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Resumo

Candida spp. tem se tornado um problema de saude publica por
desenvolver resisténcia aos antifungicos ja disponiveis. Nesse sentido, plantas
medicinais, em especial Mentha spp. tem sido alvo de estudos na busca de novos
agentes antifingicos. Assim, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar a acdo antifiingica
de biocomponentes do 6leo essencial de Mentha spp. isolados e em associacao
contra espécies de Candida. A acado antifungica dos compostos carvona, mentona,
mentofurano e pulegona isolados e em associacdo sobre espécies de Candida foi
determinada pelo método de microdiluicio em caldo. A biomassa do biofilme
uniespécie de Candida albicans e duo-espécie de Candida albicans e Streptococcus
mutans foram avaliados apés tratamento com 0os compostos. A acdo dos compostos
nas células de Candida albicans foi avaliada em Citbmetro de Fluxo e Microscopio
Eletronico de Transmissao (MET). Os compostos isolados e em associacéo
apresentaram acao antifingica contra todas as espécies de Candida testadas. Apenas
0s compostos isolados carvona e pulegona impediram a formac¢do minima de 50% da
biomassa do biofilme uniespécie e duo-espécie. Nenhum dos compostos ou
combinac¢des desconstruiram no minimo em 50% o biofilme maduro. A anélise em
citbmetro de fluxo mostrou acdo na membrana citoplasmatica e formacéo de Espécies
Reativas de Oxigénio dose-dependente apds os tratamentos. A analise em MET
mostraram alteragdes na membrana citoplasmética e formacdo de vacuolos
citoplasmaticos apos os tratamentos. Os resultados do presente estudo mostram que
0s compostos isolados do 6leo essencial de Mentha spp. possuem acao antifungica
contra espécies de Candida, sugerindo nova fonte de compostos antifingicos para

atuar individualmente ou como coadjuvantes a tratamentos convencionais.

Palavras chave: Mentha spp. Candida spp. Oleo essencial. A¢&o antifingica.



Abstract

Candida spp. has become a public health problem because develops
resistance to antifungals. In this sense, medicinal plants, especially Mentha spp. has
been the subject of studies in the search for new antifungal agents. The objective of
this work was to evaluate the antifungal action of biocomponents from essential oil of
Mentha spp. isolated and in association against Candida species. The antifungal action
of carvone, mentone, menthofuran and pulegone isolated and in combination against
Candida species was determined by broth microdilution method. The biomass of
Candida albicans biofilm and duo-especies biofilm (Candida albicans and
Streptococus mutans) were evaluated after treatment with the compounds. The action
of the compounds in Candida albicans cells was evaluated in Flow Cytometer and
Transmission Electron Microscope (MET). The isolated and combined compounds
showed antifungal action against Candida species. Only carvone and pulegone
prevented the formation in 50% of the biomass of the unique specie and duo-species
biofilm. The compounds or combinations deconstruct 50% of the mature biofilm. The
analysis in Flow cytometer showed action on the cytoplasmic membrane and Reactive
Oxygen Species formation dose-dependent after treatments. The analysis in MET
showed changes in the cytoplasmic membrane and cytoplasmic vacuoles formation
after treatments. The results of the present study show that compounds isolated from
the essential oil of Mentha spp. has antifungal action against Candida species,
suggesting a new source of antifungal compounds to as such or as adjuvants to

conventional treatments.

Key words: Mentha spp. Candida spp. Essential oil. Antifungal action.
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INTRODUCAO

A incidéncia de infec¢cBes fungicas tem aumentado no decorrer dos
altimos anos e embora sejam menos frequentes comparadas a infeccoes
bacterianas, o numero desse tipo de infeccdo tem aumentado especialmente em
pacientes hospitalizados em Unidade de tratamento Intensivo, uma vez que esse
tipo de infeccéo é oportunista e acomete individuos com a imunidade comprometida
(Garbee et al.,2017).

Candida spp. sdo organismos comensais da microbiota humana que
habitam a pele e mucosas de individuos saudaveis, porém, em determinadas
condicbes que podem envolver rompimento de barreiras fisicas, fatores de
viruléncia do microrganismo e resposta imune do hospedeiro, podem causar

infeccBes denominadas candidiases (Pappas et al., 2018).

Diversas espécies de Candida podem causar doencas em humanos mas
as principais espécies descritas na literatura associadas a infec¢cées sdo Candida
albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis e Candida
Krusei. Atualmente, a espécie Candida auris também tem sido descrita como um
importante agente patogénico, presente em surtos nosocomiais registrados na Asia
(Japdo, India e Paquistdo), no Reino Unido, na Espanha, na Colémbia, na
Venezuela, no Panama e nos Estados Unidos (Pappas et al., 2018). O CDC (Centers
for Disease Control and Prevention) descreveram que cerca de 46 mil casos de
infecgcdes por Candida spp. ocorrem por ano nos Estados Unidos e apontou Candida
spp. como causa mais comum de infeccBes da corrente sanguinea (Garbee et
al.,2017). No Brasil em estudo epidemiolégico feito por Colombo et al. (2003) no
periodo de marco de 2002 a fevereiro de 2003 em 4 hospitais de Sao Paulo, das

infeccdes da corrente sanguinea, 4,3% eram causadas por espécies de Candida.

Por outro lado, muitos medicamentos tem sido usados para controlar as
infec¢gbes por Candida, sendo eles os polienos, os azoéis e as equinocandinas. No
entanto, apesar dos medicamentos ja disponiveis para o tratamento dessas
infecgdes, esses organismos tém desenvolvido resisténcia a tais antifungicos (Ben-
Ami, 2018; Pappas et al., 2018). Sendo assim, o desenvolvimento de novos agentes
antifingicos sdo necessarios para atuar contra tais microrganismos (Pappas et al.,

2018). Paralelamente, devido a rica composicdo de componentes com efeitos
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biolégicos, as plantas tem sido alvo de muitas pesquisas com finalidade de se
encontrar compostos efetivos, inclusive contra organismos resistentes, para serem
novas fontes alternativas de tratamento (Stringaro et al., 2018; Freire et al., 2017;
Rajkowska et al., 2017; Powers et al., 2018; Dukic et al., 2003; Mkaadem et al., 2009;
Arruda et al., 2006).

Nesse contexto, os biocomponentes presentes no 6leo essencial das
plantas tem demonstrado efeito antimicrobiano sobre diversas espécies de
microrganismos. Os Oleos essenciais s8o misturas complexas de diversos
compostos volateis obtidos a partir de material vegetal. O género Mentha spp.
abrange aproximadamente 25 a 30 espécies e faz parte da familia Lamiaceae, uma
das mais importantes na producéo de 6leos essenciais, a qual tem sido amplamente
estudada por conter espécies com agdes bioldgicas. Dentre as atividades bioldgicas
descritas, as mais citadas na literatura sdo propriedades antibacterianas e

antifungicas (Stringaro et al., 2018).

Estudos encontrados na literatura apontam atividade antifingica dos
Oleos essenciais de Mentha piperita (Freire et al.,, 2017; Rajkowska et al., 2017;
Powers et al., 2018), Mentha spicata (Powers et al., 2018), Mentha longifélia (Ertas
et al., 2015), Mentha pulegium (Abdelli, et al., 2016) e Mentha suaveolens
(Spagnoletti et al.,, 2016; Scazzocchio et al., 2016) sobre diferentes espécies de
Candida. Carvona, mentona (Hussain et al., 2010), mentofurano (Abolfazl et al.,
2014) e pulegona (Arruda et al., 2006), biocomponentes isolados a partir do 6leo
essencial de diversas espécies de Mentha, também tem sido apontados como
responsaveis pela atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos,

incluindo espécies de Candida.

Sendo assim, estudos que abordem o tema sobre a eficacia dos
compostos isolados ou em sinergismo entre os compostos do 6leo essencial de
Mentha spp. sobre espécies de Candida tem contribuido para a descoberta de
novos agentes antifingicos que atuem isoladamente ou como coadjuvantes aos

tratamentos ja disponiveis.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Candida spp.

Candida spp. sdo microrganismos que pertencem ao Reino Funghi, Filo
Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Sacchamycetaceae (Guarro et al., 1999). As células de Candida spp. apresentam-se
individualmente, de forma arredondada ou oval, medindo aproximadamente 2,0 a 6,0
pm (Schulze e Sonnenborn, 2009). Em determinadas condicdes como mudanca de
pH e exposicdo ao soro sanguineo, as leveduras podem assumir a forma de hifas
(Gow et al., 2011; Vylcova et al., 2011; Jacobsen et al., 2012). Essa habilidade de
transicdo morfolégica é chamada de dimorfismo. As diferentes formas que o fungo
pode apresentar sao significativas para sua patogenicidade e estdo envolvidas no seu
processo de infeccdo (Mayer et al.,, 2013). A célula leveduriforme favorece a
disseminacdo do fungo pela corrente sanguinea enquanto a forma filamentosa
favorece a invasao tecidual (Jacobsen et al., 2012; Santana et al., 2013; Mayer et al.,
2013).

