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RESUMO

Candidiase é a mais frequente infec¢ao fangica oportunista, causada por leveduras
do género Candida. Dentre as espécies causadoras, a mais comum é C. albicans.
Entretanto, nas Ultimas decadas, outras espécies de Candida sdo comumentes
isoladas de material clinico. Além disso, existe uma grande dificuldade no
tratamento, relacionado aos seus efeitos adversos, toxicos e alto custo dos
antifingicos. Sendo assim, é de fundamental importancia a busca por novos
farmacos com acado antifungica, sendo os Oleos essenciais excelentes alternativas
para esse proposito. Portanto, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
do oleo essencial de M. spicata na inibicdo do crescimento de C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei e C. guilliermondie. Foi realizada a avaliacdo das atividades
antifngicas in vitro através da determinagdo da CIM e CFM. Os resultados
mostraram que o Gleo essencial de M. spicata apresentou uma CIM de 512 ug/mL,
em 70% das cepas estudadas, sendo a mais sensivel a cepa ATCC 90030 (C.
glabrata), que apresentou uma CIM de 256 pg/mL e as mais resistentes as cepas
LM 512 e LM 221 (C. glabrata), que apresentaram uma CIM maior 512 pg/mL. Os
dois antifungicos comerciais testados apresentaram 0s seguintes resultados, a
anfotericina B CIM de 0,5 pg/mL, para 80% das cepas testadas e as mais resistentes
as cepas LM 802 e LM 713 (C. krusie e C. tropicalis, respectivamente), que
apresentaram uma CIM maior que 8ug/mL. J& o fluconazol apresentou CIM de
lpg/mL para 50% das cepas testadas e uma CIM maior que 16 pg/mL para as
outras 50%. O Oleo apresentou uma moderada atividade antifangica frente as cepas
de C. krusie, C. tropicalis e C. guilliermondie, entretanto, das trés cepas de C.
glabrata testadas, duas (LM 512 e LM 221) apresentaram moderada ou fraca
atividade, mas a cepa ATCC 90030 demostrou uma forte atividade antifangica.
Neste estudo todas as cepas demostraram uma CFM de 8192 ug/mL, apresentando
uma razdo CFM/CIM > 2, determinando assim um efeito prevalecente fungistatico. O
Oleo essencial Mentha spicata demonstrou moderada atividade antifingica contra a
grande maioria das cepas de Candida n&o albicans testadas, com efeitos
bacteriostaticos observados. Os resultados do presente estudo indicam que este
O0leo deve ser estudado mais extensivamente para explorar seu potencial no
tratamento de doencas infecciosas, principalmente a partir do estudo dos seus
constituintes quimicos.

Palavras-chave: Candidiase, Candida spp., Mentha spicata.



ABSTRACT

Candidiasis is the most frequent fungal opportunistic infection caused by yeast of the
genus Candida. Among the causative species, the most common is C. albicans.
However, in the last decades other species of Candida are commonly isolated from
clinical material. In addition, there is great difficulty in treatment, related to its adverse
effects, toxic and high cost of antifungal. Therefore, the search for new drugs with
antifungal action is of fundamental importance, and essential oils are excellent
alternatives for this purpose. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
activity of the essential oil of M. spicata in inhibiting the growth of C. glabrata, C.
tropicalis, C. krusei and C. guilliermondie. The evaluation of in vitro antifungal
activities was performed through the determination of MIC and CFM. The results
showed that the essential oil of M. spicata presented a MIC of 512 pug / mL in 70% of
the strains studied, the most sensitive being the ATCC 90030 strain (C. glabrata),
which had a MIC of 256 yg / mL and the most resistant strains LM 512 and LM 221
(C. glabrata), which presented a MIC of 512 pug / mL. The two commercial antifungal
agents tested showed the following results, amphotericin B MIC 0.5 pg / ml, for 80%
of the strains tested and the most resistant strains LM 802 and LM 713 (C. krusie and
C. tropicalis, respectively) , who presented an MIC of more than 8 pg / mL. On the
other hand, fluconazole had a MIC of 1ug / mL for 50% of the strains tested and a
MIC greater than 16 ug / mL for the other 50%. The oil had a moderate antifungal
activity against C. krusie, C. tropicalis and C. guilliermondie strains; however, of the
three strains of C. glabrata tested, two (LM 512 and LM 221) presented moderate or
weak activity, but the strain ATCC 90030 demonstrated strong antifungal activity. In
this study all strains showed a CFM of 8192 ug / mL, presenting a CFM / MIC ratio>
2, thus determining a prevailing fungistatic effect. The essential oil Mentha spicata
showed moderate antifungal activity against the great majority of non-albicans
Candida strains tested, with observed bacteriostatic effects. The results of the
present study indicate that this oil should be studied more extensively to explore its
potential in the treatment of infectious diseases, mainly from the study of its chemical
constituents.

Keywords: Candidiasis, Candida spp., Mentha spicata.
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1. INTRODUCAO

As infeccdes fungicas alcancaram uma importancia consideravel ao longo das
Gltimas décadas devido a um aumento na prevaléncia. ISso ocorre em consequéncia
de uma alta significativa na incidéncia de agentes oportunistas. Elas ocasionam um
problema sanitario mundial. A epidemiologia dos agentes etiologicos varia de acordo
com varios fatores, dentre eles, o clima e as caracteristicas culturais e
socioecon6micas da populagéao. (WILLE, ARANTES E SILVA, 2009; PEREIRA, C.A
et al., 2014)

Candidiase € a mais frequente infeccao fungica oportunista, sendo causada por
leveduras do género Candida. Estas atingem superficies cutdneas e membranas
mucosas resultando em infec¢des, como candidiase oral, candidiase vaginal e
onicomicoses. A depender do comprometimento dos sistemas especificos ou
inespecificos de defesa do hospedeiro, as infecgcdes também podem evoluir a
estados sistémicos, resultando em septicemias, meningites e endocardites,
causando mortalidade e morbidade. (RUKAYADI et al., 2011; YANG et al., 2011,
KOTHAVADE et al., 2010).

Dentre os especies causadores da candidiase a mais comum € C. albicans.
Entretanto, ultimamente, as espécies de Candida nao albicans, como C. glabrata, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. kefyr, C. lusitaniae, C.
famata e C. norvegensis, sao comumentes isoladas de material clinico, ganhando
destaque como agentes causadoras de infec¢des.(OBEROI et al., 2012; RUKAYADI
etal., 2011; COUTO et al., 2011; SANTOS, 2009).

