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RESUMO

A incidéncia de infec¢des causadas por leveduras em humanos aumentou durante
as Ultimas décadas, especialmente de forma oportunista em individuos
imunocomprometidos, como pacientes transplantados, oncologicos, e com doencas
degenerativas. Dentre estas leveduras, as espécies do género Candida sdo os
patdgenos mais importantes, sendo a Candida albicans a espécie mais prevalente e,
também, a mais patogénica. Sua patogenicidade esta fortemente relacionada aos
seus mecanismos de viruléncia, como polimorfismo e formacdo de biofilme, que
facilitam o desenvolvimento da infeccao e dificultam o tratamento. Dessa forma, vém
sendo praticado estudos com destaque na busca de novos produtos naturais que
possuem atividade antifingica atrelada a uma baixa toxicidade ao hospedeiro.
Sendo assim, o objetivo desse estudo é avaliar a atividade antifingica in vitro do
0leo essencial de Mentha piperita L. (horteld-pimenta) frente as cepas de Candida
albicans. Para tal foi determinada a CIM (Concentrag&o Inibitéria Minima) e a CFM
(Concentracdo Fungicida Minima) do referido 6Oleo essencial, pela técnica de
microdiluicdo. O composto Mentha piperita L., apresentou uma CIM variando de 512
pug/mL a 1024 pg/mL em 80% das cepas estudadas, sendo mais sensiveis as cepas:
LM-398, LM-681 e LM-397; que apresentaram uma CIM de 256 pg/mL.
Demonstrando que o produto avaliado apresentou moderada atividade antifungica
frente as cepas de C. albicans, com excec¢ao das LM-398, LM-681 e LM-397, que
exibiram forte atividade antifungica. Os antifungicos anfotericina B e fluconazol
também foram testados. A anfotericina B apresentou uma CIM de 0,5 pg/mL em
70% das cepas testadas, com excecdo das candidas LM 37, LM 397, LM 672 que
apresentaram uma CIM de 1,0 ug/mL, mostrando-se um pouco mais resistente
guando comparada com as demais. Em relacdo ao fluconazol, o antifingico néo
demonstrou atividade inibitoria sobre a maior parte das cepas testadas, onde nota-
se que 60% das cepas obtiveram uma CIM 216, com exceg¢ao da ATCC 60193, LM
672, LM 26 que apresentaram uma CIM de 1,0 uyg/mL e da LM 397 que foi 8,0
pMg/mL. Com isso conclui-se que 0s compostos quimicos ativos presentes em M.
piperita certamente deve encontrar um lugar no tratamento de infeccbes, uma vez
gue o oOleo essencial apresentou moderada atividade antifiUngica contra a grande
maioria das cepas de C. albicans ensaiadas.

Palavras chave: Candida albicans, Mentha piperita L., 6leo essencial, atividade
antifangica



ABSTRACT

The incidence of yeast infections in humans has increased over the last few
decades, especially opportunistically in individuals with the immunocompromised
system, such as transplant patients, oncologists, and degenerative diseases. Among
these yeasts, the Candida species are the most important pathogens, and Candida
albicans is the most prevalent and also the most pathogenic species. Its
pathogenicity is strongly related to its virulence mechanisms, such as polymorphism
and biofilm formation, which facilitate the development of infection and make
treatment difficult. In this way, studies have been practiced with emphasis on the
search for new natural products that have antifungal activity linked to a low toxicity to
the host. Therefore, the objective of this study is to evaluate the in vitro antifungal
activity of Mentha piperita L. (peppermint) essential oil against Candida albicans
strains. For this, the MIC (Minimal Inhibitory Concentration) and CFM (Minimal
Fungicide Concentration) of said essential oil were determined by the microdilution
technigue. Mentha piperita L. showed a MIC ranging from 512 ug / mL to 1024 ug /
mL in 80% of the studied strains, being the most sensitive strains: LM-398, LM-681
and LM-397; who had an MIC of 256 ug / mL. Demonstrating that the evaluated
product had moderate antifungal activity against C. albicans strains, except for LM-
398, LM-681 and LM-397, which exhibited strong antifungal activity. Amphotericin B
and Fluconazole antifungal agents were also tested, Amphotericin B showed a MIC
of 0.5 yg / mL in 70% of the strains tested, except for the Candida LM 37, LM 397,
LM 672 that presented a MIC of 1.0 yg / mL, showing a little more resistance when
compared to the others. Regarding Fluconazole, the antifungal showed no inhibitory
activity on most of the strains tested, where it was observed that 60% of the strains
had a MIC of 216, except ATCC 60193, LM 672, LM 26 that presented a MIC of 1.0
Mg / mL and LM 397 which was 8.0 ug / mL. This concludes that the active chemical
compounds present in M. piperita should certainly find a place in the treatment of
infections, since the essential oil presented moderate antifungal activity against the
great majority of strains of C. albicans tested.

Keywords: Candida albicans, Mentha piperita L., essential oil, antifungal activity



LISTA DE ABREVIATURAS

ATCC: American Type Culture Collection
C. albicans: Candida albicans

CFM: Concentragdo Fungicida Minima
CIM: Concentracao Inibitéria Minima
DMSO: Dimetilsulféxido

EPS: Elementos poliméricos extracelulares
ISO: International Standard Organization

M. piperita L: Mentha piperita Linnaeus
OEs: 0leos essenciais

RPMI: Roswell Park Memorial Institute
Sp: espécie

Spp: espécies

UTI: Unidade de terapia intensiva

Mg/mL: microgramas por mililitro

Mg: micrograma

mL:mililitro
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1 INTRODUCAO

Infeccbes humanas, especialmente aquelas envolvendo a pele e mucosas
constituem um grave problema, especialmente em paises em desenvolvimento,
tropicais e subtropicais, sendo os fungos dermatéfitos e a levedura Candida spp os
patdgenos mais presentes (DUARTE, 2006; PORTILLO et al., 2001).

