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RESUMO

Candida auris emergiu como um patégeno de preocupacgao global desde a sua
primeira descrigdo e subsequente replicabilidade em todo o mundo. Resistente a
medicamentos antifungicos e a medidas de desinfecgéo, o fungo apresenta potencial
de colonizagéo em superficies abibticas e na pele humana, o que Ihe permite crescer
por meio de comunidades aderentes, os biofilmes. Desse modo, objetivou-se avaliar
o perfil antifungico de 6leos essenciais no enfrentamento do patégeno resistente C.
auris, por meio de uma revisao integrativa da literatura. Para tanto, cinco bases de
dados foram utilizadas a fim de buscar os artigos, sendo elas Pubmed, Biblioteca
Virtual em Saude (BVS), Google Académico, SciELO e ScienceDirect de modo que
foi possivel obter 1445 trabalhos. Apenas seis estudos permaneceram na analise,
quando aplicados os critérios de inclusdao e exclusdo. Desta maneira, os 6leos
essenciais apresentaram potencial atividade antifungica, comprovada através dos
seguintes testes: determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM),
determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM), estudo de associacdao de
mais de um composto pela técnica de checkerboard e investigacdo da atividade
antibiofilme. Os 6leos que apresentaram melhores perfis antifungicos, demonstrados
a partir dos testes, foram Cinnamomun zeylanicum, Coriandrum sativum,
Cinnamomum cassia, Lippia sidoides, Melaleuca alternifolia, Thymus vulgaris e
Thymus zygis, apontando para o potencial dos compostos volateis na aplicabilidade

terapéutica.

Palavras-chave: Candida auris; farmacorresisténcia fungica; biofilmes; agentes
antifungicos; 6leos volateis.



ABSTRACT

Candida auris has emerged as a pathogen of global concern since its first description
and subsequent replicability across the world. Resistant to antifungal drugs and
disinfection measures, the fungus has the potential to colonize abiotic surfaces and
human skin, which allows it to grow through adherent communities, biofilms. Therefore,
the objective was to evaluate the antifungal profile of essential oils in combating the
resistant pathogen C. auris, through an integrative review of the literature. To this end,
five databases were used to search for articles, namely Pubmed, Virtual Health Library
(BVS), Google Scholar, SciELO and ScienceDirect, so that it was possible to obtain
1445 works. Only six studies remained in the analysis after applying the inclusion and
exclusion criteria. In this way, the essential oils showed potential antifungal activity,
proven through the following tests: determination of the minimum inhibitory
concentration (MIC), determination of the minimum fungicidal concentration (CFM),
association study of more than one compound using the checkerboard technique and
investigation of antibiofilm activity. The oils that presented the best antifungal profiles,
demonstrated from the tests, were Cinnamomun zeylanicum, Coriandrum sativum,
Cinnamomum cassia, Lippia sidoides, Melaleuca alternifolia, Thymus vulgaris and
Thymus zygis, pointing to the potential of volatile compounds in therapeutic

applicability.

Keywords: Candida auris; drug resistance, fungal; biofilms; antifungal agentes; oils,
volatile.
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1 INTRODUCAO

Candida auris, um fungo recém-descoberto entre as espécies de fungos do
género Candida, foi relatado pela primeira vez em 2009 (Satoh et al., 2009). Desde a
sua identificacdo, as entidades de pesquisa, cuidado e prevencao voltaram suas
atencdes e preocupacgdes para o entendimento do respectivo fungo, com o propédsito
de elucidar estratégias de enfrentamento ao patdgeno.

Sabe-se, atualmente, que esta espécie de Candida compreende risco a saude
global. Desde o primeiro relato, o fungo em questdo apresenta um alto indice de
disseminacdo em todo o mundo, de modo a alcangar diversos paises dentre 5
continentes, responsavel por causar surtos em ambientes hospitalares. Essa alta
replicacdo se explica por meio da capacidade que C. auris possui de colonizar
diversos locais do corpo humano, além de permanecer ativo por periodos extensos
em superficies e equipamentos de uso hospitalar, suportando medidas de desinfec¢ao
(Ahmad; Alfouzan, 2021; Ribeiro et al., 2021; Bensusan et al., 2022; CDC, 2022).

Ademais, as infeccdes decorrentes deste microrganismo demonstram um perfil
de dificil tratamento, muitas vezes associadas a altas taxas de mortalidade, levando-
se em consideracdo a resisténcia antifungica as trés classes de medicamentos,
caracteristica inerente a esta espécie. Além disso, a identificagdo do fungo pode ser
comumente confundida com outros patdgenos, fator de observacdo que atrasa o
diagnéstico preciso e a intervencao promissora (Ademe; Girma, 2020; Bensusan et
al., 2022; Sanyaolu et al., 2022).

Com a incidéncia da resisténcia antimicrobiana observada em C. auris,
alternativas terapéuticas sado consideradas necessarias, a fim de superar essa
caracteristica. Nessa perspectiva, os 06leos essenciais podem contribuir com o
tratamento das infeccbes fungicas, uma vez que os constituintes quimicos dos
compostos volateis apresentam potencial comprovado frente a diversos patégenos
(Tarig et al., 2019). Posto isso, o presente trabalho objetiva fazer uma reviséo
integrativa acerca do potencial antifungico de 6leos essenciais frente ao patégeno
emergente Candida auris.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Realizar uma revisao integrativa sobre 6leos essenciais como compostos antifungicos
em potencial contra Candida auris.
2.2 Objetivos especificos
e Identificar atividade antifungica in vitro e in vivo de 6leos essenciais frente a
cepas de C. auris;
e Fazer o levantamento de estudos que determinaram a concentragao inibitéria
minima e concentragdo fungicida minima;
e Destacar as principais técnicas utilizadas nos estudos in vitro;
e Avaliar o potencial antifungico dos 6éleos essenciais frente a formagao de
biofilmes de C. auris;
e Investigar a agéo sinérgica de 6leos essenciais com antifungicos utilizados na
clinica médica;

e Estudar possiveis mecanismos de acao dos 6leos essenciais.
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3  REFERENCIAL TEORICO
3.1 Candida auris: morfologia, caracteristicas e doenca

C. auris € um fungo leveduriforme emergente, pertencente ao filo Ascomycota.
O primeiro isolamento deste microrganismo data de 2009, no continente Asiatico, a
partir da cultura de material biol6gico advindo do ouvido de uma paciente geriatrica.
Contudo, estudos apontam que, em 1996, na Coreia do Sul, uma infeccéo fungica
erroneamente identificada se tratava de uma fungemia causal por C. auris (Satoh et
al., 2009; Chybowska; Childers; Farrer, 2020; Machado; Dalmolin; Brandao, 2021).

