada pogo, exceto no controle branco
(contendo apenas 200 yL / pogo do caldo). Apds as inoculagdes, a placa foi incubada
em estufa bacteriol6gica a 37°C, por 48 horas.

Para a confirmacdo da atividade antifungica, todos o0s pocos que néo
mostraram crescimento do fungo apdés o periodo de incubacao, foram subcultivados.

Uma aliquota de 1 pL da amostra foi retirada, semeada na placa Petri com Agar
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Sabouraud Dextrose e incubada a 37 °C por 48h, em triplicata. Apds este periodo, a
concentracdo fungicida minima foi definida como a menor concentracdo do Oleo
essencial capaz de causar a morte do fungo, ndo permitindo o crescimento visivel de

qualquer colbnia fungica.

4 5. Analise estatistica

Para a analise de citotoxicidade, o percentual de morte celular foi calculado e
comparado com os controles. Aquelas concentracdes que apresentaram até 90% de
viabilidade celular (em comparac&o com o controle negativo), foram consideradas néo
toxicas. Em seguida, a normalidade dos dados foi testada com o teste Kolmogorov-
Smirnov e entdo foi empregado o teste ANOVA seguido do pés-hoc Dunnett. Um valor
de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significante. Para avaliacdo da atividade

antifangica foi feita uma analise descritiva dos resultados.
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e identificacdo bioquimica dos fungos

A identificacdo bioquimica dos isolados fungicos € mostrada na Tabela 1. A
partir dos testes realizados apds a semeadura dos fungos, os halos de crescimento
resultante da fermentacédo de carboidratos, da assimilagdo nas fontes de carbono,
associada a observacédo das caracteristicas morfolégicas, indicaram um total de nove
isolados fungicos, dos quais seis eram da espécie Candida albicans e os outros trés

da espécie Candida glabrata.

Tabela 1. Identificacdo de isolados fungicos por assimilagdo de carbono e fermentagéo de
carboidratos.

Fermentacéao Fontes de assimilacdo de carbono _ :
Isolado Gli Lac Xil Ure Ter Raf Mal Ino Gli Lac Sac Microrganismo
1Ca + - - + + + + + + + + C. albicans
2 Ca + - - + + + + + + - + C. albicans
3 Ca + - - + + + + + + - + C. albicans
4 Ca + - - + + + + + + - + C. albicans
5 Ca + - - + + + + - + - + C. albicans
6 Ca + - - + + + - + - + C. albicans
1Cg + - + + + + + + - + C. glabrata
2 Cg + - + + - + + - + C. glabrata
3Cg + - - - + + + + + - + C. glabrata

Xil - xilose; Ure - ureia; Tre - trealose; Raf - rafinose; Mal - maltose; Ino - inositol; Gli -glicose;
Lac - lactose; Sac - sacarose. + Positivo; - Negativo.

Embora tenham sido identificadas seis cepas da espécie C. albicans, as cepas
1 e 6 apresentam diferencas das demais e entre si quanto as fontes de assimilacao
de carbono. As trés cepas de C. glabrata identificadas apresentam diferencas nas
fontes de assimilacdo de carbono. Quanto ao padréo de fermentagéo, todas as cepas

de ambas as espécies apresentaram comportamento semelhante.

5.2. Ensaio de citotoxicidade
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Os resultados do teste de citotoxicidade dos o6leos das plantas de Lippia
alnifolia e Lippia origanoides sdo apresentados nas Figuras 1 e 2, respectivamente.

Figura 2. Dados do teste de citotoxicidade do 6leo da Lippia alnifolia.
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Fonte: o autor. Controle + (meio de cultura + DMSO 50%), Controle - (meio de cultura + DMSO
3%).