As espécies de Candida sdo consideradas organismos comensais da
microbiota intestinal e da pele humana e detectaveis em aproximadamente 60% dos
individuos saudéaveis (McCarty e Pappas, 2016; Kullberg e Arendrup, 2015; Pappas
et al.,2018). Porém, algumas condicbes que expde o individuo a um ndamero
exacerbado do microrganismo ou 0 acesso dele a corrente sanguinea (candidemia)
pode resultar em infeccdo. O uso prolongado e/ou excessivo de antimicrobianos de
amplo espectro que pode permitir o aumento da colonizacdo de Candida spp.
através do crescimento seletivo (McCarty e Pappas, 2016; Kullberg e Arendrup,
2015; Fan et al.,2015); o rompimento da barreira intestinal que pode ocorrer durante
um procedimento cirdrgico resultando na translocacdo do microrganismo da mucosa
intestinal para a corrente sanguinea e disseminacao para outros 0rgaos, pode resultar
em disseminacao e colonizacédo nesses locais; condicdes de imunossupressao como
o tratamento quimioterapico ou pacientes HIV positivos podem impedir que o sistema
imune atue contra tais organismos e permitir a proliferacdo exacerbada dos mesmos.
Tais condi¢cbes permitem que o microrganismo transite do estado de comensalismo
para oportunismo, resultando em infeccdo (McCarty e Pappas, 2016; Kullberg e
Arendrup, 2015; Netea et al.,2015; Lionakis et al., 2014; Puel et al., 2012).
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Uma vez na corrente sanguinea, o microrganismo pode disseminar e
acometer outros 6rgaos, se aderindo as células através de adesinas presentes na
sua superficie (Phan et al., 2007). Posteriormente, o microrganismo pode penetrar
e invadir tecidos e vasos sanguineos. Este episédio pode ser através de um
mecanismo de inducdo de endocitose o0 qual proteinas que sdo expressas ha
superficie da célula podem se ligar as proteinas da superficie celular epitelial,
induzindo a célula epitelial a produzir pseudépodes que engolfam o organismo e o
puxam para o interior da célula. O processo de invasao pode ser também através da
penetracdo ativa de uma hifa entre as células epiteliais (Dalle et al., 2009; Phan et al.,
2007; Park et al., 2005). Apds a invasao, pode ocorrer danos as células do individuo
pela secrecdo de enzimas liticas do microrganismo, como aspatrtil proteases (Zhu e
Filler, 2010). Uma vez estabelecido o quadro infeccioso com invaséo do tecido e
vasos sanguineos, o tecido infectado pode se romper, disseminar na corrente
sanguinea e iniciar um novo ciclo de infec¢do ao passo que € retomada o inicio da
disseminacdo vascular do microrganismo podendo acometer diversos 0rgaos
(Pappas, 2018).

Diversas espécies de Candida podem causar doencas em seres
humanos, porém, as principais espécies associadas a candidemias e infec¢cdes sao
Candida albicans, Candida glabrata, Candida tropicalis, @ Candida
parapsilosis e Candida krusei (McCarty e Pappas, 2016; Kullberg e Arendrup,
2015; Pappas et al., 2003, Wisplinghoff et al., 2004). Ainda, um novo patégeno do
género tem sido relatado em infecces nosocomiais com taxas de mortalidade, a
espécie Candida auris (Chowdhary e Meis, 2017; Lockhart, et al.,, 2017).
Globalmente, Candida albicans é a principal espécie causadora de infeccfes desse
género de espécies. No Brasil, Candida albicans é a espécie mais encontrada em
candidemias e infec¢cdes, seguida de Candida parapsilosis em aproximadamente
25% dos casos, Candida tropicalis em 15% e Candida glabrata em 10% (Pappas et
al., 2018).

Na cavidade oral, a espécie Candida albicans faz parte da microbiota e
estima-se que esteja presente neste nicho em aproximadamente 30-55% dos
individuos saudaveis (Millsop e Fazel, 2016; Singh et al., 2014). Porém, além dos
fatores de risco ja citados anteriormente, como por exemplo a condigdo imunolégica

do individuo, fatores locais como xerostomia, uso de préteses; podem causar um


https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez88.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3383095/#R51
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez88.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3383095/#R7
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez88.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3383095/#R51
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez88.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3383095/#R51
https://www-ncbi-nlm-nih-gov.ez88.periodicos.capes.gov.br/pmc/articles/PMC3383095/#R49
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crescimento excessivo das espécies na mucosa oral e favorecer o estabelecimento

da candidiase oral (Millsop e Fazel, 2016).

Na candidiase oral, Candida albicans é isolada em aproximadamente 80%
dos casos, (Mc Cullough et al, 1999; Reichart et al, 2000; Millsop e Fazel, 2016),
porém, outras espécies como Candida glabrata, Candida krusei, Candida tropicalis e
Candida parapsilosis também podem ser encontradas em tal condicdo (Pfaller e
Diekema 2007; Williams et al. 2011; Rodrigues et al.,2016).

2.1.1 Biofilmes de Candida spp.

Além do estado de imunossupressdo do individuo que pode ser
ocasionado por diversos fatores, caracteristicas particulares das espécies e
mecanismos desenvolvidos pelos microrganismos contribuem para a infeccéao,
sendo esses chamados de fatores de viruléncia (Kullberg e Arendrup, 2015; Gow e
al., 2011; Netea et al., 2015; Fan et al., 2015). Dentre os fatores, um importante
contribuinte para patogénese durante a infeccdo por espécies de Candida é a
formacao do biofilme. Os biofilmes sédo de forma geral, descritos como comunidades
de microrganismos altamente organizados, e tipicamente cercados por uma matriz
autoproduzida de substancias exopoliméricas, denominada matriz extracelular (Wall
et al., 2019; Donlan, 2002).

Com processos altamente regulados e coordenados, o biofilme proporciona
diversas vantagens as células presentes, como ambiente seguro onde h& protecéo
contra estresses ambientais, incluindo as defesas imunoldgicas do hospedeiro e de
tratamentos antimicrobianos. Isto favorece a comunicagéao via “Qudérum Sensing” que
podem regular a expressao de genes relacionados a viruléncia e resisténcia e
favorecer a transferéncia horizontal de genes entre outras vantagens (Santana et al.,
2013).

No biofilme de Candida spp., a protecdo exercida pela matriz € um dos
principais contribuintes para a resisténcia a agentes antifingicos, pois impede
a penetracdo de moléculas nas profundezas do biofilme, impossibilitando assim a
morte de todas as células presentes (Wall et al., 2019). Sendo assim, o biofilme pode

atuar como reservatorio de fontes persistentes de infeccoes (Wall et al., 2019; Uppuluri
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et al., 2009; Fazli et al.,, 2013). Ainda, distintos componentes expostos na matrix
extracelular podem ser responsaveis pela evasdo do sistema imunolégico do
hospedeiro. A diferenca da interacdo de receptores de reconhecimento de padrbes
(RRPs) de células do sistema imunoldgico do hospedeiro que reconhecem padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPSs), é diferente quando a célula fungica
esta em estado plancténico. Sendo assim, o biofilme pode contribuir para a evasao
imune (Mitchell et al., 2016; Fazli et al., 2013; Wall et al., 2019). Em particular, as
células de Candida spp. presentes em biofilmes sdo protegidas contra neutrofilos,
macréfagos e mondcitos, que normalmente desempenham papéis importantes na

resposta imune contra a candidiase (Fazli et al., 2013; Wall et al., 2019).

A espécie Candida albicans € a mais associada a formacdo de biofilmes
(Wall et al., 2019; Brown et al., 2012). A formacé&o do biofilme dessa espécie tem como
fase inicial a adesédo das leveduras a uma superficie formando uma camada basal. Na
fase intermediaria, ocorre a proliferacdo celular, transicdo morfolégica para hifas. A
transicdo morfologica favorece a adesédo do microrganismo ao tecido do hospedeiro
(Mayer et al., 2013, Lo et al., 1997; Murad et al., 2001) e adesdo entre as células
fungicas formando emaranhados filamentosos. Esses emaranhados de filamentos,
se intercalam originando redes de hifas, o que forma grande parte da arquitetura do
biofilme tornando-o mais robusto (Wall et al., 2019). Na fase final de maturacdo do
biofilme, ocorre a produgdo da matriz extracelular, uma manta de substancias
exopoliméricas que envolve toda estrutura do biofilme. A matriz extracelular do
biofilme de Candida albicans € dindmica e pode ser afetada por diversos fatores como
condicbes de crescimento, temperatura, pH, etc., resultando em alteracbes da
composicdo. De forma geral, € composta por polissacarideos, proteinas, lipidios, DNA
extracelular que interagem entre si (Mitchell et al., 2016; Pierce et al., 2017; Wall et
al., 2019; Ramage et al., 2006).

Apoés a maturacao, na fase de disperséao, o biofilme libera na corrente
sanguinea fragmentos que poderdo formar novos focos de infecgéo, reiniciando o ciclo

de formacéo do biofilme em outros ambientes (Uppuluri et al., 2009; Wall et al., 2019).

2.1.2 Interacdo de Candida spp. e Streptococcus mutans no biofilme oral.
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A cavidade oral humana é normalmente colonizada por uma ampla gama
de microrganismos, incluindo bactérias, fungos, virus e protozoarios. Dentro dos
diferentes microambientes orais, esses organismos séo frequentemente encontrados
em biofilmes, exibindo comportamento de cooperacédo entre os diferentes membros

dessa estrutura (Montelongo-Jauregui e Lopez-Ribot, 2018).

As espécies de microrganismos que habitam esse ambiente variam entre
os individuos, levando em consideracéo diferencas como a dieta, estado de saude,
idade e diferentes microambientes que habitam dentro da cavidade oral, como dentes,
saliva, lingua, gengiva ou mucosa oral (Delgado-Silva et al., 2014; Costalonga et al.,
2014). Dentro dos diferentes microambientes orais, esses microrganismos Ssao
frequentemente encontrados em biofilmes. O biofilme oral se forma a partir de
colonizadores iniciais predominantemente do grupo dos estreptococos que ligam-se a
superficie a ser colonizada. Banhados pela saliva e seus componentes, formam uma
pelicula. Apds, colonizadores primarios se ligam a essa pelicula e posteriormente
ocorre a co-adesao de colonizadores secundarios (Yao et al., 2003; Busscher e Van
der Mei, 1997) formagdo da matriz extracelular, maturacdo do biofilme e disperséo
(Chevalier et al., 2018).