Em consequéncia desse aumento significativo das infec¢bes fungicas, houve
um crescente uso de antifungicos, como fluconazol, itraconazol, cetoconazol,
caspofuginas, nistatina e anfotericina B, consequentemente os fungos
desenvolveram uma rapida resisténcia a varios desses medicamentos disponiveis.
Além disso, um outro motivo do agravamento dessas infeccbes é a grande
dificuldade no tratamento, relacionado aos seus efeitos adversos, toxicos e alto
custo, sendo observada uma alta taxa de mortalidade em pacientes
imunocomprometidos (BONI; FEIRIA; HOFLING, 2017; PEIXOTO, 2010).

Portanto, devido a necessidade de novas alternativas de tratamento, o uso de
plantas medicinais na forma de extratos purificados, 6leos ou compostos bioativos

tem sido alvo de muitas pesquisas nos ultimos anos, com o objetivo de descobrir
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compostos efetivos contra esses organismos resistentes e que possuam uma menor
toxicidade ao hospedeiro. (BONI; FEIRIA; HOFLING, 2017).

Entre as plantas medicinais, o género Mentha da familia Lamiaceae,
desmostrou em estudos sua atividade antibacteriana, antiviral e antifangica, devido a
presenca de compostos bioativos, como os 06leos essenciais (SAHARKHIZ et al.,
2012). Dentre os compostos mais comumente encontrados no 6leo essencial de
Mentha spp. estdo a carvona (MKADDEN et al, 2009), limoneno, mentofurano
(SAHARKHIZ et al., 2012) e pulegona (JALILZADEH et al., 2014).

Os 6leos essenciais sdo constituidos de misturas de compostos volateis e ricos
em compostos biologicamente ativos (SILVA et al., 2013; LIMA et al., 2012; SAAD et
al., 2010) possuem atividade, antioxidante (MASKOVIC et al., 2013; XU et al., 2013),
anti-inflamatoria (RAMOS et al., 2013; ARUMUGAM et al.,, 2008) antibacteriana
(GUERRA et al., 2013; CASTRO, et al., 2011) e antifungica (TYAGI et al., 2013;
KHAN & MALIK, 2012; OLIVEIRA et al., 2011). A atividade dos 6leos essenciais
contra fungos do género Candida, vem sendo muito estudada nos ultimos anos, na
busca por alternativas terapéuticas para o tratamento da candidiase. Contudo, os
mecanismos de acdo desses compostos ndo estdo completamente elucidados, mas,
supfe-se que a maioria desses Oleos possuam acdo antifungica atravées de
modificacdes na estrutura da parede celular (PALMEIRA - DE - OLIVEIRA et al.,
2009; ABRANTES, 2013).

A pesquisa de um novo antifingico com acdo sobre fungos potencialmente
patogénicos ou oportunistas se faz necessaria, levando-se em consideracdo a
crescente importancia clinica e epidemiolégica dispensada as infeccfes micoticas a
necessidade de alternativas viaveis aos tratamentos destas enfermidades. Portanto,
este trabalho propde avaliar a eficacia do oléo essencial de Mentha spicata L. na

inibicdo do crescimento de leveduras pertencentes a espécie Candida nao albicans.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Candida spp e candidiase

Leveduras de Candida spp. pertencem ao Reino Fungi, Divisdo Eumycota,
Subdivisdo Deuteromycotina, Classe Hemiascomycetes, Ordem Saccharomycetales,
Familia Sacchamycetaceae (HOOG et al., 2011). Apresentam-se de forma
arredondada ou oval, medindo aproximadamente 2,0 a 6,0 pm. No cultivo
apresentam-se col6nias de coloragéo branca a creme, com superficie lisa ou rugosa.
Replicam-se normalmente de forma assexuada, por brotamento, e crescem em
condi¢des de aerobiose ou microaerofilia. (SCHULZE, 2009).

Dependendo da espécie, podem apresentar-se de trés formas diferentes,
leveduriforme, hifa e/ou pseudo-hifa (THOMPSON, CARLISLE, & KADOSH, 2011).
Todas as espécies possuem capacidade de crescer na sua forma leveduriforme por
gemulagéo, originando os blastoconidios, estruturas com forma redonda a oval e
tamanho compreendido entre 2-5 x 3-7 um. A morfologia das formas filamentosas é
influenciada pelo seu modo de formacgéo (SILVA et al., 2012).

As hifas verdadeiras se desenvolvem a partir de uma estrutura inicial, o tubo
germinativo, e o citoplasma se encontra dividido por septos (invaginacdes da parede
celular que dividem as hifas em compartimentos), ja as pseudohifas formam-se por
gemulacédo a partir da célula leveduriforme, verificando-se a auséncia de septos, em
gue as gémulas formadas ndo se destacam da célula-méae, constituindo um
protoplasma continuo (DEORUKHKAR & SAINI, 2015; SILVA et al., 2012).

As leveduras do género Candida embora sejam habitantes comensais de
diversas partes do corpo, colonizando o trato gastrointestinal em 80% da populacao
adulta saudavel e a vagina em 20 a 30% das mulheres, nos hospitais correspondem
a cerca de 80% das infeccdes fungicas documentadas (AVRELLA; GOULART, 2008;
ALVARES; SVLDZLNSKI; CONSOLARO, 2007).

Sao conhecidas mais de 200 espécies de leveduras desse género, entretanto,
as de interesse clinico sédo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C.
krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata,
C. utilis, C. lipolytica, C. norvegensis e C. inconspicua (PEIXOTO et al., 2014).
Apesar de em 80-90% dos casos ser causada por C. albicans, as espécies de

Candida nao albicans, sédo responsaveis por cerca de 10-20% dos casos, atribuidos
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a C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. guilliermondii (BHAWNA,
SANGEETA, & UDAYAN, 2015; MILHOMENS, MACHADO, MORAES, BORGES, &
DINIZ, 2014). A taxa de mortalidade média associada € de 50% (30-80%), 29% e
40% (30-70%) para C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, respectivamente
(KOLACZKOWSKA & KOLACZKOWSKI, 2016).

A candidiase é a quarta doenca que mais afeta pessoas no mundo dentre as
infeccdes sanguineas hospitalares, superando infeccBes causadas por bactérias
gram negativas. A frequéncia de infec¢gdes por Candidas vem aumentando
regularmente em hospitais de todo o mundo. (PFALLER e DIEKEMA, 2007). No
Brasil, a candidiase foi a segunda micose que mais matou pacientes HIV (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) positivos entre os anos de 1996 e 2006, sendo as
regides Sudeste e Nordeste as que apresentaram um maior niamero de mortes.
(PRADO et al., 2009).