Figura 3. Dados do teste de citotoxicidade do éleo da Lippia origanoides.
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Os oleos da Lippia alnifolia e Lippia origanoides ndo foram toxicos para as
CMSP em todas as concentragfes testadas, pois permitiram uma viabilidade celular
maior ou igual a 90%. A comparacdo dos valores absolutos da densidade 6ptica
mostrou que todas as concentracfes ndo diferiram estatisticamente do controle
negativo (branco). A partir da analise dos dados, pode-se verificar que ambos os 6leos
apresentaram efeito linfoproliferativo nas concentragbes testadas, em comparacao
com o controle positivo. O efeito da L. origanoides apresentou uma relagdo dose-
dependente negativa, isto é, quanto menor a concentracdo, maior a proporcao de

células viaveis.

5.3. Avaliacéo da atividade antimicrobiana

Os resultados do teste de inibicdo sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Concentragdo inibitéria minima (MIC) dos Oleos essenciais das espécies Lippia
alnifolia e Lippia origanoides contra diferentes linhagens de Candida glabrata e Candida
albicans.

: _ L. alnifolia L. origanoides
Microrganismo MIC Efeito MIC Efeito
C. glabrata (ATCC 15261) 0.25% * 0.25% *
C. glabrata 1 0.5% * 0.5% *
C. glabrata 2 0.25% * 0.25% *
C. glabrata 3 0.125% * 0.25% *
C. albicans (ATCC 10321) 0.25% * 0.25% *
C. albicans 1 0.25% * 0.25% *
C. albicans 2 0.25% * 0.25% *
C. albicans 3 0.25% * 0.5% *
C. albicans 4 1% * 0.25% *
C. albicans 5 0.5% * 0.25% *
C. albicans 6 10% * 0.25% *

* Efeito fungicida.

O 6leo essencial da Lippia alnifolia apresentou atividade antifungica contra
todas as linhagens de Candida albicans e Candida glabrata testadas, com MIC
variando entre 0,125 e 10%. O mesmo foi observado para o 6leo essencial da Lippia
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origanoides, que também inibiu todas as linhagens de Candida, selvagens ou
comerciais, mas com concentra¢des variando entre 0,25 e 0,5%.

Os dleos essenciais testados apresentaram atividade fungicida, verificada pelo
teste de concentracdo fungicida minima. O 6leo essencial das folhas de L. alnifolia
apresentou concentracfes inibitdrias minimas para as cepas de C. glabrata que
variaram de 0,125% (cepa 03) a 0,5% (cepa 01). Para a C. albicans, as concentracdes
inibitérias variaram de 0,5% (cepa 05) a 10% (cepa 06). O dleo essencial das folhas
de L. origanoides apresentou atividade fungicida em uma MIC de 0,25% para a maioria
das cepas de C. glabrata, com excec¢ao da cepa 01, para qual a concentracao inibitoria
foi de 0,5%. Na C. albicans, a MIC do 6leo de L. origanoides foi de 0,25% para todas

as cepas, exceto para a cepa 03, que foi inibida na concentracao de até 0,5%.
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6. DISCUSSAO

Os Oleos essenciais de Lippia alnifolia e Lippia origanoides inibiram o
crescimento in vitro de fungos das espécies C. glabrata e C. albicans, microrganismos
associados a disbiose em pessoas imunocomprometidas. Algumas linhagens dessas
espécies fungicas sao resistentes ao tratamento com medicamentos azdlicos
(Abdehgah et al., 2017; Mushi et al., 2017). Além disso, considerando que 0s
antifangicos da classe da nistatina e do miconazol (cuja acdo € tépica) sGo menos
efetivos, os antifungicos de acéo sistémica sdo a melhor opcéo terapéutica neste
grupo de pacientes, mas apresentam limitacées, como a toxicidade hepatica (Freitas
et al., 2018; Santos et al., 2009).