Morfologicamente, as células deste patdgeno apresentam caracteristicas
variaveis conforme as diferentes condi¢des de cultivo. Wang et al. (2018), em seu
estudo, constataram que, em um Unico meio de cultura, o formato das células
cultivadas em temperaturas multiplas varia entre ovais e arredondadas, como mostra
a Figura 1. Ademais, quando em meio enriquecido em NaCl, as respectivas células
apresentam um formato alongado, além de desenvolverem estruturas tendenciosas
as pseudo-hifas.

Figura 1: Células vegetativas de Candida auris em escala de 10 ym

Fonte: Satoh et al., 2009
E possivel evidenciar que C. auris possui uma capacidade de sobreviver a

condicbes ambientais que, para outros fungos, seriam normalmente indspitas. O
respectivo fungo possui um comportamento resiliente em situagdes de elevadas
temperaturas, possuindo a capacidade de colonizagdo entre 37°C a 42°C. Além disso,

também é possivel constatar que ele resiste em circunstancias de osmotolerancia,
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fator que assegura o seu crescimento em diversos ambientes (Ahmad; Alfouzan, 2021;
Sanyaolu et al., 2022).

O fungo em evidéncia apresenta uma maior predilecdo a colonizacéo na pele,
porém relatos apontam que o microrganismo ja foi identificado em diferentes sitios
corporais, como na corrente sanguinea, na urina, no trato respiratorio, no fluido biliar,
em feridas, no canal auditivo externo, além de colonizar equipamentos médico-
hospitalares. A sua disseminacgao sistémica esta atrelada a altas taxas de mortalidade,
podendo alcancar até 70% de ébitos (Tu et al., 2022; CDC, 2022; Santos et al., 2023).

Em 2022, a OMS publicou uma lista de patégenos fungicos prioritarios, de
modo a basear pesquisas e intervengdes contra esse problema de nivel global. Nesse
contexto, C. auris foi classificado como um patégeno do grupo de prioridade critica,
juntamente com Cryptococcus neoformans, Aspergillus fumigatus e Candida albicans,
sendo esta categoria a de maior importancia para a saude (WHO, 2022).

Corroborando esta classificagdo prioritaria, o CDC - EUA descreve C. auris
como uma levedura que causa doencas graves em pacientes hospitalizados, de modo
que o fungo apresenta um perfil multirresistente, em que uma das causas de
preocupacao se deve ao fato de a sua identificacao ser dificultosa, utilizando-se dos
métodos padrbes, podendo ocorrer de forma equivocada na auséncia de tecnologias
especificas (CDC, 2023).

3.2 Diagnéstico e tratamento

Existem desafios para o diagnostico do fungo C. auris e isso afeta tanto o
manejo da infeccdo nos pacientes acometidos, quanto favorece a persisténcia e a
propagacao deste micrébio em ambientes de saude. Desse modo, a urgéncia na
deteccao precoce possibilita a acdo de uma terapia antifingica promissora. Para tanto,
€ necessario a utilizacao de métodos e de técnicas especificas para a identificacao
correta, pois 0s seus isolados podem ser comumente confundidos com outras
espécies fungicas quando aplicados métodos laboratoriais fenotipicos (Ademe; Girma,
2020; Ahmad; Alfouzan, 2021).

Desse modo, a identificacdo precisa do fungo se da mediante técnicas
moleculares a partir do sequenciamento dos dominios D1/D2 do rDNA ou na
amplificacdo do espagador transcrito interno (ITS). Outro método confiavel para a
confirmacado do patégeno é a ionizacdo e dessorcao a laser assistida por matriz -
MALDI-TOF, método espectrométrico. Ambos métodos permitem a diferenciacao de
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C. auris em detrimento de outras leveduras (Ahmad; Alfouzan, 2021; ANVISA, 2022;
CDC, 2022; Bensusan et al., 2022).

As culturas podem ser Uteis a pesquisa do patégeno, embora sozinhas nao
possam concluir a identificacdo do mesmo (CDC, 2022). Em meio agar Sabouraud,
suas colbénias sao lisas e de coloracdo creme, enquanto em meio CHROMagar
Candida podem variar entre rosa e bege (Cortegiani et al., 2018). Outrossim, em meio
CHROMagar Candida Plus, as caracteristicas de C. auris sao percebidas por meio de
coldénias de coloragao azul-claro com formacao de um halo circundante (Mulet et al.,
2020).

Com relacéo a terapia medicamentosa, estudos apontam uma resisténcia, in
vitro, de isolados de C. auris a fluconazol podendo chegar a 90% (Ademe; Girma,
2020). Os azdis atuam inibindo a enzima lanosterol 14-alfa-desmetilase, principal
enzima da biossintese de ergosterol, a qual é codificada pelo gene ERG11. Contudo,
mutagdes no sitio ativo do gene supracitado relacionam-se a resisténcia antifungica
da classe farmacolégica, assim como a superexpressdao de bombas de efluxo (Ruiz;
Lorenz, 2021; Tu et al., 2022; Santos et al., 2023).

Além disso, na literatura, relata-se a resisténcia de alguns isolados de C. auris
frente a anfotericina B, principal representante dos polienos. O mecanismo de
resisténcia desse patdégeno ao polieno em questdo se da através de mutacées em
genes que sintetizam ergosterol, impedindo que haja a formacado de poros na
membrana fangica (Watkins et al., 2022; Santos et al., 2023).