Candidiase ou candidose, remete-se as infec¢des causadas por leveduras
do género Candida. As micoses causadas por esses fungos exibem um amplo
espectro de apresentacdes clinicas, podendo ser classificadas desde superficiais,
com acometimento cutaneo e mucoso, até infec¢Bes profundas, disseminadas, de
alta gravidade, como € o caso da candidemia (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

A frequéncia de infeccdes por espécies de Candida tem aumentado nas
Ultimas décadas, deixando a candidemia em quarto lugar entre as infecgcdes mais
adquiridas em ambiente hospitalar (VOSS et al., 2001; ZARDO; MEZZARI, 2004). O
aumento das infec¢des por Candida spp. se deve a fatores como tratamentos com
antifangicos de amplo espectro, uso de nutricdo parenteral, cateteres intravenosos,
intubacdo endotraqueal e outros. A maior ocorréncia acontece em pacientes com
predisposicdo de base como: recém-nascidos, patologia oncoldgica, quimioterapia,
terapia imunossupressora e pacientes submetidos a cirurgias de grande porte
(ZARDO; MEZZARI, 2004).

De acordo com Colombo e Guimarées (2003), 0 mecanismo prevalente para
a transmisséo da candidemia é por via endogena, em que espécies de Candida que
formam a microbiota de diversos sitios anatdmicos, comportam-se como patdgenos
oportunistas, devido alteracbes nos mecanismos de defesa do hospedeiro (GIOLO;
SVIDZINSKI, 2010). Outro mecanismo de transmissdo ocorre por via exdgena,
especialmente por manuseio de profissionais da salude que tratam dos pacientes,
também estdo relacionados os materiais médico-hospitalares, principalmente
cateteres e solucdes intravenosas que estejam contaminadas por fungos (EGGIMAN
et al., 2003; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Uma preocupacado constante na area da micologia € o crescente niumero de
fungos com resisténcia farmacoldgica frente aos poucos antifungicos existentes,

produzindo um sério problema de saude, pois, tem acarretado diversos surtos de
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infecgBes seguidos de morte. A resisténcia in vitro em relagdo aos antifingicos ainda
€ muito baixa, sendo primdria em pouquissimos casos. Todavia, 0 uso de
antifingicos como medida profilatica em pacientes com maior risco de desenvolver
infecgBes fungicas invasivas, tem alterado o perfil das leveduras (COLOMBO et al.,
2006; TALARMIN et al., 2009; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

As trés classes de antifUngicos mais utilizados atualmente no tratamento da
candidose séo: os polienos (nistatina e anfotericina B), os imidazoéis (clotrimazol e
miconazol) e os triazdéis (fluconazol e itraconazol) (PAIVA et al., 2009). A utilizacdo
deliberada destes farmacos acabou por facilitar casos de resisténcia dos patégenos
aos agentes antimicoticos, como por exemplo, a resisténcia ao fluconazol, enquanto
outros destes agentes acabam por ter seu uso limitado devido efeitos colaterais
provados no hospedeiro, como a nefrotoxicidade causada pela anfotericina B
(BERDICHEVSKI, 2003). A solugcdo para sanar os problemas de resisténcia talvez
resida na busca por novos alvos para eliminar o patdgeno e na associacao entre
farmacos, que pode potencializar a acdo dos farmacos comuns na clinica
(CARILLO-MUNOZ et al., 2014; PINHEIRO, 2016).

Nesta perspectiva, diversos estudos vém sendo praticado com destaque na
busca de novos produtos naturais ou até mesmo sintéticos que possuam atividade
antifangica atrelada a uma baixa toxicidade ao hospedeiro (ANAISSE, 1992;
EDWARDS; FILLER, 1992; GRAYBILL, 1992; LIMA et al., 2006)

Algumas espécies vegetais tém sido utlizadas, pelas propriedades
antimicrobianas, através de compostos sintetizados pelo metabolismo secundario da
planta, que sdo reconhecidos por suas substancias ativas, como é o caso dos
compostos fendlicos e taninos (NASCIMENTO et al., 2000). Outros estudos mostram
gue, alguns metabdlitos secundarios quando utilizados com antibiéticos, os mesmos
podem potencializar a acdo dessas drogas, restaurando assim a atividade antibiotica
(MARQUEZ et al., 2005; OLIVEIRA SOUZA et al., 2014).

Diante dos relatos de resisténcia frente a cepas de Candida spp. e da alta
toxicidade de alguns medicamentos antifungicos, tais fatos estimulam a pesquisa por
um novo antifingico sobre fungos potencialmente patogénicos e oportunistas,

tornando relevante a proposta desse trabalho, de forma a contribuir para o
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aprimoramento cientifico. Com isso, o objetivo do mesmo € avaliar a eficacia do 6leo

de Mentha piperita contra cepas de Candida albicans.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Candidiase

Candida é uma levedura que pertence a microbiota normal tanto do corpo
humano quanto de animais, ela coloniza a pele e mucosas do trato digestivo,
urinario, vaginal e bucal. Nos dias de hoje, existe em torno de 200 leveduras
incluidas no género Candida, sendo pouco mais de 20 espécies responsaveis por
infeccbes no homem (SILVA, 2011). Entre as espécies que fazem parte desse
género, a Candida albicans mostra-se com maior magnitude em funcdo de sua taxa
de predominéncia em condi¢cdes normais e patologicas (KURTZMANN; FELL, 1998;
ODDS et al., 1998, ROSA; RUMEL, 2004; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO,
2007).

