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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a acdo antimicrobiana de dleos essenciais e
fracOes de diferentes acessos de Mentha spp. contra Candida spp., identificando
seus compostos e verificando sua citotoxicidade. Os 64 dleos essenciais de
diferentes acessos de Mentha spp. foram extraidos utilizando as partes aéreas da
planta fresca, por hidrodestilacdo em sistema tipo Clevenger. Os dleos foram
testados contra isolados clinicos e de referéncia de Candida albicans (CBS 562) e
Candida dubliniensis (CBS 7987). A CIM foi determinada por meio do método de
microdiluicao (CLSI, 2002). Os melhores acessos testados em células planctonicas
foram fracionados em 5 partes em cromatografia de coluna seca e testados
posteriormente contra biofilme de C albicans (SC 5314). Com o indculo
padronizado em meio RPMI-1640, os biofilmes foram produzidos em placas
esterilizadas de polietileno de 96 pogos, para testes dos Oleos e fracoes em
biofilme maduro e biofilme em formacao, sendo quantificados com solucao de XTT
e analisados através de microscopia Optica e confocal a laser. Os compostos dos
melhores odleos e fracdes foram identificados por cromatografia em camada
delgada e cromatografia a gas com detector de massas. A citotoxicidade também
foi provada em painel de diferentes linhagens celulares células epiteliais, por meio
da avaliagdo da atividade antiproliferativa, in vitro, utilizando-se o ensaio de
sulforrodamina B para avaliacao do crescimento celular. O melhor rendimento em
oleo essencial (base seca) foi observado para o acesso de M. rotundifolia CM 31
(1,5 %). Quatro oleos se destacaram, apresentando forte atividade com amplo
espectro, sendo M. canadensis (CM 05) - (<0,007 a 0,500 mg/mL); M. spicata (CM
30) (0,062 mg/mL a 0,500 mg/mL); M. arvensis CM 36 (<0,007 mg/mL a 1
mg/mL) e M. suaveolens x spicata (CM 52) - (0,062 mg/mL a 0,500 mg/mL). As
fracoes F2 e F3 de M. suaveolens x spicata CM 52 demonstraram a melhor
atividade dentre os odleos e fracdes testadas, apresentando 49 % e 38 % de
inibicdo na concentracao de 0,5 mg/mL para biofilme maduro e 70 % de inibicao
(a 0,062 mg/mL) e 61 % de inibicao (a 0,125 mg/mL), respectivamente, para
inibicdo de biofilme em formacgdo. Esses resultados foram confirmados pelas
analises microscdpicas. Os compostos majoritarios do éleo de M. canadensis CM 05
foram carvona (74,84 %) e linalol (4,84 %);de M. spicata CM 30 Oxido de
piperitenona (28,05 %), beta-E-farneseno (18,58 %) e gama-muuroleno (17,38
%); M. arvensis CM 36 Linalol (33,24 %), acetato de linalol (21,97 %) e alfa-
terpineol (11,77 %); de M. suaveolens x spicata CM 52 pulegona (52,20 %),
piperitenona (29,51 %) e gama-muuroleno (4,44 %). Os Odleos essenciais de
Mentha spp. apresentam atividade antimicrobiana contra células planctonicas de
Candida spp. (de moderada a fraca), exceto os oleos originados dos acessos de M,
canadensis CM 05, M. spicata CM 30, M. arvensis CM 36 e M. suaveolens x spicata
CM 52. As fracOes F2 e F3 de Mentha suaveolens x spicata CM 52 demonstram
efeito antimicrobiano inibitério sobre biofilme em formacdao e sobre biofilme
maduro, além de auséncia de citotoxicidade para células testadas.
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Palavras-chave: Plantas medicinais, Mentha spp., Candida spp., biofilme,
citotoxicidade.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of essential oils and
fractions of different accessions of Mentha spp. against Candida spp., identifying
compounds and verifying its cytotoxicity.The essential oils of 64 different
accessions of Mentha spp. were extracted using the fresh aerial parts of the plant
by hydrodistillation cleavenger type system Then, The the oils were tested against
clinical isolates and reference strains Candida albicans (CBS 562) and Candida
dubliniensis (CBS 7987). The minimal inhibitory concentration (MIC) was
determined by microdilution method, using the CLSI protocol. The best accessions
tested on planktonic cells were separated into 5 parts by dry column, and oils and
fractions were subsequently tested against biofilms of C. albicans (SC 5314). With
standardized inoculum in RPMI-1640, the biofilms were produced in sterile
polyethylene plates with 96 wells, for to evaluate the oils and fractions in
preformed biofilm and inhibition biofilm formation. After the biofilm was
quantified with XTT solution and analyzed by optical and confocal microscopy. The
compounds were further identified by thin layer chromatography (TLC) and gas
chromatography mass spectrometry (GC-MS). The cytotoxicity was also tested in
epithelial cells as well as antitumor activity, by evaluating the antiproliferative
activity in different cell lines using the test sulforrodamina B (SBR) for evaluation
of cell growth.The best yield in essential oil (dry basis) was observed for the
accessions M. rotundifolia CM 31 (1.5% dry basis). Among the 64 oils, four stood
out, showed strong activity with broad spectrum, inhibiting all strains tested, and
these, M. canadensis (CM 05) - (<0.007 to 0.187 mg/mLto 0.500 mg/ml),
M. spicata (CM 30) - (0.062 mg/mL to 0.500 mg/ml), M. arvensis CM 36 (<0.007
mg/mL to 1 mg/mL) and M. spicata x suaveolens (CM 52) - (0.062 mg/mL to 0.500
mg/mL). Fractions F2, F3 M. spicata x suaveolens CM 52 showed the best activity
among the tested oils and fractions, showing 49% and 38% inhibition at 0.5
mg/mL for preformed biofilm and 70% inhibition (at 0.062 mg/mL) and 61%
inhibition (at 0.125 mg/mL), respectively, for inhibitory biofilm formation. These
results were confirmed by microscopic analysis. The mainly oil M. canadensis 05
CM were carvone (74.84%), linalool (4.84 %); M. spicata CM piperitenone oxide
were 30 (28.05%), beta-E-farnesene (18.58%) and gamma-muuroleno (17.38%);
M. arvensis CM 36 were Linalool (33.24%), acetate, linalool (21.97%) and alpha-
terpineol (11.77%); M. spicata x suaveolens CM 52 were pulegone (52.20 %),
piperitenone (29.51 %) and gamma-muurolene (4.44 %). Fractions F2 and F3
showed antiproliferative activity for most strains, showing lack of cytotoxicity in
epithelial cells tested.The essential oils of Mentha spp. exhibit antimicrobial activity
against planktonic cells of Candida spp. (moderate to weak), except oils originating
from accessions of M. canadensis CM 05, M. spicata CM 30, M. arvensis CM 36 and
M. suaveolens x spicata CM 52. The fractions F2 and F3 of Mentha spicata x
suaveolens CM 52 shows antimicrobial effect on preformed biofilm and inhibition
biofilm, and absence of cytotoxicity to mammalian cells.
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Key-words: Medicinal plants, Mentha spp., Candida spp., biofilm,
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LISTA DE ABREVIATURAS

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

BHI Brain Heart Infusion

CBS Centraal Bureau voor Schimmelcutures

CCD Cromatografia de Camada Delgada
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HIV Human Immunodeficiency Virus
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NCI National Cancer Institute
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NCI-H460 Linhagem celular de carcinoma de pulméo
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1 Introducao

O emprego das plantas medicinais na recuperagao da saude tem evoluido
ao longo dos tempos, desde as formas de tratamento local, até as formas
tecnologicamente sofisticadas da fabricacao industrial utilizada pelo homem
moderno. As novas tendéncias globais de uma preocupacdao com a biodiversidade
e as idéias de desenvolvimento sustentavel, tem despertado interesse no estudo
de plantas medicinais brasileiras. O estabelecimento de novas drogas vegetais
através da pesquisa nessa area pode conduzir ao correto aproveitamento das
plantas medicinais e seus derivados aplicados a fitoterapia (Lorenzi & Matos,
2002).

Produtos naturais utilizados como fitoterapicos como a horteld (género
Mentha e familia Lamiaceae), que produz um dos mais consumidos o6leos
essenciais, podem originar novas modalidades de tratamento, auxiliando na
recuperacao e manutencao da saude. Varias espécies da Mentha spp. tém sido
alvo de estudos quanto a suas diferencas metabdlicas, composicdes quimicas,
propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais (Oumzil et a/., 2002; McKay
& Bumber, 2006). Assim, pesquisas estdo sendo realizadaspara avaliagao bioldgica
de suas propriedades medicinais, a fim de que possam combater doencas que
acometem o ser humano, em particular, doengas de natureza infecciosa causadas
por leveduras do género Candida.

A candidose se encontra associada ao biofilme dental, valvulas cardiacas,
cateteres e tem como etiologia Candlida spp. associada ao comprometimento do
sistema imune do hospedeiro. C. albicans ¢ um fungo patogénico oportunista e o
mais frequente agente etioldgico da candidose, uma infeccao com crescente
ameacga para a saude de individuos imunocomprometidos e hospitalizados (Bagg &
Silverwood, 1986; Ramage et a/,, 2005; Uppuluri et a/,, 2009).



Dispositivos implantados como cateteres, valvulas protéticas do coragao,
assim como dispositivos relacionados, permitem a este patdgeno aderir-se a
superficie e formar biofilme, aumentando os indices de infeccdo fungica
hospitalares (Costerton et al., 1984; Dougherty, 1988; Uppuluri et a/, 2009). O
biofilme formado por C. albicans representa um problema crescente de saude
publica (Ramage et al,, 2009; Uppuluri et al.,, 2009).

Em hospitais, 0 género Candida responde por cerca de 80% das infeccoes
fungicas documentadas e representa um grande desafio aos clinicos de diferentes
especialidades devido as dificuldades diagndsticas e terapéuticas das infeccoes
causadas por tais agentes (Uppuluri et al, 2010). Assim, o reconhecimento da
importancia do papel da formagdo do biofilme nas infeccOes pelos pesquisadores e
pela comunidade médica tem levadoa avancos na sua prevencao, diagndstico e
tratamento (Uppuluri et a/,, 2009).

Infeccbes por Candida spp. envolvem um amplo espectro de doencas
superficiais e invasivas oportunistas, tornando o paciente exposto a uma grande
diversidade de fatores de risco. No entanto, a literatura evidencia o aumento da
resisténcia de Candida spp. aos agentes antifingicos (Ramage et al, 2005;
Mahboubi & Haghi, 2008). Assim, a falta de drogas eficazes para o tratamento de
infeccOes por Candlida spp., justifica a necessidade de se identificar novos agentes
antimicrobianos para o tratamento de enfermidades de origem flngica originadas
de plantas medicinais, como potenciais fitoterapicos.

A acao de determinadas espécies de Mentha spp. sobre leveduras de C
albicans e outros microrganismos ja foi avaliada (Oumzil et a/., 2002; Sartoratto et
al., 2004; Tampieri et al., 2005). Entretanto, pouco se conhece sobre a influéncia
da composicao de dleos essenciais originados de diferentes acessos de Mentha
spp. no metabolismo da cultura microbiana de Candida spp., além de sua

citotoxicidade.



Deste modo, vale ressaltar a importancia do estudo dos 6leos essenciais
de Mentha spp. de forma que, ndo so as industrias de fitofarmacos, mas também a
cosmeética, alimenticia, quimica e de higiene pessoal possam selecionar o acesso
de Mentha spp. nao apenas com a funcao de melhorar o odor ou sabor do
produto, mas também para aplicacdes antimicrobianas terapéuticas. Ainda, as
industrias podem escolher o acesso mais adequado a sua producdo, ou se€ja,
aquele que produz o dleo de melhor rendimento, melhor atividade antimicrobiana,
numa baixa concentracdo e que ndo seja citotdxica aos tecidos humanos.

A literatura mostra que esse 6leo possui diversas propriedades para ser
considerado um potencial fitoterapico, para controle dos niveis de infeccoes
causadas por C. albicans em pacientes hospitalizados e imunodeprimidos, que é de
fundamental relevancia.

Nosso objetivo, portanto, foi verificar a agdo antimicrobiana de diferentes
acessos ou gendtipos de dleos essenciais de Mentha spp., bem como citotoxicidade

para formar subsidios basicos para pratica clinica.






2 Revisao de Literatura

2.1 Espécies do género Candida

Espécies de Candida sdo organismos eucariotos, ndo fotossintéticos,
possuindo organelas citoplasmaticas, parede celular, e uma membrana plasmatica
rica em esterdis, usualmente o ergosterol (Akpan & Morgan, 2002). Esse género
compreende mais de 150 espécies, que crescem bem em temperaturas variando
entre 20°C a 38°C, e numa faixa de pH de 2,5 a 7,5 (Odds, 1993).

Candida spp. sao leveduras comensais que fazem parte da microbiota
residente de individuos sadios. Esses microrganismos permanecem em
homeostase, como reflexo de um equilibrio altamente dindmico entre a microbiota
e o hospedeiro. Entretanto, quando ha uma ruptura na homeostase ou algum
comprometimento do sistema imune do hospedeiro, as espécies do género
Candida podem se tornar patogénicas, apresentando manifestacbes agressivas
(Naglick et al., 2003; Sardi et al,, 2010).

A grande importancia dessas leveduras encontra-se na alta frequéncia com
que infectam e colonizam o hospedeiro humano (Sardi et a/., 2010). Espécies de
Candida sao encontradas como microrganismos comensais no tubo gastrointestinal
de 80% da populagdo adulta saudavel e cerca de 20 a 30% das mulheres
apresentam colonizacao por Candida vaginal (Colombo & Guimaraes, 2003).

Do ponto de vista taxonOmico, localizam-se no Reino Fungi, Filo
Ascomycota, Classe Saccharomycetes, Ordem Saccharomycetales, Familia
Saccharomycetaceae (Guarro et al,, 1999).

Nos ultimos anos, a prevaléncia de candidoses ou micoses causadas por
espécies de Candida vem aumentando. Embora C. albicans seja a levedura
considerada como a mais patogénica das espécies de Candida, uma variedade de

outras espécies deste género tem sido citadas como agentes causadores de um



incremento no numero de infeccdes (Ramage et al, 2009; Barbedo & Sgarbi,
2010; Sardi et al., 2010).

Somente cinco espécies de Candida eram conhecidas como agentes
etioldgicos de infeccoes em humanos, incluindo C albicans, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. stellatoidea (C. albicans var. stellatoidea) e C. guilliermondii
Recentemente, foram relatadas cerca de 17 espécies de Candida causadoras de
micoses superficiais ou invasivas em seres humanos. As principais espécies de
interesse clinico sdo: C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C.
krusej, C. guilliermondii e C. lusitaniae. Além dessas, espécies emergentes de
Candida tém sido relatadas de casos de doencas superficiais e invasivas
relacionadas, incluindo C. dubliniensis, C. kefyr, C. rugosa, C. famata, C. utilis, C.
lipolytica, C. norvegensis, C. inconspicua, dentre outras (Colombo & Guimaraes,
2003).

Ainda as variacdes geograficas significativas na etiologia de infeccbes
invasivas por Candida spp. tém sido relatadas em diferentes paises. Dentre as
espécies nao albicans, observa-se o predominio de C. glabrata na América do
Norte, j@ na América do Sul, observa-se predominio de C. parapsilosis e C.

tropicalis (Colombo & Guimaraes, 2003).

C. albicans

C. albicans é a espécie mais frequentemente isolada de infeccdes
superficiais e invasivas, comprovada por diversos estudos (Colombo et a/., 2006;
Barros et al., 2008; Barbedo & Sgarbi, 2010; Sardi et a/.,, 2010). Como foi um dos
primeiros fungos a ter seu genoma sequenciado, possibilitou um grande avango
bioldgico, principalmente na expressao dos seus genes. Essas descobertas

possibilitaram maior conhecimento patogénico, e, consequentemente, a



descoberta de uma diversidade de fatores de viruléncia (Colombo & Guimaraes,
2003; Magee & Mageee, 2005).

Uma notavel caracteristica da biologia de C albicans é a habilidade de
crescer em uma variedade de formas morfoldgicas (Sudbery et al., 2004). C
albicans ¢ um organismo polimérfico o qual estd submetido a transicbes
morfoldgicas entre formas leveduriformes, hifas e pseudo-hifas (Villar et a/., 2004).
A mudanga na morfologia de fase leveduriforme para filamentosa pode ser
induzida por uma variedade de condicoes ambientais, como variacao de
temperatura e de pH. Mudangas na micromorfologia ocorrem em funcao da
expressao genética, que se reflete na macromorfologia do desenvolvimento
leveduriforme quanto a cor, que pode ser do branco ao creme, e ao aspecto,
pastoso, brilhoso ou opaco. Porém, o estado leveduriforme pode evoluir para
filamentoso, ou até mesmo uma mescla de células fungicas leveduriformes e
filamentosas (Sudbery et al.,, 2004; Menezes et al., 2005).

A habilidade em se transformar de levedura a formas filamentares, é um
dos mais importantes fatores de viruléncia deste microrganismo (Sudbery et al.,
2004; Villar et al, 2004; Saville et al, 2002; Berman & Sudbery, 2002). No
entanto, esta viruléncia pode aumentar devido a presenca de uma estrutura mista
de comunidades similares as observadas no biofilme (Suci & Tyler, 2002). Assim,
ambos estados filamentares sao invasivos, sendo esta propriedade determinante
para a penetracdao nos tecidos durante os primeiros estagios da infecgao (Sudbery
et al, 2004; Villar et al, 2004; Jarvensivu et al., 2004), além de que todas as
formas morfoldgicas deste fungo podem estar presentes no biofilme (Kunamoto et
al., 2002).

C. albicans, considerado um microrganismo comensal na cavidade bucal,
pode aderir-se a outras espécies residentes, como Streptococcus sanguinis, S.
salivarius, S. mutans, S. mitis, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces viscosus,

Lactobacillus amylovorus, Porphyromonas gingivalis (Bagg & Silverwood, 1986), e



Staphylococcus spp. (Martins et al, 2002). Diversos estudos classificam a C
albicans como agente promotor da adesao de microrganismos, como
Streptococcus spp, E. coli e P. gingivalis (Centeno et al., 1983; Branting et al.,
1989; Nair e Samaranakaye, 1996). Estas interacdes estao ligadas a doencas
bucais peculiares, como a periodontite (Reynaud et a/., 2001 Jarvensivu et al.,
2004; da Cruz et al., 2008), a periodontite apical (Slots et a/., 1988; Waltimo et al.,
2000), doencas periodontais necrosantes (Feller et al.,, 2008), a necrose pulpar e a
carie dental (Raja et al., 2010).