A acado antifungica de espécies de Lippia ja foi demonstrada previamente
(Oliveira et al., 2018; Santos et al., 2016; Trindade et al., 2021), no entanto os estudos
encontrados utilizavam apenas cepas comerciais (Freitas et al., 2018). Assim, este
estudo traz um avango ao corpo de evidéncias ja existente, visto que investigou a acéo
antifangica de Lippia alnifolia e Lippia origanoides em cepas selvagens de Candida
albicans e Candida glabrata, coletadas de lesfes de candidiase oral em pessoas
vivendo com HIV, diante da sua predisposi¢cao a ocorréncia de candidiase e de outros
agravos bucais (Oukerrou et al., 2017; Kumar et al., 2014; Souza et al., 2017).

Os mecanismos de acdo dos 6leos essenciais podem estar associados a
presenca dos compostos majoritarios carvona, na L. alnifolia (Vilela et al., 2019) e
carvacrol, na L. origanoides (Menezes et al., 2018), embora a contribuicdo dos outros
constituintes ndo possam ser descartada. Grande parte desses mecanismos parecem
ser direcionados a membrana celular dos fungos, como a inibicdo da sintese de
ergosterol e de quitina, componentes que regulam a sua permeabilidade e integridade
(Cadena et al.,, 2021; Peixoto et al., 2018). Outra forma de atuacdo pode ser a
oxidacao lipidica da membrana, alterando a sua seletividade e interferindo, assim, no
metabolismo da célula (Garcia et al., 2008; Peixoto et al., 2018).

Outro achado relevante para a aplicabilidade clinica dos Oleos essenciais
testatos foi a auséncia de toxicidade para as células humanas. Esse dado pode ser
decorrente das concentracdes utilizadas, que apresentaram atividade antifiangica em
guase todas as cepas, demonstrando a seguranca no uso desses 6leos, como ja

descrito anteriormente (Oliveira et al., 2018; Trindade et al., 2021). Entretanto, ensaios
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pré-clinicos in vivo devem ser realizados para a sua confirmacdo em sistemas
complexos.

Observou-se que os Oleos de Lippia alnifolia e Lippia origanoides estimularam
a proliferacé@o de células mononucleares do sangue periférico, in vitro, dado ainda ndo
encontrado na literatura até o momento. O comportamento da proliferacéo in vitro de
células mononucleares do sangue periférico humanas na presenca do 6leo essencial
de Lippia alnifolia foi diferente de Lippia origanoides, certamente esté correlacionado
as diferencas na sua composi¢cao, com presenc¢a majoritaria de carvona na espécie L.
alnifolia e de carvacrol na espécie L. origanoides. Vale evidenciar, ainda, a presenca
de outros terpenos em ambas as espécies, 0 que ajudaria a ampliar as diferencas de
composicao observadas (Menezes et al., 2018; Vilela et al., 2019).

Esse achado traz novas perspectivas no campo da terapia com produtos
naturais a base dessas plantas, uma vez que a inducédo da proliferacédo de células do
sistema imunitario é desejada no controle de infec¢des virais, células tumorais, dentre
outros. No entanto, sdo necessarias investigacdes para a identificacdo do tipo celular
que esta proliferando e do seu perfil fenotipico quanto a atividade efetora. Além disso
€ necessario interpretar esses dados com parcimonia, por se tratar de um ensaio in
vitro.

A atividade fungicida dos Oleos pode ser considerada promissora para O
tratamento da candidiase oral. Estudos in vivo devem ser conduzidos para determinar
a concentracdo e os veiculos adequados para a administracdo dos 0leos, como

enxaguatorios bucais, membranas ou cremes em orabase.
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7. CONCLUSAO

Os dleos de Lippia alnifolia e Lippia origanoides séo efetivos no controle in vitro
de cepas selvagens de Candida albicans e Candida glabrata, sendo o 6leo Lippia
origanoides efetivo em concentracbes menores para todas as cepas testadas, se
tornando a melhor alternativa para o tratamento. Ambos se mostraram uma alternativa

viavel no tratamento de candidiase.
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Abstract