Essas leveduras colonizam as mucosas de todos os seres humanos no
decorrer ou pouco depois do nascimento, havendo sempre o risco de infeccao
enddégena (BROOKS et. al., 2000). O delicado balango entre o hospedeiro e esse
fungo comensal pode transformar-se em uma relacdo parasitaria, caso haja um
desequilibrio nos mecanismos de defesa ou fatores externos, como por exemplo, 0
uso de antimicrobianos, que podem alterar a flora normal desenvolvendo assim
infeccbes (CHAFFIN et al.,1998; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

A maioria dos estudos mostram que a Candida albicans é a espécie mais
comum causadora de infeccdo no ser humano, constituindo 60% dos isolados de
amostras clinicas, uma vez que esta levedura faz parte da microbiota normal
(BARBEDO; SGARBI, 2010). Outras espécies também podem ser infecciosas, no

entanto, com menor frequéncia (PEIXOTO et al., 2014).

O uso de antimicrobianos de amplo espectro em pacientes de internagao
hospitalar, principalmente UTI (Unidade de terapia intensiva), como -cateteres

intravenosos e ureterais, procedimentos invasivos, insuficiéncia renal e nutricdo
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parenteral, constituem fatores de risco para infec¢cdes graves por Candida. As
manifestacbes clinicas causadas por espécies dessa levedura sdo variadas,
podendo desencadear desde uma infec¢éo localizada de mucosas, até uma doenca
disseminada potencialmente fatal. O principal fator que determina o tipo e extensao
dessa infeccdo é a resposta imunoldgica do paciente (PEIXOTO et al., 2014).

As formas de manifestacdo da candidiase sdo praticamente de trés tipos:
mucocutanea, cutdnea e sistémica (MENEZES et al.,, 2004). A candidiase
mucocutanea acomete tanto a cavidade oral quanto o canal vaginal, sendo a forma
mais frequente nos seres humanos. J4 a forma cutanea pode envolver areas Umidas
do corpo como: espacos interdigitais, regides das mamas, axilas, pregas das
virilhas, debaixo de unhas. Em neonatos, o uso de fraldas pode causar erupcgoes,
gue é bastante comum na forma cutanea (KONEMAN et al., 2008; MENEZES et al.,
2004; COUTO; CARLOS; MACHADO, 2011).

Ja a forma disseminada/sistémica é rara, acontece quando a infeccéo ocorre
no sangue e neste caso pode disseminar para multiplos 6rgdos como: pulmdes,
meninges, rins, bexiga, articulagbes, figado, coracdo e olhos (ARAUJO;
SCHACHNER, 2006; KAUFMAN et al., 2001; KONEMAN et al., 2008; COUTO;
CARLOS; MACHADO, 2011) ocorrendo principalmente em pacientes em fase
terminal, com doencas debilitantes, neoplasicas, doenc¢as imunossupressivas e apos
transplantes de orgaos (GROSSI, 2009; COUTO; CARLOS; MACHADO, 2011).

2.2 Fatores de Viruléncia

A capacidade de causar doenca € mediada por inimeros fatores, entre 0s
mais importantes esta a patogenicidade ou viruléncia de um micro-organismo.
Apesar de alguns aspectos da viruléncia serem determinados geneticamente, eles
sdo expressos pelos micro-organismos apenas quando encontram circunstancias
ambientais favoraveis, tais como teor nutricional, oxigénio e temperatura, sendo
essas condi¢Bes especificas para cada micro-organismo e para cada isolado de
determinado agente, podendo variar de hospedeiro para hospedeiro, e até diferentes
tecidos de um mesmo hospedeiro (GHANNOUM; ABU-ELTEEN, 1990; ALVARES;
SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007)
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Até alguns anos atras, Candida albicans era a espécie de maior valor clinico,
no entanto, juntamente com o aumento geral das candidemias observou-se o
crescimento das infec¢Bes de corrente sanguinea por espécies de Candida néo-
albicans como: C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilhermondii
e C. lusitaniae (COLOMBO et al., 2003). As razbes para essa mudanca no padréo
de classificacdo das espécies ainda ndo foram completamente elucidadas, podendo
estar vigorosamente relacionadas com o potencial de viruléncia destes micro-
organismos (COLOMBO et al., 2003; CHENG et al.,2005; TAMURA et al., 2007).

Quando ocorre alteracdo no sistema imunolégico do hospedeiro, isto é, a
guebra do equilibrio entre as leveduras do género Candida e a microbiota da qual
ela faz parte, aumenta-se o fator de risco para o desenvolvimento da candidiase.
Esse fungo leveduriforme, possui como principais fatores de viruléncia: aderéncia,
pleomorfismo, variabilidade fenotipica (“switching”), produgédo de toxinas e enzimas
extracelulares (RIBEIRO et al., 2004), fatores estes que agravam ainda mais o

estado de saude do paciente.
Aderéncia

Os componentes da parede celular das leveduras do género Candida como
glucano, manoproteina e quitina, ndo possuem apenas a funcdo de dar a forma
estrutural a célula, € um pré-requisito para a colonizacdo de um determinado sitio e
posterior causa da infeccdo (CALDERONI; FRONZI, 2001). Essas proteinas
existentes na parede fangica, designadas adesinas permitem a sua aderéncia aos
aminoacidos (fibrinogénio, fibronectina e laminina) e aclcares presentes nos tecidos
humanos (YANG, 2003). As espécies de Candida podem se aderir a materiais
médicos como o cateter, formando biofilmes. A formacdo destes biofilmes facilitam
infeccbes sanguineas por estes micro-organismos. Além do mais, é sabido que
biofiimes possivelmente alterem a suscetibilidade dos fungos aos diferentes
antifangicos, tornando-os resistentes a terapéutica usual (CHANDRA et al., 2001;
SILVA, 2011).