Além disso, também possui capacidade de adesdo a superficies plasticas
(Samaranayake et al, 1995; Panagoda et al, 1998; Webb et al, 1998) e de
colonizar a hidroxiapatita como S. mutans (Nikawa et al, 1998), capacidade de
aderir ao epitélio e invadir o tecido conjuntivo gengival (Haynes, 2001), inibir a
funcdo de neutrofilos polimorfonucleares (Maccarinelli et a/, 2001), bem como
produzir enzimas como colagenases e proteinases que sao capazes de degradar
imunoglobulinas (Hagewald et a/, 2002). Os fatores de viruléncia de Candida spp.
associados a susceptibilidade do hospedeiro, poderiam desempenhar um papel
importante em alteracOes inflamatdrias associadas a outras doencas nao apenas a
candidose (Barros et al., 2008).

Candida dubliniensis

C. dubliniensis foi identificada primeiramente em 1995, em Dublin,
Irlanda. Considerada uma espécie de levedura patogénica fenotipica, genética e
filogeneticamente semelhante a C. albicans. Apesar dessa similiridade, C. albicans
é significativamente mais patogénica (Barbedo & Sgarbi, 2010).

Além disso, C. dubliniensis ¢ também uma levedura oportunista e
identificada e associada a candidose oral, especialmente em pacientes infectados

pelo HIV com SIDA (Sullivan & Coleman, 1998). Além da cavidade bucal, essa



levedura tem sido isolada ainda do trato respiratério, vagina e trato
gastrointestinal, e também de urina, escarro e feridas, estando implicada em
infecgdes invasivas, mesmo em HIV-negativos, quando acometidos por doencas
graves (Sullivan & Coleman, 1998; Jainkittivong et al, 1998; Fotedar & Al
Hedaithy, 2004).

C. dubliniensis pode ser encontrada em paciente diabéticos e na cavidade
oral de uma minoria de individuos saudaveis. Apesar de pacientes com infeccoes
sistémicas por C. dubliniensis terem se recuperado, este incidente por C. albicans
esta bem longe de acontecer. C. dubliniensis é responsavel por cerca de 2% das
candidemias. As razoes pela grande diferenca entre a viruléncia de C. dubliniensis
e C. albicans sao alvos de investigacOes detalhadas. Recentemente se observou
que C. dubliniensis tem a capacidade reduzida de produzir hifas, resultando assim
em menores niveis de colonizacao e invasdo tecidual (Sullivan et al, 1998; Mc
Manus et al., 2008).

No Brasil, Milan et al (2001) e Alves et al (2001) analisaram pacientes
infectados pelo HIV, determinando a prevaléncia de C dubliniensis nessa
populacao. Portela et a/ (2004), na cidade do Rio de Janeiro, RJ, isolaram C.
dubliniensis em sitios subgengivais de criangas infectadas pelo HIV.

Estudos s3ao necessarios para determinar a importancia clinica precisa
deste organismo, particularmente devido a sua capacidade de desenvolver

rapidamente resisténcia a fluconazol /n vitro (Sullivan & Coleman, 1998).

2.2 Candidose e fatores de viruléncia de Candida spp.

Diversos fatores contribuem para ocorréncia de candidoses, dentre os
quais se podem incluir o rompimento das barreiras cutaneas e mucosas,
disfuncdo dos neutrdfilos, falhas na imunidade mediada por células, desordem

metabdlica, exposicao direta aos fungos, extremos de idade (recém-nascidos e



idosos), desnutricdo aguda, longo tratamento com antibidticos, quimioterapia,
transplantes, resisténcia a antifingicos, dentre outros (Pfaller & Diakema, 2007).

Os microrganismos comensais tornam-se patogénicos caso ocorram
alteracbes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou comprometimento de
barreiras anatoémicas secundarias, por meio de queimaduras ou procedimentos
médicos invasivos. Alteracdes dos mecanismos de defesa do hospedeiro podem
ser decorrentes de mudancas fisioldgicas na infancia, como prematuridade,
envelhecimento, doencas degenerativas, neoplasicas, imunodeficiéncias
congénitas ou adquiridas e imunodepressao induzida por atos médicos (Colombo
& Guimaraes, 2003). Desse modo, a expressao génica de C. albicans é regulada
por uma interagao entre hospedeiro e patdgeno.

Na literatura especifica, estudos avaliaram a habilidade de C. albicans em
reverter a forma de levedura para formas filamentares, a partir de estimulos
ambientais. H4 mecanismos sinalizadores que regulam a filamentagdo e viruléncia,
como Ras, AMPc e PKA, além do papel do farnesol, considerada como molécula do
“quorum sensing” (Ramage et al., 2005; Hogan & Sundstron, 2009).

A hifa é a morfologia que melhor transpde barreiras, devido ao seu
desenvolvimento filamentoso, ja a fase leveduriforme, por sua morfologia
arredondada, é a melhor para a disseminacao eficiente. Acredita-se que a
producdo de hifas aumente o poder de aderéncia e de invasao tecidual,
permitindo as leveduras o acesso a estruturas e 6rgaos na profundidade do
corpo (Caldeirone & Fonzi, 2001). A forma de levedura predomina durante a
colonizagdo no hospedeiro sadio, enquanto as hifas surgem frente a deficiéncia
do sistema imune. Portanto, ambas as formas sdao de grande importancia na
patogénese, uma vez que elas sdo requeridas em diferentes situagdes no
hospedeiro (Bronw & Grow, 1999).

A patogénese da candidose também é facilitada por outros fatores de

viruléncia de Candida spp., envolvidos em multiplas fungdes. A adesao de micro-

10



organismos as superficies mucosas do hospedeiro é um pré-requisito para a
colonizacao e subsequente estabelecimento da infeccao nos tecidos mucosos
(Challacombe, 1994). A aderéncia as células do hospedeiro pelas adesinas, como
por exemplo a familia do gene ALS (agglutinin-like sequence) em C. albicans, que
codifica diferentes glicoproteinas de superficie celular implicadas no processo de
adesdo em superficies do hospedeiro (Caldeirone & Fonzi, 2001).

Proteinas hidrofébicas formadas por C. albicans na matriz polissacaridica
também aumentam a forca dos receptores de adesdo, contribuindo para a
patogenicidade dessa espécie de levedura (Masuoka et a/,, 1997). Quanto mais
hidrofébicas, mais aderentes as células do hospedeiro e aos componentes
salivares, como mucina e matriz de proteinas extracelulares (Masuoka et ai.,
1999).

Além disso, estudos sugerem que a proteina SAP (aspartil proteinase
secretada), produzida por C. albicans, é capaz de digerir a superficie da célula
epitelial do hospedeiro, provocando invasao tecidual (Park et al., 2005). As SAPs
podem se adaptar e se envolver diretamente em varias fungdes de viruléncia.
Essas proteinas podem contribuir para a adesao e invaséo do tecido hospedeiro,
degradando as estruturas da superficie da célula e substancias intercelulares ou
destruindo células e moléculas do sistema imune como uma maneira de resistir
ao ataque da resposta imune do hospedeiro (Hube et al., 2001).

No sistema imune esse microrganismo pode modular as defesas do
hospedeiro, por meio de mananas e manoproteinas (Chaffin et a/., 1998), além
de ter capacidade de sobrevivéncia dentro de fagdécitos (Jong et al., 2001) e
adaptacao ao ambiente oxidativo, em que genes de C albicans sao
temporariamente induzidos ou reprimidos em fungdo do dxido nitrico (Hromatka
et al., 2005). No sequestro de ferro, principalmente na candidiase hematogénica,
C. albicans é capaz de adquirir o ferro a partir da tranferrina (Knight et al.,
2005).
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Essa capacidade de adaptacao pode ser explicada pelo mecanismo de
guorum sensing, que pode ser definidko como um sistema complexo de
comunicacao intercelular por meio de sinalizagdo molecular. A sinalizacdo se da
em razao de flutuacOes ambientais, tais como diferenca de pH, temperatura,
disponibilidade de nutrientes, entre outros. Esse fenémeno ocorre porque
espécies de Candida possuem sistemas que permitem sua adaptacdo em
resposta a alteracdes ambientais (Whitehead et a/., 2001).

C. albicans possui toxinas, como candida-toxina (Buzzini & Martini, 2001)
e pode expressar na superficie celular enzimas hidroliticas. As principais enzimas
produzidas s3ao as proteinases, que hidrolisam ligacoes peptidicas, e as
fosfolipases, que hidrolisam os fosfoglicerideos (Sardi et a/., 2010). A secrecdo de
proteinases € capaz de degradar a matriz extracelular e componentes da
membrana basal do epitélio, como o colageno e a fibronectina. Dentre as
importantes enzimas de Candlida spp. que degradam tecidos estao as fosfolipases
e aspartil proteinases secretadas (SAPs). Sete tipos de genes de fosfolipases
(PLA, PLB1, PLB2, PLC1, PLC2, PLC3 e PLD1) e 10 de SAP (SAP1 a SAP10) tém
sido identificados em C. albicans (Samaranayake et a/., 2006).

A habilidade de formar biofilmes também pode ser considerada um
importante fator de viruléncia, ja que se encontra intimamente associada a
capacidade de causar infecgOes. Os biofilmes estdo associados a resisténcia
contra o sistema imune do hospedeiro e a antifingicos. Os possiveis mecanismos
incluem a restrita penetragdo das drogas através da matriz; variagdes fenotipicas
resultantes de decréscimo do desenvolvimento ou limitagbes de nutrientes,
inducdo de superficies expressas por genes de resisténcia e pequeno nimero de
células “persistentes”, responsaveis pela resisténcia (Ramage et al, 2005;
Uppuluri et a/,, 2009).

Vale salientar que a patogenicidade nao depende de um fator de

viruléncia especifico. A patogénese de Candida spp. estd relacionada com a
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expressao génica, que ocorre de acordo com o estimulos ambientais da infeccao,
além de fatores ligados ao hospedeiro. Provavelmente a especificidade de
candidoses junto aos diferentes sitios de infeccao esteja associada a genes
especificos de viruléncia. A adaptacao do fungo /7 vivo possivelmente reflete sua
variabilidade frente a microambientes e a natureza em que esses oportunistas
sobrevivem (Uppuluri et al., 2009).

Entretato essae assunto precisa ser mais bem estudado, bem como a
extensao com que os fatores de viruléncia contribuem para a colonizagdo, ou
para o processo de doenca, que também necessita de melhores esclarecimentos
(Uppuluri et al., 2009).

2.2 Formacao de Biofilme por Candida spp.

O Dbiofilme representa o tipo mais prevalente de crescimento de
microrganismos na natureza, sendo crucial para o desenvolvimento de infecgdes
clinicas (Davey et al, 2002). Aproximadamente 65% de todas as infeccOes
tratadas encontram-se assciadas com formagao de biofilme sobre dispositivos
médicos, tecidos e 6rgaos (Donlan et a/., 2001).

O biofilme, segundo Costerton e Lashen (1984), é produto do crescimento
natural das bactérias em superficies sdlidas, em ecossistemas que contém liquido.
E uma comunidade/consércio microbiano, embutida na matriz de polissacarideo
extracelular, resultante da aderéncia, multiplicagdo e desenvolvimento de micror-
ganismos sobre superficies solidas (substrato), em ambiente liquido. Os

III

microrganismos formam o biofilme como “estratégia universal” para otimizar sua
sobrevivéncia, ou seja, para a perpetuacao da espécie (Kolenbrander & London,
1993; Costerton et al., 1995; Marsh, 2003), sendo constituidos por microrganismos

de uma Unica ou de diversas espécies (Costerton et al., 1995).
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Atualmente, a espécie flngica mais frequentemente associada ao biofilme
em pacientes imunossuprimidos é C. albicans (Kunamoto, 2002; Ramage et a/.,
2005). Além disso, é similar ao biofilme formado por outros microrganismos, mas
com estrutura altamente dependente das condicoes sob a qual este esteja
formado. Esta plasticidade sugere que o biofilme formado no hospedeiro depende
da natureza do dispositivo implantado e da sua localizacao (Baillie et a/,, 1999;
Kunamoto, 2002). Todas as fases do desenvolvimento do biofilme de C. albicans
sao controladas por genes especificos de cada cepa (Ramage et a/. 2009).

O biofilme de C albicans desenvolve-se por meio de diferentes fases,
incluindo adesao, proliferacao, maturacao e dispersao, num ciclo que pode ser
repetido (Chandra et a/., 2001; Ramage et a/, 2005). Em biofilmes de C. albicans
encontram-se leveduras, hifas verdadeiras e pseudo-hifas, adequadas para a
colonizacdo de superficies inertes. A forma leveduriforme é a produtora de uma
capa basal adesiva, e a forma filamentar a que prové o suporte para o desenvolvi-
mento de uma estrutura multi-extrato (Baillie et a/., 1999).

A fase de adesdo possui uma camada de células leveduriformes flutuantes a
uma superficie e sobre estas uma camada de formas filamentares rodeadas por
uma matriz de polissacarideos (Baillie & Douglas, 2000; Chandra et a/., 2001). Ja o
biofilme maduro é composto por uma rede de leveduras, hifas e pseudo-hifas
submersas no material extracelular e ramificacdes de canais de dagua. Sua
complexa arquitetura tridimensional e extensiva heterogeneidade espacial com
micronichos representa uma otimizacao do espaco, para facilitar o afluxo de
nutrientes entre os microrganismos e para eliminacdo dos metabodlitos (Ramage et
al., 2004).

O material extracelular produzido pela espécie C albicans contém
carboidratos, proteinas e outros componentes ainda desconhecidos (Ramage et a/.,
2005). Essa composicao difere das células nao aderidas (planctonicas) (Baillie e

Douglas, 2000), sendo muito mais forte e estavel quando o biofilme desenvolve-se

14



em meio aquoso, adquirindo, assim, alta resisténcia as drogas terapéuticas
(Kunamoto, 2002).

Dispositivos implantados como cateteres, valvulas protéticas do coracao,
assim como dispositivos relacionados, permitem a este patdgeno aderir-se a
superficie e formar biofilme, aumentando os indices de infeccdo fungica
hospitalares (Costerton et al., 1984; Dougherty et al.,, 1988; Uppuluri et al., 2009).
O biofilme formado por C. albicans representa um problema crescente de saude
publica. Assim, o reconhecimento da impotancia do seu papel nas infeccdes pelos
pesquisadores e pela comunidade médica levarda a maiores avancos na sua

prevecao, diagndstico e tratamento (Uppuluri et a/., 2009).

2.3 Implicacoes clinicas da candidose

Candidose € uma micose de importancia em saude publica, que possui
diversas espécies de Candida ja reconhecidas como agentes causais. Embora a
mais isolada e identificada seja C. albicans, diferentes espécies com caracteristicas
sutis ou maiores que as diferenciam, apresentam manifestacdes clinicas e
micromorfologias similares (Ramage et a/,, 2009; Barbedo & Sgarbi, 2010). Sua
capacidade de adaptacdo a diferentes sitios anatomicos, juntamente com
determinadas condicOes predisponentes do hospedeiro, podem causar ampla gama
de danos ao paciente (Uppuluri et a/., 2009; Barbedo & Sgarbi, 2010).

Diversas espécies de Candida tém capacidade de disseminagao, fazendo
com que a candidose seja considerada uma doenga infecciosa. Suas manifestagcdes
clinicas podem ser especificas a determinadas localidades anatomicas e sistémicas,
especialmente em pacientes imunodeprimidos, possuindo elevada taxa de
mortalidade (Ramage et a/,, 2009; Barbedo & Sgarbi, 2010).

O aumento da prevaléncia e da ocorréncia de leveduras do género

Candida em ambientes hospitalares torna-se um fator adicional de risco a saude
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dos pacientes. Em hospitais, o género Candida responde por cerca de 80% das
infecgbes fungicas documentadas, representando um grande desafio aos clinicos
de diferentes especialidades devido as dificuldades diagndsticas e terapéuticas das
infeccdes causadas por tais agentes (Uppuluri et a/., 2010).

Infeccdes por Candida envolvem um amplo espectro de doencas
superficiais e invasivas oportunistas, acometendo pacientes expostos a uma
grande diversidade de fatores de risco. Infeccbes de pele e mucosas também
podem ocorrer em pacientes saudaveis que possuam pequenas alteracdes locais
de resposta do hospedeiro no sitio da infecgdo. Por outro lado, infeccoes
sisttmicas por Candida podem comprometer visceras como resultado de
disseminacao hematogénica, complicacdes infecciosas estas geralmente
documentadas em pacientes criticos, portadores de doengas degenerativas e/ou
neoplasicas (Colombo & Guimaraes, 2003).

As formas clinicas podem ser divididas em cutaneo-mucosas, sistémicas e
alérgicas. Na candidiase mucosa, os tecidos mais atingidos sdo os do trato
digestério e as genitdlias; na cutadnea, as areas intertriginosas da pele como
virilhas, axilas e dobras da pele em geral, interdigitais das maos e dos pés e as
unhas; na sistémica, a infeccao pode atingir diversos 6rgaos, causando candidiase
pulmonar, candidemia, endocardite, nefrite e outros, ja a alérgica (candidides) se
caracteriza por diversos quadros, onde se observam lesdes cutaneas do tipo
vesiculosas a lesdes eczematoides (Menezes et al., 2004).

Existem varias evidéncias e trabalhos que sugerem que a infeccao da
corrente sanguinea por Candida € um grande problema na maioria dos hospitais
em todo o mundo. A candidemia é observada particularmente entre pacientes
hospitalizados por longos periodos que sdao expostos a antibidticos, terapias
imunodepressivas e procedimentos clinicos que envolvem biomateriais, como
nutricdo parenteral, e procedimentos invasivos multiplos, que s3ao base para

formacao de biofilme (Ramage et a/., 2009).
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A fungemia por Candida é geralmente dificil de diagnosticar, o tratamento
€ de alto custo e existe uma alta taxa de mortalidade. Atualmente € a terceira ou
quarta causa mais frequente dentre as infecgdes hospitalares (Colombo et al.,
2006; Pfaller & Diekema, 2007; Tumbarelo et a/,, 2007). Dentre as manifestacdes
clinicas, a febre é a mais comum, porém as infeccoes podem tomar diversas
formas e localizacOes (septicemia, pneumonia, endocardites, artrite, osteomielites,

miosites, peritonites, meningites, dentre outras) (Colombo et a/., 2006).

2.4 Resisténcia de Candida spp. aos antifiingicos

A sensibilidade aos azdlicos mostrou-se variavel, ocorrendo resisténcia
cruzada. Esse fato vem corroborar com recentes dados, que indicam uma
crescente resisténcia aos antimicrobianos azodlicos entre espécies de Candida,
sugerindo que a cavidade oral poderia ser um reservatério de leveduras resistentes
(Dronda et al., 1996; Mahboubi & Haghi, 2008).