Esta doenca pode apresentar um quadro agudo, subagudo ou cronico,
podendo ainda ser superficial ou profundo, mas sempre de carater oportunista. Os
locais mais acometidos sdo as mucosas oral e vaginais, a pele, brénquio, pulméo,
trato gastrointestinal, rim, baco, figado e coracédo, podendo se tornar sistémica.
(PAPPAS et al., 2006)

Dentre os tipos de candidiase, uma das mais comuns € a oral, diagnosticada
pelos aspectos clinicos, sdo observadas numerosas formas de expressao, sendo a
forma aguda pseudomembranosa, conhecida popularmente como sapinho, a mais
comum. A candidiase vaginal ocupa 0 segundo lugar dentre as vaginites.
Aproximadamente 75% das mulheres adultas apresentam pelo menos um episédio
de candidiase vaginal em sua vida, os sintomas sdo geralmente leucorréia, fissuras,
dor, prurido, entre outros. (SOBEL, 2007). Ja a candidiase cutanea ocorre em
regides mais umidas do corpo como axilas, espacos interdigitais, mamas, virilhas e
unhas (PEIXOTO et al., 2014).

A candidiase sistémica ou candidemia, geralmente ocorrem em pacientes com
doencas debilitantes, neoplasicos, HIV positivos e/ou pacientes que passaram por
procedimentos cirlrgicos e cateterismos. A infeccdo pode acometer diferentes
orgaos e tecidos mais internos, como articulacées, coracdo, figado, meninges, rins,
bexiga, pulmdes e olhos (PEIXOTO et al., 2014).

Os fatores de predisposicao para a doenca sao, extremos de idade como idade

avancada e neonatos, doencas hormonais, a incidéncia de HIV, exposi¢éo frequente
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a antifingicos, tratamentos com quimioterapicos, resisténcia a antifingicos,
desnutricdo aguda, dietas ricas em carboidratos, uso de préteses dentarias, doencas
cronicas e baixa imunidade (MARSH & MARTIN, 2005; MONTERO ET AL., 2012;
MARTINS NETO ET AL., 2005).

2.1.1 Fatores de viruléncia

Quando ocorre um desequilibrio entre a microbiota e as leveduras do género
Candida isso propicia o estabelecimento da candidiase. Este fungo leveduriforme
apresenta como principais fatores de viruléncia, aderéncia, pleomorfismo,
variabilidade fenotipica (“switching”), produgéo de toxinas e enzimas extracelulares
(RIBEIRO et al., 2004)

A capacidade que o micro-organismo tem de aderir a superficie das células do
hospedeiro, representa o primeiro estagio de patogénese. A adesédo é mediada por
proteinas especificas — adesinas — localizadas na parede celular fungica, bem como
por fatores inespecificos, onde se incluem propriedades fisicoquimicas como a
hidrofobicidade, forcas electrostaticas e de Van der Walls e pontes de hidrogénio
(GIOLO & SVIDZINSKI, 2010; SILVA et al., 2012). A hidrofobicidade da superficie da
mucosa, a presenca de acucar no meio e formacdo de tubo germinativo parecem
interferir no processo de adesdo (MANFREDI et al. 2007).

Espécies desse género podem também aderir a superficies de dispositivos
médicos e formar biofilmes. A adeséo de Candida sp. em dispositivos como o cateter
facilita o aparecimento de candidemia e a formacdo de uma massa de micro-
organismos, incluindo Candida sp., denominada de biofilmes, que torna o micro-
organismo mais resistente aos antifangicos (CHANDRA et al. 2001, AULER et al.
2009). Os biofilmes podem ser constituidos por células de diferentes morfologias,
hifas e células leveduriformes (blastoconidios), exceto os de C. glabrata,
constituidos apenas por blastoconidios (FINKEL & MITCHELL, 2011; RODRIGUES,
SILVA, & HENRIQUES, 2014; SARDI et al., 2013).

A ALS (agglutinine-like sequence) € uma familia de oito genes que codificam
glicoproteinas (adesinas) que possuem capacidade de adesao a célula hospedeira e
a outros micro-organismos, podendo desencadear infeccfes mistas a sua expressao
vai depender, entre outros fatores, da morfologia da espécie fangica. Foram

relatadas em C. tropicalis trés proteinas Als, em C. parapsilosis cinco proteinas Als e
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seis Pga (outras proteinas de membrana) e em C. dubliniensis as adesinas séo
codificadas por um gene semelhante ao de C. albicans, podendo apresentar
diferencas na sua regulacdo (SILVA et al., 2012; SULLIVAN et al.,, 2004). Em C.
glabrata Als néo foi relatada, foi identificada uma outra familia de genes, genes EPA,
codifica as proteinas Epa (epithelial adhesin), principais responsaveis pelo processo
de adesdo as células epiteliais (BRUNKE & HUBE, 2013; MODRZEWSKA &
KURNATOWSKI, 2015).

O pleomorfismo se d& pela capacidade de algumas espécies de Candida se
alterarem reversivel entre a forma leveduriforme (crescimento isotropico) e a
filamentosa, hifa e/ou pseudo-hifa (crescimento apical). Essas transicbes na
morfologia podem ocorrer devido a modificagdes ambientais como por exemplo,
mudanca de pH e exposi¢cdo ao soro sanguineo (GOW et al., 2012; VYLCOVA et al.,
2011; JACOBSEN et al.,, 2012). Esse mecanismo de viruléncia aumenta a
patogenicidade de algumas espécies de Candida, como a C. albicans, C. tropicalis e
C. dubliniensis, atribuindo-lhes uma maior resisténcia a fagocitose e facilitando a
invasdo da célula hospedeira (SARDI et al.,, 2013; SILVA et al.,, 2012). Esse
pleomorfismo é significativo para a patogenicidade desse género, e esta envolvido
no seu processo de infec¢cdo (MAYER et al., 2013).

As espécies C. albicans, C. tropicalis e C. dubliniensis por possuirem
capacidades de formacdo de hifas, apresentam uma maior predilecdo a adeséo e
invasao subsequente. Ja a viruléncia de C. glabrata ndo depende da sua morfologia
(BRUNKE & HUBE, 2013).