S&o os colonizadores primarios do grupo dos estreptococos as espécies
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis, Streptococcus oralis, Streptococcus
gordooni e Streptococcus mutans, por exemplo. Embora Streptococcus mutans nao
seja frequentemente um colonizador primario, tal espécie tem papel importante no
processo de desenvolvimento do biofilme cariogénico (Montelongo-Jauregui e Lopez-
Ribot, 2018). A espécie produz glucosiltransferases que catalisam a sintese de
glucanos extracelulares insoltveis a partir dos agucares (Stipp et al., 2008).

Candida spp., e em particular Candida albicans tem sido descrita na
literatura por interagir com outros membros da microbiota oral, inclusive Streptococcus
mutans (Montelongo-Jauregui e Lopez-Ribot, 2018). A interacdo entre essas duas
espécies foi descrita em estudo realizado por (Hwang et al., 2015) que demonstrou
que a glucosiltransferase B (GtfB) produzida por Streptococcus mutans pode se ligar
diretamente a superficie de Candida albicans permitindo a adesdo a superficies
dentarias e levando a formacdo de biofilmes mistos. Além disso, a interacdo de
Candida albicans e Streptococcus mutans em biofilme oral pode aumentar a producéo

de exopolissacarideos na matriz extracelular, resultando em aumento da biomassa do
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biofilme e induzir a expressao de genes de viruléncia por Streptococus mutans. Sendo
assim, a relacao simbiodtica entre essas duas espécies pode aumentar a viruléncia do

biofilme contribuindo para a patogénese da carie (Falsetta et al., 2014).

2.2 Tratamento antifungico de Candida spp.

Para o tratamento de infec¢cbes causadas por espécies de Candida, os
principais antifungicos utilizados sao farmacos pertencentes a 3 classes: 0s polienos,
0s azois e as equinocandinas (Ben-Ami, 2018; Nguyen e Yu, 1995; Steinbach et at.,
2005). De forma geral, na maioria dos casos clinicos, os azois e equinocandinas sao
utilizados como primeira linha de tratamento e os polienos como segunda linha de
tratamento. No entanto, deve-se levar em conta para cada caso a espécie causadora
da infeccdo e suas caracteristicas como susceptibilidade do microrganismo ao
farmaco escolhido para terapia, efeitos colaterais do farmaco, idade, condicdes
imunologicas do paciente, entre outras particularidades de cada caso (Nami et al.,
2019; Arendrup e Patterson, 2017).

Apesar das opcdes de tratamento ja disponiveis, Candida spp. tem
apresentado resisténcia a tais antifingicos. A resisténcia pode ser sem exposi¢cao
prévia do microrganismo ao antifiingico ou pode ser adquirida, a qual o microrganismo
previamente susceptivel apds um periodo de exposi¢cao, torna-se resistente (Silva et
al., 2012).

Os azobis sao um grupo de compostos antifingicos com ampla atividade
contra a maioria das espécies de Candida. Fazem parte dessa classe de
antifungicos flucanazol, itraconazol, isavuconazol, posaconazol e voriconazol (Silva
et al.,, 2012; Nami et al.,2019). Esses antifungicos atuam inibindo o lanosterol 14a-
desmetilase, uma enzima importante na formacdo do ergosterol, componente da
membrana celular fingica (Pappas et al., 2018; Hitchcock et al., 1990). Dentro dessa
classe de antifungicos, o fluconazol é o principal farmaco utilizado (Bem-Ami, 2018).
No entanto, as espécies Candida glabrata (Pfaller e Diekema, 2007; Pfaller et

al.,2005) e Candida krusei (Nami et al., 2019) tem apresentado resisténcia aos azois.

Outra classe de antifiingicos sdo as equinocandinas representada pelos

compostos anidulafungina, caspofungina e micafungina (Pappas et al., 2018). Tais
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antifngicos atuam inibindo a sintese de 1,3- B- glucano, componente da parede
celular fungica. Esses farmacos sdo amplamente utilizados contra diversas espécies
de Candida, incluindo espécies que apresentam resisténcia ou tolerancia aos azois
(Nami et al.,2019). As espécies Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida
guilliermondii (Pfaller et al., 2007) tem apresentado resisténcia as equinocandinas
(Pfaller et al., 2005).

Os polienos sdo compostos antifungicos que se ligam a esterdis,
especialmente o ergosterol, da membrana plasmética formando poros e resultando no
vazamento de conteludo intracelular e posterior morte do microrganismo (Bem-Ami,
2018). A anfotericina B € geralmente considerada um antifingico de amplo espectro
e é utilizada em casos de infec¢des graves. A resisténcia a anfotericina B € menos
comum, porém Candida lusitaniae e Candida glabrata sdo espécies que tem sido

relatadas por apresentar resisténcia a esses farmacos (Nami et al., 2019).

2.3 Mentha spp. como fonte de compostos antifungicos

Atualmente a resisténcia de microrganismos a tratamentos antimicrobianos
ja disponiveis no mercado tem resultado na busca por novas fontes alternativas de
controle desses microrganismos. Nesse contexto, as plantas medicinais tem sido
estudadas, pois sdo ricas em biocomponentes responsaveis por diversas atividades
bioldgicas (Hofling et al., 2010).

Na literatura em particular as plantas pertencentes ao género Mentha tem
sido amplamente estudadas e os compostos presentes no 6leo essencial de tais
plantas sdo descritos por possuir atividade anti-inflamatoria (Battistin et al., 2011),
antioxidante, antibacteriana, antiviral e antifiingica (Saharkhiz et al., 2012; Dukic et al.,
2003; iscan et al., 2002; Singh et al., 2011; Melzer et al., 2004).

Em relacéo a atividade antimicrobiana, o 6leo essencial de Mentha piperita
tem demonstrado acdo contra Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Streptococcus faecalis
(Valeriano et al., 2012). Dukic et al. (2003) mostram em estudo que o 6leo essencial
de Mentha aquatica possui acdo antifungica contra as espécies de fungos

Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum, Trichophyton tonsurans,
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Microsporum canis e Epidermophyton floccosum. Em estudo feito por Mkaaddem et
al. (2009) demonstrou que o 6leo essencial de Mentha longifélia possui acdo

antifangica contra Aspergillus spp.

Os compostos isolados obtidos a partir do 6leo essencial de espécies de
Mentha também tem apresentado atividade antimicrobiana. Carvona apresentou acdo
antifangica sobre Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Trichophyton rubrum
(Aggarwal et al., 2001). Mentona apresentou atividade antifungica sobre Aspergillus
niger (Moghtader, 2013). Carvona e mentona apresentam acdo antifingica sobre
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Aspergillus niger,
Aspergillus flavus e Rhizopus spp. (Hussain et al., 2010). Abolfazl et al., 2014
mostraram que mentona e mentofurano possuem acdo antimicrobiana sobre
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Em estudo
feito por Arruda et al. (2006), pulegona apresentou acdo antibacteriana sobre

Staphylococcus aureus.

Os resultados descritos na literatura da acdo antimicrobiana de
biocomponentes presentes no 6leo essencial de Mentha spp. mostram a importancia
de estudos com essas plantas e podem trazer resultados promissores a saude publica
no desenvolvimento de novos agentes antifingicos que atuem contra espécies

resistentes.
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3 PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a acdo antifiungica dos compostos
carvona, mentona, mentofurano e pulegona, isolados e em associacdo em espécies

de Candida e no biofilme duo-espécie de Candida albicans e Streptococcus mutans.
Objetivos especificos do estudo:

1) Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos compostos isolados

e em associacao sobre espécies de Candida;

2) Classificar a acdo dos compostos em combinacdo pelo Indice de
Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF);

3) Analisar em citdmetro de fluxo células de Candida albicans ATCC MYA-

2876 apos o tratamento com 0s compostos isolados;

4) Analisar em Microscopio Eletrénico de Transmisséo a a¢do dos compostos
isolados e em associacao sobre a morfologia de Candida albicans ATCC
MYA-2876;

5) Verificar a acdo dos compostos isolados e em associacdo na biomassa do

biofilme em formacao e maduro de Candida albicans ATCC MYA-2876;

6) Verificar a acdo dos compostos isolados e em associacdo na biomassa do
biofilme em formacé&o duo-espécie de Candida albicans ATCC MYA-2876 e
Streptococcus mutans ATCC 700610.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Local de Pesquisa

As analises experimentais foram realizadas utilizando as estruturas da Area
de Microbiologia e Imunologia, Centro de Microscopia e Imagem (CMI) e a Area da
Patologia Oral- Departamento de Diagnostico Oral — FOP/UNICAMP, Piracicaba —

Sao Paulo.

4.2 Compostos

Para os ensaios, foram utilizados os compostos isolados carvona
(referéncia: 124931, Ilote: MKBQ5186), mentona (referéncia: 95401, Iote:
BCBM3599V), mentofurano (referéncia: 63661, lote: BCBN1819V) e pulegona
(referéncia: 55708, lote: 07013MB). Com os compostos, foram formadas as
combinacdes:

1) carvona e mentona
2) carvona e mentofurano
3) carvona e pulegona
4) mentona e mentofurano
5) mentona e pulegona
6) mentofurano e pulegona

Como controle, nos ensaios de microdiluicdo em caldo, foi utilizado o

antifangico comercial Fluconazol. Os compostos isolados e o Fluconazol foram

adquiridos comercialmente da empresa Sigma Aldrich.