Pleomorfismo
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Outro fator, como o pleomorfismo, confere a Candida a passagem de fungo
comensal para fungo patogénico, através da transicdo de fungo leveduriforme para
filamentoso, conferindo ao fungo um poder mais alto de penetragdo nos tecidos,
como também a producdo de biofilmes (MELO; GUERRA, 2014), os quais sdo
formados por micro-organismos que crescem de maneira aglomerada, normalmente
em superficies, embebidos em uma matriz de elementos poliméricos extracelulares
(EPS) de sua propria natureza que compdem a sua matriz (BREMER et al., 2011,
CUNHA et al., 2015).

As formas mais virulentas referem-se as hifas, que provavelmente ocorre
devido ao estresse ambiental sofrido pela C. albicans (CALDERONI; FRONZI, 2001,
ODDS, 1994), ja a pseudo-hifa & outra estrutura morfologica notada em C. albicans,
gue € produzida durante sua reproducao por brotamento, quando os brotos ndo se
despregam da célula-mée, ocasionando, entdo, um encadeamento de células, cuja
forma assemelha-se a uma hifa (ALMEIDA; SCULLY, 2002; PONTES, 2016).

O tubo germinativo € um alongamento continuo da célula-méae leveduriforme
produzido no comeco do processo de filamentacdo, sendo classificado como uma
forma de mudanca entre a levedura e o micélio verdadeiro. Estudos propéem que
cada uma dessas formas colaboram para a viruléncia de C. albicans sobre os
tecidos vivos dos hospedeiros (KUMAMOTO e VINCES, 2005; PONTES, 2016).

Variabilidade fenotipica (“switching”)

O “switching” revela a modificacdo fenotipica na estrutura e forma das
colénias de C. albicans, entre branca e opaca. Geralmente existem diversas
diferencas entre as coldnias que apresentam “switching” e as demais, variabilidade
genotipica, incluindo modificacdo no formato, estruturas de superficie celular e
germinacdo a 37°C, que parecem as tornarem mais virulentas (CALDERONI;
FONZI, 2001; ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007).

Producao de toxinas e enzimas extracelulares

As leveduras sdo capazes de secretar enzimas extracelulares que destroem

as membranas celulares do hospedeiro, favorecendo posterior invasao tecidual. As
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principais enzimas produzidas tanto por C. albicans, quanto ndo albicans séo as

fosfolipases e proteinases (PONTES, 2016).

As fosfolipases sdo um grupo de enzimas cuja secre¢do, em C. albicans, é
regulada pelo gene PLB1. Esta expressdo é afetada por fatores nutricionais,
condicbes do ambiente (temperatura e pH) e fase de crescimento da levedura.
Fosfolipidios presentes na membrana das células humanas e animais sdo os
substratos (OMBRELLA; RACCA; RAMOS, 2008).

A producéo de fosfolipases concentra-se nas extremidades das hifas e a
atividade de producdo € maior quando a hifa estd em contato direto com a
membrana, 0 que sugere que essas enzimas sdo importantes na invasao tecidual
por C. albicans (GHANNOUM; ABU-ELTEEN, 1990; NIEWERTH; KORTING, 2001).

Apesar do seu papel na patogénese de algumas doenca nao ter sido
esclarecido, sabe-se que as fosfolipases podem estar envolvidas na invaséao tecidual
por degradar fosfolipidios, causando a morte da célula do hospedeiro
(SAMARANAYAKE et al., 2006). De acordo com Oksuz et al. (2007), a capacidade
de Candida spp. provocar infeccdo € devido a producdo de multiplas enzimas,
dentre elas, as proteinases e as fosfolipases. Diversos estudos tém demonstrado a
relacdo entre o aumento na sintese e a atividade das enzimas extracelulares
fosfolipases e proteinases, levando a quadros clinicos de candidiases mais graves
(CORREA et al., 2010).

2.3 Dificuldades no tratamento e resisténcia antifungica

Para um tratamento antifangico ser considerada adequado, deve ser levado
em conta o micro-organismo envolvido, a situacédo imunoldgica do paciente e o local
acometido. A maior limitacdo na elaboracdo de antifuUngicos refere-se a
caracteristica dos fungos, que por serem micro-organismos eucariotos apresentam
alvos celulares bastante restrito, dificultado a acdo de antifingicos especificos e a
baixa toxicidade as células do hospedeiro (SOARES et al., 2013; MURRAY et al.,
2014; DELARZE; SANGLARD, 2015; SCHERER, 2017).

A resisténcia a farmacos antifingicos € um acontecimento cada vez mais

recente, e pode ser conceituada como a permanéncia patoldgica da infeccdo mesmo
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com o uso do medicamento (SILVA et al., 2012; KUMAR et al., 2015; CAMPOS,
2017). A resisténcia antifungica pode ser de dois tipos: inerente, quando esti
presente sem exposicdo prévia ao antifungico, ou adquirida que é destinado aquele
grupo que anteriormente apresentava sensibilidade, porém, devido ao uso
recorrente do antifingico, o mesmo adquiriu resisténcia (MARTINEZ-ROSSI; ROSSI,
2008; DELARZE; SANGLARD, 2015; SCHERER,2017).