As enzimas hidroliticas extracelulares constituem o fator de viruléncia com
maior significado na infec¢éo por Candida spp., por degradarem a célula hospedeira,
0 que facilita a colonizacdo e o estabelecimento da infeccdo (DEORUKHKAR &
SAINI, 2013). As enzimas sado, aspartil proteinases (Saps), fosfolipases, lipases, e
hemolisinas, sendo as proteases e fosfolipases as de maior relevancia
(DEORUKHKAR et al., 2014b; SARDI et al., 2013; SILVA et al., 2012).

As proteases sdo enzimas que degradam a queratina, o colagéno e mucina
gue sdo proteinas que formam as membranas epitelial e mucosa da célula
hospedeira, além disso, degradam também componentes de defesa do sistema
imunolégico, como as imunoglobulinas, complemento e citoquinas, comprometendo
0 sistema imune do hospedeiro (DEORUKHKAR et al.,, 2014b; GIOLO &
SVIDZINSKI, 2010; WILLIAMS & LEWIS, 2011).
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Segundo estudos C. albicans é a espécie com maior atividade proteolitica,
embora se tenha verificado em outras espécies como, C. tropicalis, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. parapsilosis e C. dubliniensis (DEORUKHKAR & SAINI, 2015a;
DEORUKHKAR & SAINI, 2013; SARDI et al., 2013). Na espécie de C. parapsilosis,
foram identificados 3 genes que codificam Saps (SAPP1-SAPP3), em C. tropicalis
pelo menos 4 genes que codificam Saps (SAPT1-SAPT4) e em C. glabrata um tipo
de Sap, nao especificado. No caso de C. dubliniensis, estdo descritos 8 genes que
codificam Saps (WHIBLEY & GAFFEN, 2015).

Fosfolipases (PLs) sdo proteinas que hidrolisam as ligacbes éster dos
fosfolipidos da membrana da célula hospedeira, transformando-os em acidos
graxos, assim expdem os receptores de membrana, facilitando os processos de
adesdao e invasao, destruindo a célula hospedeira (DEORUKHKAR & SAINI, 2015a;
DEORUKHKAR et al., 2014a; SILVA et al., 2012; WILLIAMS & LEWIS, 2011). Foram
identificados 7 genes que codificam fosfolipases, PLA, PLB1, PLB2, PLC1, PLC2,
PLC3 e PLD1 (SARDI et al., 2013; WILLIAMS & LEWIS, 2011). Dentre as espécies
de C. nado albicans que possuem atividade fosfolipidica estdo a C. parapsilosis, C.
glabrata, C. tropicalis e C. dubliniensis (DEORUKHKAR & SAINI, 2015a).

As lipases sao enzimas que hidrolisam os triacilglicerdis para a obtencao de
nutrientes. Estas enzimas favorecem a adesao a célula hospedeira e desencadeiam
processos inflamatérios ao afetarem o sistema imunologico (SARDI et al., 2013). A
grande maioria das espécies de C. ndo albicans possuem a capacidade de produzir
hemolisinas, um fator hemolitico essencial, que culmina com a destruicdo dos
eritrocitos da célula do hospedeiro (RODRIGUES et al., 2014; SARDI et al., 2013;
SILVA et al., 2012).

Um outro fator de viruléncia importante é a capacidade de switch fenotipico
entre colonias geneticamente semelhantes, dentre as C. ndo albicans que possuem
esse mecanismo esta a C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. dubliniensis, C. tropicalis e
C. glabrata, onde se encontram descritos diferentes fenétipos baseados na cor que
apresentam em meio de cultura com Sulfato de Cobre (CuSO4) (DEL VALLE, 2015;
LASTAUSKIENE, CEPUTYTE, GIRKONTAITE, & ZINKEVICIENE, 2015;
TSCHERNER, SCHWARZMULLER, & KUCHLER, 2011).
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2.1.2 Candida glabrata

A Candida glabrata surge como um importante patdogeno hospitalar,
constituindo-se na segunda ou terceira espécie mais comum na maioria das
candidiases, esta associada a candidemias e infeccbes em pacientes
imunocomprometidos. C. glabrata € de especial importancia porque apresenta
resisténcia natural ao fluconazol, mas nao apresenta a capacidade de formacéo de
hifas, responsavel pela invasdo tecidual. A producdo de proteinas relacionadas a
adeséo celular é pouco estudada nessa espécie. Outro aspecto interessante sobre a
epidemiologia deste patdégeno é sua maior ocorréncia em pacientes idosos. (FIDEL
JR ET AL., 1999; BARBEDO & SGARBI, 2010).

2.1.3 Candida parapsilosis

A Candida parapsilosis € uma espécie de micro-organismo que pode ser
isolada de mucosas, pele e unhas de seres humanos e sao pertencentes a
microbiota, observada mais frequentemente em criancas e recém-nascidos
prematuros internados em unidades de terapia intensiva. O aumento desse micro-
organismo como agente etiolégico de candidemia esta envolvido com a
hospitalizacdo prolongada e baixa do sistema imunologico dos pacientes. Infeccdes
por C. parapsilosis estdo associadas com manifestacdes clinicas como fungemia,
endocardite, peritonite e artrite (BARBEDO & SGARBI, 2010). Prolifera-se em
solugdes contendo glicose, tem grande capacidade de produzir biofilme, secrecédo de
proteases extracelulares e resisténcia a farmacos conhecidos. Como fatores de
viruléncia, a C. parapsilosis apresenta producdo de proteinases e fosfolipases e
formacdo de pseudohifa, porem, de uma forma menos virulenta que C. albicans
(BARBEDO & SGARBI, 2010; COLOMBO & GUIMARAES, 2003).

2.1.4 Candida tropicalis

A Candida tropicalis tem sido relatada como o segundo ou terceiro agente
etiolégico mais comum de candidemia em pacientes com neoplasias, sendo sua
frequéncia maior em leucemias (COLOMBO & GUIMARAES, 2003). Essa levedura
possui alta viruléncia e caracteristica de baixa susceptibilidade a antifUngicos
azolicos. Na india, C. tropicalis é a principal causa de candidemia hospitalar, fato

evidenciado pelo uso extensivo de antifangicos para medidas profilaticas



20

(KOTHAVADE et al. 2010; BARBEDO & SGARBI, 2010). Estudos mostram que a C.
tropicalis € ainda mais invasiva do que a C. albicans, em intestino humano.
(KOTHAVADE et al., 2010).