Diante desse perfil de resisténcia, as equinocandinas tornaram-se a classe de
antifungicos de primeira escolha no tratamento das infecgbées por C. auris, ainda que
tenha sido relatado um aumento do valor da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)
para esta ultima classe, além dos polienos e dos azbis (Sanyaolu et al., 2022).

3.3 Epidemiologia global de C. auris com énfase no Brasil

Dados epidemiol6gicos apontam que a disseminacao de C. auris, desde a sua
primeira transcricao, procedeu surtos nos cinco continentes povoados, seja por meio
da colonizacao extensiva ou evoluindo para infeccdes invasivas (Ribeiro et al., 2021;
De Melo et al., 2023). Na Asia, no minimo 19 paises registraram a presenca do fungo,
enquanto na Europa ao menos 14 procederam o registro. Na América, no minimo 11
paises identificaram C. auris, dentre eles o Brasil, enquanto na Africa e na Oceania, o
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patdbgeno obteve notificacdo em 6 paises e 1 pais, respectivamente (Ahmad;
Asadzadeh, 2023).

Estudos moleculares, a partir de isolados distintos geograficamente,
confirmaram que o patdogeno surgiu independente e possivelmente de forma
simultdnea em todo o globo (Sarma; Upadhyay, 2017). Desse modo, cinco clados
geogréficos sdo descritos atualmente, a saber Sul da Asia - Clado I; Leste Asiatico -
Clado II; Africa do Sul - Clado I1I; América do Sul - Clado IV; Ira - Clado V (Rabaan et
al., 2022). Ao que se sabe, o fungo apresenta caracteristicas biolégicas e perfil de
resisténcia antifungico distintos a depender do clado de que os isolados provém
(Kordalewska; Perlin, 2019).

No Brasil, o primeiro caso de infeccao hospitalar por C. auris foi confirmado
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o qual ocorreu em dezembro
de 2020, no estado da Bahia, acometendo um paciente que estava internado em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI), em decorréncia de uma sindrome respiratéria
grave, resultante da COVID-19 (ANVISA, 2020; Almeida Junior et al., 2021).

Desse modo, considerando a urgéncia da situacdo, a ANVISA veio a tornar
publico, com a implementacao da nota técnica GVIMS/GGTES/ANVISA N° 11/2020,
as orientagcdes para identificacdo, prevencao e controle de C. auris em servigcos de
saude, a qual foi atualizada posteriormente pela nota GVIMS/GGTES/ANVISA N°
02/2022. Desde entéo, 10 surtos foram confirmados em diferentes estados brasileiros

e a Figura 1 mostra a linha temporal dos casos descritos até agosto de 2023.
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Figura 2: Linha temporal referente aos surtos de Candida auris no Brasil até agosto de 2023

2023
5°, 6°, 7° ¢ 8° 2023
2021 .
surtos - 10° surto - Rio de
2° surto - Bahia; Pernambuco; Janeiro;
N° de casos - 1 N° de casos - 12 N° de casos - 1
o e = 6 o 0
2020 2022 2023
1° surto - Bahia; 3° e 4° surtos - 9° surto - Séo
N° de casos - 15 Pernambuco; Paulo;
N° de casos - 48 N° de casos 1

Fonte: Adaptado de ANVISA (2023)

3.4 Disseminacao de C. auris em ambiente hospitalar e pandemia de COVID-
19

Sabe-se que a colonizacao em pacientes, por C. auris, € mais incidente que as
infeccbes invasivas. Este fator, entretanto, é preocupante, pois os ambientes
hospitalares podem favorecer a contaminacdo e propagacdao nosocomial.
Corroborando esse fato, a levedura possui mecanismos de resisténcia a medidas de
desinfecgao, suportando, inclusive, o uso de compostos de amoénia quaternaria (Tu et
al., 2022; Bensusan et al., 2022).

No contexto da pandemia do COVID-19, infeccbes fungicas emergiram
acometendo principalmente pacientes em estado grave, internados por longos
periodos, como aponta a Nota técnica GVIMS/GGTES/ANVISA N? 04/2021, a qual
prevé orientagdes sobre infec¢des fungicas invasivas (IFls) em pacientes com COVID-
19 (ANVISA, 2021).

Em alguns paises os primeiros isolados de C. auris foram descritos a partir da
segunda metade do ano de 2020, quando anteriormente nenhum registro havia sido
apontado, dentre eles destaca-se o Brasil. Com isso, a incidéncia e o aumento no

namero de casos existem, possivelmente, em detrimento do periodo em que os
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pacientes permanecem internados, do uso de equipamentos invasivos como sondas
e cateteres, além de terapias com antibioticos e corticoides. Ademais, a insuficiéncia
de medidas de controle e a caréncia do uso de EPI’s também sdo fatores contribuintes
com a deflagracao de infeccdes em ambientes de cuidado (Almeida Junior et al., 2021;
Santos et al., 2022).

Nessa perspectiva, pacientes sensibilizados imunologicamente, portadores de
comorbidades adjacentes além daqueles que permanecem hospitalizados por longos
periodos, apresentam uma maior vulnerabilidade a colonizagdo pelo microrganismo.
Outro fator que pode contribuir com a suscetibilidade do paciente ao fungo € o uso
prévio de antibidticos, considerando o perfil oportunista das infeccbes fangicas.
Entretanto, o0 CDC assegura que C. auris ndo compreende uma ameacga a pessoas
saudaveis (Horton; Nett, 2020; Ribeiro et al., 2022; Santos et al., 2023; CDC, 2023).

3.5 Biofilmes de Candida auris como mecanismo de resisténcia antifungica

A resisténcia antifungica observada em C. auris esta atrelada a fatores
adaptativos, em que os mecanismos basicos descritos sdo: a mutagcdo nos alvos das
drogas, a superexpressado dos alvos farmacoldgicos, efluxo das drogas ou limitagao
da ingestédo do farmaco e formacao de biofilmes (Ruiz; Lorenz, 2021; Sanyaolu et al.,
2022).