As infecc¢des fungicas sdo de complexo tratamento, devido ao fato de seus
agentes etiologicos adquirirem resisténcia frente & acdo de antifingicos (ARAUJO et
al., 2004). Martinez-Rossi e colaboradores (2008) julgam um antifungico eficaz,
guando o mesmo for uma combinacdo de largo espectro e minima ou nenhuma
toxicidade (SCHERER, 2017).

Com o uso indevido alguns antifungicos estdo perdendo rapidamente sua
eficacia, o que se faz necessario o desenvolvimento de novos medicamentos e
técnicas eficazes de manejo. Nos Ultimos anos, tem havido grande interesse
cientifico em quimica e estudos farmacologicos das propriedades biolégicas de
plantas medicinais (COUTINHO et al., 2008a). Varias plantas tém sido estudadas e
avaliadas ndo apenas para comprovar seu potencial antifangico de forma direta, mas
também como fontes de substancias capazes de alterar a acdo antifungica
(GIBBONS, 2004; GURIB-FAKIM, 2006; TINTINO; GUEDES, G.M.; GUEDES,F.A.B.,
2013).

2.4 Mentha piperita Linnaeus

Na tentativa de insercdo de novos agentes antifungicos, as plantas medicinais
merecem énfase por serem utilizadas vastamente na medicina popular ao longo de
séculos. Com isso, esses produtos naturais podem servir como fonte de novas
moléculas com propriedades antifungicas (PIERCE et al., 2015; CAMPOS, 2017).

O género Mentha, proveniente da regido do Mediterraneo e leste da Asia
Central, pertence a familia Lamiaceae (ou Labiatae), constitui uma das principais
familias representantes de plantas medicinais e uma das maiores dentre todas as
Angiospermas, seu valor é reconhecido, especialmente, pela producdo de O6leos

essenciais para fins terapéuticos, cosmeéticos e alimenticios, devido a presenca de
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tricomas glandulares em sua anatomia (FERREIRA, 2008; FIORITO, 2016). Refere-
se a um dos géneros mais complexos do reino vegetal, devido a grande diversidade
de hibridos resultantes de cruzamentos naturais entre as espécies, findando cerca
de 30 espécies existentes, representadas por plantas conhecidas pela populacéo
como: hortelds, cujas as partes de maior importancia econdmica sao as folhas e
caules, encontrando-se entre os dez Oleos essenciais mais vendidos do planeta
(FERREIRA, 2008; GARLET et al., 2011; RIACHI; DE MARIA, 2015; FIORITO,
2016).

As espécies da familia Lamiaceae, pelo rico grau em 6leos essenciais, tém
sido grandemente pesquisadas e estudadas tanto sob o ponto de vista agronémico
guanto quimico, ndo somente pelo fato de potencializar seu conteddo em Oleo
essencial, como também a variacdo dos constituintes importantes desses Oleos
(MARTINS, 1998; VALMORBIDA et al., 2006). A Mentha piperita L., popularmente
chamada de horteld, horteld-pimenta, menta e horteld-apimentada, € uma erva
aromatica, com aproximadamente 30 cm de altura e semiereta, do qual partem
ramos que variam desde o verde escuro ao roxo purpureo e as folhas sdo oval-
alongadas, denteadas e pubescentes (LORENZI; MATOS, 2002; VALMORBIDA et
al., 2006).

O conhecimento e as andlises populares sempre sédo levadas em conta para
norteamento de possiveis utilidades terapéutica das plantas medicinais, apesar de
gue na maioria das vezes nao se sabe totalmente os seus constituintes quimicos.
Deste modo, a pratica do consumo de fitoterapicos ainda se mantém por todo o
mundo, através de usuarios de plantas medicinais, tornando aceita algumas
especialidades terapéuticas que foram sendo observadas durante um longo periodo
de tempo, e que até hoje sdo repassadas de geracdo a geracdo (MACIEL et al.,
2002; ALVES et al., 2014).

Os 6leos essenciais s80 responsaveis por parte das propriedades bioativas
das plantas aromaticas do género Mentha, que conforme a International Standard
Organization (ISO) séao definidos como produtos volateis de origem vegetal obtidos
por processo fisico (destilagdo por arraste com vapor de agua, destilacdo a pressao
reduzida ou outro método adequado). S&o misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (SIMOES E SPITZER, 1999;
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MALHEIROS, 2014). Quimicamente, os 18 Oleos essenciais de Mentha sp.
apresentam uma grande diversidade, entretanto sdo 0s monoterpenos (mentol,
mentona, carvona, linalol e acetato de linalila) os componentes de maior valor
econdmico (GARLET et al., 2007; SANTOS et al., 2012; DESCHAMPS et al., 2013).
Bassolé et al. (2010) diferenciou no 6leo essencial de M. piperita 17 constituintes
quimicos, os essenciais correspondem ao mentol (39,3%) e mentona (25,2%).
(MALHEIROS, 2014)

M. piperita, embora seja nativa da Europa, € cultivada no mundo inteiro, ja
gue possui grande uso tanto na alimentacdo, como em produtos destinados a
terapéutica tratamentos estéticos (ISCAN et al.,, 2002; GARLET et al., 2007). Tal
importancia econdmica refere-se ao fato de que extrato e 6leo essencial de M.
piperita possuem atividades antimicrobianas contra varias cepas de bactérias, tais
como: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Enterobacter aerogenos, Proteus
vulgaris, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus falcium,
entre outras (ISCAN et al., 2002; YDEGARINIA et al., 2006). E também por possuir
propriedades antiinflamatorias, antiespasmoddica, antiemética e analgésica (ISCAN
et al., 2002; TAMPIERI et al., 2005; BETONI et al., 2006; MALHEIROS, 2014).

