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Carretto CFP. Atividade antimicrobiana de Mentha piperita L. sobre
leveduras do género Candida [dissertacdo]. S&o José dos Campos:
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos, Universidade
Estadual Paulista; 2007.

RESUMO

Leveduras do género Candida sdo patdégenos oportunistas que podem causar
infeccdes superficiais ou sistémicas. A investigacdo de plantas medicinais contra
Candida spp. tem aumentado significativamente nos ultimos anos. O presente
estudo teve como objetivos avaliar a acdo antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico e do 6leo essencial de Mentha piperita L. sobre isolados clinicos
de Candida spp. e observar o efeito da infusdo de Mentha piperita L. sobre a
aderéncia de leveduras do género Candida a resina acrilica. O extrato
hidroalcodlico e o 6leo essencial de Mentha piperita L. foram avaliados quanto a
atividade antimicrobiana sobre diferentes espécies do género Candida, sendo
cinqiienta amostras de C. albicans, dez C. glabrata, dez C. tropicalis, oito C.
parapsilosis e duas C. krusei. A concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracao fungicida minima (CFM) do extrato hidroalcodlico (500 g de planta
fresca/l L de etanol) foram determinadas pelo método da diluicdo em caldo. O
grupo controle constituiu-se de etanol na mesma concentracdo do extrato
(79°GL). A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi realizada por meio do
teste de difusdo em &gar. Foi observado o efeito da infusédo de Mentha piperita L.
sobre a aderéncia de cepas padrao de C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C.
krusei a resina acrilica. Os resultados demonstraram que o extrato hidroalcodlico
de Mentha piperita L. apresentou atividade fungistatica para algumas cepas de
C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata e atividade fungicida sobre cepas de todas
as espécies de Candida estudadas em relacdo ao grupo controle. O 6leo
essencial mostrou maior atividade inibitéria para cepas de C. albicans, seguida
por C. tropicalis e C. parapsilosis. A infusdo de Mentha piperita L. ndo foi capaz
de inibir a aderéncia de Candida a resina acrilica em nenhuma das espécies
testadas. Concluiu-se que Mentha piperita L. apresentou maior atividade
antimicrobiana sobre cepas de C. albicans e C. tropicalis, mas néo teve efeito
sobre a aderéncia desses microrganismos a resina acrilica.

PALAVRAS - CHAVE: Mentha piperita; leveduras; Candida; testes de
sensibilidade microbiana; 6leos volateis; plantas medicinais; resinas acrilicas.



1 INTRODUCAO

As bactérias e os fungos tém capacidade genética de
adquirir e transmitir resisténcia aos farmacos utilizados como agentes
terapéuticos. O problema da resisténcia microbiana € crescente e a
perspectiva futura do uso de antimicrobianos, incerta. Portanto, torna-se
necessario a adocdo de medidas para enfrentar esse problema, como o
controle do uso de antimicrobianos, o desenvolvimento de pesquisas para
uma melhor compreensdo dos mecanismos genéticos da resisténcia
microbiana e a elaboracdo de pesquisas sobre novos medicamentos,
sintéticos e naturais®.

As plantas sintetizam compostos quimicos a partir dos
nutrientes, da agua e da luz que recebem. Muitos desses compostos
podem provocar reagcdes nos organismos, sdo 0S principios ativos.
Algumas dessas substancias podem ou néo ser toxicas, dependendo da
dosagem em que venham a ser utilizadas. Assim, planta medicinal é
aquela que contém no minimo um principio ativo, conferindo-lhe atividade
terapéutica®”.

Desde 1977, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem
incentivado o estudo de plantas tradicionalmente conhecidas como
medicinais, com 0 objetivo de avaliar cientificamente os beneficios da
utilizacdo de medicamentos fitoterapicos e de conhecer, ao mesmo
tempo, os riscos de seu uso indevido®. Vérios centros de pesquisa, em
todo o mundo, vém desenvolvendo estudos sobre as propriedades
antimicrobianas das plantas medicinais, como Africa’, Australia®*, india®,

15 1talia®, Turquia®®. No Brasil, também se realizam importantes

6,13,28,81 e 88 No

Ird

pesquisas sobre a atividade antimicrobiana de plantas
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entanto, faltam ainda evidéncias laboratoriais e clinicas sobre a eficicia e
a seguranca de seu emprego, tanto em animais como em seres humanos.
Os supostos méritos terapéuticos que possuem devem-se,
principalmente, a informacfes empiricas e subjetivas da medicina
folclérica™.

Muitos extratos e Oleos essenciais isolados de plantas tém
mostrado atividade antimicrobiana. As espécies vegetais tém sido usadas
pelas caracteristicas antimicrobianas, por meio de compostos sintetizados
pelo metabolismo secundario da planta. Esta atividade antimicrobiana, na
maioria das vezes, representa uma extensdo do préprio papel que
exercem nas plantas, defendendo-as de bactérias e fungos
fitopatogénicos®.

Leveduras do género Candida sdo patdégenos
oportunistas, que podem causar infec¢cdes locais ou sistémicas em
individuos com fatores predisponentes, como tratamento prolongado com
antibiéticos e comprometimentos do sistema imunolégico. Atualmente, os
antifngicos apresentam uso limitado devido a fatores como baixa
poténcia, baixa solubilidade, toxicidade e o desenvolvimento de cepas
resistentes. Assim, a investigacdo de produtos naturais contra Candida
spp. aumentou significativamente nos ultimos 10 anos, sendo estudadas
mais de 250 espécies de plantas®.