Constatou-se que o patdégeno cresce por meio de biofilmes tanto em superficies
abidticas quanto na pele, de modo que essas comunidades celulares, envoltas por
matriz extracelular, estao relacionadas a persisténcia ambiental do microrganismo
(Horton; Nett, 2020). Corroborando essa hipotese, Short et al. (2019) constataram por
meio de pesquisas, que o fungo em discussao permanece viavel, em ambiente seco,
por pelo menos 14 dias.

A ANVISA, em sua nota técnica GVIMS/GGTES/ANVISA N° 02/2022, sugere
que a replicagdo do patéogeno se da a partir do contato com superficies e
equipamentos médico-hospitalares, uma vez que o reservatério para o fungo pode ser
o ambiente. Ademais, os pacientes colonizados por C. auris podem nao desenvolver
a infeccdo, embora o fungo permanecga resiliente no individuo por meses. Essa
colonizacdo extensiva, contudo, favorece a transmissao clonal nosocomial (ANVISA,
2022; Tu et al., 2022).

Sob o exposto, € compreensivel que equipamentos invasivos, como cateteres,

sdo meios para o desenvolvimento de infecgbes invasivas pelo respectivo fungo, uma
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vez que, por meio da inser¢ao deste dispositivo na pele, 0 microrganismo pode se
disseminar por meio de uma candidemia. Outras superficies hospitalares, de igual
modo, correspondem a fémites para a replicacdo e transmissdo fungica, como
exemplo grades de cama, postes de soro, termdmetros, esfigmomandmetro, pisos e
outros (Horton; Nett, 2020; ANVISA, 2022).

Ademais, no que se refere a resisténcia as terapias antimicrobianas, Short et
al. (2019) constataram que biofilmes de C. auris apresentam genes regulados
positivamente para resisténcia antifungica. Além disso, Kean e Ramage (2019)
atestaram em seu estudo que o perfil de suscetibilidade dos biofilmes aos antifungicos
dependiam da maturidade destes, de modo que aqueles com 24h ou mais de
existéncia apresentaram resisténcia intrinseca as trés classes farmacolégicas

disponiveis.

3.6 Medidas de controle e investigacao de novas alternativas terapéuticas

A fim de conter a disseminacao do patégeno fungico em analise, protocolos de
controle devem ser adotados pelas entidades sanitarias. Nesta perspectiva, o CDC
aponta como medidas de controle primarias, a limpeza das maos e do ambiente
hospitalar, com énfase na area de atendimento ao paciente, além da triagem de
possiveis casos e vigilancia laboratorial (CDC, 2023).

Outrossim, o anexo IV da nota técnica GVIMS/GGTES/ANVISA N¢ 02/2022
reafirma como medidas preventivas, a higiene das maos, uso de EPI’s, além de
limpeza e desinfeccao do ambiente, os quais devem ser feitos preferencialmente por
hipoclorito de sédio (=1.000 ppm) e perdxido de hidrogénio, dois ativos com eficacia
comprovada pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) e pela OMS (ANVISA, 2022).

Ademais, a suscetibilidade reduzida de C. auris aos agentes antimicrobianos
disponiveis aponta uma necessidade urgente de buscar compostos terapéuticos
alternativos que supram a real necessidade a que se dediquem. Assim, as pesquisas
de novas estratégias sdo constantes e envolvem reaproveitamento de drogas,
desenvolvimento de compostos frente a novos alvos terapéuticos, combinacdo de
drogas e outros (Kean; Ramage, 2019; Tu et al., 2022).

Em revisdo, Tu et al. (2022) descreveram candidatos promissores ao
tratamento da levedura patogénica, em fase de pesquisa clinica. Sado exemplos de
estruturas candidatas promissoras a rezafungina e a ibrexafungerp - agentes
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inibidores de glucano-sintase; manogepix - inibidor de proteina de parede celular, e
outros compostos-teste, 0os quais demonstraram atividades antifungica promissoras.

Ademais, os produtos naturais podem contribuir com a terapéutica de infec¢des
resistentes. Os 6leos essenciais sdo substancias complexas compostas por diferentes
constituintes quimicos com atividades bioldgicas. Tais compostos sao resultantes do
metabolismo das plantas e apresentam um vasto perfil de aplicacdo, dentre eles a
erradicacao de microrganismos patogénicos. A exemplo, compostos fenélicos como
eugenol, carvacrol e farnesol sédo tipos de constituintes quimicos com potencial
fungicida (Tariq et al., 2019; Frias-De-Leon et al., 2020).
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4 METODOLOGIA
4.1 Delineamento da pesquisa

O estudo foi desenvolvido por meio de revisao integrativa da literatura, a qual
prevé a sintese do entendimento acerca de uma tematica principal mediante anélise
sistematica (Mendes; Silveira; Galvao, 2019). Para tanto, o problema de pesquisa foi
delimitado por meio da seguinte pergunta central: “Oleos essenciais apresentam

atividade antifungica promissora ao enfrentamento de Candida auris?”.

4.2 Coleta de dados

A busca de material ocorreu nos meses de julho de 2023 a outubro de
2023, utilizando como aparato de pesquisa as bases de dados cientificos Pubmed,
Biblioteca Virtual em Saude (BVS), Google Académico, SciELO e ScienceDirect.
Foram selecionados artigos nos idiomas portugués e inglés com limite temporal de 5
anos de publicacdo. Desse modo, considerou-se os estudos publicados a partir de
2019 para compor esta revisao.

1445 artigos foram apontados apds uma pesquisa ampla sobre a atividade
antifungica de 6leos essenciais frente ao fungo Candida auris. Destes, 18 artigos
foram selecionados para proceder com a leitura dos titulos e dos resumos. Foram
excluidos 6 artigos por duplicidade e, posteriormente, mais 6 artigos foram excluidos
por ndo estarem de acordo com os critérios pré-estabelecidos da pesquisa, obtendo-
se, portanto, 6 artigos para a revisao integrativa, como mostra a Figura 3.