Os o6leos essenciais sado populares devido possuirem carater hidrofébico, o
gue lhe confere uma maior interacdo com estruturas lipidicas, facilitando a
permeabilidade celular, propiciando danos irrecuperaveis a célula (NASCIMENTO et
al., 2007; ALMEIDA et al, 2012). A eficacia de M. piperita também foi descrita contra
Candida albicans (AHMAD E BEG, 2001; ISCAN et al., 2002; SARTORATTO et al.,
2004; MATOS et al., 2009; MALHEIROS, 2014). Vidal et al. (2007) demonstraram
atividade antigiardia, tanto in vitro como in vivo, de extrato e fracbes de M. piperita
(MALHEIROS, 2014). Extrato alcoodlico e Oleo de M. piperita possuem atividade
antihelmintica (GIRME et al., 2006; NIKESH et al., 2011; MAGGIORE et al., 2012;
MALHEIROS, 2014).

A importancia de estudar, investigar e pesquisar as plantas medicinais vem
aumentando bastante entre os pesquisadores, devido ao fato de existir uma enorme
busca por novos fitoterapicos partindo de conhecimento populares ja conhecidos e
aplicados, afim de desenvolver experimentos patrocinados por empresas

farmacéuticas que estejam buscando o desenvolvimento de novos elementos que
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contenham acdes farmacoldgicas. Acredita-se que no futuro elas podem ser a cura
e/ou fazerem parte do tratamento para muitas doencas (BARBOSA-FILHO et
al.,2007; BARBOSA-FILHO et al.,2008; BIAVATTI, et al.,2007; COUTINHO et al.,
2008b; ALVES et al., 2014). Além disso, com 0 aumento e propagacao de micro-
organismos resistentes, varios extratos de origem vegetal estdo sendo testados,
com o objetivo de conseguir novos agentes antiflingicos capazes de atuarem no
combate e/ou controle dos mesmos (PENHA et al., 2011; ALVES et al., 2014).

O aumento da incidéncia de micro-organismos resistentes aos antifingicos ja
existentes, explicam essa busca por compostos terapéuticos que apresentem
efichcia elevada e menor toxicidade. Dentro dessas circunstancias, os O0leos
essenciais apontam uma meta bastante promissora, a presenca de monoterpenos,
sesquiterpenos, fenilpropanoides e outros compostos volateis em sua constituicao,
atesta aos Oleos essenciais certas atividades bioldgicas, entre elas estdo:
antiparasitarias, antimicrobianas e antifungicas (SARTO; JUNIOR, 2014; SCHERER,
2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL
v' Avaliar a atividade antifingica in vitro do 6leo essencial de Mentha piperita

L. (hortela-pimenta) frente as cepas de Candida albicans
3.2 ESPECIFICOS

v Determinar a concentracgao inibitéria minima (CIM) e fungicida minima
(CFM) do 6leo essencial de M. piperita sobre as cepas de C. albicans.

v' Verificar a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antifingicos
licenciados sobre as cepas de C. albicans.

v' Comparar os antifungicos licenciados com o 6leo de M. piperita.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de uma pesquisa experimental, exploratéria, transversal, de
natureza aplicada, pautada na abordagem quantitativa. A fundamentacéo teoérica foi
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 dleo essencial de Mentha piperita 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 também foram preparadas no momento de execucdo dos

testes.

4.5 MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizadas dez cepas de C. albicans (ATCC-60193, LM-398, LM-681,
LM-37, LM-397, LM-685, LM-672, LM-269, LM-127, LM- 26) do acervo do
Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de

Ciéncias da Saude, Universidade Federal da Paraiba.

4.6 INOCULO
Para preparacao dos inéculos, as cepas de Candida spp. foram semeadas
em agar batata (AB), e incubadas a 35-37 °C por 24-48 horas. Col6nias desta cultura

foram suspensas em solucdo de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de acordo com o
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padrao de 0,5 McFarland para os ensaios de identificacdo e susceptibilidade
antifingica automatizados e 0,5 de McFarland (1-5 x 106 UFC/mL) para os demais
experimentos (CLEELAND SQUIRES, 1991; HADACEK & GREGER, 2000).

4.7 MEIOS DE CULTURA

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para avaliagdo da atividade
antifingica foram o meio sélido agar batata (AB) e o meio liquido RPMI 1640
(Roswell Park Memoarial 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.

4.8 AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIFUNGICAS IN VITRO

4.8.1 Determinagdo da Concentragéao Inibitoria Minima (CIM)

A determinagdo da CIM do o6leo essencial foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, 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 uL
do meio liqguido RPMI 1640 duplamente concentrado. Posteriormente, 100 puL 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 pg/mL até 16 pg/mL, de modo
gue na primeira linha da placa se encontrara a maior concentracdo e na ultima, a
menor concentracdo. Por fim, foi adicionado 10 pL do in6culo das cepas 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 pL de agua destilada estéril e
10 pL do inéculo de cada espécie. Um controle de esterilidade também foi realizado,
onde sera colocado 100 puL do RPMI em um orificio sem a suspensédo dos fungos.
As placas foram seladas e incubadas a 25-28°C por até 72 horas para ser realizada
a leitura. Paralelamente, foi realizado o mesmo experimento com o antifangico
anfotericina B e o fluconazol, o qual foi testado nas mesmas concentragcdes dos

produtos.
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Define-se a CIM para os produtos testados como a menor concentracao
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.