O uso difundido de antifingicos azdlicos para tratamento de candidose
oral, principalmente apds a era SIDA, parece ser um fator preponderante no
aumento da freqiiéncia de espécies de Candida nao-albicans, especialmente
aquelas naturalmente mais resistentes a esta classe de antifingicos. O fluconazol é
ativo contra a maioria das espécies de leveduras, porém existem algumas
excecdes como os isolados de C. krusei e C. norvegensis, que sao resistentes, e
alguns de C glabrata, que possuem a sensibilidade reduzida (Dronda et al., 1996).
C. dubliniensis também apresentou resisténcia ao fluconazol in vitro (Sullivan &
Coleman, 1998).

Vale ressaltar, que alguns estudos sugerem que o tratamento prolongado
ou intermitente com antifingicos, também modifica a prevaléncia de C. albicans,
aumentando a freqliéncia de outras espécies de Candida (Persons et al,, 1991;
Millon et al., 1994).
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Relatos da literatura especifica tém demonstrado que a maioria das
espécies de Candida é sensivel a antifungicos azolicos e poliénicos. Todavia, a
echinocandina, uma nova classe de antifingico, que age por meio da inibicdo da
sintese de glucano da parede celular dos fungos apresenta excelente atividade
antibiofilme em concentracgdes terapéuticas (Ramage et a/., 2005).

Particularmente C. albicans é naturalmente sensivel a todas as drogas
antifingicas de uso sistémico, mas casos de resisténcia adquirida a azdlicos sao
conhecidos em pacientes expostos prolongadamente a estes medicamentos.
Quanto a resisténcia a anfotericina B, os relatos sdao minimos (Colombo &
Guimaraes, 2003; Magee & Magee, 2005; Tiraschi et a/., 2007).

A resisténcia a drogas antifungicas por C albicans é considerada
multifatorial. Seus mecanismos incluem o estado metabdlico e fisioldgico das
células fungicas; elevada densidade celular no biofilme; o efeito protetor da matriz
do biofilme, através dos glucanos que se ligam as moléculas antifiingicas
(azdlicos); expressdo alterada de genes relacionados a resisténcia, como os que
codificam bomba de efluxo; diferencas na composicao do esterol da parede celular
da membrana; e a presenca de uma subpopulacdo de células “persistentes”
(Ramage et al., 2005).

Por isso, é importante que se realize uma correta identificacdo da espécie e
a prova de suscetibilidade para antifingicos. Essas sao informagdes necessarias no
que se refere a provavel sensibilidade no tratamento das candidemias (Sanven,
2000).

2.4 Atividade antimicrobiana das plantas medicinais

O conhecimento empirico das propriedades medicinais das plantas tem

sido a base para a fabricacdo e uso de remédios caseiros. No entanto, o interesse
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do potencial clinico e farmacoldgico dessas substancias, além da seguranca de uso,
tem aumentado, por conta da automedicacao de produtos de plantas medicinais e
seus efeitos sistémicos (Rodriguez-Fragoso et a/., 2007).

Apesar de muitos profissionais de saude acreditar que os produtos
derivados de plantas medicinais sao seguros, simplesmente pelo fato de serem
“naturais”, publicacOes recentes tém demonstrado conseqiiéncias severas dos seus
efeitos sistémicos (Gurib-Fakin, 2006; Bush et al., 2007).

Muitas alteracdes ambientais podem afetar a planta, por meio de diversos
mecanismos, incluindo contaminagdes e, tendo como conseqiiéncia efeitos tdxicos
e interagdbes com outras drogas e ervas (Rodriguez-Fragoso et al, 2007). Essa
contaminacdo pode ser causada por produtos herbais, metais pesados, como
chumbo, mercurio ou arsénio (Gagnier et al, 2006), de forma proposital e
ilegalmente adicionados aos produtos medicinais, além de microrganismos, toxinas
microbianas, fatores genéticos (Rodriguez-Fragoso et al, 2007), que podem
alterar o metabolismo da planta e sua resposta medicinal, trazendo riscos a saude
do paciente.

Além disso, o uso indiscriminado de drogas antimicrobianas tem
ocasionado selecao de cepas resistentes. Com isso, houve um estimulo na busca
por novas substancias com propriedades antimicrobianas que venham colaborar na
terapéutica de doencas, inclusive na pratica odontoldgica (Kunamoto, 2002;
Jewtuchowicz et al,, 2007).

O uso de plantas como fonte de medicamentos é predominante em paises
em desenvolvimento como uma solugdo alternativa para problemas de salde,
estando bem estabelecido em algumas culturas e tradicdes, especialmente na Asia,
América Latina e Africa (Shale et al, 1999; More et al, 2008). Muitas plantas
nativas dessas regides ainda nao foram estudadas e podem ser pesquisadas para
acdo antimicrobiana, em contraste com plantas da Europa, que ja foram bastante

estudadas.
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As informacOes disponiveis sobre plantas medicinais ativas contra a
levedura C. albicans nao resultou, até o momento, em formulacdes para uso
humano ou animal, exceto algumas patentes utilizando material derivado de
plantas da familia do A/lium (Plummer, 1992), de Radix gentianae (Chen, 1996) e
cinco extratos estudados por Lee et a/. (2003).

Recentemente, varios grupos de pesquisadores de diferentes paises tém
estudado a inibicdo de C albicans por extratos, dleos essenciais e substancias
isoladas de plantas. Em muitos paises, tais como India, Africa e paises da América
Latina, a maioria dos trabalhos comeca a partir de um levantamento
etnofarmacoldgico, que descrevem as espécies mais freqlientes usadas pela
populagdo. Alguns paises da América Latina tém mantido programas de pesquisa
para triagem de plantas medicinais com atividade antimicrobiana, como é o caso
de Cuba (Martinez et al, 1996), Honduras (Lentz et al, 1998) e México (Navarro
et al., 1996, Rojas et al., 2001), além de regulamentarem por meio da criacao de
banco de dados para que haja uma preservacao do conhecimento.

No Brasil, apesar da rica flora e biodiversidade existente, somente dados a
partir de cerca de 44 espécies e 22 familias com atividade positiva estao
disponiveis, incluindo plantas nativas e exdticas (Duarte et a/. 2005). Embora a
maioria dos trabalhos refira-se a apresentacoes em congressos nacionais, 0
numero de trabalhos desenvolvidos no Brasil, indexados ou nao, é similar aqueles
produzidos na América Latina e Asia.

No Brasil, a maior parte das pesquisas refere-se a testes isolados com
uma ou poucas espécies, geralmente baseadas em informagdes
etnofarmacoldgicas, diferentemente dos trabalhos que enfocam a flora de uma
dada regido, onde varias familias botanicas sdao estudadas. Um amplo estudo seria
mais efetivo, principalmente se a investigagdo abrangesse o potencial
farmacologico de espécies de um determinado género, guiado pelo uso popular,

como o estudo desenvolvido por Silva e Cechinel (2002) para plantas do género
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Bauhinia spp. Os autores estudaram a composicdo quimica e farmacoldgica de 16
extratos contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Entretanto,
nenhuma atividade foi encontrada contra C. albicans.

Em nosso estudo a Mentha spp sera avaliada por apresentar propriedades
antifungicas e antimicrobianas (Sivropoulou et al, 1995; Sartoratto et al, 2004;
Duarte et al., 2005; Yadegarinia et al., 2006).

2.5 Mentha spp.

Considerada uma erva perene, o género Mentha engloba as espécies M.
piperita, M. spicata e M. aguatica. Apesar da origem européia, foi inicialmente
introduzido no nordeste dos Estados Unidos e Canadd, sendo atualmente cultivado
em todo o mundo, devido a utilizacao como flavorizante, fragrancia, uso medicinal,
e aplicacdes farmacéuticas (McKay & Blumberg, 2006).

Entretanto, muitas das praticas fitoterapicas tém sido baseadas no folclore
e no empirismo, ao invés de utilizar bases cientificas para a pratica clinica (McKay
& Blumberg, 2006). Assim, espécies pertencentes ao género Mentha estao entre
os ingredientes de chas e de remédios populares como terapia alternativa para o
tratamento de doencas como desordens biliares, dispepsia, enterites, gastrites,
entre outras (McKay & Blumberg, 2006). Além disso, seu 6leo essencial é utilizado
em formulacOes de produtos cosméticos (Nair, 2001), suplementos alimentares
(Friedman, 1991), possuindo acdo laxante sobre a musculatura lisa do trato
gastrointestinal (Kaffenberger & Doyle, 1990). Ainda, é utilizado como
expectorante e inalante, descongestionante, enxaguatdrio bucal e digestivo,
apesar da FDA (1992) afirmar que o dleo da Mentha spp. ndao € seguro nem
efetivo para esses fins.

Os componentes quimicos do 6leo de Mentha spp. variam de acordo com

idade da planta, variedade da espécie, regido geografica, clima e condigbes do
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processamento (Spirling & Daniels, 2001; Xu et a/, 2003; Rodriguez-Fragoso et al.,
2007). Os principais elementos volateis identificados no éleo essencial da Mentha
spp. sao mentol (33-60%), mentona (15-32%), isomentona (2-8%), 1,8 cineol
(eucaliptol) (5-13%), acetato de metila mentil (2-11%) mentofurana (1-10%),
limoneno (1-7%), B-mirceno (0,1-1,7%), B-cariofileno (2-4%), pulegona (0,5-
1,6%) e carvona (1%) (Pitter e Ernest, 1998).

Desses elementos, o mentol e a mentona tém se destacado em diversos
estudos por ser apontado como fragoes ativas do dleo essencial da Mentha spp.
Sua atividade antimicrobiana varia nao apenas em relacao ao diferente acesso da
Mentha, mas também em relacao as diferentes cepas de uma mesma espécie
bacteriana (Sivropoulou et a/, 1995; Mahady et al, 2005). O dleo essencial de
diferentes espécies de Mentha spp. apresenta atividade antimicrobiana para
diversas bactérias, incluindo Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella
choleraesuis (Sivropoulou et al., 1995; Sartoratto et al., 2004; Duarte et al., 2005;
Yadegarinia et al., 2006).

Quando comparados o mentol e a mentona, Furahata et a/. (2000) e
Iscan et al. (2002), em estudo realizado /n vitro, sugerem que o mentol seja o
responsavel pela atividade antimicrobiana desses oleos. O mentol demonstrou
atividade antimicrobiana contra diversas espécies bacterianas, como Clostridium
sporogenes, Enterobacter aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona
aeruginosa, Salmonella pullorum, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalis
and Comamonas terrigena (Schuhmacher et al, 2003). Ainda, ha evidéncias
cientificas que sugerem sua acdo protetora contra o virus do herpes simples
(Melzer et al., 2004).
Ja Mahady et al. (2005) testaram o efeito bactericida da mentona sobre

15 cepas de E. colj, atestando a susceptibilidade dessas espécies.
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Na literatura, diversos estudos comprovam sua eficacia antifingica,
inclusive contra a Candida spp. (Oumzil et al,, 2002; Freitas et al., 2004; Sartoratto
et al., 2004; Duarte et al, 2005; Tampieri et al., 2005; Lee et al., 2007).

Quanto a seguranca de uso, o oleo essencial da Mentha spp. foi relatado
por Nair (2001) como seguro na aplicacdo em formulacdes cosméticas, sendo a
pulegona limitado a concentracdo de 1%, devido a toxicidade em maiores
concentracdes. A pulegona é considerada uma substancia hepatotdxica. Por isso,
quando aplicado juntamente com drogas da “medicina convencional”, pode
produzir interacOes farmacocinéticas, alterando os processos de absorcdo,
distribuicao, metabolismo e excrecao, ou alteragbes farmacodinamicas. Evidéncias
cientificas sugerem que o Odleo essencial de Mentha spp. pode interagir com
isoformas do Citocromo P-450, como CYP 1 A2, CYP 2C19, CYP P2C9, CYP 3 A4, e
modificar a quantidade de drogas metabolizadas por esses citocromos (Maniacal &
Wanwimolruk, 2001). Essa interacdo possui grande importancia na pratica clinica.
As isosenzimas do citocromo P-450 metabolizam um elevado nimero de drogas e
substancias quimicas naturais ou sintéticas. Além disso, ha polimorfismos
genéticos consideraveis na estrutura das drogas e em diferentes populagdes, assim
como a dificuldade de avaliar a variabilidade na poténcia e complexidade de
preparacdes de drogas fitoterapicas, além do que apontam para o cuidado com
suas interagcdes com outras drogas e substancias (Rodriguez-Fragoso et al., 2007).

Apesar da baixa toxicidade do odleo, ha alguns casos descritos de
sensibilidade tdpica (Bonamonte et al., 2001). No entanto, Kanerva et a/. (2001),
em estudo realizado em 4000 pacientes, ndao encontrou casos de irritagdes
cutaneas ou alergias.

Vale ressaltar que o dleo essencial de Mentha spp. pode conter diversos
compostos ativos em proporgdes danosas a salde, associados com azia, nausea,
vOmito, reacOes alérgicas, inflamacdes e dores de cabeca (Maniacal &
Wanwimolruk, 2001; Akdogan et al., 2004; Bush et al., 2007).
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Em estudo realizado para avaliacao do seu potencial carcinogénico em
dentifricios, ndo foi observada diferenca entre os ratos tratados com 6leo essencial
e aqueles tratados com pasta-base (Nair, 2001).

Aprovado para uso interno, o 6leo da Mentha spp. é utilizado para eventos
de desconfortos do trato gastrintestinal superior e ductos biliares, irritacbes do
cblon ou irritacdes da sindrome de Bowel, expectorante, mialgia e neuralgia, além
de inflamacdo da mucosa bucal. Deste modo, estudos que demonstrem evidéncias
cientificas que aprovem ou recusem a utilizacdo em humanos do 6leo da Mentha

spp. sao necessarios (McKay & Blumberg, 2006).
2.6 Coleta e extracao de dleos essenciais

E essencial que se prepare uma exsicata para a identificacdo botanica e que
a selecao do material coletado seja realizada com cuidado, evitando coletar partes
do vegetal afetadas por doencas, parasitas e materiais estranhos, tais como outras
plantas ou partes da propria planta que nao sejam de interesse para a
investigacdo. Deve-se registrar o local, a hora e a data da coleta, ja que o meio, a
hora do dia e a época do ano exercem grande influéncia sobre a producao e o
acumulo de metabdlitos vegetais (Falkenber et al, 2003). Devem ser coletadas,
preferencialmente, as plantas ricas em 6leos volateis bem cedo, pela manh3, ou a
noite, pois o periodo de exposicao a luz solar pode provocar uma perda
quantitativa importante do 6leo (Simdes & Spitzer, 2003).

O uso do material vegetal fresco, como no estudo de Sivropoulou et al.
(1995), Sartoratto et al. (2004), Lee et al. (2007) e Mahboubi & Haghi (2008) tem
como vantagem a detecgao de alguns componentes especificos e evitar a presenca
de substancias originadas do metabolismo de fenecimento vegetal (Falkenber et
al, 2003). Quando a planta nao puder ser processada imediamente, pode ser

conservada a baixas temperaturas, de acordo com os mesmos autores.
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Na extragdo do dleo essencial, primeiramente deve ser realizada a moagem.
Segundo Falkenber et al (2003), a moagem tem por finalidade reduzir
mecanicamente o material vegetal a fragmentos de pequenas dimensoes,
preparando-o para a extracdo do dleo. Durante a extracdo do dleo essencial, o
grau de divisao dos materiais também deve ser considerado. Como o poder de
penetracdo dos solventes depende, entre outros fatores, da consisténcia dos
tecidos que formam o material a ser extraido, é necessario considerar que quanto
mais rigido for o material, menor deve ser sua granulometria. A moagem aumenta
a area de contato entre o material sdlido e o liquido extrator, aumentando a
eficacia do procedimento. A escolha das dimensGes apropriadas depende também
da textura do érgao vegetal. Quanto mais rigidos forem os tecidos, maior sera o
grau de divisdo necessario (Falkenber et al, 2003). No caso da parte aérea da
Mentha spp., que possui uma textura mais delicada, o tamanho do vegetal podeser
reduzido por seccionamento com tesouras, utilizada grosseiramente. Segundo
Falkenber et al. (2003), a tesoura pode ser indicada nesses casos.

A escolha de um método extrativo envolve sua eficiéncia, a estabilidade das
substancias a serem extraidas, a disponibilidade dos meios e o custo do processo
escolhido. Como a composicdo quimica das plantas é extremamente complexa, a
extracdo concomitante de varios tipos de substancias ocorre com freqiiéncia. Essas
substancias podem ser farmacologicamente ativas ou nao, desejadas ou nao. De
acordo com esses critérios, pode-se escolher o método e o solvente que serdo
empregados (Falkenber et al., 2003). A extracdo do 6leo essencial de Mentha spp.
pode ser realizada por meio de hidrodestilacao em sistema do tipo Clevenger,
método indicado para extrair 6leos de plantas frescas (Simoes & Spitzer, 2003).

Nesse método, os dleos volateis possuem tensdo de vapor mais elevada que
a agua, sendo, por isso, arrastados pelo vapor d'agua, através do processo
empregado. Em seguida, o dleo volatil obtido, apds separar-se da agua, deve ser

seco com sulfato de sédio anidro, como realizado no presente estudo e por
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Sivropoulou et al. (1995), Oumzil et a/. (2002), Sartoratto et a/ (2004), Duarte et
al. (2005), Wannissorn et al. (2005), Lee et al. (2007), Mahboubi & Haghi (2008),
Rosato &/ a/. (2008) e Tavares et al,, (2008). Esse procedimento, embora classico,
pode levar a formagao de artefatos em fungao da alta temperatura empregada.
Por isso, a Farmacopéia Brasileira IV preconiza o uso do aparelho tipo Cleavenger
com modificacdes (Simoes & Spitzer, 2003).

Além disso, o solvente escolhido deve ser o mais seletivo possivel, para que
se possam extrair apenas as substancias desejadas ou em maior quantidade.
Como a seletividade depende da polaridade, o conhecimento do grau de
polaridade do grupo de substancias que se deseja preferencialmente extrair
determina o solvente a ser utilizado pra obter uma 6tima extracao (Falkenber et
al, 2003). O diclorometano possui polaridade adequada para extracao do dleo
essencial de Mentha spp. O solvente apolar diclorometano pode ser usado para
extrair a parte organica dos dleos essenciais de Mentha spp. Os solventes apolares
extraem outros compostos lipofilicos além dos dleos volateis (Simdes & Spitzer,
2003).

O dleo essencial de Mentha spp. possui amplo valor comercial, inclusive pela
industria farmacoldgica (Oumazil et al,, 2002; Mckay & Blumberg, 2006). Utilizado
para preparacdes farmacéuticas, no tratamento de disturbios gastrintestinais,
expectorante, mialgia e neuralgia, o 6leo também é empregado como flavorizante
e aditivo em alimentos e em produtos de higiene bucal (Mckay & Blumberg, 2006).