4.3 Critérios de inclusao e exclusao

Foram incluidos artigos nas linguas portugués e inglés, com data de publicagéo
a partir de 2019, além daqueles que avaliaram o potencial antifangico de éleos
essenciais frente as cepas do fungo Candida auris, mediante testes laboratoriais,
como pesquisa em evidéncia. Artigos que nao possuiam a tematica central
relacionada semelhante ou equivalente a proposta inicial do respectivo trabalho nao
foram utilizados como parametro de observagdo, assim como o0s quais nao foram

produzidos no mesmo interregno.

4.4 Estratégia de busca
Para proceder a pesquisa, as seguintes palavras-chave foram buscadas em

associagdo com o descritor booleano “AND”: Candida auris AND 0leos essenciais
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AND atividade antifungica AND atividade antibiofilme AND mecanismo de ag¢édo. Os
mesmos termos foram pesquisados na lingua inglesa a qual possibilitou a obtencao
da maioria dos resultados, sendo igualmente pesquisadas as seguintes palavras-
chave: Candida auris AND essential oils AND antifungal activity AND antibiofilm

activity AND mechanism of action.

Figura 3. Fluxograma de artigos avaliados e selecionados, apds triagem, para

compor o estudo

1445 artigos
encontrados:
PubMed - 8 ;
Google Académico -
1380 ;
SciELO -0 ;
ScienceDirect - 47 ;
BVS -10.

Selecionadcs!ara avaliagao Apds desduplicagao 12
de titulos e resumos - 18 artigos permaneceram na
artigos analise
Incluidos na avaliagao - 12 6 artigos foram excluidos por
artigos nao atenderem os critérios

da pesquisa

Selecionados para a revisao
integrativa - 6 artigos

Fonte: Autoria propria, 2023
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os artigos selecionados contribuiram com a pesquisa do potencial
antimicrobiano dos 6leos essenciais, por meio da apresentacdo de diferentes
metodologias para avaliar a atividade dos fitocomplexos (Grafico 1), sendo elas: as
determinagbes da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo fungicida
minima (CFM) pelos métodos de microdiluicdo em caldo e difusdo em meio sélido;
atividade antibiofilme; estudo de associagao de compostos pela técnica checkerboard

e avaliagdo do mecanismo de agéo.

Grafico 1. Percentual das metodologias aplicadas nos testes de atividade antifingica
de 6leos essenciais contra C. auris avaliados em seis trabalhos

90.0%
80.0%
70.0%
60.0%
50.0%
40.0%
30.0%
20.0%
10.0%

0.0%

Microdilui¢do Difusdo em Atividade Estudo Mecanismo de
em Caldo Meio Solido Antibiofilme  Checkerboard Acdo

Fonte: Autoria propria, 2023

Constatou-se que em trés artigos foi aplicada a metodologia de microdiluicao
em caldo (Quadro 1) e, igualmente, trés estudos avaliaram a atividade antifungica dos
Oleos essenciais por meio do método de difusdo em meio sélido (Quadro 2). A
atividade antibiofilme foi definida em cinco dentre os seis artigos selecionados (Quadro
3) e, por sua vez, em dois artigos foram realizados estudos de associagédo
checkerboard (Quadro 4). Por fim, apenas um estudo prop6s o mecanismo de agao
do composto volatil, evidenciado na Figura 4.
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Quadro 1. Definicdo da concentragdo inibitéria minima e concentragao fungicida minima de
6leos essenciais contra C. auris pela metodologia de microdiluicdo em caldo

Oleo Tipo de Identificacao da Resultado Referéncia
essencial atividade cepa de C. auris

Cymbopogon | Determinagao Foram utilizadas CIMg 1,00 e Di Vito et al.,
martinii da CIMg € 10 cepas de C. CFMgyo 1,00 2023

CFMgy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%vV/v); Ativo

microdiluigao

em caldo)
Cymbopogon | Determinacao Foram utilizadas CIMgo > 4,00 € Di Vito et al.,
citratus da CIMg € 10 cepas de C. CFMgy 4,00 2023

CFMg, (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%v/v); Inativo

microdiluicdo

em caldo)
Elettaria Determinagéao Foram utilizadas CIMgo > 4,00 e Di Vito et al.,
cardamomum | da CIMg e 10 cepas de C. CFMgo > 4,00 2023

CFMgy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%v/v); Inativo

microdiluicdo

em caldo)
Coriandrum Determinagéao Foram utilizadas CIMg 0,25 € Di Vito et al.,
sativum da CIMg € 10 cepas de C. CFMgy 0,50 2023

CFMg, (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%v/v); Ativo

microdiluicao

em caldo)
Anethum Determinacao Foram utilizadas CIMgo> 4,00 e Di Vito et al.,
graveolens da CIMg e 10 cepas de C. CFMgo > 4,00 2023

CFMg, (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%v/v); Inativo

microdiluicdo

em caldo)
Cinnamomun | Determinagéo Foram utilizadas CIMgo 0,06 € Di Vito et al.,
zeylanicum da CIMg e 10 cepas de C. CFMg, 0,06 2023

CFMgy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%V/v); Ativo

microdiluicao

em caldo)
Helichrysum Determinacgao Foram utilizadas CIMgo> 4,00 e Di Vito et al.,
italicum da CIMg e 10 cepas de C. CFMgo > 4,00 2023

CFMgy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%v/v); Inativo

microdiluicao

em caldo)
Cuminum Determinacao Foram utilizadas ClMgo > 4,00 € Di Vito et al.,
cyminum da CIMg e 10 cepas de C. CFMg > 4,00 2023

CFMy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%v/v); Inativo

microdiluicao

em caldo)
Mentha x Determinacgéo Foram utilizadas CIMgo 4,00 e Di Vito et al.,
piperita da CIMg e 10 cepas de C. CFMgo 4,00 2023

CFMg, (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%v/v); Ativo

microdiluicao

em caldo)
Melaleuca Determinacgao Foram utilizadas CIMg 4,00 e Di Vito et al.,
alternifolia da CIMg e 10 cepas de C. CFMgy 4,00 2023

CFMgy, (Teste de

auris (CA1 a CA10)