4.3 Diluicdo dos compostos

Para todos os ensaios, os compostos foram diluidos em meio de cultura
RPMI-1640 e Tween 80% (0,05%). Para os ensaios de biofilme duo-espécie os
compostos foram diluidos em Caldo triptona Soja (TSB) e Tween 80 (0,05%). O
antifangico comercial Fluconazol foi diluido em agua destilada. Foram feitos controles

negativos.

4.4 Microrganismos
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Para as analises foram utilizadas cepas de diferentes espécies de Candida
spp. descritas a sequir:
e Cepas padréo: Candida krusei (CBS 573), Candida albicans (ATCC 90028),
Candida albicans (ATCC MYA-2876), Candida guilliermondii (CBS 566), Candida
tropicalis (CBS 74), Candida parapsilosis (CBS 604) e Candida dubliniensis (CBS
7987). (CBS- Centraalbureau voor Schimmelcultures; ATCC: American Type Culture
Collection);
e |solados clinicos de cavidade e protese oral: Candida albicans (330), Candida
albicans (378) e Candida albicans (335). Os isolados clinicos provém da cavidade
bucal e/ou préteses dentarias de pacientes que receberam atendimento odontoldgico
na Clinica de Protese da Faculdade de Odontologia de Alfenas, da Universidade de
Alfenas. Tais isolados foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Marcelo Fabiano
Gomes Boriollo (Projeto Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa- Faculdade de
Odontologia de Piracicaba, Protocolo n® 150/15);

Para o0s ensaios com biofilme duo-espécie foi utilizada a cepa
Streptococcus mutans ATCC 700610.

Todas as cepas foram mantidas no laboratério de Microbiologia e
Imunologia do Departamento de Diagnostico Oral da FOP/UNICAMP.

4.5 Determinacédo da CIM e ICIF sobre Candida spp.
4.5.1 Padronizacgéao do inéculo

As cepas foram inicialmente transferidas do estoque em glicerol e meio de
cultura YPD (Yeast Peptone Dextrose) mantido sob refrigeracao (-20°C), para caldo
YPD. Posteriormente foram incubadas em estufa de aerobiose a 37° C durante 24
horas. Apds, as cepas foram transferidas para o meio de cultura SDA (Sabouraud
Dextrose Agar) e incubadas em estufa de aerobiose a 37° C durante 24 horas a fim
de reativar as cepas para uso. Para o0 ensaio da avaliacdo da CIM, o indculo foi
ajustado em solucéo salina (0,9%) com absorbancia de 530 nm = 0,08 a 0,10, ou
aproximadamente 5,0x10% UFC/mL no espectrofotdmetro, seguida de diluicées 1:10
em solucdo salina (0,9%) e 1:20 em RPMI. O indculo foi padronizado a 2,5x103
UFC/mL, seguindo as recomendacdes do protocolo M27-A3 (CLSI, 2008).

4.5.2 Método de microdiluicdo em caldo
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As amostras de Candida spp. foram analisadas quanto a sensibilidade aos
compostos isolados e em associacdo. Para os compostos isolados a concentracao
inicial testada foi de 16 mg/ml e para os ensaios dos compostos em associacdo a
concentracéo inicial foi a CIM obtida nos ensaios com os compostos isolados. Como
controle positivo foram feitos experimentos com o antifngico comercial Fluconazol
nas concentracdes de 64- 0,00125 pg/mL.

Os ensaios com compostos isolados foram feitos em microplaca (Global Trade)
estéril de 96 pocos foram adicionados 100 yL de meio de cultura RPMI-1640 (Sigma
Aldrich®). Apds, foi adicionado 100 pL dos compostos isolados na concentracéo
desejada e feita diluicdo seriada de forma que a concentracdo fosse caindo pela
metade. Posteriormente, foram adicionados aos compartimentos da placa 100 uL de
inéculo ajustado na concentragdo de 2,5x103 UFC/mL. As placas foram incubadas por
24 horas em 37 °C em estufa de aerobiose.

Os ensaios com compostos em associacdo também foram realizados em
microplaca (Global Trade) estéril de 96 pocos foram adicionados 50 pyL de meio de
cultura RPMI-1640 (Sigma Aldrich®). Apds, foi adicionado 50 pyL dos composto A e
feita diluicAo seriada. Posteriormente foram adicionados 50 pL do composto B ja
diluido (em microtubos) nas concentracbes desejadas. Foi adicionado aos
compartimentos da placa 100 yL de inéculo ajustado na concentracdo de 2,5x103
UFC/mL. As placas foram incubadas por 24 horas, 37° C em estufa de aerobiose.

Apds o periodo de incubacédo, foi feita leitura visual das placas para
determinar a CIM. A CIM foi definida como a menor concentragéo capaz de inibir o

crescimento visivel da levedura. Foram feitos 3 experimentos independentes.

453 Classificacdo da combinacdo dos compostos pelo indice de
Concentracgao Inibitoria Fracionaria (ICIF)

A combinacdo das menores concentracdes dos compostos que inibiram o
crescimento visivel da levedura foi analisada utilizando o indice de Concentragéo
Inibitéria Fracionaria (ICIF) para classificar as interacbes entre as substancias

testadas. O ICIF foi calculado:

CIM da substancia A combinada + CIM da substancia B combinada

CIM da substancia A isolada CIM da substancia B isolada
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O resultado obtido foi classificado como sinergismo FICI < 0,5;
antagonismo FICI > 4,0; sem interacdo FICI >0,5 e < 4,0 (Odds 2003).

4.6 Acdo dos compostos na célula analisada sob Citémetro de Fluxo

As células de Candida albicans ATCC MYA-2876 foram analisadas quanto
a integridade da membrana celular, potencial de membrana citoplasmética e a
presenca de espécies reativas ao oxigénio. As células (1x10®° UFC/mL) foram
cultivadas por 16 horas na presenca dos compostos isolados nas concentracdes sub-
CIM (carvona e pulegona: 1mg/ml; mentona: 4mg/ml; mentofurano: 2mg/ml) e sub-
biofime (0,5 mg/ml para carvona, mentona e pulegona; 0,125 mg/ml para
mentofurano). Apés, foram tratadas com os fluorocromos: IP (lodeto de Propidio), (0,5
pl para 500 pl de inéculo), DIOCe(3) (0,5 pl para 500 pl de inéculo) e DHR-1,2,3 (20 pl
para 500 pl de indculo). A amostra foi incubada por 15 minutos na auséncia de luz,
fixadas com solucao de 3% de paraformoldeido (Freitas et al., 2013). Todas amostras
foram lidas por Citémetro de Fluxo obtendo-se 10.000 eventos para cada experimento
independente. Os marcadores foram utilizados em experimentos separados, a fim de
nao haver interferéncia de fluorescéncia nos canais do equipamento. Os
comprimentos de onda utilizados foram diferentes para cada fluorocromo. IP teve
excitagdo a 536 nm e emissdo a 623 nm (FL2). DIOC6(3) teve excitacdo a 484nm e
emissdo a 501 nm (FL1). O marcador DHR-1,2,3 teve excitacdo a 500 nm e emisséo
a 536 nm (FL1). Como controle, além dos grupos de tratamento com 0s compostos,
foram analisadas células ndo coradas, que serviram de controle da autofluorescéncia.
Foram feitos 2 experimentos independentes em duplicata.

O aparelho utilizado foi Facscalibur BD do Departamento de Diagndstico
Oral, Area de Patologia da FOP- UNICAMP).

4.7 Andlise da acdo dos compostos na morfologia celular sob Microscopio Eletronico
de Transmissao (MET)

Para visualizar pelo MET alteragBes morfolégicas apos o tratamento com
0s compostos, células de Candida albicans MYA-2876 foram cultivadas overnight em
SDA. Apés, foram ajustadas a a 1x10° UFC/mL e incubadas com os compostos nas
concentragcbes sub-biofilme, sendo 0,5 mg/ml para carvona, mentona e pulegona;
0,125 mg/ml para mentofurano. Estas concentracdes em andlises anteriores, inibiram

aproximadamente 50% a atividade metabdlica do biofilme da espécie. Foram testados
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também, os compostos em associa¢do: carvona (0,0009 mg/ml) e pulegona (0,0625
mg/ml); carvona (0,0009 mg/ml) e mentona (0,1250 mg/ml); e mentona (0,0625 mg/ml)
e pulegona (0,0009 mg/ml). Apds incubacdo de 24 horas, as amostras foram
centrifugadas por 2 minutos a 2.000 G (centrifuga eppendorf) para a formacéo de
pellets. Os pellets foram lavados com PBS (1x), ressuspensos em Karnovsky (0,1M)
por 36 horas em temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas em
tampado fosfato Sorensen, fixadas com tetroxido de dsmio por 4 horas em temperatura
ambiente. Novamente as amostras foram lavadas com tampéo fosfato Sorensen e em
seguida desidratadas com concentragdes crescentes de acetona PA (Merck) (30%,
50%, 70%, 90% por 5 minutos cada). Para finalizar, as amostras foram infiltradas em
resina Dr. Spurr nas concentracdes 3:1, 1:1, 1:3, resina pura por 2 horas e
polimerizadas em resina pura durante 48 horas em estufa de 60 a 70° C. Apés
polimerizadas as amostras foram cortadas em ultramicrotomo, contrastadas com
chumbo e uranila e visualizadas em microscépio eletrénico de transmisséo, JEM 1400
JEOL (Roque et al., 2015).