2.1.5Candida krusei

A Candida krusei apresenta células em formato mais alongado que outras
espécies de Candida spp., encontrada na forma de leveduras e pseudohifas, tem-se
mostrado como um patégeno hospitalar ocasional, particularmente, em pacientes
portadores de doencas hematoldgicas malignas e/ou submetidos a transplante de
medula 6ssea (BARBEDO & SGARBI, 2010, COLOMBO & GUIMARAES, 2003).
Essa espécie de levedura ja foi isolada de muitos ambientes naturais, sendo
amplamente distribuida na natureza, mas pode ser encontrada em mucosas
animais, sendo pouco encontrada em individuos saudaveis. Como fator de
viruléncia, tem capacidade de se apresentar como pseudohifa, mas de uma forma
menos agressiva do que a C. albicans (BARBEDO & SGARBI, 2010).

2.1.6 Candida guilliermondii

A Candida guilliermondii € raramente relatada em casos de infec¢des fungicas,
mesmo em individuos imunocomprometidos. E uma levedura que apresenta baixa
viruléncia, mas ficou evidenciada por ter apresentado resisténcia a antifUngicos
conhecidos no mercado (PASQUALETTO ET AL., 2006; BARBEDO & SGARSBI,
2010).

2.2 Terapias com antifungicos

No tratamento de candidiase superficiais séo utilizados, geralmente,
antifangicos tépicos e para as invasivas sdo utilizados os sistemicos. (PEIXOTO et
al., 2014; SARDI et al., 2013). Esses antifungicos séo divididos entre classes e 0s
mais utilizados sdo os azéis, polienos e equinocandinas.

Os azéis formam a maior classe de farmacos antifungicos. (PAPPAS et al.,
2015). Os mais utilizados no tratamento das candidiase invasivas sdo os triazéis
(fluconazol, voriconazol, itraconazol e posaconazol). Estes atuam Inibindo a
atividade da enzima lanosterol 14-a- desmetilase responsavel pela biossintese de
ergosterol no reticulo endoplasmatico da célula fungica, levando a acumulacéo de

hY

um esterol toxico (14-a-metil-3,6-diol) e & perda da integridade da membrana.
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(DEORUKHKAR & SAINI, 2015A; SPAMPINATO & LEONARDI, 2013; VERMES,
GUCHELAAR, & DANKERT, 2000). Normalmente, atuam como fungistaticos,
estando mais propensos a resisténcias (ALCAZAR-FUOLI & MELLADO, 2014,
MENDES, 2012).

Os polienos sdo a nistatina, utilizada topicamente em algumas formas
cutédneas, e a anfotericina B, essa tem sua utilizacdo limitada devido a efeitos
toxicos. (NEUMANN, BAGINSKI, WINCZEWSKI, & CZUB, 2013; PEIXOTO et al.,
2014; DERAY, 2002). A anfotericina B atua ligando-se ao ergosterol e interferindo
0s poros transmembranares (formagdo de poros aquosos), perturbando o fluxo de
ibes e aumentando a permeabilidade da membrana, causando morte celular fungica
por perda dos seus componentes. (DEORUKHKAR & SAINI, 2015A; SPAMPINATO
& LEONARDI, 2013; VERMES, GUCHELAAR, & DANKERT, 2000).

As equinocandinas é classe mais recente, formada por, caspofungina,
icafungina e anidulafungina (PARAMYTHIOTOU et al., 2014). Atuam por Inibi¢cao
nao-competitiva da enzima 1,3-B-D-glucano sintetase, o que inibe a sintese de 1,3-3-
D-glucano e afecta a integridade da parede celular fungica, que se traduz numa
maior vulnerabilidade a ocorréncia de lise osmotica. (DEORUKHKAR & SAINI,
2015a; SPAMPINATO & LEONARDI, 2013; VERMES, GUCHELAAR, & DANKERT,
2000). Mesmo possuindo um elevado custo, o espectro de atividade e o excelente
perfil de seguranca faz desta classe uma primeira opc¢do no tratamento de
candidiases invasivas (MENDES, 2012; PARAMYTHIOTOU et al., 2014).

A resisténcia aos medicamentos antifingicos vem se tornando cada vez mais
um problema de saude publica mundial, isso pelo aumento drastico na incidéncia de
infeccbes fangicas oportunistas e sistémicas. A resisténcia € classificada em
primaria e secundaria, sendo considerada primaria quando o micro-organismo €é
resistente ao farmaco antes da exposicdo, e secundaria quando a resisténcia se
desenvolve em resposta a exposi¢cdo do micro-organismo ao farmaco (JABRA RIZK
et al., 2004).

Leveduras do género Candida tem sido descritas na literatura por serem
resistentes a diversas drogas antifungicas (JABRA RIZK et al., 2004). As principais
classes de antifungicos para o tratamento de infec¢cdes por Candida spp. sdo os
poliénicos (nistatina e anfotericina B), que atuam na membrana celular fungica; azois
(miconazol, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol, cetoconazol) que

atuam na enzima associada a biossintese do ergosterol componente da membrana
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celular fungica e equinocandinas (caspofungina, micafungina e anidulafungina que
agem na enzima b-1,3-D-glucano sintase da parede celular fangica (MARSH &
MARTIN, 2005; RODRIGUES et al., 2014; MAUBON et al., 2014).

Os farmacos mais frequentemente empregados para tratamento das infec¢des
causadas por Candida séo o fluconazol, voriconazol, itraconazol e anfotericina B.
Mesmo com uma ampla variedade de medicamentos antifingicos disponiveis no
mercado, a literatura cita que grande parte desses medicamentos podem ja nao
serem eficazes no combate as infec¢cdes causadas por Candida spp. devido ao
aumento drastico do uso nas ultimas décadas. (COSTA et al. 2004, GUALCO et al.
2007).

A resisténcia aos derivados azdlicos se da principalmente pela
imunossupressdo dos pacientes, uso prolongado do agente antifungico, uso de
outras substancias quimioterapicas e resisténcia intrinseca de espécies de Candida
nao albicans (LATTIF et al. 2004). Em pacientes HIV positivo, o uso frequente de
terapia antifingica em decorréncia de constantes recidivas de candidiase bucal ou
esofagica, é o fator que provavelmente tenha maior influéncia na ocorréncia de
resisténcia ao fluconazol. C. glabrata e C. krusei tem se mostrado comumente
resistentes ao fluconazol (TAYLOR et al. 2000, COLOMBO et al. 2002).