Candidiasis is an opportunistic disease caused by fungi of the genus Candida, resulting from a dyshiosis
of the oral or intestinal microbiome. This disease is highly prevalent in people living with HIV and serves
as a marker of progression to AIDS in individuals not undergoing antiretroviral treatment. Different plant
species of the genus Lippia have raised scientific interest due to their biological activity with
immunomodulatory and antimicrobial properties and their potential use as a therapeutic alternative for
controlling and treating candidiasis. Therefore, this study aimed to assess the antifungal action of
essential oils of Lippia alnifolia Mart. & Schauer and L. origanoides Kunth, which are rich in carvone and
carvacrol, respectively, on Candida fungi isolated from lesions of people living with HIV. The antifungal
activity was determined using the minimum inhibitory concentration (MIC) method. The evaluated
essential oils showed antifungal activity against Candida albicans and C. glabrata when used at
concentrations equal to or less than 0.5%, which denotes that they are promising alternatives for treating
infectious diseases of fungal origin.

Key Points

* The essential oils of Lippia alnifolia and L. origanoides are not cytotoxic.

» Lippia alnifolia and L. origanoides essential oils are antifungal against species of Candida.
* Both essential oils are viable alternatives for the treatment of candidiasis.

Keywords: Lippia alnifolia. Lippia origanoides. Candidiasis. Antifungal action. HIV.

INTRODUCTION

Candidiasis is a disease caused by fungi of the genus Candida and results from an imbalance
disruption in the oral or intestinal microbiome. It results from an opportunistic infection with a high
prevalence among people living with HIV (Arya and Naureen 2019). Oral candidiasis presents in several
clinical forms; the pseudomembranous form is the most common in immunosuppressed patients,
although it can also affect individuals with a healthy immune system (Baumgardner 2019, Arya and
Naureen 2019).

A significant challenge in treating lesions caused by species of the genus Candida is the
resistance to conventional antifungal medications (Arendrup and Patterson 2017). Candida albicans
accounts for 60% of all oral mucosa infections causing candidiasis, but infections caused by C. glabrata
are clinically significant due to its resistance to azole drugs (Abdehgah et al 2017). Therefore, the use
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of natural products could be a promising alternative for the treatment of candidiasis, especially in people
living with HIV.

Plants species from the genus Lippia have several therapeutic properties and are used in folk
medicine to treat various illnesses, including oral cavity conditions (Oliveira et al 2018). Lippia alnifolia
Mart. & Schauer possesses antioxidant, anti-inflammatory, analgesic, anticancer, antifungal,
antibacterial, and larvicidal, and antifungal properties, among others (Figueiredo et al 2008). Lippia
origanoides Kunth is a medicinal shrub composed of thymol or a mixture of thymol and carvacrol, which
are agents with antimicrobial properties (Trindade et al 2021, Adams 2007).

Some biological properties of essential oils from plants of Lippia spp. have been documented
(Oliveira et al 2018), which reinforces their potential for use as herbal medicines. However, there is a
lack of information in the scientific literature about their antifungal activity, especially against pathogenic
wild strains. Therefore, this study aimed to assess the antifungal action of essential oils of Lippia alnifolia
and L. origanoides on Candida fungi isolated from lesions of people living with HIV.

MATERIALS AND METHODS

Essential oils

The essential oils of Lippia alnifolia and Lippia origanoides used in the tests of this study were
extracted from leaves of plants originating from the municipalities of Rio de Contas and Feira de
Santana, respectively, Bahia, Brazil. The collection, extraction, and chemical identification of these
essential oils were previously described (Vilela et al 2019, Menezes et al 2018). The primary component
found in the essential oil of L. alnifolia used in this experiment was carvone (60.0%), followed by
limonene (6.1%), 6-cadinene (5.0%), a-copaene (3.8%), and germacrene D (3.5%) (Vilela et al 2019).
The primary component found in the essential oil of L. origanoides was carvacrol (53.89%), followed by
E-caryophyllene (5.86%), linalool (5.84%), bicyclogermacrene (4.16%), p-cymene (4.03%), and thymol
(4.0%) (Menezes et al 2018).