Esse método proporciona a extracdo de diversos componentes do odleo
essencial dos diversos acessos de Mentha spp., como o mentol e a mentona.
Inclusive substancias indesejadas, por seus efeitos hepatotoxicos, reacdes
alérgicas, vomitos e dores de cabeca, entre outros, como a pulegona e o
mentofurano, também podem ser extraidas (Xu et a/., 2003; Akdogan et al., 2004;
Bush et al, 2007). A literatura especifica comprova que essas substancias entre

outras compoem os 6leos essenciais de Mentha spp. (Iscan et al., 2002; Xu et al.,
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2003; Rodriguez-Fragoso et al, 2007). A identificacao e a proporcao de cada
componente nos oOleos essenciais pode ser verificada por meio de uma
metodologia mais peculiar, como as cromatografias.

Os oleos essenciais sao misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas, responsaveis pela fragrancia e efeitos
bioldgicos das plantas medicinais aromaticas (Angioni et al, 2003; Simdes &
Sptizer, 2003). Sua principal caracteristica é a volatilidade e o aroma agradavel e
intenso sendo, por isso, também chamado de esséncias. Sdo sollveis em solventes
organicos como éter, sendo que em agua apresentam solubilidade limitada, mas
suficientes para aromatizar as solugdes aquosas, denominadas hidrolatos. Esses
6leos de forma geral ndo sao muito estaveis, principalmente na presenca de agua,
luz, calor, umidade e metais. Por isso devem ser conservados dessecados (secos
com Na,SO4 anidro) e livres de impurezas insolUveis (Simdes & Sptizer, 2003; Lee
et al., 2007).

Por conta disso, devem ser guardados em frascos de pequeno volume, em
embalagens neutras, feitas de aluminio, aco inoxidavel, vidro ambar,
completamente cheios e hermeticamente fechados, que devem ser estocados a
baixas temperaturas ou, preferencialmente, em atmosferas de nitrogénio. O
emprego de recipientes plasticos apresenta problemas de permeabilidade e
adsorcao de componentes dos Odleos volateis. Dependendo da destinacdo do
produto, pode-se adicionar um agente antioxidante (Simdes & Sptizer, 2003)
solugdes como Tween 80, a qual auxilia na estabilizacao do produto (Rios et al.,
1988).

Os Odleos da Familia Lamiaceae originam-se de estruturas glandulares
especializadas, tais como pelos glandulares. Entretanto, sua composicdo quimica,
mesmo quando extraida do mesmo dérgao de uma mesma espécie vegetal, pode
variar em funcdo da época da coleta, das condicOes climaticas e do solo (Xu et al,
2003; Mahboubi & Haghi, 2008).
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O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo também
influi sobre a composicdo quimica dos dleos volateis. A temperatura, a umidade
relativa, a duracao total de exposicao ao sol e o regime de ventos exercem uma
influéncia direta, sobretudo sobre as espécies que possuem estruturas histologicas
de estocagem na superficie. A hortela-pimenta (Mentha x piperita L.) quando
cultivada em periodos de dias longos e noites curtas, apresenta um maior
rendimento do 6leo, com teor aumentado de mentofurano; ao contrario, noites
frias, favorecem a formacao do mentol. O grau de hidratacdao do terreno e a
presenca de micronutrientes também podem influenciar a composicao dos dleos
volateis. Entretanto, ndo se pode prever ou estabelecer um padrdo Unico, cada
espécie reage de forma diferenciada (Spirling & Daniel, 2001; Xu et a/, 2003;
Mahboubi & Haghi, 2008).
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3 Proposicao

O presente estudo teve como proposta geral avaliar a atividade antimicrobiana
de dleos essenciais de diferentes acessos de Mentha spp. contra Candida spp.

As propostas especificas foram:

» Determinar os valores de rendimento em dleo essencial dos diferentes acessos
de Mentha spp. estudados;

= Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos dleos essenciais dos
acessos de Mentha spp.;

» Determinar a acao dos dleos essenciais de melhor atividade antifiingica sobre o
biofilme de C. albicans,

= Realizar andlises microscopicas que demonstrem a redugao do biofilme formado
por C. albicans;

= Identificar as substancias dos monoterpenos presentes nos 6leos de melhor
atividade antifungica por métodos cromatograficos;

» Determinar a citotoxicidade das fracdes de melhor atividade em cultura de

células epiteliais.
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4 Material e Métodos

O fluxograma do presente estudo encontra-se no Anexo I, para melhor

entendimento da sequéncia da sua metodologia.

4.1 Plantas Medicinais

As plantas medicinais escolhidas para estudo no presente projeto
pertencem a Colecdo de Plantas Medicinais e Aromaticas — CPMA*, do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e Agricolas - CPQBA/UNICAMP,
sendo espécies adaptadas a nossa regidao (Tabela 1). Durante o estudo, as plantas
foram cultivadas sob a responsabilidade da engenheira agronoma do CPQBA, Dra.
Glyn Mara Figueira, de modo padronizado, numa estufa e avaliadas quanto a fase
de desenvolvimento e época adequada para colheita, sempre realizada pela manha
(Anexo III).

4.2 Obtencgao dos dleos essenciais das plantas

Para obtencdo dos dleos essenciais, foram utilizadas amostras das partes
aéreas das plantas frescas. A extracdo dos dleos foi realizada por hidrodestilagdo
em sistema do tipo Clevenger, pesando-se cerca de 200 g das partes aéreas da
planta fresca em baldao de fundo redondo de 1000 mL, adicionando-se 700 mL de
agua destilada e procedendo-se a destilagdo por 3 horas. Em seguida, a fase
aquosa foi extraida com diclorometano (3 x 50 mL) e a fase organica obtida
submetida a secagem com sulfato de sodio anidro, filtrada sob algoddo e o

solvente evaporado a secura (Anexo 1V).

*A CPMA/CPQBA foi credenciada junto ao CGEN como fiel depositaria de amostras de componentes do patriménio genético
através da deliberacdo do CGEN no. 82 de 09/12/2004. Publicada no DOU em 08/03/2005
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Tabela 1. Acessos de Mentha spp. pertencentes a CPMA do CPQBA/UNICAMP, que foram utilizados no

presente estudo.

Cadigo (BRA) |Cddigo Local [Nome cientifico Nome popular Procedéncia

000221 CM1 Mentha aquatica L. Menta limdo Univ. Purdue USA

000230 CM 2 Mentha sp. x m. villosa Huds Menta maca Univ. Purdue USA

000248 CM 3 Mentha x piperita L. Menta chocolate Univ. Purdue USA

000256 CM 4 Mentha suaveolens Ehrh. Menta abacaxi Univ. Purdue USA

000264 CM 5 Mentha canadensis L. Menta chinesa Univ. Purdue USA

000272 CM 6 Mentha piperita L. Menta chiclete Univ. Purdue USA

000299 CM 8 Mentha piperita L. Menta agua de colénia  |Univ. Purdue USA

000302 CM9 Mentha piperita L. Horteld variegata Univ. Purdue USA

000311 CM 10 Mentha suaveolns Ehrh. x M. Menta doce limao de Univ. Purdue USA
aquatica Hillary

000329 CM 11 Mentha piperita L. Menta verde crespa Univ. Purdue USA

000337 CM 13 Mentha aquatica L. Menta laranja Univ. Purdue USA

000345 CM 16 Mentha piperita L. Menta persa do campo  Univ. Purdue USA

000353 CM 17 Mentha spicata L. Menta mentol GH Univ. Purdue USA

000361 CM 18 Mentha aquatica L. Menta comum GH Univ. Purdue USA

000370 CM 19 Mentha aquatica L. Menta lavanda Univ. Purdue USA

000388 CM 20 Mentha canadensis L. Menta japonesa do Univ. Purdue USA

campo

000396 CM 22 Mentha x gracilis Sole Bergamota Univ. Purdue USA

000400 CM 23 Mentha x piperita L. Hortela Univ. Purdue USA

000418 CM 24 Mentha arvensis L. Menta gengibre Univ. Purdue USA

000426 CM 25 Mentha spicata L. Horteld de folha larga Univ. Purdue USA

000434 CM 26 Mentha arvensis L. Menta banana Univ. Purdue USA

000442 CM 27 Mentha longifolia (L.) Huds. Menta prata do Himalaia Univ. Purdue USA

000451 CM 28 Mentha sp. x M. VillosaHuds.  |Menta egipcia Univ. Purdue USA

000469 CM 29 Mentha spicata L. Hortela caseira Distrito Federal

000477 CM 30 Mentha spicata Menta do Uruguai Uruguai

000485 CM 31 Mentha spicata L. Emater 1 UnB

000493 CM 32 Mentha piperita L. Cidade do Leste UnB

000507 CM 33 Mentha spicata L. UnB 1 UnB

000515 CM 34 Mentha sylvestris L. Emater 2 UnB

000523 CM 35 Mentha rotundifolia (L.) Huds.  Dourados 1 UnB

000531 CM 36 Mentha arvensis L. Dourados 2 UnB

000540 CM 37 Mentha campestris Schur Emater 3 UnB

000558 CM 38 Mentha sp x M. Villosa Huds. Kibe UnB

000566 CM 39 Mentha piperita L. Piperita negra UnB

000574 CM 40 Mentha longifolia (L.) Huds. Hortela branca UnB

000582 CM 41 Mentha spicata L. Horteld vilosa 400 CPQBA

000591 CM 43 Mentha piperita L. Hortela 560 CPQBA

000604 CM 44 Mentha x piperita subsp. Citrata |Horteld 489 CPQBA

000612 CM 45 Mentha suaveolens Ehrh. Horteld branca 500 CPQBA

000621 CM 46 Mentha arvensis L. Horteld 403 CPQBA

000639 CM 47 Mentha spp. Horteld 1802 S&o Paulo
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000655
000663
000671
000680
000698
000701
000710
000728
000736
000744
000060
000752
000761
000779
000787
000795
000809
000817
000825
000833
000841
000850
000876

CM 49
CM 50
CM 51
CM 52
CM 53
CM 54
CM 55
CM 56
CM 57
CM 58
CM 59
CM 60
CM 61
CM 62
CM 63
CM 64
CM 65
CM 66
CM 67
CM 68
CM 69
CM 70
CM 72

Mentha spp.
Mentha spp.
Mentha spp.

M. suaveolens x spicata
Mentha spp.
Mentha spp.
Mentha spp.
Mentha spp.
Mentha spp.
Mentha spp.
Mentha arvensis L.
Mentha aquatica L.

Mentha suaveolens Ehrh.

Mentha spp.
Mentha spp.
Mentha spp.

Mentha sp. x M. Viflosa Huds.

Mentha arvensis L.

Mentha x piperita subsp. Citrata
Mentha rotundifolia (L.) Huds.

Mentha piperita L.
Mentha spp.
Mentha spp.

IAC1

IAC 2

IAC 3

IAC 4

IACS

IAC 6

IAC 7

IAC 8

IAC9

Hortela feltrini
IAC 701

K 78195

K 69652
Hocaido

Poejo Botucatu
Horteld Botucatu
UFC 1

UFC 2

UFC 3

UFC 4

UFC 5

CA1

CA3

IAC

IAC

IAC

IAC

IAC

IAC

IAC

IAC

IAC

Sementes comerciais
Parana

Kew Garden Inglaterra
Kew Garden Inglaterra
Parana

UNESP

UNESP

UFC

UFC

UFC

UFC

UFC

Minas Gerais

Minas Gerais

IAC = Instituto Agronémico de Campinas; UnB = Universidade de Brasilia; CPQBA = Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas/UNICAMP; UFC = Universidade Federal do Ceara; UNESP = Universidade Estadual de Sdo
Paulo; MG = Minas Gerais; DF = Distrito Federal; SC = Sementes Comerciais; KG = Kew Garden, Inglaterra; SP = Sdo

Paulo.

spp.

fresca e seca.

4.3 Determinancdo do rendimento em dleo essencial de Mentha

Foi determinado o teor dos dleos essenciais em relacdo a massa de planta

Para fim de cdlculos de rendimento, amostras das plantas foram

submetidas a secagem a 40 °C, em estufa com circulagdo de ar, até que estas

apresentassem peso constante.

33



4.4 Microrganismos

Foram utilizadas cepas de referéncia de duas espécies de Candida spp.
(Quadro 1), pertencentes a colecdo Holandesa CBS, e isolados clinicos de
pacientes com doenca periodontal, saudaveis sistemicamente, coletados e isolados
na clinica de periodontia da FOP/UNICAMP (Quadro 2). O presente estudo foi
realizado sob o Comité de Etica 060/2008 (Anexo II). A cepa de C albicans SC
5314 foi utilizada nos ensaios com biofilme. A levedura pertence a colecdo do

Departamento de Biologia da Universidade do Texas de San Antonio — UTSA.

Quadro 1- Cepas de referéncia de Candida spp.

CBS-562 C. albicans
CBS-7987 C. dubliniensis
SC-5314 C. albicans

Quadro 2- Isolados clinicos de pacientes sistemicamente saudaveis.

N° amostras Espécie

4 C. albicans

C. dubliniensis

NUmero de voluntarios = 7

Os isolados clinicos foram coletados da bolsa periodontal e identificados
através do cultivo em meio cromogénico CHROMagar-Candida e por testes
morfoldgicos, bioquimicos de fermentacdo e assimilagdo de carboidratos (API) e
por PCR. Posteriormente, foram armazenados a -70 °C em meio YPD-Glicerol a 15
% na Micoteca do Departamento de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAMP.

As formulagdes das solugdes encontram-se no anexo V.
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4.5 Meios de cultura

As composicoes dos meios de cultura utilizados nesse estudo encontram-se
disponiveis no anexo V.

Meio para manutencdo: Agar Sabouraud Dextrose

Meio para testes de atividade antimicrobiana: RPMI-1640.

Meio para testes com biofilme: Yeast Peptone Dextrose (YPD) e RPMI-1640.

4.6 Avaliacao da atividade antimicrobiana pelo método da
microdiluicao (CLSI, 2002)

Os Oleos essenciais dos 64 diferentes acessos de Mentha spp. foram
testados em células planctonicas de C. albicans (CBS 562) e C. dubliniensis (CBS

7987), além dos isolados clinicos utilizados nesse estudo.
Preparo do indculo:

O indculo foi preparado em solugao salina, comparando-se a turbidez com
a escala Mc Farland (0,5), equivalente a uma absorbancia de 0,08 a 0,10 a 625nm
e a 5,0 x 10° UFC/mL no espectrofotdmetro. O inoculo foi padronizado a 2,5 x 10°
UFC/mL.

Em uma microplaca esterilizada de 96 pogos, foram depositados 100 pL de
caldo RPMI-1640, com excecao da coluna 12, utilizada para os controles. Na
coluna 1 - linha A foram acrescentados 50 uL de dleo essencial a ser testado, de
concentracao conhecida (uma substancia diferente para cada nimero ou coluna).
Em seguida, 100 uL do conteldo do orificio foram homogeneizados com o meio e
transferidos para o orificio da linha seguinte (B), repetindo-se este procedimento
até a linha H, de modo a obter uma concentragao decrescente do extrato. Os 100

uL finais foram desprezados. Em seguida, 100 uL da suspensdo de indculo da
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levedura, preparado conforme descrito acima foram adicionados. As placas foram
seladas com parafilm e incubadas por 48 h a 37 °C. A Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) foi definida como a menor concentracao do dleo capaz de impedir o
crescimento visivel da levedura, avaliado através da mudanca de coloracdo do

meio RPMI-1640, de rosa para amarelo.

Foi também incluido nos testes o antifingico comercial como controle
Nistatina (Merck®), além do controle para confirmacdo da esterilidade do meio de

cultura e controle do crescimento do microrganismo.

4.7 Fracionamento dos oOleos essenciais de melhor atividade em
cromatografia de coluna seca

Os odleos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana em células
planctbnicas de Candida spp. foram fracionados em cromatografia de coluna seca.

As colunas secas foram preparadas com silica gel 60 Merck (0,063 — 0,200
mm), utilizando-se como suporte membrana de celulose de 3 cm de diametro e
0,5 g dos odleos essenciais. As colunas foram empacotadas até 25 cm de altura,
seguido da adicao e eluicao do dleo essencial diretamente na coluna. A fase movel
utilizada em cada coluna foi definida apds analise dos dleos essenciais por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), em diferentes eluentes, sendo
diclorometano o eluente escolhido.

Apds eluicdo, as colunas foram divididas em 5 partes e as fragdes foram
transferidas individualmente para frascos adequados e analisadas por CCD. Como
eluente foi utilizado diclorometano e como revelador, solucao de anisaldeido
(solucao de acido acético: acido sulfirico: anisaldeido; 50:1:0,5). Em seguida, as
semelhantes foram agrupadas e filtradas a vacuo, extraindo-se os residuos da

silica.
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4.8 Analise dos 6leos por cromatografia em camada delgada (CCD)

Os dleos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana em células
plancténicas de Candida spp. foram analisados por CCD. em cromatoplacas de
silicagel (60 F254 Merck 1.05554). As cromatoplacas foram eluidas em sistemas de
solventes utilizando diclorometano.

Essa anadlise também possibilitou escolher o eluente que melhor se
combinou as substancias dos 6leos essenciais e, consequentemente, a fase movel

que foi utilizada na Cromatografia de Coluna Seca.

4.9 Formacao do biofilme e testes com agentes antifiingicos, de

acordo com Pierce et al. (2008)

Os odleos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana em células
planctbnicas de Candida spp. foram testados em biofilme de C. albicans (SC 5314),
juntamente com suas respectivas fragdes. Foram utilizadas 5 fragdes de cada dleo.

Inicialmente, a cultura a ser utilizada foi preparada 24 horas antes do
experimento. Candida albicans SC 5314 foi inoculada em frasco contendo YPD
(Yeast Peptone Dextrose) e incubada sob agitacao a 180 rpm e 30 °C, overnight,
Em seguida, 7 mL da cultura foi centrifugada e lavada 2x com solucao tampao de
salina fosfatada (PBS). Apos o descarte do sobrenadante foi adicionado 7 mL de
RPMI-1640 a 37 °C ao precipitado e mesclado em vortex. Da suspensao celular
resultante foi preparada uma diluicdo de 1:100, sendo as células contadas em
hemocitdbmetro, em microscdpio éptico (aumento de 400x). Apds a contagem foi
calculado o volume necessario para obter uma suspensdo contendo 1,0 x 10°
células/mL, em RPMI-1640. Com o indculo padronizado, os biofilmes foram
produzidos em placas esterilizadas de polietileno de 96 pogos, nao tratada (TPP).

Foram adicionados 100 uL do indculo por pogo, exceto na coluna 12 (controle
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negativo - meio de cultura), em seguida as placas foram seladas com parafilm e
incubadas por 24 h, 37 °C.