A resisténcia a anfotericina B pode ocorrer devido a uma alteracéo dos lipidios
na membrana celular do fungo, sendo que o ergosterol da lugar a formacdo de
outros lipidios (SANGLARD 2002). Apesar de poucos relatos de resisténcia dos
isolados a este farmaco, seu uso tem sido limitado devido aos graves efeitos

colaterais como os nefrotdxicos.
2.3 Produtos naturais

A utilizacdo das plantas como recurso terapéutico no tratamento de doencas é
conhecida milenarmente por muitas civilizacdes, tendo seu uso descrito por
praticamente todos os povos que se tém relatos desde os tempos mais remotos.
Devido a essa utilizacdo das plantas medicinais na cura ou prevencao de doencas, 0
cultivo dessas tornou-se uma alternativa cada vez mais importante aos produtos
sintéticos (REIS & MARIOT, 2001).

Umas das principais fontes dos farmacos, atualmente, sdo os produtos
biologicamente ativos das plantas, dentre as quais as aromaticas que sdo bastante

estudadas devido aos seus interesses terapéuticos e beneficios. Esses beneficios
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dependem dos seus principios ativos. Constituem uma importante fonte de novos
compostos biologicamente ativos e podem ser utilizadas como uma nova
possibilidade de intervencéo terapéutica (DEL CASTILLO et al, 2004).

As potencialidades do uso das plantas medicinais encontram-se longe de
estarem esgotadas, e nessa perspectiva se faz necessarios mais estudos. Portanto,
o estudo apropriado da quimica e farmacologia de plantas medicinais se apresenta
como um instrumento relevante de investigacdo de suas propriedades, novos
conhecimentos e novas necessidades certamente encontrardo solugdes no reino
vegetal, seja através da descoberta e desenvolvimento de novas moléculas com
atividade terapéutica, ou com aplicacbes na tecnologia farmacéutica, ou no
desenvolvimento de fitoterapicos com maior eficiéncia (SCHENKEL et al, 2001;
SAAD, 2010).

2.1.7 Mentha spicata

Dentre as plantas mais exploradas na producdo de compostos bioativos,
destacam-se as do género Mentha L., da familia Lamiaceae que compreende
aproximadamente 30 espécies de plantas (LORENZI & MATOS, 2002), algumas
dessas espécies tem se destacado e ganhado grande interesse da industria
farmacéutica, alimenticia, cosmética e medicinal, devido a seus metabolitos.
(DESCHAMPS et al., 2008; LORENZI & MATOS, 2002). De origem europeia, a india
produz cerca de 80% do total de 6leo de menta, embora oito espécies desse género
sejam cultivadas na india, apenas trés (Mentha arvensis L., Mentha piperita L. e
Mentha spicata L.) foram aprovadas pela International Standard Organization (ISO).
Esse género apresenta dificuldades para a sua classificacdo devido a grande
variabilidade em suas caracteristicas morfolégicas. (FERREIRA, 2008).

Os constituintes quimicos encontrados no 6leo essencial de Mentha spp.
variam de acordo com diversos fatores como a idade da planta, espécie, regido
geografica, clima, temperatura, disponibilidade de nutrientes e incidéncia de raios
UV. Os principais compostos identificados, presentes no 6leo essencial de Mentha
spp. sdo, mentol, mentona, isomentona, 1,8 cineol (eucaliptol), acetato de metila,
mentil, mentofurano, limoneno, B-mirceno, B-cariofileno, pulegona e carvona
(MKADDEM et al., 2009; SAHARKHIZ et al., 2012; DURU et al., 2004).

Mentha spicata é uma planta aromatica, comestivel e medicinal. E uma

rizomatosa rastejante, erva perene glabra e com um forte odor aromético. E
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conhecida popularmente como hortela peluda, horteld rateiro, hortela vilhoga ou
hortela verde. E um hibrido entre M. sylvestris e M. suavealens. A carvona e 0
limoneno sdo os principais constituintes quimicos do Oleo essencial
(GOVINDARAJAN et al. 2012, MIKADDEM, 2009, FERREIRA, 2008).

Na medicina popular € muito utlizada no tratamento de problemas
respiratorias, como calmante, como estimulante gastrico, antiflatulento, antigripal e
vermifurgo. Outras propriedades sdo as de antisséptico, antiespasmddica,
adstringente, carminativa, descongestionante, digestivo, diurético e pode ser
utilizada como aromatizante. Utilizada em perfumes confeitarias, temperos, em
gomas de mascar, bombons, pastas dentais, creme de barbear, ndo sé pelas suas
caracteristicas aromatizantes, como também pelas suas propriedades bactericida e
antisséptica. (FERREIRA, 2008).



25

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliacao da atividade antifingica do 6leo essencial de Mentha spicata I. sobre
cepas de Candida nao albicans

3.2 Especificos
v Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) e fungicida minima (CFM)
do 6leo essencial de Mentha spicata L. sobre as cepas de Candida nédo
albicans.
v Verificar a concentracao inibitéria minima (CIM) dos antifingicos licenciados

sobre as cepas de Candida néo albicans.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de uma pesquisa experimental, exploratoria, transversal, de natureza
aplicada, pautada na abordagem quantitativa. A fundamentacéo tedrica construida
com argumentos bibliograficos por artigos, livros, monografias, dissertacdes de
mestrado e doutorado.

4.2 Local da pesquisa

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas, do Centro de Ciéncias da Saude (CCS), da Universidade
Federal da Paraiba (UFPB).

4.3 Oleo essencial
O ¢leo essencial de Mentha spicata L. foi adquirido na Empresa Ferquima

Industria e Comeércio Ltda. (Vargem Grande Paulista, Sado Paulo, Brasil).

4.4 Antifungicos licenciados

Os produtos utilizados na execucdo das metodologias foram adquiridos da
Sigma-Aldrich®. Os farmacos de escolha foram anfotericina B e fluconazol
comumente utilizados como produtos de escolha para o tratamento de infeccdes por

Candida spp. As solucdes foram preparadas no momento de execucao dos testes.

4.5 Micro-organismos

Foram utilizadas nove espécies de Candida: C. glabrata ATCC 90030, LM 512,
LM 221; C. krusie ATCC 6258, LM 656, LM 802; C. tropicalis LM 802, LM 713 e C.
guilliermondii LM 752, LM 420, do acervo do Laboratério de Micologia do
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da Saude,

Universidade Federal da Paraiba.
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4.6 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliagdo da atividade
antifingica foram o meio solido agar batata (AB) e o meio liquido RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute) adquiridos da Difco®, preparado de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os meios foram solubilizados com agua destilada e

esterilizados em autoclave, a 121°C por 15 minutos.