Preparation of essential oils for the tests

The essential oils of L. alnifolia and L. origanoides were diluted in a solution with methanol and
3% dimethyl sulfoxide (DMSO) (1:3) and then filtered with a sterile 0.22 ym membrane to obtain aliquots
for the tests.

Acquisition of fungal samples
Selection of participants

A total of 16 individuals over 18 years old with a positive HIV diagnosis were selected for this
study at the Professor Edgard Santos University Hospital (HUPES), Bahia, Brazil. The study was
approved by the Research Ethics Committee (HUPES-Federal University of Bahia, Approval no.
1.035.826); all participants signed the informed consent form. Smokers and individuals with any
temporary or permanent incapacity to respond to the anamnesis were excluded during the selection
process.

Diagnosis of oral candidiasis and sample collection

Samples were collected from lesions detected on the oral mucosa using a sterile swab,
transferred to tubes containing Sabouraud dextrose agar medium, and transported under refrigeration
to the Oral Biology Laboratory (LABOR), where the tests were conducted (Muzyka and Epifanio 2013,
O’donnell et al 2015).

The diagnosis of candidiasis involved the clinical analysis of lesions associated with exfoliative
cytology, followed by culture to identify the microorganism in the collected samples (Hellstein and Marek
2019).

Isolation and biochemical identification of fungi

The samples were plated using the streaking exhaustion technique on selective medium for
fungal species of the genus Candida. The fungal isolates were activated on Sabouraud dextrose agar
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medium at 37 °C for 48 hours. Fungi were identified by urease, sucrose, maltose, lactose, trehalose,
xylose, nitrate, and glucose tests conducted after growth.

Essential oil cytotoxicity test

An MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay was conducted in
triplicate to determine the concentration of essential oils with low cytotoxicity potential. Initially,
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were collected from a volunteer and distributed in 96-well
plates containing RPMI culture medium with 1% antibiotic/antimycotic and 10% fetal bovine serum at a
concentration of 106 cells well-1. PBMCs were cultured under the following stimulation conditions: 1-
PBMCs in RPMI medium with 3% DMSO (the essential oil diluent), used as the negative control (blank);
2- culture medium with addition of 50% DMSO, used as the positive control; 3- culture medium with
addition of essential oils of L. alnifolia and L. origanoides at different concentrations (1%, 0.5%, 0.25%,
and 0.125%). The plates were incubated at 37 °C for 48 hours in a humidified chamber with 5% CO2
atmosphere; the plates were shaken for 2 minutes. Subsequently, 9 yL of a MTT solution (Sigma-Aldrich
Chemical Co., St. Louis, USA) were added to each well.

The cells were incubated again for 4 hours at 37 °C in a humidified chamber with 5% CO2
atmosphere. The culture medium was then removed; the resulting formazan crystals were dissolved by
adding 90 uL of the solubilization solution from the MTT kit (M-8910), using a pipette. Each well was
homogenized for absorbance readings on a microplate reader at a wavelength of 570 nm. Compounds
that allowed for cell viability of 90% or higher were considered non-toxic (Silveira et al 2010).

Determination of essential oil antimicrobial activity

The antimicrobial activity of the essential oils was determined by an antibiogram, using the
minimum inhibitory concentration (MIC) technique through the broth microdilution method, according to
the M100-S15 Standard of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005).

In addition to the fungi isolated from HIV patients, two commercial strains from the André Tosello
Foundation culture catalog were used: Candida albicans ATCC 10321 and Candida glabrata ATCC
15261.