Para as provas de analise do biofilme em formagao, os 6leos essenciais e
as fragcbes de Mentha spp. foram depositados nas placas antes do indculo. Ja nos
testes de efetividade da droga contra o biofiime maduro foram adicionadas as
fracOes e os dleos apds incubacdo das placas com indculo, por 24 h. Estas placas
foram novamente incubadas, nas mesmas condigdes. Os compostos foram
colocados na coluna 1 (8 mg/mL), seguido de microdiluicao até a coluna 10. A
coluna 11 foi usada como controle positivo (biofilme nao exposto ao agente

antifingico) e a coluna 12 como controle negativo (meio de cultura).

4.10 Quantificacao do biofilme com solucao de XTT, de acordo com
Pierce et al. (2008)

Apds o tratamento antifingico, o biofilme foi quantificado, bem como a
atividade metabdlica das cepas de Candida. Previamente, o biofilme foi lavado
duas vezes com PBS e a cada poco foi acrescentado 80 pL de solucao do corante
XTT  (2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-5-sulfo-fenil)-2 A-tetrazolium-5-carboxanilida). A
placa foi incubada por 2 h e em seguida foi feita a leitura no aparelho de ELISA a
490 nm.

Os valores de absorbancia foram subtraidos dos valores de absorbancia

dos pocos-controle de modo a avaliar a quantidade de biofilme formado.
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4.11 Analise por Microscopias Optica e Confocal a Laser

Microscopia Optica

ApOs o tratamento com as respectivas drogas e compostos, além do grupo
controle (biofilme com RPMI-1640), o biofilme realizado na placa de 96 pocos foi
lavado com PBS. Para microscopia Optica foi diretamente visualizado em
microscopio de fase invertido (Westover Scientific, Mill Creek, WA), equipado com

camera fotografica. As imagens foram processadas utilizando software Micron.

Microscopia Confocal a Laser

ApOs o tratamento com as respectivas drogas e compostos, além do grupo
controle (biofilme com RPMI-1640), o biofilme realizado em placas de 24 pocos foi
lavado com PBS. Em seguida foi adicionado o corante FUN 1 (kit Molecular Probes,
Eugene, Oreg.), componente indicador da viabilidade celular das leveduras, de
acordo com as instrugdes do fabricante. As células vivas e mortas foram coradas
com cor verde. No entanto, as metabolicamente ativas tém sua cor alterada para
vermelho.

O biofilme foi observado em microscdpio de laser confocal Olympus FV-
500, por meio do protocolo de uso de isotiocianato rodamina-fluorescente, com
elétrons a 488 nm (argon ion laser) e emissdo de bandas de 505 a 525 nm (para
verde) e > 560 nm (para vermelho). As imagens do eixo XY foram tomadas na
axial z através do software. As imagens foram processadas e exibidas pelo

Programa Adobe PhotoShop.

4.12 Analise dos dleos e fragcdoes de melhor atividade por CG-EM
A identificacdo dos constituintes dos dleos e fragdes que apresentaram os
melhores resultados de atividade antimicrobiana foi feita em cromatdgrafo gasoso

Hewlett-Packard 5890 Série II, equipado com detector seletivo de massas Hewlett-
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Packard 5971, injetor split/splitless, utilizando-se uma coluna capilar HP-5 (25m x
0,2mm x 0,33um). Temperaturas: injetor = 220°C, detector = 280°C, coluna =
60°C, 3°C.min™, 240°C (7 minutos). Vazao do gas de arraste (He super seco) = 1,0

mL.min%.

4.13 Avaliacao da citotoxicidade em painel de linhagens celulares

As fragdes F2 e F3 de M. suaveolens x spicata CM 52 foram avaliadas
quanto a sua atividade antiproliferativa em painel de diferentes linhagens celulares
utilizando-se o ensaio da sulforrodamina B (SBR) para avaliagdo do crescimento
celular (Monks et al., 1991).

Além das células epiteliais renais normais (Vero), foram empregadas oito
linhagens de células tumorais humanas (Tabela 2). Estas linhagens foram cedidas
gentilmente pelo NCI e sdo mantidas no laboratério de cultura de células da
Divisao de Farmacologia e Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas
Quimicas Bioldgicas e Agricolas em frascos de 25 cm® (Nunc®), com 5 mL de meio
RPMI 1640 (Gibco®) suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e

incubadas a 37 °C em atmosfera Umida com 5 % de CO,.

Tabela 2: Linhagens celulares tumorais empregadas na avaliacdo de atividade antiproliferativa.

Linhagem Orgdo/Doenca Origem Embrionaria
UACC-62 Pele; melanoma Ectoderme
MCF-7 Mama; adecarcinoma Ectoderme
NCI-ADR/RES * Ovario; adenocarinoma Ectoderme
786-0 Rim; adenocarcinoma Mesoderme
NCI-H460 Pulmdo; carcinoma tipo nao pequenas Endoderme
PC-3 Préstata; adenocarcinoma Mesoderme
HT-29 Colon; adenocarcinoma Endoderme
K562 Medula dssea; Leucemia mieldide cronica Mesénquima

* esta linhagem apresenta resisténcia a multiplos farmacos

Foram inoculados 100 pL/poco, em placas de 96 pocos (Nunc®), de uma

suspensdo com densidade de 3x10* e 6,5x10* cel/mL em meio RPMI/SFB
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acrescido de 50 pg/mL de gentamicina (Schering Plus®). Apds 24h de incubagdo
a 37 °C em atmosfera Umida com 5 % de CO,, foram adicionados 100 pL/poco
das fracOes a serem testadas em 4 concentracoes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250

Mg/mL) (Figura 1).

Para preparacao das amostras, uma aliquota de 10 mg de cada extrato foi
dissolvida em 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO). Em seguida, 50 pL dessa
solucao-mae foram dispersos em 950 pL de meio RPMI/5 % SFB, para
preparacao da solucao de trabalho. Esta foi entdao diluida sucessivamente, em
meio de cultura, para preparacao das concentracoes finais de 0,25; 2,5; 25 e

250 pg/mL. A concentragao final de DMSO nao interferiu no crescimento celular.

Como controle positivo foi utilizado o quimioterapico Doxorrubicina, nas
concentracoes de 0,025 a 25 ug/mL. Neste momento, procedeu-se a fixagao
com acido tricloroacético (TCA) a 50 % da placa controle chamada Ty, que
permitiu determinar qual a quantidade de células no momento da adicao das

amostras.

Ao final de 48 h de incubacdo, as células foram fixadas com 50
ML/poco de TCA a 50 % e as placas foram incubadas por 1 h a 4 °C; a seguir,
as placas foram lavadas quatro vezes consecutivas com agua destilada para
remocao de residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos secundarios. Depois de
secas completamente, a temperatura ambiente, as placas foram coradas com 50
uL/pogco de SRB 0,4 % (p/v), dissolvido em acido acético 1 %, e mantidas por
60 mim a 4 °C; em seguida, foram lavadas, quatro vezes, com acido acético 1
% e secas a temperatura ambiente. Finalmente o corante ligado as proteinas
celulares foi solubilizado com Trizma Base (Sigma®), 10 uM e pH 10,5. A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em 540 nm em leitor de

microplacas.
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Branco do meio de cultura (sem células)

Branco da suspensao celular

Branco das amostras teste

Suspensao celular na presenga da amostra 1 em quatro concentragdes distintas

Suspensao celular na presenga da amostra 2 em quatro concentragdes distintas

Suspensao celular na presenca da amostra 3 em quatro concentracdes distintas

Suspensao celular na presenca da amostra 4 em quatro concentracdes distintas

Suspensao celular na presenca da amostra 5 em quatro concentracdes distintas

...l lll:l:m-ﬂﬂlIUﬁw>

Figura 1: Esquema da aplicacdo das amostras, em 4 concentragdes distintas, na placa teste
(T1).
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Com os valores médios de absorbancia para cada
concentracao de cada amostra, a porcentagem de crescimento (% C) foi

calculada segundo as seguintes féormulas:
Se T > T; — estimulo de crescimento celular
Se T; > T = Ty — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-To)/( T1-To)]
Se T< Ty — atividade citocida: %C = 100 x [(T-To)/ To]
Onde:

T = média da absorbancia da célula tratada — absorbancia amostra sem

célula
T; = absorbancia do branco de células.

To = absorbancia do controle de células na placa T,.

Foram gerados graficos de porcentagem de crescimento em funcdo da
concentragao da amostra testada, para cada uma das linhagens testadas. A
concentragao efetiva denominada Glso (do inglés growth inhibition, concentracao
necessaria para interromper em 50 % o crescimento celular), foi calculada por

regressao nao linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin, versao 7.5.
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5 Resultados

5.1 Rendimentos em éleo essencial de Mentha spp.

Os melhores rendimentos em dleos essenciais (base seca) foram observados
para os acessos de M. spicata (CM 31) (1,50 %) e Mentha sp. (CM 53) (1,45 %).
Ja o menor rendimento em oOleo foi observado para M. rotundifolia (CM 35)
procedente da Universidade de Brasilia (0,030 %), e M. piperita L. (CM 69) da

Universidade Federal de Ceara, com 0,038 % (Tabela 3).

Tabela 3. Acessos de Mentha spp. pertencentes a CPMA do CPQBA/UNICAMP utilizadas no presente estudo e dados
referentes a extracdo de Oleos Essenciais (OE).

Mentha spp. Origem  No. Data da Massa Massa Teor de Rend. base Rend.
CPMA Coleta planta planta Umidade planta fresca base

fresca seca (%) (%) planta

(9) ()] seca (%)
Mentha aquatica L. USA CMO01 05/11/08 2,03 0,37 81,55 18,44 0,0733
Mentha sppM villosa Huds USA CM 02 05/07/07 2,25 0,26 88,50 11,50 0,2160
Mentha x piperita L. USA CM 03 14/11/08 1,17 0,12 88,99 11,00 0,0740
Mentha suaveolens Ehrh ~ USA CM 04 06/11/08 2,00 0,22 88,98 11,01 0,7659
Mentha canadensis L. USA CM 05 14/11/08 1,07 0,28 73,05 26,94 0,8707
Mentha piperita L. USA CM 06 10/11/08 2,05 0,18 91,09 8,90 1,2320
Mentha piperita L. USA CM 08 18/07/07 2,46 0,26 89,43 10,56 0,5500
Mentha piperita L. USA CM 09 25/06/07 2,00 0,20 90,00 10,00 0,4364
M. suaveolens x aquatica  USA CM 10 10/11/08 2,08 0,34 83,43 16,56 0,8523
Mentha piperita L. USA CM 11 10/11/08 2,01 0,21 83,43 10,87 0,8523
Mentha aquatica L. USA CM 13 04/11/08 2,09 0,13 93,36 6,63 0,0915
Mentha piperita L. USA CM 16 06/07/07 2,47 0,33 86,64 13,36 0,7250
Mentha spicata USA CM 17 15/07/07 1,46 0,19 86,99 13,01 0,2480
Mentha aquatica L. USA CM 18 06/11/08 2,03 0,37 81,55 18,44 0,0733
Mentha aquatica L. USA CM 19 24/09/07 3,39 0,34 89,97 10,02 0,8000
Mentha canadenses USA CM 20 05/07/07 2,86 0,51 82,16 17,83 1,0500
Mentha x gracilis Sole USA CM 22 10/06/08 1,25 0,21 83,20 16,80 0,1600
Mentha x piperita L USA CM 23 04/11/08 2,02 0,24 87,97 12,02 0,0532
Mentha arvensis L. USA CM 24 12/11/08 2,00 0,18 90,70 9,29 0,9562
Mentha spicata L. USA CM 25 12/11/08 2,00 0,21 89,21 10,78 0,1963
Mentha arvensis L. USA CM 26 03/11/08 2,02 1,09 45,94 54,05 0,1560
Mentha longifdlia USA CM 27 06/07/07 2,15 0,39 81,86 18,14 0,2300
Mentha sppM villosa Huds USA CM 28 26/06/07 2,11 0,29 86,25 13,74 0,3950
Mentha spicata L. DF CM 29 03/11/08 2,06 0,17 91,65 8,34 0,3173
Mentha spicata Uruguai CM 30 03/11/08 2,03 0,31 84,38 15,61 0,2070
Mentha spicata L. UnB CM 31 10/11/08 2,05 0,31 84,75 15,25 1,5000
Mentha piperita L. UnB CM 32 06/11/08 2,00 0,32 82,25 17,75 0,0548
Mentha spicata L. UnB CM 33 10/06/08 1,17 0,24 79,49 20,51 0,3100
Mentha sylvestris UnB CM 34 14/06/08 1,42 0,21 85,32 14,68 0,2700
Mentha rotundifolia L. UnB CM 35 05/11/08 2,02 0,17 91,44 8,55 0,0306
Mentha arvensis L. UnB CM 36 17/10/07 2,90 0,40 86,21 13,79 0,5400
Mentha campestris Shur ~ UnB CM 37 16/10/07 2,87 0,37 87,11 12,89 1,3200
Mentha sp. M villosa Huds UnB CM 38 27/06/07 2,10 0,25 88,90 11,90 0,2780
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Mentha spp. Origem  No. Data da Massa Massa Teor de Rend. base Rend.
CPMA Coleta planta planta Umidade planta fresca base

fresca seca (%) (%) planta

(9) (9) seca (%)
Mentha piperita L. UnB CM 39 25/09/07 2,08 0,25 87,98 12,01 0,8500
Mentha longifolia L. Huds UnB CM 40 10/06/08 2,21 0,42 81,08 18,92 0,1358
Mentha spicata L. CPQBA CcM 41 25/09/07 1,79 0,19 89,39 10,61 0,7600
Mentha piperita L. CPQBA CM 43 10/06/08 2,36 0,34 85,23 14,77 0,0700
Mentha piperita /Citrata ~ CPQBA CM 44 16/10/07 2,04 0,32 84,32 15,68 0,3600
Mentha suaveolens CPQBA CM 45 01/12/08 2,09 0,15 92,47 7,52 0,2750
Mentha arvensis L. CPQBA CM 46 15/10/07 3,12 0,66 78,85 21,15 1,0180
Mentha sp. SP CM 47 17/11/08 2,01 0,48 75,89 24,10 0,0652
Mentha sp. IAC CM 49 05/11/08 2,02 0,27 86,61 13,38 0,1656
Mentha sp. IAC CM 50 01/12/08 1,72 0,18 89,24 10,75 0,4107
Mentha sp. IAC CM 51 25/06/07 2,07 0,25 87,92 12,07 0,0931
Mentha suaveolens x spica IAC CM 52 05/11/08 2,01 0,40 80,11 19,88 0,2069
Mentha sp. TIAC CM 53 10/11/08 2,01 0,20 89,75 10,24 1,4521
Mentha sp. IAC CM 54 01/12/08 2,06 0,17 91,75 8,24 0,3450
Mentha sp. IAC CM 55 01/12/08 1,35 0,11 91,43 8,56 0,5500
Mentha sp. IAC CM 56 29/10/07 3,68 0,43 88,31 11,68 0,1020
Mentha sp. IAC CM 57 10/06/08 1,99 0,27 86,43 13,57 0,0700
Mentha sp. SC CM 58 01/12/08 1,07 0,10 89,98 10,01 0,1550
Mentha arvensis L. Parana CM 59 02/07/07 1,89 0,39 79,36 20,63 0,3940
Mentha aquatica L. KG CM 60 12/11/08 2,00 0,28 85,74 14,25 1,3070
Mentha suavolens Ehrh KG CM 61 17/07/07 2,62 0,32 87,78 12,21 0,1250
Mentha sp. Parana CM 62 14/06/08 1,37 0,15 89,13 10,87 0,8560
Mentha sp. Unesp CM 63 18/07/07 2,17 0,25 88,48 11,52 0,0966
Mentha sp. Unesp CM 64 01/12/08 2,09 0,17 91,61 8,38 0,4710
Mentha sp M villosa Huds UFC CM 65 03/11/08 2,01 0,24 87,71 12,28 0,0653
Mentha arvensis L. UFC CM 66 17/11/08 2,07 0,26 87,24 12,75 0,1708
Mentha piperita/Citrata El UFC CM 67 29/10/07 4,00 0,46 88,50 11,5 0,7450
Mentha rotundifolia Huds  UFC CM 68 24/09/07 3,72 0,37 90,05 9,94 0,3600
Mentha piperita L. UFC CM 69 06/11/08 2,00 0,20 89,66 10,34 0,0382
Mentha sp. MG CM 70 15/10/07 2,65 0,30 88,68 11,32 0,1200
Mentha sp. MG CM 72 17/10/07 2,70 0,35 87,04 12,96 0,1400

CM = nUmero na CPMA; IAC = Instituto Agrondmico de Campinas; UnB = Universidade de Brasilia; CPQBA = Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas/UNICAMP; UFC = Universidade Federal do Ceard; UNESP =
Universidade Estadual de S3ao Paulo; MG = Minas Gerais; DF = Distrito Federal; SC = Sementes Comerciais; KG = Kew
Garden, Inglaterra; SP = S3o Paulo.

5.2 Atividade antimicrobiana de acessos de Mentha spp. frente as

células planctonicas de Candida spp.

A maioria dos Oleos essenciais de Mentha spp. testados apresentaram

valores de CIM(s) maiores ou iguais a 1 mg/mL. Os resultados estao ilustrados na

tabela 10 (Anexo VI).

Atividades de até 1 mg/mL foram detectadas para varios dos acessos

estudados, porém destacamos os que mostraram inibicao até 0,5 mg/mL:
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M. aguatica L. (CM 19) para o isolado clinico 13 A5 (0,1875 mg/mL) e CBS
7987 (0,312 mg/mL), assim como Mentha X piperita (CM 23) para 13 A5 (0,500
mg/mL) e CBS 7987 (0,500 mg/mL);

Mentha spp M villosa Huds (CM 38) (0,500 mg/mL), M. campestris Shur
(CM 37) (0,1875 mg/mL) e M. spicata L. (CM 33) (0,1875 mg/mL) e M. silvestris L.
(CM 34) (0,125 mg/mL)para o isolado clinico 26 A4;

M. spicata (CM 17) para todas as cepas de C. dubliniensis com valores de
CIM entre 0,1875 mg/mL e 0,500 mg/mL;

Mentha sp. (CM 72) (0,015 mg/mL), Mentha sp. (CM 70) (0,007 mg/mL),
M. longifolia (CM 27) (0,046 mg/mL), M. arvensis L. (CM 59) (0,125 mg/mL),
Mentha sp. (CM 56) (0,125 mg/mL) e Mentha sp. (CM 51) (0,125 mg/mL) apenas
para o isolado clinico 3 A5.