4.7 Avaliacdo das atividades antifungicas in vitro

4.7.1 Determinagdo da Concentragdo Inibitdria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM do oOleo essencial foi realizada pela técnica de
microdiluigéo, utilizando placas contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” e
em duplicata (CLEELAND & SQUIRES, 1991; HADACEK; GREGER, 2000; SAHIN
et al., 2004; MOREIRA et al., 2010). Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 pL
do meio liqguido RPMI 1640 duplamente concentrado. Posteriormente, 100 uL da
solucdo dos produtos, também duplamente concentrado, foram dispensados nas
cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma diluicdo seriada a uma
razao de dois, foram obtidas concentracdes de 1024 pug/mL até 16 pg/mL, de modo
gue na primeira linha da placa se encontrou a maior concentracdo e na ultima, a
menor concentracdo. Por fim, foi adicionado 10 pL do inéculo das espécies nas
cavidades, onde cada coluna da placa refere-se a uma cepa flngica,
especificamente.

Um controle de micro-organismo foi realizado colocando-se nas cavidades 100
pL do mesmo RPMI duplamente concentrado, 100 uL de agua destilada estéril e 10
pL do inéculo de cada espécie. Um controle de esterilidade foi realizado, onde
colocou-se 100 uL do RPMI em um orificio sem a suspensao dos fungos. As placas
foram seladas e incubadas a 25-28°C por 24-48 horas para ser realizada a leitura.
Paralelamente, foi realizado o mesmo experimento com o antifungico anfotericina B
e o fluconazol, o qual foi testado nas mesmas concentracdes dos produtos.

Define-se a CIM para os produtos testados como a menor concentracdo capaz
de inibir visualmente o crescimento fungico verificado nos orificios, quando
comparado com o crescimento controle. Os ensaios foram realizados em duplicata e

o resultado expresso pela média aritmética das CIM’s obtidas nos dois ensaios.
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4.7.2 Determinacao da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A concentracao fungicida minima (CFM) do 6leo essencial de Mentha spicata
também foi determinada para as dez cepas de C. ndo albicans. Apés a leitura da
CIM em 48 horas, aliquotas de 20 uL foram retiradas de cada poco da placa de
microdiluicdo que ndo apresentaram crescimento flngico, e transferidas para pocos
de uma nova placa de microdiluicdo contendo 100 yL de RPMI, desprovidas de
qualquer antifungico. As placas inoculadas foram assepticamente fechadas e
incubadas a 35 °C, e as CFMs foram registradas ap6s 48 h. A CFM foi definida
como a menor concentracao dos 6leos essenciais que resultou em inibi¢cao visivel do

crescimento do micro-organismo (PEREIRA, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como citado anteriormente, aumento da candidiase esté se tornando cada vez
mais frequente, dificultando o tratamento de tais infec¢des devido a susceptibilidade
de Candida spp. a alguns antifingicos. O surgimento e disseminacdo de micro-
organismos resistentes a agentes antifiingicos convencionais, (TSANG et al., 2012;
LEWIS, 2013) incentivou a busca por novas alternativas ao tratamento de tais
infecgbes (SAHARKHIZ et al., 2012; BONI; FEIRIA; HOFLING, 2017).

Para a determinacédo da CIM e CFM do 6leo essencial testado e o0s respectivos
antifungicos licenciados foi utilizado o método de microdiluicdo pois este se
desenvolve de um modo simples, econdmico, rapido de avaliar, possui grande
reprodutibilidade, sendo mais sensivel que outros métodos utilizados, e requer
pequena quantidade de amostra e meios de cultura (SCORZONI et al., 2007,
OSTROSKY et al.,, 2008). Os resultados obtidos da CIM e CFM encontram-se
representados na tabela 1.

Segundo Sartoratto e colaboradores (2004), produtos com CIM entre 50 e 500
pHg/mL apresentam forte atividade antifungica, entre 600 e 1500 pg/mL moderada
atividade antifungica, e acima de 1500 pug/mL fraca atividade antifangica.

Os resultados mostraram que o 0leo essencial de M. spicata apresentou uma
CIM de 512 pg/mL, em 70% das cepas estudadas, sendo a mais sensivel a cepa
ATCC 90030 (C. glabrata), que apresentou uma CIM de 256 pg/mL e as mais
resistentes as cepas LM 512 e LM 221 (C. glabrata), que apresentaram uma CIM
maior 512 pg/mL. Os dois antifingicos comerciais testados apresentaram o0s
seguintes resultados: a anfotericina B uma CIM de 0,5 pug/mL, para 80% das cepas
testadas e as mais resistentes as cepas LM 802 e LM 713 (C. krusie e C. tropicalis,
respectivamente), que apresentaram uma CIM maior que 8ug/mL. Ja o fluconazol
apresentou uma CIM de 1pg/mL para 50% das cepas testadas e uma CIM maior que
16 pg/mL para as outras 50%.

De acordo com a classificagdo de Sartoratto, o 6leo essencial de Mentha
spicata apresentou uma moderada atividade antifungica frente as cepas de C.
krusie, C. tropicalis e C. guilliermondie, entretanto, das trés cepas de C. glabrata
testadas, duas (LM 512 e LM 221 ) apresentaram moderada ou fraca atividade, mas

a cepa ATCC 90030 demostrou uma forte atividade antifingica.
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Tabela 1. Efeito do Oléo essencial CIM da anfotericina B e fluconazol em cepas de
Candida nao albicans. CIM; CFM ; CFM:CIM,;

Leveduras Oleo Essencial de AnfB Fluc. Controle
Mentha spicata (ug/mL) (ug/mL)  das cepas
CIM CFM CFM:CIM Efeito CIM CIM

C. glabrata
ATCC 90030 256 8192 1:32 FGT 0,5 1,0 +
LM 512 1024 8192 1:16 FGT 0,5 1,0 +
LM 221 1024 8192 1:16 FGT 0,5 1,0 +
C. krusei
ATCC 6258 512 8192 1:16 FGT 0,5 =16 +
LM 656 512 8192 1:16 FGT 0,5 =16 +
LM 802 512 8192 1:16 FGT 28,0 =16 +
C. tropicalis
LM 802 512 8192 1:16 FGT 0,5 1,0 +
LM 713 512 8192 1:16 FGT 28,0 216 +

C. guilliermondii
LM 752 512 8192 1:16 FGT 0,5 1,0 +
LM 420 512 8192 1:16 FGT 0,5 =216 +

Legenda: CIM, concentracdo inibitéria minima; CFM, concentracdo fungicida minima; AnfB,
anfotericina B; Fluc, fluconazol; FGT: fungistatico;+: crescimento fingico em RPMI-1640; DMSO (5%),

e Tween 80 (2%), sem antifingicos ou 6leo essencial.