4.8 Analise dos compostos na biomassa do biofilme.
4.8.1 Andlise da acdo dos compostos no biofilme uniespécie de Candida albicans
ATCC MYA-2876

Para avaliar a acdo dos compostos na biomassa do biofilme de Candida
albicans MYA-2876 foi cultivada em placa SDA overnight, e colonias foram
transferidas para caldo de YPD (Yeast Peptone Dextrose) sob agitacdo a 180 rpm e
30°C. Aliquota de 7 mL do in6culo foi centrifugada e lavada 2x com PBS e acrescido
de 7ml de RPMI-1640 a 37°C. Da suspenséo celular resultante foi preparada uma
diluicdo de 1:100, e as células foram ajustadas com o auxilio da camara de Neubauer,
microscopio optico (aumento de 400x) e o volume calculado a partir da contagem. A
suspensao final continha 1,0x10% UFC/mL, em RPMI-1640.

Para o biofiime em formacdo, o inoculo ajustado foi distribuido em
microplaca e pré-incubado por 2 horas sob agitagdo. Em seguida, o0 meio de cultura
foi aspirado e os tratamentos com os compostos foram adicionados sobre o biofilme.
O espécime foi incubado por 24 horas em estufa de aerobiose (Silva et al., 2010).

Para o biofilme maduro, o inéculo ajustado foi distribuido em microplaca e

incubado em estufa de aerobiose a 37°C por 24 horas. Em seguida, o meio de cultura
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foi aspirado e os tratamentos com os compostos foram adicionados sobre o biofilme.
O espécime foi incubado nas mesmas condi¢cfes atmosféricas (Pierce et al., 2008).

Ambos os biofilmes foram tratados com concentracfes decrescentes dos
compostos, ou seja, a partir da concentracao inicial as concentragdes foram caindo
pela metade. A concentracdo inicial utilizada para carvona foi de 2 mg/ml, para
mentona foi de 8 mg/ml, para mentofurano foi de 4 mg/ml e para pulegona foi de 2
mg/ml. A concentracdo inicial utilizada dos compostos em associacdo foram:
Combinacdo 1 (carvona: 0,0036 mg/ml e mentona: 0,5000 mg/ml); Combinacéo 2
(carvona: 0,0664 mg/ml e mentofurano: 0,0076 mg/ml); Combinacdo 3 (carvona:
0,0036 mg/ml e pulegona: 0,2500 mg/ml); Combinacédo 4 (mentona: 0,0156 mg/ml e
mentofurano: 4 mg/ml); Combinacdo 5 (mentona: 0,2500 mg/ml e pulegona: 0,0036
mg/ml) e Combinacéo 6 (pulegona: 0,0036 mg/ml e mentofurano: 1,2500 mg/ml).
Foram feitos 3 experimentos independentes.

Para a quantificacdo do Biofilme, apds o periodo de incubacéo, os biofilmes
foram lavados, corados com Cristal Violeta (0,1%) e a biomassa foi mensurada a 575
nm em espectrofotbmetro de microplacas. Foram considerados os resultados com
minimo de 50% de inibicdo da progressédo da biomassa do biofilme em formacao e
50% de desconstrucao da biomassa do biofilme maduro.

4.8.2 Analise da acao dos compostos no biofilme duo-espécie de Candida albicans
ATCC MYA-2876 e Streptococcus mutans ATCC 700610

As células de Candida albicans ATCC MYA-2876 foram incubadas
overnight em SDA, estufa de aerobiose 37°C. Colonias foram transferidas para caldo
YPD sob agitacédo a 180 rpm e 30°C. Aliquota de 7 mL do inéculo foi centrifugada e
lavada 2x com PBS e acrescido de 7ml de meio de cultura TSB. Da suspensao celular
resultante foi preparada uma diluicdo de 1:100, e as células foram ajustadas com o
auxilio da camara de Neubauer, microscopio 6ptico (aumento de 400x) e o volume
calculado a partir da contagem. A suspenséo final continha 2x10” UFC/mL.

As células de Streptococcus mutans ATCC 700610 foram incubadas
overnight em BHI agar, estufa de aerobiose com 10% CO2 a 37°C. Colbnias foram
transferidas para caldo BHI sob agitacdo a 180 rpm e 37°C. Aliquota de 7 mL do
indculo foi centrifugada e lavada 2x com PBS e acrescido de 7ml de meio de cultura
TSB. Da suspenséo celular resultante foi preparada uma diluicdo de 1:100, e as

células foram ajustadas com o auxilio da camara de Neubauer, microscopio optico
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(aumento de 400x) e o volume calculado a partir da contagem. A suspenséao final
continha 2x108 UFC/mL em meio de cultura TSB.

Em microplacas de 96 pocos (Global Trade), foram colocados 100 pL do
indculo ajustado de cada espécie. As placas foram incubadas em estufa de aerobiose
com 10% de COza 37°C durante 2 horas para promover a adeséo celular. Em seguida,
0 meio de cultura foi aspirado, e a placa lavada (1x) com PBS (1x), a fim de remover
células ndo aderentes. Em seguida foram adicionados 200 uL dos tratamentos
diluidos em meio de cultura TSB com 0,05% de TWEEN 80. A concentracao inicial
testada foi de 8 mg/ml para cada composto isolado e combinagbes. A placa foi
novamente incubada por 24 horas a 37°C em estufa de aerobiose com 10% de CO2
(Fernandes et al., 2016).

Apoés o periodo de incubacéo, os biofilmes foram quantificados da mesma

forma que no item 4.8.1.

4 .8.3 Estatistica
Para a andlise estatistica dos biofiimes foi utilizado o teste de Dunnett,
ANOVA (P<0,05), Programa Biostat 5.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Determinacao da CIM e ICIF sobre Candida spp.

Todos o0s compostos isolados e em associagdo apresentaram acao
antifingica nas células plancténicas de Candida spp. em diferentes concentracées.
Os compostos isolados inibiram o crescimento das cepas em concentracdes de 0,5 a
8 mg/ml e a acdo mais efetiva foi por parte do composto carvona sobre o isolado
clinico Candida albicans 378, o qual inibiu o crescimento da cepa na concentracao de
0,5 mg/ml. De acordo com o ICIF, a associacdo entre 0S compostos apresentou
sinergismo sobre as cepas testadas. Foram excecBes as cepas clinicas Candida
albicans 330 e 335 nas combinacBes 1 e 3, pois ndo houve interacdo entre os
compostos. O mesmo ocorreu com a combinacdo 1 para as cepas Candida
parapsilosis CBS 604 e Candida guilliermondii CBS 566, ndo apresentando interacao
entre 0os compostos. Para o isolado clinico Candida albicans 378 ndo houve interacdo
dos compostos para as combinagbes 2 e 3. Nenhuma das combinacdes testadas
apresentou efeito antagonista. Os ensaios com o fluconazol apresentaram valores de
inibicdo entre 0,25 a 8 pg/mL. Os resultados estdo expressos na Tabela 1. A
classificagdo das combinacbes pelo ICIF estdo expressas na tabela 2. As
concentracfes dos compostos em associagao que inibiram o crescimento de Candida

spp. estéo descritas na Tabela 3.

Tabela 1: Perfil de sensibilidade das cepas de Candida apos tratamentos.

Cepas Carvona Mentona Mentofurano Pulegona Fluconazol
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml pg/ml
Ck 2 8 4 1 8
Ca90028 2 8 4 2 0,5
Ca2876 2 8 4 2 0,5
Cg 1 4 4 1 0,5
Ct 2 8 8 2 0,5
Cp 1 8 4 1 1
Cd 2 8 4 1 0,5
Ca330 1 8 8 1 0,5
Ca378 0,5 8 4 1 0,25
Ca335 1 8 4 1 1

Ck: Candida krusei; Ca90028: Candida albicans 90028; Ca2876: Candida albicans 2876; Cg: Candida
guilliermondii; Ct: Candida tropicalis; Cp: Candida parapsilosis; Cd: Candida dubliniensis; Ca330: Candida albicans
330; Ca378: Candida albicans 378; Ca335: Candida albicans 335.
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Tabela 2: Classificagéo pelo ICIF

Carvona e Carvona e Carvona e Mentona e Mentona e Mentofurano e
mentona mentofurano pulegona mentofurano pulegona pulegona
S S S S S S
S S S S S S
S S S S S S
S/l S S S S S
S S S S S S
S/l S S S S S
S S S S S S
S/l S S/l S S S
S S/l S/l S S S
S/l S S/l S S S

S: sinergismo; S/I: sem interacao.

Tabela 3: Concentra¢des (mg/ml) dos compostos em associacdo que inibiram o crescimento de
Candida spp.