(%V/v); Ativo
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microdiluicao

em caldo)
Rosmarinus Determinacgéao Foram utilizadas CIMgo 4,00 e Di Vito et al.,
officinalis da CIMg € 10 cepas de C. CFMgy 4,00 2023

CFMgy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%vV/v); Ativo

microdiluigao

em caldo)
Thymus Determinacgéao Foram utilizadas CIMgo 1,00 € Di Vito et al.,
vulgaris da CIMg e 10 cepas de C. CFMgo 2,00 2023

CFMgy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%vV/v); Ativo

microdiluicao

em caldo)
Pelargonium Determinagéao Foram utilizadas CIMgo 4,00 e Di Vito et al.,
graveolens da CIMg e 10 cepas de C. CFMgo 4,00 2023

CFMgy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%vV/v); Ativo

microdiluicao

em caldo)
Cinnamomum | Determinacao Foram utilizadas CIMgo > 4,00 € Di Vito et al.,
camphora da CIMg € 10 cepas de C. CFMg, > 4,00 2023

CFMg, (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%v/v); Inativo

microdiluicdo

em caldo)
Lavandula Determinagéao Foram utilizadas CIMg 1,00 € Di Vito et al.,
angustifolia da CIMy e 10 cepas de C. CFMy 1,00 2023

CFMgy (Teste de | auris (CA1 a CA10) | (%V/v); Ativo

microdiluicdo

em caldo)
Cinnamomum | Determinagéo Foram utilizadas CIMg 0,01 + Rosato et al.,
cassia da CIMg € 10 cepas de C. 0,01; CFMgo 2023

CFMg, (Teste de | auris (CA1 a CA10) | 0,01 £ 0,01

microdiluicdo (%V/v); Ativo

em caldo)
Lippia sidoides | Determinagao CDC B11903 A média Baldim et al.,

das CIM e CFM geométrica CIM | 2022

(Ensaio de foi equivalente a

microdiluicdo 0,281 mg/mL;

em caldo) Ativo

Fonte: Dados compilados da pesquisa, 2023

Os testes de diluicdo em caldo sdo usualmente bem aceitos e por meio deles

€ possivel determinar de forma quantitativa a atividade contra microrganismos,

definindo, portanto, a concentracao inibitéria minima (CIM) a qual refere-se a

quantidade minima de um ativo capaz de impedir o crescimento de um microrganismo

(Ostrosky et al., 2008; Pereira et al., 2022). Ademais, a concentracao fungicida minima

compreende a menor quantidade capaz de promover a morte dos micrébios

patogénicos (Tariq et al., 2019).
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Nessa perspectiva, os melhores resultados de CIM e CFM foram obtidos dos
6leos essenciais Cinnamomun zeylanicum e Coriandrum sativum do estudo de Di Vito
et al., 2023; Cinnamomum cassia, do estudo de Rosato et al., 2023 e Lippia sidoides,
trabalhado por Baldim et al., 2022, também apresentou bons resultados de CIM por
intermédio da determinagdo da média geométrica.

Desse modo, os dados extraidos dos resultados corroboram o potencial da
utilizacdo dos complexos naturais, uma vez que dados cientificos apontam que
algumas cepas de C. auris apresentam sobrevida frente as trés classes de
antifungicos, com dados de susceptibilidade demonstrando uma notavel elevacao na
concentracao inibitéria minima tanto para azb6is, quanto para polienos e
equinocandinas (Cortegiani et al., 2018).

E importante ressaltar que as médias dos valores de CIM podem sofrer
alteracées dependendo do meio de cultura em que os isolados foram testados.
Entretanto, na literatura, aceita-se que a classe dos farmacos azélicos nao apresenta
grande potencial frente as cepas de C. auris, notando-se uma resisténcia quase global
ao fluconazol (Ostrosky et al., 2008; Kordalewska; Perlin, 2019).

O potencial antimicrobiano dos compostos volateis pode ser determinado e
visualizado mediante testes in vitro sob diferentes metodologias (Tariq et al., 2019),
nessa perspectiva, a técnica de disco-difusdo permite a avaliagdo do potencial
antimicrobiano por meio de uma resposta qualitativa, dada pela notavel presenca ou
pela auséncia de halos inibitérios (Sejas et al., 2003). O Quadro 2 evidencia os

resultados dessa metodologia.

Quadro 2. Atividade antifungica de éleos essenciais medida pelo teste de disco-difusao
contra C. auris

Oleo Descricao da Identificacao Resultado Referéncia
essencial técnica da cepa de C.
auris
Melaleuca Discos de 6mm NCPF 8971 Ativo (Zona de Fernandes et
alternifolia | impregnados com inibigdo 20+1,9mm) | al., 2022

(Tea Tree) | 25uL de d6leo
essencial em
placas SDA*
inoculadas com 1
x 108 células/mL

Melaleuca Discos de 6mm NCPF 8971 Ativo (Zona de Fernandes et
leucadendr | impregnados com inibicdo al., 2022
on 25uL de dleo 13,8+1,1mm)

(Cajeput) essencial em




placas SDA*
inoculadas com 1
x 108 células/mL

Melaleuca Discos de 6mm NCPF 8971 Ativo (Zona de Fernandes et
quinquener | impregnados com inibicdo al., 2022
via (Niaouli) | 25uL de 6leo 13,3+1,1mm)

essencial em

placas SDA*

inoculadas com 1

x 108 células/mL
Thymus Discos de 6mm NCPF 8971 Ativo (Zona de Fernandes et
vulgaris impregnados com inibicéo al., 2022
(White 25uL de dleo 21,4+0,5mm)
thyme) essencial em

placas SDA*

inoculadas com 1

x 108 células/mL
Thymus Discos de 6mm NCPF 8971 Apresentou efeito Ribeiro et al.,
vulgaris impregnados com inibitério (Zona de 2022

10uL de 6leo inibicdo 42,33

essencial em 3,77mm)

placas SDA*

inoculadas com 1

x 10° células/mL
Thymus Discos de 6mm NCPF 8971 Apresentou efeito Ribeiro et al.,
zygis impregnados com inibitorio (Zona de 2022