4.8.2 Determinacéo da Concentragdo Fungicida Minima (CFM)

A concentracao fungicida minima (CFM) do 6leo essencial de M. piperita
também foi determinada para as dez cepas de C. albicans. Apés a leitura da CIM em
48 horas, aliquotas de 20 yL serao retiradas de cada poco da placa de microdiluicdo
gue ndo apresentaram crescimento fangico, e transferidas para pocos de uma nova
placa de microdiluigdo contendo 100 pL de RPMI, desprovidas de qualquer
antifungico. As placas inoculadas foram assepticamente fechadas e incubadas a 35
°C, e as CFMs foram registradas apés 48 h. A CFM foi definida como a menor
concentracdo dos 6leos essenciais que resultou em inibicédo visivel do crescimento
do micro-organismo (PEREIRA, 2011).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, o método utilizado para determinar a CIM e CFM foi o de
microdiluicdo, embora recentemente existirem varios métodos que possam ser
utilizados para avaliar a atividade antifUngica de produtos naturais, entre eles o
difusdo em agar e macrodiluicdo. A preferéncia pelo método de microdiluicdo foi
empregada por ser uma técnica simples, de rapida avaliagdo, econdmica e ter uma
alta reprodutibilidade, além de permitir a utilizacdo de pequenas quantidades de
meio de cultura e diversas cepas fungicas (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF,
1998).

O composto M. piperita, apresentou uma CIM variando de 512 ug/mL a 1024
Mg/mL em 80% das cepas estudadas, sendo mais sensiveis as cepas: LM-398, LM-
681 e LM-397; que apresentaram uma CIM de 256 ug/mL. Segundo Sartoratto et al.,
2004, produtos com CIM entre 50 e 500 pug/mL exibem forte atividade antifangica,
entre 600 e 1500 pg/mL moderada atividade antifingica, e acima de 1500 pg/mL

fraca atividade antifingica. Segundo esta classificacdo, o produto avaliado no



24

presente estudo apresentou moderada atividade antifungica frente as cepas de C.
albicans, com excecédo das LM-398, LM-681 e LM-397, que apresentaram valores de
CIM de 256 pyg/mL, demonstrando forte atividade antifungica.

Tabela 1. CIM; CFM; CFM:CIM; Efeito do 6leo essencial CIM da anfotericina B e
Fluconazol em cepas de Candida albicans

Leveduras Oleo Essencial de AnfB Fluc. Controle
Mentha piperita (ug/mL) (Mg/mL)  das cepas
CIM CFM CFM:CIM Efeito CIM CIM
C. albicans
ATCC 60193 512 8192 1:16 FGT 0,5 1,0 +
LM 398 256 4096 1:16 FGT 0,5 =216 +
LM 681 256 4096 1:16 FGT 0,5 =216 +
LM 37 1024 4096 1:8 FGT 1,0 =216 +
LM 397 256 4096 1:16 FGT 1,0 8,0 +
LM 685 512 4096 1:8 FGT 0,5 216 +
LM 672 512 4096 1:8 FGT 1,0 1,0 +
LM 269 512 4096 1:8 FGT 0,5 216 +
LM 127 512 4096 1:8 FGT 0,5 216 +
LM 26 1024 8192 1:16 FGT 0,5 1,0 +

Legenda: CIM, concentragdo inibitéria minima; CFM, concentracdo fungicida minima; AnfB,
anfotericina B; Fluc, fluconazol; FGT, fungistético; +: crescimento fungico em RPMI-1640; DMSO
(5%), e Tween 80 (2%), sem antifungicos ou 6leo essencial

Os antifungicos comerciais anfotericina B e fluconazol foram testados sobre
cepas de Candida albicans em busca da CIM através de técnica de microdiluicdo. A
anfotericina B apresentou uma CIM de 0,5 pyg/mL em 70% das cepas testadas, com
excecdo das candidas LM 37, LM 397, LM 672 que apresentaram uma CIM de 1,0
Mg/mL, mostrando-se um pouco mais resistente quando comparada com as demais.
Em relac&o ao Fluconazol, o antifungico ndo demonstrou atividade inibitoria sobre a
maior parte das cepas testadas, onde nota-se que 60% das cepas obtiveram uma
CIM 216, com excecao da ATCC 60193, LM 672, LM 26 que apresentaram uma CIM
de 1,0 uyg/mL e da LM 397 que foi 8,0 ug/mL, os resultados podem ser observados

na Tabela 1.

Segundo Hafidh et al. (2011), a razdo entre CFM/CIM, quando apresentam
valores de 1 ou 2, indicam que o efeito antifangico de compostos naturais é fungicida
e maior que 2 é fungistatico. As concentracfes fungicidas minimas (CFM) variaram
de 4096 pg/mL (80% das cepas); a 8092 pg/mL nas cepas ATCC-60193 e LM-26.
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Sendo assim, todas as cepas apresentaram uma razao CFM:CIM maior que dois,

caracterizando assim um efeito majoritariamente fungistatico.

Devido ao aparecimento e disseminagcdo de micro-organismos resistentes
aos antifangicos disponiveis, (TSANG et al.,, 2012; LEWIS, 2013; BONI, 2016) a
procura por novas fontes alternativas de tratamento para o desenvolvimento de
novos agentes antifingicos tem sido o alvo de muitas pesquisas. Portanto, plantas
com potencial antifangico tem sido estudadas com a finalidade de descobrir
compostos efetivos contra organismos resistentes, e com baixa toxicidade para o
hospedeiro (SAHARKHIZ et al., 2012; BONI, 2016).

Dentre as plantas medicinais, o0 género Mentha da familia Lamiaceae tem
sido relatado como de relevancia clinica devido a presenca de compostos bioativos,
gue foram amplamente estudados mostrando atividade antibacteriana, antiviral e
antifuingica (SAHARKHIZ et al., 2012; BONI et al., 2017). Estudos mostram que a
atividade antifungica de espécies de Mentha spp. como a M. piperita tem
demonstrado forte atividade contra espécies de leveduras do género Candida
(HOFLING et al., 2010).