Mentha sp. (CM 64) para as cepas 13 A5 (0,031 mg/mL), 47 A5 (0,125
mg/mL), CBS 562 (0,046 mg/mL), 26 A3 (<0,007 mg/mL), 26 A2 (0,125 mg/mL),
CBS 7987 (0,125 mg/mL).

M. arvensis L. (CM 36) para as cepas CBS 562 (0,250 mg/mL), 13A5 (<
0,007 mg/mL) e todas as cepas de C. aubliniensis (entre 0,125 mg/mL e 0,312
mg/mL).

Além deste ultimo, mais 3 acessos se destacaram, inibindo todas as cepas
testadas, sendo esses, M. canadensis (CM 05) - C. dubliniensis (<0,007 até 0,187
mg/mL); e C. albicans (<0,007 até 0,125 mg/mL); Mentha spicata (CM 30) - C.
dubliniensis (0,062 mg/mL até 0,125 mg/mL;); C. albicans (0,500 mg/mL) e
Mentha suaveolens x spicata (CM 52) - C. dubliniensis (0,062 mg/mL até 0,125
mg/mL); C. albicans (0,250 mg/mL até 0,500 mg/mL).

Os odleos que apresentaram melhor atividade antimicrobiana, os quais
foram M. canadensis CM 05, Mentha suaveolens x spicata CM 52, Mentha spicata
CM 30, e M. arvensis CM 36, foram selecionados para testes em biofilmes de C.

albicans.
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O antifungico controle utilizado foi o poliénico Nistatina (Merck®), cujos

resultados estao ilustrados na tabela 11 (Anexo VII).

5.3 Fracionamento dos oleos essenciais de melhor atividade em

coluna seca

Os resultados das andlises realizadas por cromatografia em camada
delgada (CCD) dos odleos essenciais de melhor atividade e suas respectivas fragdes
estao apresentados na Figura 2. As fracdes foram agrupadas segundo a
equivaléncia das bandas obtidas na CCD, totalizando 5 diferentes fracoes (F1 a F5)

para os Oleos essenciais de melhor atividade.

Figura 2: Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos 6leos essenciais de M. canadensis (CM
05), M. spicata (CM 30), M. arvensis (CM 36) e M. suaveolens x spicata (CM 52). OB= dleo bruto;
F= Fragao.

A Tabela 4 apresenta os resultados de rendimento (% base seca) em
fracOes obtidas a partir dos acessos de Mentha spp. Os resultados mostraram
rendimentos acima de 90 % para a maioria dos Oleos, sendo que o Oleo

proveniente do acesso CM 30 foram obtidos rendimentos em fragdes menores do
que 50 % (Tabela 4).
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Tabela 4. Rendimento (% base seca) de fragGes obtidas a partir dos 6leos dos acessos de Mentha spp.

Acesso de Mentha spp Fracdo Massa da fracao Rendimento da fragdo
(F) (9) (%)
F1 0,0699 7,67
CM 05 F2 0,4454 48,87
M. canadensis F3 0,2599 28,52
F4 0,1109 12,17
F5 0,0252 2,77
Rendimento total (%) 0,9113 100,00
F1 0,0128 4,61
CM 30 F2 0,0232 8,35
M. spicata F3 0,0203 7,31
F4 0,0470 16,92
F5 0,0156 5,62
Rendimento total (%) 0,1189 42,82
F1 0,0772 6,36
CM 36 F2 0,3533 29,13
M. arvensis F3 0,3279 27,03
F4 0,248 20,45
F5 0,0994 8,20
Rendimento total (%) 1,1058 91,17
F1 0,0158 4,12
CM 52 F2 0,0650 16,95
M. suaveolensx spicata F3 0,1173 30,59
F4 0,1260 32,86
F5 0,0362 9,44
Rendimento total (%) 0,3603 93,96
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5.4 Acao dos dleos essenciais, das fracoes de Mentha spp. e de
antifiingicos comerciais sobre o biofilme de C. a/bicans SC 5314.

Os resultados obtidos para a acdo dos dleos brutos e fracoes de Mentha

spp. estdo ilustrados nas Figuras 3 a 26. Os resultados dos antifingicos comerciais
encontram-se nas figuras 27 e 28.

5.4.1 Acao dos Oleos essenciais de Mentha spp. sobre o biofilme de C.
albicans SC 5314

Os oleos essenciais brutos apresentaram inibicado < 50% tanto no biofilme

em formacgao, como sobre o biofilme maduro de C. albicans.

As figuras de 3 a 6 ilustram os graficos referentes aos resultados
expressos em valores percentuais, tendo como referéncia o biofilme controle
(valor=0), sem oleo essencial. A. Biofilme formado na presenga do 6leo essencial.
B. Biofilme pré-formado 24 h da adigdo do 6leo essencial.
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Figura 3. Efeito do dleo essencial de M. canadensis (CM 05) sobre biofilme de C. albicans SC5314.
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Figura 4. Efeito do dleo essencial de M. spicata (CM 30) sobre biofilme de C. albicans SC5314.
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Figura 5. Efeito do dleo essencial de M. arvensis (CM 36) sobre biofilme de C, albicans SC5314.
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Figura 6. Efeito do dleo essencial de M. suaveolens x spicata (CM 52) sobre biofilme de C. albicans SC5314.

5.4.2 Acao das fracoes de Mentha spp. sobre o biofilme de C.

albicans SC 5314

Embora os 6leos ndo tenham apresentado eficacia sobre biofilme, algumas

fracdes demonstraram forte atividade. As fracdes F2 e F3 de M. suaveolens x
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spicata CM 52 demonstraram a melhor atividade dentre as fracbes testadas,
apresentando 49 % e 38 % de inibicao na concentracao de 0,5 mg/mL para
biofilme maduro e 70 % de inibicao (a 0,062 mg/mL) e 61 % de inibicao (a 0,125
mg/mL), respectivamente, para inibicao de biofilme em formacao (Figuras 23 e
24).

Outras fragdes também apresentaram efetividade para inibir a formacao de
biofilme: as fracdes F2, F3 e F4 do acesso CM 30 inibiram 66 %, 76 % e 70 %,
respectivamente, a 0,5 mg/mL , enquanto a F5 inibiu 70 % a 0,25 mg/mL (Figuras
13 a 16); as fracoes F1, F2, F3 e F4 do acesso CM 36 inibiram 61 %, 85 %, 71 %
e 47 % a 0,5 mg/mL, respectivamente (Figuras 17 a 20). Ainda F4 de CM 52 que
inibiu 66% a 0,5 mg/mL (Figura 25).

As figuras de 7 a 26 ilustram os graficos referentes aos resultados
expressos em valores percentuais, tendo como referéncia o biofilme controle
(valor=0), sem fracao. A. Biofilme formado na presenca das fracoes. B. Biofilme

pré-formado 24 h da adicdo das fracoes.

Acao das fracoes de M. canadensis CM 05 sobre o biofilme de C.
albicans SC5314

3 4 2 1 05 025 0,12 0,06 003 001 O 8 4 2 1 05 025 012 0,06 003 001 0
A CM 05 Mentha canadensis -F1 (mg/mL) B CMOS Menthacanadensis - F1 (mg/nL)

Figura 7. Efeito da fracdo F1 do dleo essencial de M. canadensis (CM 05) sobre biofilme de C. albicans SC5314.
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Acao das fracoes de M. spicata CM

albicans SC5314

124

120% 1

100%

o
S
=

60% -

Lettura da DO {%0)

40% -

20%

4 2

A

Figura 12.

121 120
11

05 025 012 006 003 001 0

CM 30 Mentha spicata-F1 (ug/ml)

125 121

Leiturada DO (%)

8 4 2 1
CM 30 Menthaspicata-F2 g/l

Figura 13.

05 025 012 006 003 001 0

122 123 119

120% 7

100%

0%

60%

Lettura da DO (%o)

40%

20%

8 4 2 1

Figura 14.

05 025 012 006 003 001 0

CM 30 Meniha spicaia- F3 (mg/mL)

54

120%

100%

@
S
=

40% -

Lciturada DO (%)
@
2
2

30

sobre o biofilme de C.

4 2

106 106
101 104 100 102 100

105 025 012 006 003 001 0

CM 30 Menthaspicata- F1 {mg/mL)

Efeito da fragdo F1 do 6leo essencial de M. spicata (CM 30) sobre biofilme de C. albicans SC5314.

120%
103 100
9
100% PRI
83

< 20% - 59
g 61
= 60% A
£ a0% -
-

20%

0%

8 4 2 1 05 025012 006 003 001 0

CM 30 Mentha spicata - F2 (mg/mL)

Efeito da fracdo F2 do dleo essencial de M. spicata (CM 30) sobre biofilme de C. albicans SC5314.

120% 7

100%

o
]
X

60%

Leitura da DO (%)

40%

20%

2 1
CM 30 Mentha spicata- F3 (mg/mL)

05 025 012 006 003 001 0

Efeito da fracdo F3 do dleo essencial de M. spicata (CM 30) sobre biofilme de C. albicans SC5314.



126 136 121

Leitura da DO (%)

8 4 2 1 05 025 012 €06 003 001 O
A N 30 Menthaspicata - F4 (mg/ml.)

120% 1
100%
2 0%
=
g
£ 60%
5
-
40%
20%
8 4 2 1 05 025 0,12 (006 003 001 O
A M 30 Menthaspicaia - F5 (ng/ml)

120% 1

100%

)

80%

60%

Leitura da DO {*

8 4 2 1 05 025 012 €06 003 001 O
B M 30 Mentha spicaia - F4 (mg/ml)

Leiturada DO (%)

¢ 2 1 05 025012 006 003 001 0
B CM 30 Meutherspicata- FS (mg/nil )

Figura 16. Efeito da fracdo F5 do dleo essencial de M. spicata (CM 30) sobre biofilme de C. albicans SC5314.

Acao das fracoes de M. arvensis CM 36 sobre o biofilme de C

albicans SC5314
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Figura 17. Efeito da fracdo F1 do dleo essencial de M. arvensis (CM 36) sobre biofilme de C. albicans SC5314.
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Figura 19. Efeito da fracdo F3 do dleo essencial de M. arvensis (CM 36) sobre biofilme de C. albicans SC5314.
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Figura 20. Efeito da fracdo F4 do dleo essencial de M. arvensis (CM 36) sobre biofilme de C, albicans SC5314.
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Figura 21. Efeito da fracdo F5 do dleo essencial de M. arvensis (CM 36) sobre biofilme de C. albicans SC5314.
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Acao das fracoes de M. suaveolens x spicata CM 52 sobre o
biofilme de C. albicans SC5314
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Figura 22. Efeito da fracdo F1 do dleo essencial de M suaveolens x spicata (CM 52) sobre biofilme de C

albicans SC5314.
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Figura 25. Efeito da fracdo F4 do dleo essencial de M. suaveolens x spicata (CM 52) sobre biofilme de C
albicans SC5314.
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Figura 26. Efeito da fracao F5 do dleo essencial de M, suaveolens x spicata (CM 52) sobre biofiime de C
albicans SC5314.

5.4.3 Acao de antifingicos comerciais sobre o biofilme de C.
albicans SC5314

Os testes foram realizados com duas classes de antifingicos comerciais,
que foram o poliénico Anfotericina B (Sigma®) e Fluconazol (Sigma®).

Os resultados mostraram que o biofilme maduro de C. albicans apresentou
resisténcia ao Fluconazol, com inibicdo menor que 30 % aproximadamente para
todas as concentracdes testadas. Ainda esse antifingico ndo inibiu o biofilme em
formacdo, apresentando entre 30 e 36 % de densidade dptica em todas as
concentragdes, ou seja, com inibicdo entre 70 % e 64 %, para todas as
concentragOes provadas.

Quanto a Anfotericina B, os resultados mostraram que essa droga inibiu o

biofilme nas concentracoes entre 1 e 16 pg/mL. O antifungico inibiu o biofilme

58



maduro em 64 %, a 1 yg/mL e inibiu o biofilme em formacdao em 75 % na mesma
concentracao.

As figuras de 27 a 28 ilustram os graficos referentes aos resultados
expressos em valores percentuais, tendo como referéncia o biofilme controle
(valor=0), sem droga. A. Biofilme formado na presenca do antifingico. B. Biofilme
pré-formado 24 h da adicdo do antifingico.
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Figura 27. Efeito do antifingico Fluconazol sobre biofilme de C. albicans SC5314.
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Figura 28. Efeito do antifingico Anfotericina B sobre biofilme de C. albicans SC5314.

5.6 Analise dos efeitos das fracoes F2 e F3 de M. suaveolens x
spicata CM 52 sobre o biofilme de C. albicans SC 5314 por

Microscopias Optica e Confocal a Laser

Foi realizada a visualizagdo do efeito das fracbes de melhor atividade

antimicrobiana, F2 e F3 de M. suaveolens x spicata CM 52 sobre o biofilme de C.
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albicans SC 5314, por meio de duas técnicas diferentes de microscopia:
microscopia Optica e microscopia confocal a laser. Para essas técnicas os
biofilmes foram desenvolvidos no mesmo periodo de tempo, crescidos durante 24
horas. Ainda na microscopia 6ptica também foi avaliado o biofilme em formacéo.

Essas técnicas atuaram no presente estudo como uma ferramenta auxiliar
qualitativa, por meio das ilustracbes das leveduras apds tratamento, além de ser
também quantitativa, confirmando resultados das medidas de absorbancia no
leitor de microplacas de ELISA (Figura 29).

Através da microscopia Optica, foi observada a morfologia celular do
biofiime maduro e em formacao, na presenca das fragdes. Os resultados foram
comparados com os controles, ou seja, biofilme crescido sem a presenga de
drogas. Os efeitos das fragdes de melhor atividade antimicrobiana sobre o biofilme
formado por C. albicans SC5314 foram confirmados pela microscopia Optica,
conforme ilustrado na Figura 29.

Os resultados revelaram que o biofilme formado na presenga da fragdo F2
era composto por hifas na sua maior parte. Ja na fracdo F3, o biofiime possuia
hifas predominantes,com a presenca de diversas pseudo-hifas e algumas
leveduras. Quando colocadas em biofilmes maduros, as fragbes apresentaram
menor inibicdo. Logo, o biofiime mostrou maior densidade celular, quando
comparado ao biofiime em formacdo. As fracbes entre si mostraram maior
densidade celular na presenga da F3 (Figura 29), tanto para biofilme em formagao,
quanto no biofilme maduro.

Os resultados do biofilme na presenca das fragdes apresentaram menor

densidade celular, quando comparados ao controle.
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Figura 29. Analise microscépica do efeito das fragbes de Mentha suaveolens x spicata CM 52 sobre biofilme
de C. albicans SC5314, na concentragdo de 0,5mg/mL. A. Biofilme formado na presenca da fragdo F2. B.
Biofilme formado na presenca da fragdo F3. C. Controle do biofilme em formagao - 24h (sem fragédo). D.
Controle do biofilme maduro — 48 h (sem fragédo). E. Biofilme maduro submetido a adigdo da fragdo F2 por
24h. F. Biofilme maduro submetido a adigédo da fragdo F3 por 24 h.

61



Por meio da microscopia confocal a laser, foi avaliada a heterogeneidade do
biofilme, sua espessura, variabilidade topografica, além de comprovar sua
complexa arquitetura tridimensional. Os resultados estao apresentados na Figura
30.

Os resultados demonstraram que o biofilme controle (sem fracoes)
apresentou uma arquitetura mais complexa do que os biofilmes testados, com
espessura de 846 um. A fracao F2 obteve inibicao de 57 %, enquanto F3 obteve
de 61 %, demonstrando uma arquitetura menos complexa, devido a sua menor
espessura, comparadas ao controle.

Os efeitos das fracbes de melhor atividade antimicrobiana sobre o biofilme
formado por C. albicans SC5314 foram também confirmados pela microscopia

confocal a laser (Figura 29).

Policromatico Monocromatico

B (366 um)

C (342 pm)

Figura 30. Analise microscdpica policromatica e monocromatica do biofilme maduro de C. albicans
SC5314, mostrando o efeito das fracdes da Mentha suaveolens x spicata CM 52 na concentracao de
0,5mg/mL. A. Controle do biofilme (sem fracdao). B. Biofilme formado na presenca da fragcao F2
(57% de inibicdo). C. Biofilme formado na presenca da fragdo F3 (61% de inibicdo).
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5.7 Anadlise da composicao quimica dos Oleos essenciais de
melhor atividade por Cromatografia a Gas com

espectrometria de Massas (CG-EM)

A composicao quimica dos dleos essenciais encontra-se apresentada nas
Figuras 31 a 34 e nas Tabelas 5 a 8. A avaliacao foi realizada por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de massas (CG-EM). Os constituintes mais
relevantes foram identificados por comparacao dos espectros de massas com os da
Biblioteca NIST, bem como por comparacdo dos dados de Indices de Retenco e
espectros de massas, descritos na literatura (Adams et al., 1995; Pino et al.,
2001), obtidos em condicOes cromatograficas similares.