The different Candida strains were activated in Sabouraud dextrose broth and incubated at 37
°C for 48 hours. Subsequently, subculture on Sabouraud dextrose agar medium was performed and
subjected to incubation at 37 °C for 48 hours. Colonies were then transferred to tubes containing 4.5
mL of saline solution (0.85%), homogenized, and then compared to the 0.5 standard tube of the
McFarland scale (~1 x 103 UFC mL-1) for standardization. Confirmation was done by reading on a
spectrophotometer (Polaris, Celer Biotecnologia S.A., Belo Horizonte, Brazil) at 625 nm, according to
the NCCLS document M27-A2—Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing
of Yeasts; Approved Standard—Second Edition (NCCLS, 2002).

The antimicrobial activity assay was conducted in sterile 96-well plates, in triplicate, with the
addition of 90 pL well-1 of Sabouraud dextrose culture medium and 100 pyL well-1 of the different
concentrations of essential oil (1%, 0.5%, 0.25%, and 0.125%), which were obtained through successive
serial dilutions (1:1); 3% DMSO and Ciclopirox olamine (5 mg mL-1) were used as controls. An aliquot
of 10 pL of the different samples of C. glabrata and C. albicans (~1 x 103 UFC mL-1) was distributed in
each well, except in the blank control (only 200 uL of broth per well). After inoculation, the plates were
incubated in a bacteriological incubator at 37 °C for 48 hours.

All wells that did not show fungal growth after the incubation period were subcultured to confirm
the antifungal activity. An aliquot of 1 pL of the sample was taken, seeded on a Petri dish with Sabouraud
dextrose agar, and incubated at 37 °C for 48 hours, in triplicate. Subsequently, the minimum antifungal
concentration was defined as the lowest concentration of the essential oil capable of causing the death
of the fungus, with no visible growth of any fungal colony.

Statistical analysis

The cytotoxicity analysis involved calculating the percentage of cell death and comparing it with
the controls; essential oil concentrations that showed up to 90% cell viability (compared to the negative
control) were considered non-toxic. Subsequently, the normality of the data was tested using the
Kolmogorov-Smirnov test, followed by ANOVA and post-hoc Dunnett test. A value of p < 0.05 was
considered statistically significant. The antifungal activity was determined through descriptive analysis
of the results.
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RESULTS
Isolation and biochemical identification of fungi

Biochemical identification of the fungal isolates is shown in Table 1. The tests performed after the fungal
cultures for identification of growth halos resulting from carbohydrate fermentation and assimilation of
carbon sources, as well as for morphological characterization of fungi, indicated a total of nine fungal
isolates: six were Candida albicans and the remaining three were C. glabrata.

Six strains of C. albicans were identified, but strains 1 and 6 differed from the others and from each
other in terms of assimilation of carbon sources. The three identified strains of C. glabrata showed
differences in assimilation of carbon sources. Regarding the carbohydrate fermentation pattern, all
strains of both species exhibited similar behavior.

Essential oil cytotoxicity

The results of the cytotoxicity test for essential oils from leaves of Lippia alnifolia and L.
origanoides are shown in Figure 1.

All tested concentrations of essential oils of L. alnifolia and L. origanoides were non-toxic to
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), as they allowed for cell viability of 90% or higher. The
comparison of absolute optical density values showed that all concentrations did not differ significantly
from the negative control (blank). Data analysis showed a lymphoproliferative effect of both essential
oils at all tested concentrations when compared to the positive control. The effect of essential oil of L.
origanoides showed a negative dose-dependent relationship, i.e., the lower the concentration, the higher
the proportion of viable cells.

Essential oil antimicrobial activity

The results of the microbial inhibition test for essential oils from leaves of L. alnifolia and L.
origanoides are shown in Table 2.