No tocante a composicao quimica dos Oleos essenciais de M. piperita, Iscan
et al. (2002) através de prévias investigacoes da composicao do 6leo, elucidaram
por GC e GC/MS a composicao relativa de quatro amostras de 6leos essenciais de
M. piperita de fontes distintas, os quais o0s resultados demonstraram que as
amostras continham mentol (28%-42%) e mentona (18%-28%) como 0s principais

constituintes.

Outros estudos ratificam que a espécie vegetal produtora do 6leo essencial
de M. piperita elabora uma substancia rica em mentol, mentona e mentofurano,
sendo estes compostos mais abundantes nas folhas, fato de grande importancia
econdmica na industria farmacéutica, por possuir uma elevada atividade
antibacteriana (IMAI, 1998; ALVES,; FREIRES; CASTRO, 2010). O extrato de M.
piperita, seja na forma de 6leo essencial ou na de extrato alcodlico, segundo a
literatura, apresenta propriedades antimicrobianas. O mentol € um importante
componente presente nesses extratos e contribui para o potencial antimicrobiano
dessa planta (MATOS et al., 2009).
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Segundo os resultados do estudo de Yadegarinia et al., (2006) sugeriram
gue este ndo deve ser visto como 0 Unico responsavel pela atividade antimicrobiana
de M. piperita, ja que o estudo revelou alta propriedade antimicrobiana do 6leo
essencial mesmo com baixa concentragdo de mentol (3,6%). Assim, pode-se deduzir
gue outros compostos quimicos presentes no 6leo também contribuem para a

atividade antimicrobiana do 6leo essencial de M. piperita. (CARRETTO, 2007).

Conforme resultados observados por Neuwirth; Chaves; Bettega (2016) o
6leo essencial de M. piperita apresentou forte atividade antibacteriana, em particular
contra Escherichia coli, inclusive contra cepas multiresistentes. Ainda no préprio
estudo, comprovou-se que O mesmo, apresentou atividade antifingica e

antioxidante.

Em pesquisa de Duarte et al., (2005) observa-se que Mentha arvensis e M.
piperita apresentaram atividade moderada contra C.albicans (ATCC 10231), com
CIM de 1,1 mg/mL e 0,6 mg/mL, respectivamente. Esses resultados estao de acordo
com estudo de Sartoratto et al. (2004), no qual a M. piperita exibiu uma atividade
moderada contra C. albicans (ATCC 10231), com CIM de 0,74 mg/mL. (CARRETO,
2007).

Outros estudos como o de BALDUCCI et al., (2009) realizaram pesquisas
sobre a M. piperita ou hortela-pimenta, planta da familia Lamiaceae, nas quais
obtiveram resultados positivos, também comprovando a acao antifiungica da familia
sobre a C. albicans, ratificando o intuito da pesquisa e reafirmando o seu potencial

antifangico.

Além de fungos como a Candida spp., varias outras espécies de micro-
organismos fungicos vem sendo testados frente a OEs de Mentha sp. Segundo
Pereira et al. (2006), obteve-se uma inibicdo do desenvolvimento dos fungos A. niger
e A. flavus em concentracbes de 1500 e 2000 mg/mL, respectivamente com M.
piperita, Segundo 0s mesmos autores, Fusarium sp. também apresentou seu
desenvolvimento afetado na concentracdo de 500mg/mL pela mesma amostra
(MOSCATO et al., 2016).

Em comparacao aos farmacos antifingicos testados tais como a anfotericina
B e o fluconazol, o 6leo essencial de M. piperita demonstrou atividade antifingica

inferior, porém é sabido do potencial nefrotdxico da anfotericina B, o que é um
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agravante para 0s pacientes imunocomprometidos acometidos pela infecgéo
(FILIPPIN; SOUZA, 2006).

Enquanto o fluconazol possui o fato de haver a indicacdo do mesmo ser
administrado com uma dose de carga equivalente ao dobro da terapia a ser adotada
para assegurar concentracdes estacionarias o que aumenta, consideravelmente, o
risco de neurotoxicidade na presenca de deficiéncia de funcdo renal (FICA, 2004).
Além de que o uso indiscriminado desse farmaco, principalmente em pacientes
imunocomprometidos, vem apresentando resultados insatisfatorios no tratamento de
infec¢des fuangicas em funcdo do aparecimento da resisténcia (SANTOS JR et al.,
2005).

Sendo assim, o emprego de OEs com pequena atividade intrinseca, como o
de M. piperita em estudo, em conjunto com farmacos sintéticos, pode ser visto como
uma possibilidade promissora para o desenvolvimento de novos tratamentos
medicamentosos frente a patologias envolvendo fungos deste género (MOSCATO et
al., 2016).

6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados compilados pode-se concluir que os compostos
guimicos ativos presentes na M. piperita certamente deve encontrar um lugar no

tratamento de infeccdes.

O Oleo essencial apresentou moderada atividade antifingica contra a grande
maioria das cepas de Candida albicans ensaiadas, com efeito fungistatico

observados. O OE apresentou CIM inferior aos antifungicos licenciados testados.

Os compostos isolados de Mentha spp., resultam em efeito benéfico para a
saude publica, uma vez que este novo agente antiflUngico substituir ou agir como
adjuvantes para tratamentos ja utilizados uma vez que espécies de Candida vem

demonstrando uma certa resisténcia aos medicamentos habituais.
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