Hafidh et al. (2011), a razdo entre CFM/CIM, quando apresentam valores de 1
ou 2, indicam que o efeito antifingico de compostos naturais € fungicida e maior que
2 € fungistatico. Neste estudo todas as cepas demostraram uma concentracao
fungicida minima (CFM) de 8192 pg/mL. Portanto, todas as cepas apresentaram
uma razdo CFM/CIM maior que dois, determinando assim um efeito prevalecente
fungistético.

Estudos anteriores demonstraram que o 6leo essencial de Mentha spp. possuli
uma moderada atividade antifungica (ALIGIANIS et al. (2001); MOSCATO, 2016),
resultados que corroboram com os achados deste trabalho.

Segundo Yigit et al. (2008), cepas padrdes (ATCC) de Candida glabrata e
Candida tropicalis também apresentaram resisténcia a 6leos essenciais de Mentha

testados (FEIRIA, 2015), provavelmente, a discordancia entre os entre os estudos,
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pode ser atribuida aos diferentes modos de extragcdo e tipos da planta , a variacao
natural da composicéo dos 6leos essenciais, metodologias de CIM e sensibilidades
das cepas de Candida.

Os constituintes quimicos majoritarios determinam as propriedades biolégicas
dos Oleos essenciais, Hussain e colaboradores (2010) reconheceram a carvona
(63,24%) e o limoneno (9,09%) como os componentes predominates no 6leo de M.
spicata (MOSCATO et al. 2016).

Samber e colaboradores (2015) relataram que a carvona e a mentona
apresentaram atividade antimicética contra C. glabrata e C. tropicalis. Além disso, no
mesmo estudo, observou-se que, quando incubados com as cepas, estes
compostos inibiram 100% a biossintese de ergosterol, o principal componente da
membrana de células fungicas responsavel pela integridade e manutencédo da
funcdo celular fungica. (BONI; FEIRIA; HOFLING, 2017). Nossos dados corroboram
com este estudo, pois, tanto as cepas de C. glabrata como as de C. tropicalis
apresentaram alguma atividade antimicotica, ressaltando que o Oleo em estudo
apresentou uma forte atividade antifingica sobre a cepa C. glabrata ATCC 90030.

Um dos principais antifungicos utilizados para o tratamento de infec¢des por
Candida spp. é o fluconazol (MARSH & MARTIN, 2005; RODRIGUES et al., 2014;
MAUBON et al., 2014). E sabe-se que essas leveduras tém desenvolvido cada vez
mais resisténcia a varias drogas existentes no mercado, entre elas o fluconazol, pois
estudos mostram que a sua eficacia estd cada vez mais comprometida,
especialmente em pacientes com AIDS, uma vez que o uso prolongado deste
antifangico leva a resisténcia (SANGLARD, 2003). Sendo assim, o fluconazol foi
uma das drogas de escolha para esta metodologia. Os resultados revelaram
sensibilidade para as trés cepas de C. glabrata (ATCC 90030, LM 512 e LM 221),
uma cepa de C. tropicalis (LM 802) e uma cepa de C. guilliermondie (LM 752). Para
as demais cepas testadas, fluconazol apresentou resisténcia a cepa de C. tropicalis
(LM 713), a cepa de C. guilliermondie (LM 420) e as trés cepas de C. krusie (ATCC
6258, LM 656 e LM 802), como jA € descrito na literatura que esta levedura
apresenta uma resisténcia intrinseca ao fluconazol (TAN et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente estudo, demonstraram que 50% das cepas
testadas ndo se mostraram sensiveis ao Fluconazol. Esses resultados corroboram
com Ramesh e colaboradores (2010) os quais mostraram também, que cepas de

Candida spp. isoladas de infeccdes em pacientes HIV positivos apresentaram
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resisténcia ao Fluconazol. Outros estudos também mostraram resisténcia natural
espécies de Candida Krusei e de Candida glabrata ao fluconazol (SINGH-BABAK et
al., 2012, BONI; FEIRIA; HOFLING, 2017). No nosso estudo, todas as cepas
testadas de Candida glabrata se mostraram sensiveis a este antifungico, essa

divergéncia, possivelmente, é devido a sensibilidade das cepas.

Um outro antifngico muito utilizado nos tratamentos de infec¢gBes flngicas é a
anfotericina B (FRAMIL, 2012), segunda droga de escolha para a metodologia desta
pesquisa. Dentre as cepas testadas 80% apresentaram sensibilidade, porém, uma
cepa de C. krusie (LM 802) e uma cepa de C. tropicalis (LM 713) demonstraram
resisténcia. J& existem relatos que C. tropicalis € resistente a anfotericina B e a
maioria dos triazolicos (CASTRO et al., 2006) Os dados deste estudo demonstram
gue uma das duas cepas testadas de C. tropicalis apresentou resisténcia a este
antifungico, assemelhando-se a relatos da literatura (PFALLER et al., 2014).

Em 2008, um estudo realizado por Yang e colaboradores, com um total de 964
isolados de Candida coletados em Taiwan, onde os autores observaram que 16 dos
17 isolados anfotericina B - resistentes pertenciam a espécies de Candida nao
albicans. E além disso, estudos realizados por Filippin e Souza (2006) relataram que
Anfotericina B esta associada ao desenvolvimento de nefrotoxicidade, o que é um
agravante para 0s pacientes imunocomprometidos acometidos pela infeccao.
Evidenciando assim a importancia de se estudar mais o uso de 6leos essenciais

engquanto agentes antifingicos.



33

6. CONCLUSAO

O oleo essencial Mentha spicata demonstrou uma CIM 512 pg/mL frente a 70%
das cepas de Candida ndo albicans testadas, com efeitos bacteriostaticos
observados. No entanto tendo CIM inferior aos antifingicos licenciados testados.

Os resultados obtidos se mostraram interessantes, ja que o oléo de Mentha
spicata revelou atividade antifingica para cepas testadas e ainda apresentou uma
sensibilidade para as quais os antifungicos fluconazol e anfotericina B néo
apresentaram, sugerindo o mesmo como possivel fonte para novos medicamentos.

Logo, os resultados do presente estudo sdo muito encorajadores e indicam que
este 6leo deve ser estudado mais extensivamente para explorar seu potencial no
tratamento de doencas infecciosas, principalmente a partir do estudo dos seus

constituintes quimicos.
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