De acordo com os resultados, as espécies de Mentha de melhor atividade
apresentaram diferentes composicoes quimicas. Os compostos majoritarios do éleo
de M. canadensis CM 05 foram carvona (74,84 %), linalol (4,84 %) e acetato de
dihidro carveol (2,04 %). Ja os compostos majoritarios de M. spicata CM 30 foram
oxido de piperitenona (28,05 %), beta-E-farneseno (18,58 %) e gama-muuroleno
(17,38 %). Linalol (33,24 %), acetato de linalol (21,97 %) e alfa-terpineol (11,77
%) foram identificados como compostos majoritarios em M. arvensis CM 36,
enquanto a pulegona (52,20 %) a piperitenona (29,51 %) e o gama-muuroleno
(4,44 %) foram identificados no dleo de M. suaveolens x spicata CM 52. Varios
dos compostos identificados nas Menthas spp., como linalol, gama-muuroleno e

alfa-terpineol foram anteriormente relacionados com atividade antimicrobiana.
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- Figura 31 Cromatograma expandido (5-32 min) da amostra CM-05

Tabela 5 — Identificagdo dos analitos da amostra CM-05
tr (Min) IR Identificacdo % rel.
6,47 997 3-octanol 0,24
7,47 1027 limoneno 0,82
8,78 1066 hidrato de cis-sabineno 0,51
9,98 1102 linalol 4,34
11,96 1152 mentona 0,48
12,93 1177 terpin-4-ol 0,29
13,77 1198 trans-dihidro-carvona 9,45
14,83 1224 cis-carveol 0,89
15,45 1239 M =152 1,05
15,96 1251 carvona 74,84
19,17 1328 acetato de dihidro carveol 2,04
20,36 1357 eugenol 0,26
20,59 1362 acetato de cis carveila 0,73
21,38 1382 beta-bourboneno 0,69
22,78 1416 trans-cariofileno 1,31
24 53 1459 cis-muurola-4(14),5-dieno 0,33
25,25 1477 gama-muuroleno 0,57
25,86 1492 biciclogermacreno 0,32
26,90 1519 cis-calameneno 0,58
30,43 1612 <1,10-DI-EPI->cubenol 0,27
Total 100,01
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Figura 32 - Cromatograma expandido (20-44 min) da amostra CM-30

Tabela 6 — Identificagdo dos analitos da amostra CM-30

tr (Min) IR Identificagéo % rel.
20,71 1365 Oxido de piperitenona 28,05
22,05 1398 M = 166 3,59
22,37 1406 alfa-gurjuneno 1,67
24,39 1456 beta-E-farneseno 18,58
25,26 1477 gama-muuroleno 17,38
26,19 1501 n.i. 1,30
26,94 1520 delta-cadineno 1,92
29,54 1588 globulol 7,62
31,90 1652 alfa-cadinol 2,42
33,18 1687 n.i. 5,07
37,22 1802 2-etilhexil-salicilato 1,65
39,82 1881 homo-mentil-salicilato 3,39
42,66 1969 n.i. 7,35
Total 86,09
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Tabela 7 — Identificagdo dos analitos da amostra CM-36

tr (Min) IR Identificagéo % rel.
322 | -—- n.i. 0,27
6,02 978 1-octen-3-ol 0,38
8,09 1046 beta-ocimeno 0,29
10,10 1105 linalol 33,24
10,39 1112 n.i. 0,28
12,76 1172 cis-pinocanfona 0,37
13,57 1193 alfa-terpineol 11,77
13,73 1197 trans-dihidro-carvona 0,35
15,06 1229 nerol (ou cis-geraniol) 1,88
15,65 1243 carvona 2,76
16,25 1258 acetato de linalol 21,97
20,69 1365 acetato de nerila 3,54
21,51 1385 acetato de geranila 6,87
22,03 1397 cis-jasmona 0,26
22,79 1416 trans-cariofileno 3,88
24,38 1456 beta-E-farneseno 0,42
25,25 1477 gama-muuroleno 0,90
26,63 1512 M = 222 0,49
27,99 1548 elemol 1,16
29,58 1589 M = 222 5,75
29,69 1592 M = 204 0,30
31,05 1629 gama-eudesmol 0,60
31,71 1647 beta-eudesmol 0,63
31,83 1650 alfa-eudesmol 0,73
32,38 1665 bulnesol 0,90
Total 99,44
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Figura 34 - Cromatograma expandido (6-26 min) da amostra CM-52

Tabela 8 — Identificagdo dos analitos da amostra CM-52

tr (Min) IR Identificacéo % rel.
322 | -—- n.i. 0,41
7,46 1027 limoneno 0,57
8,77 1066 hidrato de cis-sabineno 1,34
9,94 1101 linalol 0,79
11,78 1148 para-ment-3-en-ol 1,08
12,85 1175 M =152 2,05
15,57 1241 pulegona 52,20
15,66 1244 carvona 2,00
16,78 1270 M =150 1,17
19,76 1342 piperitenona 29,51
20,02 1349 M =164 0,75
22,76 1415 trans-cariofileno 1,24
24,38 1456 beta-E-farneseno 0,77
25,26 1478 gama-muuroleno 4.44
25,86 1492 biciclogermacreno 1,69
Total 99,60
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5.6 Cultivo celular para estudos de citotoxicidade e atividade

antiproliferativa das fracoes de Mentha suaveolens x spicata CM 52

Foram realizados ensaios de citotoxicidade das fracdoes F2 e F3 de Mentha
suaveolens x spicata utilizando painel de diferentes linhagens celulares, incluindo
células epiteliais renais normais (Vero), além de 8 linhagens de células tumorais
humanas.

Foi seguido o protocolo do laboratdrio de cultivo celular da Divisdo de
Farmacologia e Toxicologia do CPQBA/UNICAMP (Divisao de Farmacologia e
Toxicologia), que também avalia os efeitos de citotoxicidade, além de ser uma
analise de rotina e que ja foi utilizada em dezenas de projetos da DFT.

Para este estudo foi feita coleta da planta no campo experimental do
CPQBA/UNICAMP, a extracdo do seu oleo essencial (OE) e o fracionamento, para
obtencao das fragcbes F2 e F3 (melhores fracdes nos testes de biofiime de C
albicans SC 5314).

A Tabela 9 apresenta os resultados de eficacia das fracdes F2 e F3 obtidas
de Mentha suaveolens x spicata CM 52 e do controle positivo Doxorrubicina sobre
as linhagens celulares apods 48 h de exposigao.

A Figura 35 apresenta as curvas concentragao-resposta das melhores
fracdes (F2 e F3) e da doxorrubicina (controle) sobre linhagens celulares tumorais
humanas, relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragao
da amostra teste utilizada.

A curva A demonstra que a fragao F2 possui atividade antiproliferativa fraca
(Tabela 9 - GIso: 37,70 pg/mL a 189,1 pg/mL), apresentando seletividade para as
linhagens de leucemia (K-562-GIsg: 37,7 pg/mL), mama (MCF-7-GIso: 92,5 pg/mL)
e melanoma (UAACC-62 GIso: 189,1 pg/mL) (Tabela 9).

A curva B demonstra que a fracao F3 nao apresentou atividade

antiproliferativa (valores de GIsy acima de 250,00 pg/mL - Tabela 9) para a maioria
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das linhagens, com efeito citostatico apenas para a linhagem de leucemia K-562
(GIso: 14,7 pg/mL).

A curva C ilustra a atividade antiproliferativa da Doxorrubicina (Tabela 3 -
GIso: 0,027 pg/mL a 0,45 pg/mL), usada como controle positivo, sendo que a
linhagem de colon (HT29) e de pulmdo (NCI-h-460) foram menos sensiveis a

doxurrubicina (GIsg: >25 pg/mL).

Tabela 9. Eficacia das fracoes F2 e F3 obtidas de Mentha suaveolens x spicata CM 52 e do controle
positivo Doxorrubicina sobre as linhagens celulares apds 48 h de exposicao.

Glso (Mg/mL)

Linhagens UACC- MCF7  NC- 786-0 NCI- PC-3 HT29 K-562 VERO
ADR/RES

celulares 62 H460

Doxorrubicin 0,20 0,027 0,082 0,028 >25,0 0,22 >25,0 <0,02 0,45

a 5

Mentha F2 189,1 92,5 >250 >250 >250 250 >250 37,7 >250
Mentha F3 >250 >250 >250 >250 >250 >250 >250 14,7 >250
UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario resistente a multiplos farmacos); 746-
0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células); PC-3 (prostata); HT29 (colorretal); K562

(leucemia); VERO (rim, célula normal, macaco verde).
Glso: Growth Inhibition 50 — concentracdo necessaria para que ocorra 50% de
crescimento
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Figura 35. Atividade das fracdes de Mentha suaveolens x spicata CM 52 F2 (A) e F3 (B) e da
Doxorrubicina (C) sobre as linhagens celulares apds 48 h de exposigao.
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6. Discussao

Diante da resisténcia de Candida as drogas antifingicas comercialmente
utilizadas, do elevado custo do tratamento e do alto indice de infeccbes
hospitalares e taxa de mortalidade (Ramage et a/,, 2005; 2009; Uppuluri et al,
2009; 2010), houve um aumento da busca por medicamentos de origem natural,
que proporcionassem maior seguranca de uso e que fossem mais eficazes
(Rodriguez & Fragoso, 2007; Tavares et al., 2008).

Mentha spp. possuem um dos 6leos essenciais mais consumidos do mundo
com atividade antimicrobiana comprovada (Oumazil et al, 2002; McKay & Bumber,
2006) e seus derivados ja sao largamente utilizados em produtos alimenticios, de
higiene e cosméticos (Nair, 2001). Para selecionar 0s acessos que possuem
propriedades anti-Candida e otimizar sua utilizacdo industrial e melhoramento
genético, no presente estudo foi realizada uma triagem de 64 diferentes acessos
de Mentha, verificando, assim, seus rendimentos, e propriedades antimicrobianas.

As plantas foram cultivadas na CPMA — Colecao de Plantas Medicinais e
Aromaticas do CPQBA/UNICAMP (Tabela 1) e obtidas a partir de coletas realizadas
no mesmo campo experimental. A coleta do material vegetal constitui a primeira
etapa de uma investigacdo das propriedades bioldgicas de plantas medicinais
(Simdes & Spitzer, 2003). Os dados referentes a coleta das plantas, massa de
planta utilizada, rendimentos e teor de umidade estao apresentados na Tabela 3.

Apesar das diferencas de rendimento em odleo essencial, os diferentes
acessos de Mentha spp. estudados demonstraram baixo rendimento em odleo, entre
0,30 % e 1,5 % (base seca).

Esses resultados estao de acordo com o estudo de Deschamps et a/. (2008),
que realizou diferentes técnicas de cultivo para adaptagdo de Mentha spp.,
verificando seus respectivos rendimentos em dleo essencial. Esses autores também
comprovaram grande variabilidade entre os rendimentos (de 0,15 % a 0,67 %),

sugerindo que a biossintese de 6leo essencial seja decorrente de caracteristicas
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genéticas e fisioldgicas da planta, condicdes climaticas, temperatura e exposicao a
radiacao.

Os resultados do presente estudo ainda confirmam que diferentes acessos
de uma mesma espécie de Mentha podem apresentar propriedades fisioldgicas
diferentes, conforme sugerido por diversos autores (Spirling & Daniel, 2001; Xu et
al, 2003; Mahboubi & Haghi, 2008). Pode-se citar como exemplo os diferentes
acessos de M. arvensis L., que apresentaram distintos rendimentos em dleo
essencial (CM 24 0,956 %; CM 26 0,156 %; CM 36 0,540 %; CM 46 1,018 %; CM
59 0,394 %; CM 66 0,170 %).

Os acessos ainda nao identificados quanto a espécie (Mentha spp.)
também mostraram diferentes teores em dleo essencial, assim como M. piperita L.,
M. x piperita subsp Citrata Ehrh, M. spicata L., M. longifolia L. Huds, Mentha spp. X
M. villosa Huds , M. aguatica, M. canadensis, Mentha x piperita, M. suaveolens e
M. rotundifolia (Tabela 3).

Os resultados em rendimento em dleo essencial obtidos para os acessos de
uma mesma espécie cultivados sob mesmas condi¢cbes de clima, solo, nutricdo,
irrigacdo, sao devido a particularidades genéticas da planta. Isso demonstra a
importancia em selecionar os melhores gendtipos dentro de uma mesma espécie e
direcionar sua produgao, de acordo com a finalidade do uso.

Apds a extracao dos dleos essenciais (OE), os mesmos foram testados
para atividade antimicrobiana frente as células planctonicas de cepas de referéncia
e de isolados clinicos de Candida spp.

O indculo foi padronizado em meio RPMI-1640, conforme CLSI (2002). Os
resultados de concentragao inibitdria minima (CIM) dos dleos essenciais
encontram-se apresentados na Tabela 10 (Anexo VI).

Duarte et al. (2005) propuseram com base em um trabalho de Aligiannis
et al. (2001), que concentragles inibitérias minimas (CIM) de até 0,5 mg/mL, de

0,55 a 1,5 mg/mL e acima de 1,5 mg/mL apresentam, respectivamente, forte,
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moderada e fraca atividade antimicrobiana. Desse modo, podemos considerar que
os oleos brutos das plantas estudadas foram capazes de inibir diferentes espécies
do género Candida demonstrando atividade moderada a fraca, apresentando
valores de CIM maiores ou iguais a 1 mg/mL, como pode ser observado na Tabela
10 (Anexo VI).

Esses resultados estao de acordo com os estudos de Sartoratto et al.
(2004), Duarte et al. (2005) e Mahboubi & Haghi (2008), os quais avaliaram a
atividade de oleos essenciais de Mentha spp. frente a células de C albicans.
Duarte et al. (2005) avaliaram a propriedade antimicrobiana da Mentha arvensis
var. piperita L., Mentha piperita L. e Mentha pullegium L., coletadas no CPQBA,
com resultados de 1,1 mg/mL, 0,6 mg/mL e 0,74 mg/mL, respectivamente. Ja
Mahboubi & Haghi (2008) testaram a atividade antimicrobiana de Mentha
pulegium, coletada no Herbarium of Agriculture Departament do Ira, sendo o valor
de CIM igual a 1 mg/mL. Esses resultados sugerem que os 6leos essenciais de
Mentha spp. geralmente possuem atividade antimicrobiana moderada.

No presente estudo, apesar da maioria dos acessos de Mentha
apresentarem atividade anti-Candida de moderada a fraca, alguns acessos se
destacaram por sua forte atividade e com amplo espectro de acdo. Estes foram M.
canadensis CM 05, M. spicata CM 30, M. arvensis CM 36, M. suaveolens x spicata
CM 52, os quais possuiram agdo antimicrobiana até 0,500 mg/mL, exceto para a
cepa de C albicans 3 A5 de CM 36.

E importante esclarecer que, se o 6leo ou extrato nao sdo ativos até 100
pg/mL, provavelmente ndo tera uso clinico,b uma vez que a maioria dos
antifingicos utilizados clinicamente possui concentracdo ativa em torno de 10
pg/mL. Caso o material vegetal bruto tenha uma atividade até 100 pg/mL, tera um
bom potencial de aplicacao pratica, e dependendo da natureza quimica de seu
componente responsavel pela atividade, a técnica de fracionamento subseqgiiente

podera melhorar ainda mais sua atividade (Rios et a/., 1988).
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Mesmo assim, Mahboubi & Haghi (2008) sugerem o uso do dleo essencial
de Mentha pulegium como alternativa ao uso de antifingicos, ja que esses ultimos
tém promovido resisténcia microbiana e efeitos adversos indesejaveis
(Jewtuchowicz et al.,, 2007; Lee et al, 2007; Rosato et al, 2008). Mais estudos
sao ainda necessarios para avaliar o valor pratico dessa aplicacao terapéutica
(Mahboubi & Haghi, 2008), bem como padronizacdo da técnica experimental, para
maiores comparagoes entre os estudos (Jansen et al., 1987).

Os resultados do presente estudo ainda comprovam que a mesma espécie
de Mentha pode apresentar diferencas nas suas propriedades, conforme sugerido
por diversas pesquisas (Spirling & Daniel, 2001; Xu et al, 2003; Mahboubi &
Haghi, 2008). A espécie Mentha arvensis L. apresentou CIM maior que 1 mg/L
para a maioria das cepas da CM 46 e CM 59, enquanto que para CM 36, quase
todas as cepas apresentaram CIM menores que 1 mg/mL. J& Mentha sp. mostrou
0s mesmos resultados entre a CM 51 e CM 56 e entre a CM 57, CM 62 e CM 63,
embora os dois grupos sejam diferentes entre sii A CM 70 e CM 72, ambas
pertencentes a mesma espécie, diferem apenas para a cepa 3 A5 (menor que
0,007 mg/mL e 0,015 mg/mL, respectivamente). Mentha piperita apontou os
mesmos resultados para seus diferentes acessos, assim como Mentha x piperita
subsp Citrata Ehrh. A Mentha spicata L. (CM 17, CM 30, CM 33 e CM 41) obteve
diferentes respostas para as cepas de C. dubliensis. Ainda CM 30 apresentou
resultados com amplo espectro a baixas concentragdes, diferentemente das
demais. Mentha longifdlia L. Huds diferiu apenas para a cepa 3 A5 (0,046 mg/mL
para CM 27 e maior que 1 mg/mL para CM 40). Mentha sp. X M. villosa Huds
diferiu para a cepa 26 A4 (CM 28 acima de 1 mg/mL e CM 38 0,500 mg/mL). Os
resultados estao mais detalhados na Tabela 10 (Anexo VI). Esses resultados
quando analisados em conjunto demonstram a importancia em se estudar
diferentes acessos ou gendtipos de plantas. Independentemente da espécie,

diferentes acessos podem apresentar diferentes propriedades.
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Na comparacao dos resultados obtidos das plantas medicinais estudadas
com a de antifungicos disponiveis comercialmente, foi determinada a CIM desses
compostos para as mesmas cepas de referéncia e isolados orais de Candida spp.
(Tabela 11, Anexo VII). O antifiingico utilizado foi o poliénico Nistatina (Merck®)
(fungicida).

O poliénico Nistatina apresentou atividade antimicrobiana superior aos
oleos essenciais de Mentha testados, com resultados de CIM variando de 3,9
pug/mL a 7,8 pg/mL, enquanto os Oleos apresentaram CIM variando de 0,007
mg/mL a 1 mg/mL.

Os resultados obtidos demonstram que os Oleos essenciais nao
apresentaram CIM superiores as observadas para as drogas utilizadas clinicamente
ja descritas. Isso, no entanto, ndo inviabiliza o uso futuro da Mentha spp. como
antimicrobiano, uma vez que ha varios relatos na literatura apontando para o
potencial antimicrobiano dessa espécie. Pesquisas sucessivas que venham
esclarecer as diversas propriedades dos extratos e 6leos dessas plantas do ponto
de vista fisioldgico, bioquimico e genético, assim como o conhecimento de seus
componentes bioativos estardo, sem duvida, na pauta de pesquisadores que
atuam nessa area, visando o uso de produtos naturais provenientes de extratos de
plantas que substituam ou atuem sinergicamente aos antifingicos sintéticos
disponiveis no comércio e que possam ser uma alternativa economicamente viavel.

Diante dos resultados obtidos, os oOleos de M. canadensis CM 05, M.
suaveolens x spicata CM 52, M. spicata CM 30 e M. arvensis CM 36, foram
selecionados para avaliacao da atividade antimicrobiana em biofilmes de Candida
spp. Além disso, foram feitas analises microscopicas (observacdo de dados
relacionados a estrutura do biofilme) e cromatograficas para testes das fragdes em
biofilmes.

As analises cromatograficas permitiram definir a composicao quimica

desses dleos, importantes para identificar o composto ativo dos 6leos de melhor
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atividade antimicrobiana. Essas analises foram feitas com base na grande variagao
encontrada na composicao quimica de dleos essenciais de Mentha spp. (Jansen et
al., 1987). Nesse estudo foram realizadas as técnicas de cromatografia em camada
delgada (CCD) e cromatografia gasosa com espectrometria de massas (CG-EM),
considerada metodologia padrdo para analise de dleos essenciais volateis (Petrakis
et al.,, 2009).

Os resultados mostraram que foi possivel obter elevados rendimentos a
partir do fracionamento dos Oleos essenciais, com valores percentuais acima de
90% para a maioria dos dleos. Apenas para o dleo proveniente do acesso CM 30
foi obtido rendimento em fragdes menores do que 50 % (Tabela 4). Ainda que se
empregue a mesma metodologia e técnica para o fracionamento, pode-se observar
uma variabilidade no rendimento das fracoes dos acessos de Mentha. Esses dados
sugerem que as propriedades genéticas de cada acesso podem influenciar no
rendimento das fragdes, quando submetidas ao mesmo tratamento.