Cepas 1 2 3 4 5 6
C. krusei C:0,0009 C.0,125 C: 0,0009 M:0,0039 M:0,0625 MF: 0,5
CBS 573 M: 0,0625 MF: ,0019 P: 0,125 MF: 0,25 P: 0,0009 P: 0,001
C. albicans C:0,0009 C:0,0166 C: 0,0009 M:0,0039 M: 0,0625 P: 0,0009
ATCC 90028 M: 0,125 MF: 0,0019 P:0,0625 MF: 1 P: 0,0009 MF:0,3125
C. albicans C:0,0009 C:0,0166 C: 0,0009 M:0,0039 M: 0,0625 P: 0,0009
ATCC 2876 M: 0,125 MF: 0,0019 P:0,0625 MF: 1 P: 0,0009 MF:0,3125
C.guilliermondii C: 0,0019 C: 0,078 C: 0,0019 M: 0,0039 P:0,0019 MF: 1
CBS 566 M: 4 MF: 1 P:1 MF: 2 M: 1 P: 0,0009
C. tropicalis C:0,0009 C:0,0166 C: 0,0009 M:0,0039 M: 0,0625 P: 0,0009
CBS 94 M: 0,125 MF: 0,0019 P:0,0625 MF: 1 P: 0,0009 MF:0,3125
C. parapsilosis C: 0,0019 C:0,125 C: 0,0009 M: 0,0039 MF:0,5 MF: 1
CBS 604 M: 4 MF:0,0009 P:0,25 MF: 2 P: 0,0009 P: 0,0009
C.dubliniensis C:0,0009 C.0,125 C: 0,0009 M:0,0039 M:0,0625 MF: 0,5
CBS 7987 M: 0,0625 MF: ,0019 P: 0,125 MF: 0,25 P: 0,0004 P: 0,001
C. albicans 330 C: 0,0019 C: 0,078 C: 0,0019 M: 0,0039 P:0,0019 MF: 1
(Isolado clinico) M: 4 MF: 1 P:1 MF: 2 M: 1 P: 0,0009
C. albicans 378 C: 0,0019 C: 0,039 C: 0,0019 M: 0,0039 M: 0,0625 MF: 0,25
(Isolado clinico) M: 2 MF: 4 P: 0,5 MF: 1 P: 0,0039 P: 0,125
C. albicans 335 C: 0,0019 C: 0,078 C: 0,0019 M: 0,0039 M:0,0625 MF: 1
(Isolado clinico) M: 4 MF: 1 P:1 MF: 2 P: 0,0004 P: 0,0009

Combinacdo 1: carvona e mentona; Combinacédo 2: carvona e mentofurano; Combinacéo 3:
carvona e pulegona; Combinacgédo 4: mentona e mentofurano; Combina¢éo 5: mentona e
pulegona; Combinacgédo 6: pulegona e mentofurano.

5.2 Agéo dos compostos em Candida albicans MYA 2876 sob Citdmetro de Fluxo
Nesse ensaio, as células de Candida albicans ATCC MYA-2876 foram
analisadas, quanto ao seu comportamento e complexidade interna, como integridade
da membrana citoplasmatica, potencial de membrana citoplasmaética e a presenca de
espécies reativas ao oxigénio apoés tratamento com os compostos. As células tratadas

apresentaram baixa marcacdo para o lodeto de Propideo, entre 2,11% e 11,47%,
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sendo que o composto mentona e mentofurano nas concentra¢des sub-biofilme n&o
apresentaram marcacgéao, indicando que os compostos ndo rompem a parede celular
das células nas concentracdes testadas. Ja para DIOC6 as células apresentaram
marcacao entre 97,71% e 99,03%, indicando despolarizacdo da membrana apos o
tratamento com os compostos. Com o marcador DHR-1,2,3, que permite monitorar a
presenca de espécies reativas de oxigénio, as células apresentaram marcacdes entre
7,05% e 43,08%, indicando que os tratamentos formaram ROS dose-dependente. Os

resultados estéo expressos nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 4: Dados obtidos em citdmetro de fluxo de Candida albicans MYA 2876 apds tratamento com

0s compostos (tratamentos na concentracao Sub-CIM)

Marcador Controle Cont. Int. carvona mentona  mentofurano pulegona
IP 2,17% 94,725%  6,5% 11,47% 3,14% 5,62%
DIOGCs 0,97% 99,93 % 98,97% 99% 99,03% 98,97%
DHR1,2,3 0,37% 86,61% 30,33% 43,08% 20,49% 18,89%

Cont Int: Controle de Internalizagdo do corante

Tabela 5: Dados obtidos no citdmetro de fluxo de Candida albicans MYA 2876 ap@s tratamento com 0s
compostos (tratamentos na concentracdo Sub-biofilme)

Marcador Controle  Cont.Int. carvona mentona  mentofurano pulegona
IP 2,17% 94,725%  2,11% - - 5,62%
DIOGs 0,97% 99,93% 99,02% 99,02% 97,71% 99,01%
DHR1,2,3 0,37% 86,61% 7,05% 26,09% 18,48% 20,91%

Cont Int: Controle de Internalizagdo do corante; - Ndo houve marcagao.

5.3 Andlise da acdo dos compostos na morfologia celular analisada sob Microscépio
Eletronico de Transmisséo (MET)
As imagens obtidas em Microscopio Eletrdnico de Transmisséo das células
de Candida albicans ATCC MYA-2876 tratadas com os compostos isolados e em
associagao evidenciaram alteracdes celulares quando comparadas ao controle sem os
tratamentos.
No controle sem os tratamentos foi observada integridade celular, com
membrana citoplasmatica e parede celular bem delimitadas (Figura 1).

O tratamento com o composto carvona (Figura 2) apresentou retracdo do
conteudo citoplasmatico e formacgéo de vacuolos no citoplasma. Ja o tratamento com
mentona (Figura 3), foi observado a formacdo de vacuolos em todas as células.

Algumas células apresentaram alteracbes na membrana citoplasmatica porém nao
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foram dados representativos pois tais alteragdes néo foram visualizadas em todas as
células. O tratamento com mentofurano (Figura 4) evidenciou irregularidades na
membrana citoplasmatica, como a formacao de ondula¢des. Ja as células tratadas
com pulegona (Figura 5) apresentaram retracdo citoplasmatica, vacuolos

intracelulares e membrana citoplasméatica com rugosidades.

Os tratamentos com 0s compostos em associagdo também apresentaram
alteracdes celulares. A combinacdo de carvona e pulegona (Figura 6) resultou na
formacao de vacuolos em todas as células e alteragdes na membrana citoplasmaética,
sendo que em alguns locais ela parece estar aderida a parede celular. O tratamento
com a combinacdo de carvona e mentona (Figura 7) resultaram em danos a célula,
como retracdo citoplasmatica e formacdo de vacuolos. Ja o tratamento com a

combinacdo de mentona e pulegona (Figura 8) foram observados vacuolos com

conteudo escuro.

Figura 1: Imagem obtida por Microscdpio Eletronico
de Transmisséo do controle de células de Candida
albicans ATCC MYA-2876 sem o tratamento com
0s compostos. PC: parede celular; MC: membrana

citoplasmatica.




Figura 2: Imagem obtida por Microscépio Eletrdnico
de Transmissdo do tratamento de células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 com carvona.
R: retracdo do conteudo citoplasmatico; V:

vacuolos.

Figura 3: Imagem obtida por Microscépio Eletrdnico
de Transmissdo do tratamento de células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 com mentona.

V: vacuolos.

Figura 4: Imagem obtida por Microscépio Eletrdnico
de Transmissdo do tratamento de células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 com

mentofurano. O: ondulagdes.
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Figura 5: Imagem obtida por Microscépio Eletrdnico
de Transmissdo do tratamento de células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 com pulegona.
RG: rugosidades; R: retracdo do conteudo

citoplasmaético; V: vacuolos.

Figura 6: Imagem obtida por Microscdpio Eletronico
de Transmissdo do tratamento de células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 com a
associacdo de carvona e pulegona. AM: alteracdes
da membrana citoplasmatica. A membrana parece

estar aderida a parede celular. V: vacuolo.

Figura 7: Imagem obtida por Microscépio Eletrdnico
de Transmissdo do tratamento de células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 com a
associagdo de carvona e mentona. R: retracdo do

conteudo citoplasmatico; V: vacuolo.
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Figura 8: Imagem obtida por Microscapio Eletronico
de Transmissdo do tratamento de células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 com a

associacdo de mentona e pulegona.V: vacuolo.

klgm

5.4 Andlise da acdo dos compostos no biofilme uniespécie de Candida albicans ATCC
MYA-2876

Os compostos isolados e em associacédo foram testados no biofilme em
formacdo e maduro de Candida albicans ATCC MYA-2876 para avaliar a acdo dos
tratamentos na biomassa dos biofilmes. No biofilme em formacéo, carvona impediu a
progressao do biofilme em 63% comparado ao controle na concentracéo de 2 mg/ml
(1 1). Pulegona impediu a progresséo do biofilme em 83% comparado ao controle na
concetragédo de 2 mg/ml ([]1). Mentona e mentofurano néo impediram a progressao
do biofilme em 50% ou mais comparado ao controle em nenhuma concentracao
testada (Figuras 9 e 10). No biofilme maduro, nenhum dos compostos ou combinagdes
desconstruiram a biomassa do biofiilme em 50% comparado ao controle nas

concentracOes testadas (Figuras 11 e 12).



Biofilme em formac¢do dos compostos isolados

450
400
350
300
250
200
150
100

50

Inibicdo

Concentragdes dos compostos

el PUlegona e Mentona == Carvona Mentofurano

Figura 9: Gréfico da acdo dos compostos isolados na biomassa do biofilme
em formacédo de Candida albicans ATCC MYA 2876. Concentracéo inicial

([12): carvona: 2 mg/ml; mentona: 8 mg/ml; mentofurano: 4 mg/ml; pulegona:
2 mg/ml. * P<0,05.
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Figura 10: Grafico da agdo dos compostos em associagédo na biomassa do
biofilme em formacao de Candida albicans ATCC MYA 2876. Concentragdo
inicial ([]1): Combinagdo 1 (carvona: 0,0036 mg/ml e mentona: 0,5 mg/ml);
Combinagdo 2 (carvona: 0,0664 mg/ml e mentofurano: 0,0076 mg/ml);
Combinagdo 3 (carvona: 0,0036 mg/ml e pulegona: 0,025 mg/ml);
Combinagdo 4 (mentofurano: 0,0156 mg/ml e mentona: 4 mg/ml);
Combinagdo 5: (mentona: 0,25 mg/ml e pulegona: 0,0036 mg/ml) e
Combinagdo 6 (pulegona: 0,0036 mg/ml e mentofurano: 1,25 mg/ml). *
P<0,05.
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Biofilme maduro dos compostos
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Figura 11: Grafico da acéo dos compostos isolados na biomassa do biofilme
maduro de Candida albicans ATCC MYA 2876. Concentracao inicial ([]1):

carvona: 2 mg/ml; mentona: 8 mg/ml; mentofurano: 4 mg/ml; pulegona: 2
mg/ml. * P<0,05.
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Figura 12: Grafico da agdo dos compostos em associagdo na biomassa do
biofilme maduro de Candida albicans ATCC MYA 2876. Concentragao inicial
(11): Combinacdo 1 (carvona: 0,0036 mg/ml e mentona: 0,5 mg/ml);
Combinagdo 2 (carvona: 0,0664 mg/ml e mentofurano: 0,0076 mg/ml);
Combinagéo 3 (carvona: 0,0036 mg/ml e pulegona: 0,025 mg/ml); Combinacao
4 (mentofurano: 0,0156 mg/ml e mentona: 4 mg/ml); Combinacgédo 5: (mentona:

0,25 mg/ml e pulegona: 0,0036 mg/ml) e Combinacdo 6 (pulegona: 0,0036
mg/ml e mentofurano: 1,25 mg/ml). * P<0,05.