10uL de 6leo inibicdo 28,25 +

essencial em 1,09mm)

placas SDA*

inoculadas com 1

x 10° células/mL
Thymus Discos de 6mm NCPF 8971 Apresentou efeito Ribeiro et al.,
satureioides | impregnados com inibitério (Zona de 2022

10uL de 6leo inibicdo 20,00

essencial em 0,63mm)

placas SDA*

inoculadas com 1

x 10° células/mL
Thymus Discos de 6mm NCPF 8971 Apresentou efeito Ribeiro et al.,
mastichina | impregnados com inibitério baixo (Zona | 2022

10uL de 6leo de inibicao 13,60 +

essencial em 1,36mm)

placas SDA*

inoculadas com 1

x 10° células/mL
Lippia 5uL de_éleo CDC B11903 | Zona de inibicao Baldim et al.,
sidoides essencial foram presente (sem 2022

colocados na
superficie da
placa SDA*
inoculadas com 1
x 108 células/mL

medida)

SDA* = Agar Sabouraud Dextrose
Fonte: Dados compilados da pesquisa, 2023
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A maioria dos 0leos essenciais testados demonstraram resposta antifungica
por meio da formacao de halos inibitérios. Entretanto, aqueles que desempenharam
um potencial mais efetivo, com maiores zonas de inibicdo, foram Melaleuca
alternifolia, Thymus vulgaris, Thymus zygis e Lippia sidoides. Sendo assim, a
utilizagdo dos compostos volateis pode ser explorada no combate aos microrganismos
patogénicos de modo que a atividade biolégica de tais compostos da-se em razao dos
seus constituintes quimicos, sendo a maioria terpenos ou terpendides (Swamy et al.,
2016).

Assim como ocorre em demais espécies do género Candida, C. auris possui a
capacidade de formar biofilmes, sendo um mecanismo de resisténcia crucial para o
microrganismo. A sua colonizacao pode ocorrer tanto na pele quanto em superficies
abidticas, caracteristica essa que implica no alto indice de transmissibilidade e na
resisténcia do patdégeno ao arsenal de drogas disponiveis para terapia, reforcando a
sua permanéncia intrinseca em ambientes e dispositivos médico-hospitalares (Kean;
Ramage, 2019; Horton; Nett, 2020; Bensusan et al., 2022).

O estudo desenvolvido por Dominguez et al. (2019) demonstrou que a matriz
extracelular dos biofilmes de C. auris, constituida por um polissacarideo complexo de
manana-glucano, apresenta um papel proeminente na resisténcia antifungica, isso
porque a pesquisa evidenciou que a estrutura foi capaz de sequestrar mais de 50%
da droga administrada aos biofilmes, sendo o fluconazol radiomarcado.

Com isso, estratégias para combater os biofilmes sdo necessarias e os 0leos
essenciais podem contribuir com 0 manejo da problematica. O Quadro 3 evidencia os

resultados dos 6leos essenciais com eminente atividade antibiofilme.



Quadro 3. Avaliagcao da atividade antibiofilme de éleos essenciais contra cepas de C. auris

Oleo essencial | Método de avaliacao | Identificacao da cepa de Resultado Referéncia
C. auris
Cinnamomun | Quantificagdo de Cepa CA10 Inibiu biofilmes pré-formados de Di Vito et al.
zeylanicum na | biomassa apés C. auris com significancia p 2023
CIM 0,06 (v/v) | coloragdo com cristal <0,0001
de violeta e analise de
absorbéancia (560nm)
Melaleuca Viabilidade NCPF 8971 A aplicacdo de 25 uL de 6leo | Fernandes et
alternifolia (Tea | determinada por essencial inibiu o crescimento al., 2022
Tree) unidades formadoras total do biofilme e reduziu
de colénia (UFC) por significativamente as células
mL vidveis de biofilmes pré-
formados de 24h
Melaleuca Viabilidade NCPF 8971 A aplicagdo de 25 uL de 6leo | Fernandes et
leucadendron determinada por essencial inibiu o crescimento al., 2022
(Cajeput) unidades formadoras total do biofilme e erradicou
de colénia (UFC) por completamente os biofilmes pré-
mL formados de 24h
Melaleuca Viabilidade NCPF 8971 A aplicacdo de 25 uL de 6leo | Fernandes et
quinquenervia determinada por essencial inibiu o crescimento al., 2022
(Niaouli) unidades formadoras total do biofilme e reduziu
de colénia (UFC) por significativamente as células
mL vidveis de biofilmes pré-
formados de 24h
Thymus vulgaris | Viabilidade NCPF 8971 A aplicacdo de 25 uL de 6leo | Fernandes et
(White thyme) determinada por essencial inibiu o crescimento al., 2022
unidades formadoras total do biofilme e erradicou
de colénia (UFC) por completamente os biofilmes pré-
mL formados de 24h
Thymus vulgaris | Viabilidade NCPF 8971 Inibiu completamente os | Ribeiro et al.,
determinada por biofilmes na concentragdo de 2022

unidades formadoras

100% e reduziu

29



30

de coldnia (UFC) por
mL

significativamente na
concentracao de 50%

Thymus zygis Viabilidade NCPF 8971 Inibiu completamente os | Ribeiro et al.,
determinada por biofilmes tanto na concentragéo 2022
unidades formadoras de 100% quanto 50%.
de colbnia (UFC) por
mL
Thymus Viabilidade NCPF 8971 Inibiu completamente os | Ribeiro et al.,
satureioides determinada por biofilmes na concentragédo de 2022
unidades formadoras 100%, porém na concentragao
de colénia (UFC) por de 50% nao apresentou grande
mL potencial
Thymus Viabilidade NCPF 8971 Tanto na concentragédo de 100% | Ribeiro et al.,
mastichina determinada por quanto em 50% os resultados 2022
unidades formadoras antibiofilme foram pouco
de colénia (UFC) por significativos
mL
Cinnamomum | Quantificagdo de Cepa CA10 Erradicou biofilmes pré- | Rosato et al.,
cassiana CIM | biomassa apos formados 2023
0,02 (v/v) coloragao com cristal
de violeta e analise de
absorbancia (560nm)
Lavandula Quantificagao de DSM 21092 Inibiu  biofilmes priméarios e | De Alteriis et
angustifolia biomassa apos derivados de persistentes. al., 2021

coloragao com cristal
de violeta

Fonte: Dados compilados da pesquisa, 2023
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Os resultados sao importantes, pois os biofilmes além de favorecerem a
resisténcia a farmacos antimicrobianos sao descritos amplamente como tolerantes a
medidas de desinfec¢do (Horton; Nett, 2020). Nesse sentido, os 6leos podem ser
utilizados de modo a sinergizar com drogas antifungicas ou podem ser utilizados para
o desenvolvimento de desinfetantes para as superficies (Parker et al., 2022).