The essential oil of Lippia alnifolia (EOLA) exhibited antifungal activity against all tested strains

of C. albicans and C. glabrata, with minimum inhibitory concentration (MIC) ranging from 0.125% to
10%. A similar result was found for the essential oil of L. origanoides (EOLO), which also inhibited all
evaluated Candida strains, whether wild or commercial, with MIC ranging from 0.25% to 0.5%.
The tested essential oils demonstrated antifungal activity through the MIC test. Regarding the strains of
C. glabrata, EOLA presented MIC ranging from 0.125% (strain 03) to 0.5% (strain 01), whereas for the
strains of C. albicans, the MIC ranged from 0.5% (strain 05) to 10% (strain 06). EOLO showed antifungal
activity with an MIC of 0.25% for most strains of C. glabrata, except for strain 01, for which the MIC was
0.5%. Regarding antifungal effect of EOLO on the strains of C. albicans, the MIC was 0.25% for all
strains, except for strain 03, which was inhibited with an MIC of 0.5%.

DISCUSSION

The essential oils of Lippia alnifolia (EOLA) and L. origanoides (EOLO), extracted from leaves,
inhibited the in vitro growth of fungi of the species Candida glabrata and C. albicans, which are
microorganisms typically found in oral cavities, but are associated with dysbiosis in immunosuppressed
individuals, causing oral candidiasis. The main significance of these findings is related with the
resistance of some causative agents of these infections to treatment with azole drugs (Abdehgah et al
2017, Mushi et al 2017). Additionally, considering that antifungals of the nystatin and miconazole classes
(topical action) are less effective, systemic antifungals are the best therapeutic option for this group of
patients, but they present limitations, including hepatic toxicity (Freitas et al 2018, Santos et al 2009).

The antifungal action of Lippia spp. has been reported in the scientific literature (Santos et al
2016, Oliveira et al 2018, Trindade et al 2021), however, these studies mainly use commercial strains,
which generally have attenuated virulence (Freitas et al 2018). Thus, the present study significantly
contributes to the existing literature by providing information about the antifungal activity of essential oils
from two Lippia species against wild strains of C. albicans and C. glabrata, which were collected from
oral candidiasis lesions in people living with HIV. The tests conducted in the present study allowed for
the evaluation of the effects of these essential oils on virulence factors expressed by these fungi under
natural infection conditions.
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C. albicans and C. glabrata are part of the healthy oral and intestinal microbiome; however, any
condition of immunosuppression can lead to local infection and its spread to the bloodstream (Arya and
Naureen 2019). Thus, individuals with any condition of immunosuppression can benefit from the use of
the evaluated essential oils, especially considering their predisposition to candidiasis and other oral
complications (Oukerrou et al 2017, Kumar et al 2014, Souza et al 2017).

The mechanisms of action of essential oils may be associated with the action of their primary
compounds, such as carvone (EOLA) (Vilela et al 2019) and carvacrol (EOLO) (Menezes et al 2018).
However, the contribution of other components in these essential oils should not be disregarded. Several
of these mechanisms of action appear to be directed at the fungal cell membrane, inhibiting the
synthesis of ergosterol and chitin, which are components that regulate cell permeability and integrity
(Peixoto et al 2018, Cadena et al 2021). Other mechanism of action may be the lipid oxidation oxidation
of cell membranes, changing their selectivity and consequently affecting cell metabolism (Garcia et al
2008, Peixoto et al 2018).

The susceptibility of microorganisms is also an important factor, as the minimum inhibitory
concentrations (MIC) of the evaluated essential oils varied according to the tested strains. Strain 06 of
C. albicans required a higher MIC of EOLA, showing a different pattern of carbon source assimilation
from the other strains, indicating the presence of diverse biotype.

Another significant finding for the clinical applicability of the studied essential oils was the
absence of toxicity to human cells. This can be attributed to the low MIC found for almost all strains
(except for the MIC of EOLA on strain 06 of C. albicans), indicating the safety of using the essential oils,
as previously reported (Oliveira et al 2018, Trindade et al 2021). However, preclinical assays should be
performed to confirm these findings in more complex systems.