5.5 Analise da acdo dos compostos no biofilme duo-espécie de Candida albicans
ATCC MYA-2876 e Streptococcus mutans ATCC 700610

Os compostos isolados e em associacao foram testados no biofilme em
formacdo de Candida albicans ATCC MYA-2876 e e Streptococcus mutans ATCC

700610 para avaliar a acdo dos tratamentos na biomassa do biofilme. Carvona
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impediu a progressao em 79% comparado ao controle na concentracdo de 8 mg/ml ({]
1). Pulegona impediu a progresséo da biomassa em 60% comparado ao controle na
concentracdo de 8 mg/ml. Os outros compostos ndo impediram a progressao do
biofilme em 50% ou mais comparado ao controle em nenhuma concentragao testada
(Figuras 13 e 14).
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Figura 13: Gréfico da acdo dos compostos isolados na biomassa do biofilme
em formagéo do biofilme duo-espécie. Concentracdo inicial ([]1): carvona: 8
mg/ml; mentona: 8 mg/ml; mentofurano: 8 mg/ml; pulegona: 8 mg/ml. * P<0,05.
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Figura 14: Grafico da agédo dos compostos em associagdo na biomassa do
biofiime maduro de Candida albicans ATCC MYA 2876. Concentracgao inicial
([11): Combinagédo 1 (carvona: 8 mg/ml e mentona: 8 mg/ml); Combinacéo 2
(carvona: 8 mg/ml e mentofurano: 8 mg/ml); Combinacéo 3 (carvona: 8 mg/ml
e pulegona: 8 mg/ml); Combinac¢do 4 (mentofurano: 8 mg/ml e mentona: 8
mg/ml); Combinagéo 5: (mentona: 8 mg/ml e pulegona: 8 mg/ml) e Combinacgéo
6 (pulegona: 8 mg/ml e mentofurano: 8 mg/ml). * P<0,05.
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6 DISCUSSAO

No presente trabalho os compostos carvona, mentona, mentofurano e
pulegona foram testados de forma isolada em espécies de Candida para avaliar a sua
atividade antifungica e determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). A CIM
encontrada apos a exposicao dessas espécies ao tratamento com os compostos foi
de 0,5 a 8 mg/ml. Resultados de trabalhos anteriores (Busato de Feiria et al., 2016)
feitos nos labotratérios de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAMP mostram que
as espécies de planta Mentha arvensis (qQue contém entre seus compostos quimicos
mentona e pulegona) e a espécie Mentha piperita (que contém entre seus compostos
quimicos pulegona) tiveram acao antifingica sobre células plancténicas das mesmas
espécies de Candida testadas no presente trabalho. Os dados obtidos por Busato de
Feiria et al. (2016) mostraram que o 0leo essencial da espécie Mentha arvensis inibiu
o crescimento de células planctbnicas das mesmas espécies testadas no presente
trabalho em concentracdes de 0,315 a 1 mg/ml e Mentha piperita inibiu o crescimento
das leveduras nas concentracfes de 0,062 a 2 mg/ml. Os resultados do presente
estudo somados ao trabalho de Busato de Feiria et al. (2016) sugerem que 0sS
compostos de Mentha spp. quando em combinacdo no 6leo essencial apresentam
acdo mais eficaz, inibindo o crescimento das leveduras em concentragdes menores

comparado aos compostos isolados.

A acao mais efetiva de compostos quando em combinacdo é denominada
sinergismo. O sinergismo é um tipo de acdo farmacolégica obtida a partir da
combinac¢éo de dois ou mais compostos, cuja resultante é maior do que a soma dos
efeitos isolados de cada um deles (Secoli, 2001). A obtencao do efeito sinérgico pode
resultar em varios beneficios, como por exemplo, a diminuicdo de possiveis efeitos
colaterais do tratamento, a diminuigdo da dose e maior eficacia na agao terapéutica.
Em contrapartida, a agdo antagonista entre compostos num mesmo fitoterapico pode
diminuir sua eficacia, até mesmo inviabilizando o tratamento (Ulrich-Merzenich et al.,

2010; Wagner, 2011).

Para verificar se os compostos carvona, mentona, mentofurano e pulegona
apresentavam sinergismo quando em combinacdo, foram feitos testes de
microdiluicdo em caldo pelo método de Checkerboard, nos quais foi possivel observar
a acao antifungica desses compostos em 6 diferentes combinagdes e comparar 0s

resultados obtidos nesse ensaio com os resultados dos mesmos compostos testados



43

de forma isolada. Foi observado que enquanto os compostos isolados apresentaram
acdo antifingica nas concentracdes de 0,5 a 8 mg/ml, as combinacdes tiveram
reducdo expressiva nas concentracfes que inibiram o crescimento das mesmas
cepas. Um exemplo a ser observado é o isolado clinico Candida albicans 335.
Enquanto o composto isolado mentona inibiu seu crescimento na concentragéo de 8
mg/ml e o composto isolado pulegona em 1 mg/ml, a combinagdo desses dois
compostos inibiram o crescimento da mesma cepa ha concentracao de 0,0625 mg/ml
de mentona e 0,0004 mg/ml de pulegona. Os dados do presente estudo corroboram
com a literatura. Samber et al. (2015) também demonstrou em estudo que Oleo
essencial de Mentha piperita apresentou CIM em concentracdes mais baixas
comparado ao composto isolado carvona, testados sobre espécies de Candida. Esses
dados sugerem que 0Ss compostos quimicos quando em associacdo com outros
compostos presentes no 6leo essencial sdo mais efetivos. Peric et al., (2019) também
demonstraram que as acdes sinérgicas dos componentes presentes no 6leo sdo
responsaveis pela acdo antifGngica em menores concentraces comparados aos
isolados. Ainda, estudos mostram que a combinacdo do Oleo essencial com
medicamentos ja utilizados contra Candida potencializam a acdo dos medicamentos
convencionais (Stringaro et al., 2018; Santos et al., 2012). Esses dados indicam
caminhos para estudos posteriores que possam avaliar a associagao entre compostos
isolados, Oleo essencial e medicamentos convencionais permitindo assim maior

efetividade dos tratamentos.

Em relacdo ao indice de Concentracdo Inibitéria Fracionaria (ICIF) que
classifica a acdo dos compostos em “sinergismo, antagonismo e sem interagao”, a
associacao entre os compostos do presente estudo apresentou sinergismo, exceto 0s
isolados clinicos Candida albicans 330 e 335 nas combinagfes 1 (carvona e mentona)
e 3 (carvona e pulegona), ndo demonstrando interacao entre os compostos. O mesmo
ocorreu com a combinacéo 1 (carvona e mentona) para as cepas Candida parapsilosis
CBS 604 e Candida guilliermondii CBS 566, ndo apresentando interagdo entre 0s
compostos. Para o isolado clinico Candida albicans 378 ndo houve interacdo dos
compostos para as combinacdes 2 (carvona e mentofurano) e 3 (carvona e pulegona).
Embora o ICIF tenha classificado a acado dessas combinacdes sobre as cepas como
“sem interagdo”, foi possivel observar que as concentracdes que inibiram o

crescimento das cepas reduziram expressivamente quando comparado as
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concentragcdes dos mesmos compostos isolados. Sendo assim, sugere-se gue mesmo
o ICIF tenha classificado os resultados da combinagao de tais compostos como “sem

interacdo”, esses compostos apresentam sinergismo quando combinados.

O método de “Checkerboard” com critérios de interpretagao pelo ICIF
utilizado no presente estudo é o método mais usado para avaliar a relacdo de
“sinergismo, antagonismo ou auséncia de interagao” entre compostos antimicrobianos
(Odds, 2003; Lewis et al., 2002). Porém, alguns autores tem encontrado discordancia
na classificacdo desse indice (Lewis et al., 2002; Rand et al., 1993). Em estudo feito
com trés metodologias Checkerboard, Time-kill e Efest, que determinam a relacdo
entre compostos, foram encontrados diferentes interpretacbfes para um mesmo
resultado (Lewis et al., 2002). Ainda, em estudo feito por Henley-Smith et al. (2014)
foi utilizado um modelo de andlise que ndo se baseia no ICIF e sim em dados
estatisticos. Com esse trabalho, os autores sugerem que os resultados da relacédo
entre 0s compostos vao além da classificacdo do ICIF. Sendo assim, os dados do
presente estudo corroboram com a literatura (Lewis et al., 2002; Rand et al., 1993,
Henley-Smith et al., 2014) com relag&o a discordancia da classificagéo pelo ICIF, pois
mesmo que esse método de classificacdo ndo considere alguns resultados como

sinergismo, sugere-se a acao sinérgica para os resultados obtidos.