Ademais, estudos Checkerboard sao utilizados a fim de avaliar acdes
sinérgicas, aditivas ou antagdnicas decorrentes da analise da interacdo entre
compostos (Ferreira et al., 2023). Nesse sentido, por se objetivar a andlise do
potencial dos dleos essenciais, dois trabalhos trouxeram essa metodologia, conforme
os resultados sao apresentados no Quadro 4.

Quadro 4. Avaliagao de sinergia entre compostos por método Checkerboard em cepas

de C. auris

Oleo essencial Tipo de atividade Resultado Referéncia
Cinnamomun Estudo de associagdo | Sinérgico Di Vito et al., 2023
zeylanicum do OE com fluconazol

(Checkerboard)
Cinnamomum Estudo de associagcdo | Nenhum Rosato et al., 2023
cassia do OE com fluconazol | comportamento

(Checkerboard) sinérgico encontrado
Cinnamomum Estudo de associacdo Nenhum Rosato et al., 2023
cassia do OE com comportamento

micafungina sinérgico encontrado

(Checkerboard)

Fonte: Dados compilados da pesquisa, 2023

O estudo de associacao conduzido por Di Vito et al. (2023) demonstrou que a
interacao entre o éleo essencial e a droga permitiu que a concentracédo do fluconazol
caisse para dentro da faixa de eficacia farmacoldgica, o que apresenta possibilidades
referente ao potencial sinérgico de Cinnamomum zeylanicum. Rosato et al. (2023),
entretanto, ndo observaram nenhum efeito sinérgico entre as drogas testadas com o
6leo Cinnamomum cassia.

Com o entendimento acerca das caracteristicas do patégeno C. auris, a
resisténcia antifungica, intrinseca ou adquirida, passou a ser reportada para o
respectivo fungo como uma norma (Lockhart, 2019). Nesta perspectiva, justificam-se
as pesquisas de novas estratégias para enfrentar a problematica, de modo que os

Oleos essenciais ou extratos se apresentam como uma alternativa a terapia das
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infeccbes resistentes, em razdo do potencial comprovado contra diversos
microrganismos, atuando sob diferentes moléculas-alvo ou em concomitancia aos
medicamentos, influenciando seus efeitos terapéuticos (Silva et al., 2019).

Ademais, os 6leos essenciais agem danificando a parede celular fungica,
mediante diferentes processos. A partir da permeabilizacao, sdo capazes de penetrar
e romper a parede da célula, assim como causam a desagregacao das membranas
mitocondriais. Além disso, a administragdo de tais compostos volateis promove a
interrupcéo na producgéo de ATP, ocasionando danos funcionais para a célula do fungo
(Swamy et al., 2016; Tariq et al., 2019).

Di Vito et al. (2023) propuseram ainda o mecanismo de acao de Cinnamomum
zeylanicum em associagdo com fluconazol, testados em células fungicas de C. auris.
Nesse sentido, os autores atestaram que, na presenca do 6leo de Cinnamomum
zeylanicum, as bombas de efluxo dependentes de ATP foram inativadas, causando o
aprisionamento do fluconazol dentro da célula, o que resgatou o seu potencial de acao
(Figura 4).
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Figura 4: Mecanismo de agéo do 6leo essencial Cinnamomum zeylanicum em

associagao com fluconazol, em cepas de C. auris

°
° e
t

L] | o O A
Essential Oil of
Candida auris ATPase cfflux Fluconazole Cimnamomum ERG11
pumps zeylanicum

*ATPase efflux pumps = bomba de efluxo ATPase; *Fluconazole = fluconazol; *Essencial Oil of

Cinnamomum zeylanicum = 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum; *ERG11 = gene ERG11

Fonte: Di Vito et al., 2023

Ademais, nao foi encontrado na literatura estudos anti-Candida auris, in vivo, em
modelos animais, que avaliassem o potencial antifingico dos 6leos essenciais frente

cepas deste patdgeno.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se, portanto, que a atividade biol6gica dos 6leos essenciais foi avaliada
majoritariamente mediante testes in vitro, a partir da andlise de 6 artigos,
demonstrando o perfil promissor dos compostos volateis na aplicabilidade terapéutica.

As principais técnicas utilizadas para avaliar o potencial bioativo dos
compostos, definindo CIM e CFM, foram a microdiluicdo em caldo e difusdo em meio
sblido, de modo que os melhores resultados foram observados nos 6leos de
Cinnamomun zeylanicum, Coriandrum sativum, Cinnamomum cassia, Lippia sidoides,
Melaleuca alternifolia, Thymus vulgaris e Thymus zygis.

Com relacao aos biofilmes, a maioria dos 6leos aplicados em teste, com
excecao de Thymus mastichina, apresentaram resultados promissores quanto a
capacidade de erradicacao de biofilmes pré-formados, bem como a sua aplicacao na
inibicdo dos novos.

Ademais, no que versa a avaliacdo do potencial sinérgico entre compostos,
dois trabalhos propuseram essa metodologia e apenas um 6leo essencial apresentou
sinergia com antifungico utilizado na clinica médica. Por fim, apenas um artigo propds
a elucidacao de possivel mecanismo de acado do 6leo essencial de Cinnamomum
zeylanicum, em associacdo com Fluconazol, sugerindo papel da inativacdo de

bombas de efluxo mediado pela aplicacao de tal composto volatil.
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