Although the present study found antifungal action of the essential oils at very low
concentrations, these oils stimulated the in vitro proliferation of peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs), which is information not yet found in the literature. The dynamics of in vitro proliferation of
human PBMCs in the presence of the essential oils differed between EOLA and EOLO, which can be
attributed to differences in their compositions, mainly regarding their primary components: carvone
(EOLA) and carvacrol (EOLO). Furthermore, other terpenes are present in both essential oils, increasing
the differences in their compositions (Menezes et al 2018, Vilela et al 2019).

These findings contribute to new perspectives in the field of therapies based on plant natural
products, as the induction of proliferation of immune system cells is desirable for the control of viral
infections and tumor cells. However, further investigations are needed to identify the proliferating cell
type and its phenotypic profile regarding effector activity. Furthermore, these data should be interpreted
with caution, as they result from in vitro assays.

It is important to highlight the method used for fungal identification, which consisted of a
combination of tests for assimilation of carbon source and carbohydrate fermentation with morphological
characterization of the fungi, allowing for a better identification of genus and species. Therefore, the
antifungal activity of the tested essential oils can be considered promising for the treatment of oral
candidiasis. In vivo studies should be conducted to determine the appropriate concentration and
vehicles for the administration of these essential oils, such as mouthwashes, membranes, creams, and
ointments.

The evaluated essential oils from leaves of Lippia alnifolia and L. origanoides were effective in
the in vitro control of wild strains of Candida albicans and C. glabrata. The essential oil of L. origanoides
at lower concentrations was effective against all tested Candida strains. Both essential oils are viable
alternatives for the treatment of candidiasis.
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Table 1. Identification of fungal isolates by carbohydrate fermentation and assimilation of carbon
sources.

Carbohydrate imilati f carb

fermentation Assimilation of carbon sources : _
Isolate Microorganism

Glu Lac Xyl Ure Tre Raf Mal Ino Glu Lac Suc
1Ca + - - + + + + + + + + Caf‘d'da
albicans
2 Ca + - -+ + + + + + — + C. albicans
3Ca + - -+ + + + + + — + C. albicans
4 Ca + - -+ + + + + + — + C. albicans
5Ca + - - + + + + - + - + C. albicans
6 Ca + - + - + + + - + - + C. albicans
1Cgqg + - + + + + + + + - + C. glabrata
2Cg + - + + + + - + + - + C. glabrata
3Cg + - - - + + + + + - + C. glabrata
Xyl = xylose; Ure = urea; Tre = trehalose; Raf = raffinose; Mal = maltose; Ino = inositol; Glu =

glucose; Lac = lactose; Suc = sucrose. + = Positive; — = Negative.
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Cytotoxicity test for essential oils

200
180
160
140
120
100
80
60
40
20

172

Cellviability (%)

1% 0.5% 0.25% 0.125% Controle + Controle -
Concentration

e | . alnifolia =] origanoides

Figure 4 - Cytotoxicity of essential oil of Lippia alnifolia and Lippia origanoides at different
concentrations. + Control (positive control = culture medium + 50% DMSO); — Control (negative
control = culture medium + 3% DMSO).

Table 2 - Minimum inhibitory concentration (MIC) of essential oils of Lippia alnifolia and L. origanoides against
different strains of Candida glabrata and C. albicans.

L. alnifolia L. origanoides
Microorganism

C. glabrata (ATCC 15261) 0.25% * 0.25% *
C. glabrata 1 0.5% * 0.5% *
C. glabrata 2 0.25% * 0.25% *
C. glabrata 3 0.125% * 0.25% *
C. albicans (ATCC 10321) 0.25% * 0.25% *
C. albicans 1 0.25% * 0.25% *
C. albicans 2 0.25% * 0.25% *
C. albicans 3 0.25% * 0.5% *
C. albicans 4 1% * 0.25% *
C. albicans 5 0.5% * 0.25% *
C. albicans 6 10% * 0.25% *

* Antifungal effect.