A acédo dos compostos nas células de Candida albicans ATCC MYA-2876
analisadas em Citdbmetro de Fluxo mostram que as células apresentaram baixa
marcacdo para o lodeto de propideo entre 2,11% e 11,47%, sendo que para 0S
compostos mentona e mentofurano nas concentracdes sub-biofilme as células néo
apresentaram marcacgao apos o tratamento. A baixa marca¢do ou auséncia da mesma
sugerem que 0s compostos ndo atuam na parede celular de Candida albicans ATCC
MYA-2876. J& para o DIOCs, as células apresentaram marcacao entre 97,71 e 99,03%
indicando acdo dos compostos isolados de Mentha spp. sobre a membrana
citoplasmatica de Candida albicans ATCC MYA-2876. Para o marcador DHR 1,2,3
que permite monitorar a formacdo de espécies reativas de oxigénio, as células
apresentaram marcagédo entre 7,5 e 43,8% indicando formacdo de reativos de

oxigénio dose- dependente.

Para complementar as analises em Citometro de Fluxo de células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 apds tratamento com 0s compostos, as células

foram visualizadas em Microscopio Eletrdnico de Transmissdo para observar a acéo
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dos compostos na morfologia celular. Nas células sem o tratamento observou-se
preservacdo da integridade celular com paredes e membrana citoplasmatica bem
delimitadas. Ja as células tratadas com os compostos isolados ou em associacéo
apresentaram alteracfes celulares como retracdo do conteddo -citoplasmatico,
formacao de vacuolos citoplasmaticos, irregularidades na membrana citoplasmética
como ondulagBes e rugosidades. Os dados obtidos nos ensaios com as células de
Candida albicans ATCC MYA-2876 tratadas com o0s compostos, analisadas em
Citbmetro de Fluxo e em Microscépio Eletrénico de Transmisséo corroboram com a
literatura, que aponta que 6leos essenciais e seus compostos atuam na membrana
citoplasmatica. Tais estudos sugerem que compostos presentes em 6leos essenciais
podem atuar na permeabilidade e despolarizacdo da membrana citoplasmatica (Peric
et al., 2019; Peixoto et al., 2017; Viuda-Martos et al., 2008; Pierce et al., 2017).

Palmeira-de-Oliveira et al. (2009) observou que Oleos essenciais também
podem atuar rompendo a membrana citoplasmatica. Cristani et al. (2007), Perlin,
(2011), Pierce et al. (2017), relataram que a atividade antimicrobiana de compostos
vegetais esta relacionada a capacidade dos terpenos de afetar a permeabilidade da
membrana citoplasmatica. Isso permite que 0s compostos possam atravessar a
membrana e interagir com outras estruturas da célula (Viuda-Martos et al., 2008).
Também, a acdo sobre a permeabilidade ibnica pode resultar em alteracdes do fluxo

de prétons e alteracdes de pH intracelular (Omidbeygi et al., 2007).

O dleo essencial de Mentha piperita e dos compostos carvona e mentona
foram relatados por atuar sobre a bomba de prétons H * ATPase, uma proteina de
membrana relacionada ao transporte ativo de prétons através da membrana da célula.
Na membrana citoplasmatica, H+ ATPase regula o pH intracelular (Samber et al.,
2015; Stewart et al., 1988). O efluxo de H * mediado por H+ATPase da membrana
plasmatica em Candida albicans foi determinado na presenca de 0leo essencial de
Mentha piperita e dos compostos carvona € mentona. Tais compostos naturais
inibiram o efluxo de H+ comparados ao controle, sem o tratamento. Esse efeito, pode
alterar o pH intracelular, afetando a fisiologia da célula, como o estudo feito por
Stewart et al. (1988) o qual demonstra que a alcalinizagéo citoplasmatica pode afetar
a formacéo de tubos germinativos em Candida albicans. Ainda, tais compostos atuam
inibindo a biossintese de ergosterol, principal esterol das membranas celulares

fungicas, que atua na integridade das células.
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A formacdo de vacuolos citoplasmaticos apds tratamento com compostos
vegetais também foram descritos na literatura. Estudo feito por Rajkowska et al. (2019)
com compostos terpendides em Candida albicans, detectou a presenca de vacuolos
no citoplasma com conteudo do 6leo essencial, 0 que sugere que tais estruturas atuam
como mecanismos de defesa de Candida para uma “desintoxicagao” celular. Ramsai
e Gadd (1997) mostraram que Saccharomyces cerevisiae mutantes, deficientes na
producdo de vacuolos, acumularam metais téxicos dentro das células. Oliva et al.,
(2011) também observou a presenca de grandes vacuolos no citoplasma apos o

tratamento com Oleo essencial contendo terpendides em espécies de Candida.

Os resultados do presente estudo mostram gue oS compostos carvona,
mentona, mentofurano e pulegona aumentam a formacao de espécies reativas de
oxigénio nas células de Candida albicans ATCC MYA 2876 dose-dependente. Tal
efeito também foi observado em estudo feito por Ferreira et al. (2014) apds o
tratamento de leveduras com o 6leo essencial de Mentha piperita.

Nos ensaios de formacdo de biofilme uniespécie de Candida albicans
ATCC MYA-2876 foi observado que apds os tratamentos com 0s compostos isolados,
apenas carvona e pulegona impediram a progressao do biofiime em 63 e 83%
respectivamente. Os compostos isolados mentona, mentofurano e as combinacfes
nao impediram a progressao do biofilme. No biofilme maduro os compostos isolados

e em combinac¢Bes ndo desconstruiram essa estrutura em 50% ou mais.

A literatura mostra que os biofilmes duo-espécie de Candida albicans e
Streptococcus mutans exibem maior biomassa e sdao mutuamente benéficos
comparados ao biofilme uniespécie (Lobo et al., 2019; Chevalier et al., 2018). Ainda,
Falsetta et al.(2014) mostram que a presenca de Candida albicans em biofilme de
Streptococcus mutans aumenta a producéo de exopolissacarideos tornando o biofilme
mais espesso e também induz a expressao de genes de viruléncia por Streptococcus

mutans.

No biofilme duo-espécie de Candida albicans ATCC MYA-2876 e
Streptococcus mutans ATCC 700610 apenas carvona e pulegona impediram a
formacdo da biomassa em 79 e 86% respectivamente. Os demais compostos ou
combinagdes n&o impediram a progressao do biofilme em 50% ou mais. Embora a

maioria dos compostos nédo tenham demonstrado acdo expressiva impedindo a
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progressao do biofilme em formacao ou desconstruindo o biofilme maduro em 50% ou
mais, estudos anteriores do biofilme de Candida albicans ATCC MYA-2876 tratados
com os compostos isolados mostraram reducéo de até 99% da viabilidade celular do
biofilme em formacao e até 97% do biofilme maduro (Boni et al., 2016). Busato de
Feiria et al. (2016) também observou inibicdo da atividade metabdlica do biofilme em
formacéo e maduro de Candida albicans ATCC MYA-2876 apos tratamento com 0leo
essencial das espécies Mentha aquética, Mentha arvensis e Mentha piperita. Benzaid
et al. (2019) também observou que o 0leo essencial de Mentha piperita diminuiu
aproximadamente 70% a atividade metabdlica do biofilme de Candida albicans. Sendo
assim, os resultados obtidos nos ensaios de biofilme do presente trabalho, somados
aos estudos anteriores feitos em nosso laboratério e dados da literatura sugerem que
embora os compostos presentes no 6leo essencial de espécies de Mentha néo
apresentem acgdo na biomassa do biofilme, tais compostos atuam na viabilidade das
células presentes no biofilme. Ainda, em relagdo ao biofilme duo-espécie, a presenca
de Streptococcus mutans no biofilme com Candida albicans pode ter tornado o
biofilme mais robusto e resistente a acdo dos compostos. Sendo assim, abrem-se
caminhos para futuros estudos mais aprofundados sobre os mecanismos pelos quais

esses compostos possam atuar sobre o biofilme.
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7 CONCLUSAO

e Carvona, mentona, mentofurano e pulegona isolados e em associacao
possuem acao antifungica contra células planctoénicas de Candida spp., sendo que em

combinacgéo, os compostos sdo mais efetivos;

e A classificacdo pelo ICIF mostra que a maior parte das combinacdes
apresentou sinergismo. As combinacdes 1 e 3 sobre a cepa clinica C. albicans 335 e
C. albicans 330; a combinacéo 1 sobre a cepa C. parapsilosis 604 e C. guilliermondii
566; as combinacdes 2 e 3 sobre a cepa C. albicans 378 ndo apresentam interacéo

entre os compostos. Nao ha antagonismo entre os compostos testados;

e Os compostos isolados atuam na membrana citoplasmatica de Candida
albicans ATCC MYA-2876 e induzem a formacao de espécies reativas de oxigénio na

célula dose-dependente;

e Os compostos isolados e em associa¢cao promovem retracéo do contetdo
citoplasmatico, irregularidades na membrana citoplasmatica e aumento na formacéo

de vacuolos citoplasmaticos nas células de Candida albicans ATCC MYA-2876;

e Carvona e pulegona isolados impedem a progressao do biofilme em
formacao de Candida albicans ATCC MYA-2876.

Mentona, mentofurano e 0os compostos em associacdo ndo impedem a
progressdo da biomassa do biofilme nos valores esperados. Os compostos isolados
e em associacdo nao desconstroem a biomassa do biofilme maduro dessa espécie

nos valores esperados;

e Carvona e pulegona isolados impedem a progressao do biofilme duo-
espécie de Candida albicans ATCC MYA-2876 e Streptococcus mutans ATCC
700610.

Mentona, mentofurano e 0s compostos em associagdo n&do impedem a

progressao da biomassa do biofilme nos valores esperados.
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