A CCD foi a técnica utilizada para escolher o melhor solvente a ser
utilizado na Cromatografia em Coluna Seca, além de monitorar os compostos dos
oleos essenciais de melhor atividade antimicrobiana e suas fracdes. Essa técnica é
considerada simples e muito importante para anadlises qualitativas rapidas,
extremamente efetiva e conveniente para o isolamento de pequenas quantidades
de fracOes de misturas complexas ou na purificacdo de substancias. Além disso, é
utilizada para identificar componentes de uma mistura comparando-os com
padrdes e para acompanhar o processo de uma reacao pelo aparecimento dos
produtos e para um simples monitoramento das condigdes de extracao.

Apesar de todos os 6leos apresentarem compostos de média polaridade,
conforme ilustrado na CCD (Figura 2), a CG-EM revelou diferentes compostos
majoritarios para cada espécie de Mentha testada (Figuras 31 a 34 e tabelas 5 a

8). O presente estudo esta de acordo com Deschamps et al. (2008) e Mkaddem et
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al. (2009), que também encontraram grande variabilidade nos composicao de
diferentes acessos de dleos essenciais de Mentha.

Os Odleos essenciais de Mentha representam uma complexa mistura de
diferentes compostos quimicos, sendo seus principais constituintes pertencentes a
classe dos monoterpenos (Mahamoud & Croteau, 2001), conforme os compostos
majoritarios identificados nos éleos do presente estudo.

Os monoterpenos sao compostos de baixo peso molecular formados por
unidades de isotopos, com cadeias até 10 Carbonos, constituindo juntamente com
0s sescterpenos os dleos essenciais (Lorenzi & Matos, 2002). Por serem moléculas
pequenas e, consequentemente com maior facilidade de penetracao celular,
sugere-se que sao compostos que possuem maior potencial antimicrobiano do que
os extratos vegetais. O mecanismo de acdo antimicrobiana dos éleos ndo esta
esclarecido. Apesar disso tem sido sugerido que seu mecanismo de acao ocorre
através do rompimento da membrana celular, pela afinidade dos seus
componentes lipofilicos (Schelz et al., 2006), inclusive pela acdo dos compostos da
classe terpenos (monoterpenos e sescterpenos) (Mkaddem et al., 2009). Assim, a
identificagdo dos compostos dos Odleos essenciais do presente estudo pode
contribuir para elucidar os mecanismos de acao antimicrobianos moleculares em
estudos farmacoldgicos posteriores.

No dleo essencial de CM 52, os compostos majoritarios foram os cetonicos,
Pulegona (52,20 %) e Piperitenona (29,51 %), encontrados comumente no género
Mentha (Sutour et al, 2010), inclusive na M. piperita. Pulegona é considerado
tdxico, por seu metabolismo hepatico que ativa a enzima P-450, liberando
mentofurano. Por isso esse composto é recomendado na concentragdo de até 1 %
para uso em cosméticos (Nair, 2001).

Os compostos majoritarios do dleo de M. canadensis CM 05 foram carvona
(74,84 %), linalol (4,84 %) e acetato de dihidro carveol (2,04 %). Ja Sivropoulou

et al. (1995) encontraram carvona como composto majoritario para M. spicata. No
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presente estudo o composto majoritario de M. spicata CM 30 foi o Oxido de
piperitenona (28,05 %). Ja os compostos majoritarios do dleo de M. arvensis CM
36 foram linalol (33,24 %), acetato de linalol (21,97 %) e alfa-terpineol (11,77 %).
Deschamps et al. (2008) encontraram alfa-terpineol (9,6 %) como composto
majoritario, embora obtiveram muitos compostos ndo identicados em sua analise.
Esses dados ilustram a necessidade de realizar a identificagdo dos compostos dos
6leos essenciais de Mentha spp., por meio da CG-EM. Apesar da mesma espécie,
oleos originados de acessos diferentes podem apresentar variacdes dos seus
compostos constituintes e, consequentemente, de suas propriedades.

Pode-se sugerir que o metabolismo especifico de cada material genético
resulta em teores diferenciados de monoterpenos nas espécies aromaticas
incluidas neste trabalho, como pode ser observado no presente trabalho para os
acessos de M. canadensis CM 05, M. spicata CM 30, M. arvensis CM 36 e M,
suaveolens x spicata CM 52. A importancia do teor de monoterpenos entre
diferentes espécies encontra-se na sua relacdo diretamente proporcional ao
rendimento do 6leo (Dechamps et al., 2008).

Os testes com os dleos essenciais e fragOes dos acessos de Mentha spp. de
melhor atividade antimicrobiana foram realizados contra biofilme de C albicans SC
5314. Foram utilizadas placas de 96 pocos para desenvolvimento do biofilme, e em
seguida o biofilme maduro e em formacdao foi submetido a diferentes
concentracgdes dos dleos e fragOes, seguido de incubacdo a 37 °C por 24 h. Foram
também testados agentes antifingicos comerciais.

O método utilizado, segundo Pierce et a/. (2008), permite verificar medidas
semi quantitativas da formagao de biofilme, por meio de uma metodologia simples
e reprodutivel, ja testado em diversos estudos (Ramage & Lopez-Ribot, 2005;
Ramage et al., 2001). A leitura feita com ensaio utilizando o corante XTT mede a
atividade metabolica das células. A leitura feita com ensaio utilizando o corante

XTT mede atividade metabdlica das células. Além disso, € uma técnica que requer
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minima manipulacdo do material a ser quantificado, quando comparado com
outras técnicas, como contagem de células vidveis (Ramage et al., 2009). Por isso,
esse método de quantificacdo permite menos varidveis, pela simplicidade da
técnica, com conseqliente conservacao das células a serem quantificadas.

De acordo com os pesquisadores, esse € um modelo ideal para testar
substancias com potencial antifiungico (Ramage & Ldpez-Ribot, 2005; Ramage et
al., 2001), como os 0leos essenciais de Mentha spp. que se destacaram quanto a
sua atividade anti-Candida em células planctonicas de cepas de referéncia e
isolados clinicos orais.

Nesse estudo, os resultados mostraram auséncia de acdao antimicrobiana
dos dleos essenciais contra biofilme de C. albicans SC 5314 (Figuras 3 a 6), apesar
de algumas fragdes apresentarem atividade. Isso pode ser explicado pelo fato de
determinado composto do dleo essencial se encontrar mais concentrado em
algumas de suas respectivas fracdes, ou por sinergismo entre determinados
compostos constituintes das mesmas.

As fragdes de melhor atividade foram F2 e F3 de M. suaveolens x spicata
CM 52, pois foram as unicas que demonstraram acgao de inibir a formacao de
biofilme e também contra biofilme maduro de C. albicans em baixas concentragdes
(Figuras 23 e 24), inibicao de 49 % e de 38 %, a 0,5 mg/mL. As outras fragcoes
que foram CM 52 — F4; CM 30 — F2, F3, F4 e F5 e CM 36 — F1, F2, F3, F4 apenas
inibiram que o biofilme fosse formado, sem atividade sobre biofilme maduro em
baixas concentragoes.

Essas fracoes (CM 52 - F2 e F3; CM 30 - F3, FA e F5 e CM 36 - F2 e F3),
assim como os antifingicos testados apresentaram melhores resultados sobre o
biofilme em formacao do que sobre o biofilme maduro, indicando que uma vez
formado, o biofilme apresentou elevados niveis de resisténcia aos tratamentos

utilizados, assim como verificado no trabalho de Ramage et a/. (2001).
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Tais resultados sugerem que o biofilme formado por C. albicans pode
persistir principalmente quando se trata de agentes antifingicos azdlicos
(Fluconazol) e poliénicos (Anfotericina B), que sao os agentes mais comumente
utilizados (Baillie & Douglas, 1999; Ramage et al, 2005). Os resultados do
presente estudo confirmam a elevada resisténcia do biofilme ao Fluconazol, que
obteve inibicdao < 40% em todas as concentragOes testadas e a Anfotericina B,
com inibicao de 62 % na concentracao de 1 pg/mL. Nessa mesma concentragao, a
Anfotericina B apresentou inibicao de 75 % para biofilme em formagao, enquanto
Fluconazol apresentou entre 64 % e 70 % de inibicao em todas as concentracdes
testadas (Figuras 27 e 28).

Conforme os resultados obtidos, as fracdes F2 e F3 de M. suaveolens x
spicata CM 52 demonstraram melhor atividade dentre os dleos e fragdes testados
contra biofilme de C. albicans. Assim essas fracoes foram selecionadas para testes
em microscopia Optica e confocal a laser, bem como avaliacgdo de sua
citotoxicidade, como avaliacao para seguranca de uso clinico.

Os resultados da microscopia confocal a laser (Figura 30) mostram que o
biofilme maduro de C. albicans SC 5314 sofreu inibicao de 57 % na presenca da
fracdo F2, enquanto a fragdo F3 permitiu uma reducao de 61 % do biofilme
maduro. Esses dados confirmam os obtidos para aqueles de densidade Optica
apresentados nas Figuras 23 e 24 e analises por microscopia Optica para o biofilme
de C. albicans SC 5314 cultivada na presenca das fracdoes F2 e F3 do acesso de
Mentha suaveolens x spicata CM 52 e sobre biofilme maduro, confirmando que
estas sao efetivas no controle do crescimento celular do biofilme em formacao,
tendo um efeito também sobre o biofilme maduro.

Para testar sua segurancga para posterior uso clinico, essas fragdes também
foram selecionadas para avaliacao de sua citotoxicidade em painel de células

normais e diferentes linhagens de células tumorais humanas.
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Considerando a importancia de diversos estudos sobre atividade de plantas
medicinais com potencial aplicacao na terapéutica do cancer (Denny et a/., 2007) e
da presenca de compostos antioxidantes em 6leos essenciais de diversas espécies
de Mentha, foi incluido no presente trabalho o estudo da atividade antiproliferativa
das fracoes de Mentha suaveolens x spicata (F2 e F3), de melhor atividade
antimicrobiana em biofilme de C albicans SC 5314, sobre células tumorais
humanas.

Neste modelo, uma das formas de se inferir a porcentagem de
crescimento é através da leitura espectrofotométrica da absorbancia de proteinas
celulares coradas com Sulforrodamina B (SRB), um corante anionico de coloracao
rosa brilhante. Esse corante é capaz de ligar-se as terminacdes basicas de
aminoacidos protéicos de células vivas fixadas com acido tricoloroacético (TCA),
sendo assim um ensaio independente do metabolismo celular e permitindo uma
quantificacao sensivel de proteinas de modo linear com o ndmero de células da
cultura. O ensaio de SRB é consideravelmente rapido, simples e apresenta
sensibilidade comparavel aquelas das metodologias fluorescentes e superior aos
ensaios que utilizam corantes visiveis, mesmo em baixas concentragdes celulares
(1000 a 2500 células por compartimento) (Skehan et a/., 1990).

Este ensaio tem sido utilizado na avaliagdo da atividade antitumoral
através da exposicao de células tumorais humanas, em fase exponencial de
crescimento, a diferentes concentragdes da amostra com a finalidade de verificar
se essa exposicao induz uma interrupcao na taxa de crescimento sem morte
celular (atividade citostatica) ou se provoca a morte celular (atividade citocida)
(Shoemaker, 2006), o que justifica o seu uso na avaliacao da citotoxicidade das
fragdes obtidas de acessos de Mentha spp.

O quimioterapico Doxorrubicina foi empregado como controle positivo.
Mais do que um padrao de comparacao, o objetivo principal do uso desse controle

foi o de verificar se todas as linhagens empregadas mantinham o perfil de resposta
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ao quimioterapico. Isto porque com as sucessivas passagens necessarias para a
manutencdo da cultura de células, existe a possibilidade de mutacdo da linhagem
em cultivo, e essa mutacao poderia ser detectada pela mudanca de resposta frente
a Doxorrubicina.

Os resultados mostraram que as fragdes de Mentha selecionadas no
presente trabalho possuiram efeito citostatico apenas para a linhagem de leucemia
K-562. As fragbes nao foram capazes de interferir no metabolismo das demais
linhagens de células tumorais avaliadas. A atividade antiproliferativa foi bastante
semelhante em ambas as fracdes, principalmente quanto a seletividade para a
linhagem de leucemia (K-562).

Quanto aos efeitos sobre células epiteliais normais, as fracoes F2 e F3 de
Mentha suaveolens x spicata nao tiveram influéncia sobre o metabolismo das
mesmas, indicando que as frac0es apresentaram auséncia de citotoxicidade
significativa para as células testadas.

Apesar dos resultados de atividade antimicrobiana obtidos mostrarem que
0s Oleos essenciais e suas fracdes nao apresentaram valores de inibigdo superiores
aos observados para as drogas utilizadas como padrao, o fato dos ensaios de
citotoxicidade terem mostrado que as fragdes de Mentha nao interferiram no
metabolismo das células epiteliais renais testadas (células VERO — macaco verde),
sugere haver uma seletividade de acdo antimicrobiana para Candida sem afetar
negativamente as células de mamiferos, apontando para o potencial de seguranca
dessas fracdes como medicamento.

Isso pode viabilizar o uso futuro dessas fracoes de Mentha como
antimicrobiano, uma vez que desmonstram potencial de aplicaggo como
antimicrobiano e seletividade de agdo. Além disso, as industrias de fitofarmacos
estdo interessadas na obtencdo de produtos naturais, considerando-se,

provavelmente, uma alternativa economicamente viavel.
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No entanto, pesquisas que objetivam viabilizar o uso de extratos de
plantas e/ou seus componentes bioativos como alternativa aos quimioterapicos
e/ou antifingicos, tem ainda muito a considerar, levando-se em conta a ampla
diversidade e complexidade de suas propriedades fisioldgicas e bioquimicas,
quando comparadas a produtos sintéticos ou biossintéticos de drogas
antimicrobianas que vem sendo utilizadas desde o século passado.

O conhecimento do mecanismo de resisténcia a drogas a esses
componentes, a deteccao de efeitos citotdxicos ou citocidas e efeitos sobre células
epiteliais normais poderdo ser fatores decisovos na procura de alternativas viaveis
do uso de produtos naturais de efeito antimicrobiano e de uso mais amplo na area
da saude.

Os dados da presente pesquisa abrem perspectivas futurasde
melhoramento genético da M. suaveolens x spicata CM 52, testes farmacoldgicos,
uso de recursos biotecnoldgicos com aplicagdo dessas fracOes e expressao génica
de C. albicans quando submetida a esses componentes de extratos de plantas.
Assim, esses dados deverao ampliar as pesquisas que tém sido levadas a efeito

nessa linha de investigacao.
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Conclusoes

- Os 6leos essenciais de Mentha spp. apresentam atividade antimicrobiana contra
células planctonicas de Candida spp. (de moderada a fraca), exceto os Oleos
originados dos acessos de M. canadensis CM 05, M. spicata CM 30, M. arvensis CM
36 e M. suaveolens x spicata CM 52.

- As fracdes F2 e F3 de Mentha suaveolens x spicata CM 52 demonstram efeito
antimicrobiano inibitdrio sobre biofilme em formacdo e sobre biofilme maduro,
além de auséncia de citotoxicidade para células de mamifero.

- Os Obleos essenciais de Mentha spp. nao apresentam efeito inibitorio sobre o
biofilme de C albicans SC 5314, embora algumas fracOes apresentem efeito
inibitdrio sobre biofilme em formacao.

- Os acessos de Mentha spp. apresentam baixo rendimento, com grande variacao
no teor dos 6leos essenciais.

- O acesso M. rotundifolia CM 31 (1,5 %, base seca) se mostra mais satisfatorio
no rendimento em dleo essencial.

- O biofilme formado de C. albicans demonstra elevados niveis de resisténcia aos

antifingicos e fragdes obtidas dos acessos de Mentha spp.
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Anexo I

Fluxograma da Metodologia dos experimentos realizados

- Oleos sem atividade: descartados
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Andlises por microscopia Opticas e Confocal | . Avaliacgo de citototoxicidade em painel
a Lazer dos dleos ou fragGes de melhor linhagens celulares dos dleos ou fragbes de
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Anexo 11

Certificado do Comité de Etica em Pesquisa da FOP/UNICAMP
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Anexo III

Estufa para cultivo dos 64 acessos de Mentha da CPMA do CPQBA/UNICAMP
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Anexo IV

Esquema de Extracdo do Oleo Essencial

Rotoevaporador
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Anexo V

Composicao dos Meios de Cultura Utilizados

RPMI- 1640 (meio para testes de susceptibilidade aos antifiingicos)

L-glutamina 46,59
Glicose 20g
Agua destilada 1000 mL
Acido morfolinopropanosulfonico 0,165 M

Auséncia de bicarbonato de sodio
Esterilizado por filtragdo em filtro bioldgico

Para os testes realizados em biofilme foi utilizado 8 g de MOPS (acido 3-(N-

Morfolino)propanosulfonico) para 250 mL de meio RPMI-1640.

Agar Sabouraud Dextrose

Peptona 10g
Glucose 40 g
Agar bacterioldgico 15g
Agua destilada 1000 mL

Autoclavado por 15 minutos a 121 °C.
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Yeast Peptone Dextrose (YPD)

Extrato de levedura 10g
Peptona 10g
Glicose 20g
Agua destilada 1000 mL

Autoclavado por 15 minutos a 121 °C.

Yeast Peptone Dextrose com glicerol (YPD-glicerol)

Yeast Peptone Dextrose 700 mL

Glicerol 300 mL

Autoclavado por 15 minutos a 121 °C.
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Anexo VI
Cepas Cole¢io de Mentha (CM

C.a. 0,046 1,000
3A5
63

(39 40 41 43 44 45 46 47 49 50 51 53 54 55 56 57 58 59

C.d.
26A4

C.d.

26A2

C.d. 0,750

CBS

C. a.= C. albicans; C. d. = C. dubliniensis. * = MIC > 1 mg/mL

Tabela 10. CIM dos 6leos essenciais de Mentha spp. (mg/mL) testado em células planctonicas de Candida spp. e isolados clinicos.
Os codigos das amostras correspondem ao mimero do voluntario e ao local de procedéncia, sendo bolsa periodontal (A). A sigla CBS representa o banco de microrganismos dos quais as

espécies acima citadas foram retiradas.

* * =)
Q
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Anexo VII

Tabela 11. CIM de Nistatina (ug/mL) testado em células planctonicas de Candida spp.

CIM de Nistatina (ug/mL)

Candlida spp. CBS 562 3 A5 13 A5 15 A5 47 A5 CBS 7987 26 A4 26 A3 26 A2
CIM 5,2 5,2 5,2 7,8 6,5 6,5 3,9 5,2 7,8
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