A menta (Mentha piperita L.), planta aromatica da familia
Labiatae, produz 6leo essencial rico em mentona (14-32%) e mentol (30-
50%). O mentol possui larga aplicagdo na inddstria alimenticia,
farmacéutica, de higiene e do tabaco. Comercializa-se por ano mais de
cinco mil toneladas de 6leo essencial de menta, perfazendo o total de
cinquienta milhdes de délares por ano’®.

Assim, o0 objetivo desse trabalho foi estudar in vitro o
efeito do extrato hidroalcodlico, da infuséo e do 6leo essencial de Mentha
piperita L. sobre leveduras do género Candida.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Leveduras do género Candida

A candidose, uma das principais infec¢cdes flngicas
oportunistas do ser humano, é provocada por leveduras do género
Candida, que fazem parte da microbiota residente do organismo humano.
Essa infeccéo expressa bem a variedade de relagées que ocorrem entre o
hospedeiro e a microbiota, podendo ir do comensalismo a doenca
sistémica fatal®®.

Candida albicans € a principal espécie do género
associada a candidose, mas outras também sao relatadas, como por
exemplo: C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr e C.
guilliermondii®®.

Recentemente, Candida dubliniensis foi reconhecida como
uma nova espécie cujas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas séo
muito semelhantes a C. albicans, sendo necesséria a utilizacdo de

métodos moleculares para diferencia-las® ¢ *°

. Esta nova espécie foi
descrita inicialmente na Irlanda, onde 17 a 35% dos pacientes com
infeccdo por virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) estavam colonizados ou infectados por
este agente na cavidade bucal®.

C. albicans é dimorfica, ou seja, apresenta duas formas de
crescimento: levedura e hifa®’. Na forma de levedura, apresenta-se como
células globosas, Gram-positivas, ovaladas ou alongadas, medindo em

média 3 a 7 um de largura por 3 a 14 um de comprimento. Quando na
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forma de micélio, apresenta-se como pseudo-hifas ou hifas verdadeiras,
que se alongam a partir das leveduras®©“°.

O conhecimento da ecologia de leveduras revela que
diversas espécies de Candida fazem parte da microbiota de individuos
sadios e que estdo amplamente distribuidas no meio ambiente, na fauna
e flora, no solo e na &gua*’. Leveduras do género Candida s&o
normalmente isoladas da cavidade bucal humana®’.

O dorso da lingua parece ser 0 reservatorio primario,
enguanto o restante da mucosa, superficie dos dentes, biofilme dentario e
saliva, constituem os reservatérios secundarios®.

Leveduras do género Candida estdo presentes na
cavidade bucal de 3 a 48% de adultos e 45 a 65% das criancas

saudaveis’®. Komiyama et al.*®

isolaram leveduras do género Candida da
cavidade bucal de 43,33% dos pacientes tratados com corticosterdides
inalados e de 30% dos pacientes do grupo controle. Em HIV positivos,
também, observou-se maior porcentagem de individuos positivos para
leveduras na cavidade bucal (73,3%) e sitios periodontais (35,5%) em
relagdo ao controle (46,6% da cavidade bucal e 11,1% dos sitios
periodontais)™®. Além disso, em pacientes submetidos & antibioticoterapia
prolongada para o tratamento da tuberculose pulmonar o percentual de
isolamento de Candida na cavidade bucal foi de 72% em relacdo ao grupo
controle (52%)"°.

C. albicans possui potencial patogénico bastante
conhecido. Apresenta como principais fatores de patogenicidade a
capacidade de aderéncia a mucosas e superficies inanimadas, como o
acrilico; dimorfismo com producdo de estruturas filamentosas que
auxiliam a invaséo tissular; a termotolerancia significativa; e producao de
enzimas como proteinases e fosfolipases®. A fase hifal apresenta
aderéncia maior as células do organismo em relacdo a fase

leveduriforme®.
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A adesdo a mucosa bucal das espécies do género
Candida provavelmente ocorre pela interacdo entre adesinas dos
microrganismos e receptores das células epiteliais. Em C. albicans
manoproteina, glucano, quitina, proteinas da parede celular e lipidios sé&o
possiveis adesinas® © %, Em relacdo as possiveis moléculas que agem
como receptores no hospedeiro tem-se laminina, colageno, fibrinogénio,
fibronectina® © %,

Dentre os muitos fatores de viruléncia, a producédo de
proteinase por leveduras do género Candida tem obtido atencdo. A
proteinase é produzida por diferentes espécies de Candida e é capaz de
degradar véarios substratos como: queratina, colageno, albumina,
fibronectina, hemoglobina, cadeia pesada de imunoglobulina e proteinas
de matriz extracelular. Enzimas proteoliticas foram encontradas em
isolados de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis obtidas de varias
amostras clinicas®.

Vérias funcdes foram propostas para proteinase durante
infeccdo, como digestdo das proteinas do hospedeiro para fonte de
nutrientes, diminuicdo das defesas do hospedeiro por degradacdo das
imunoglobulinas e proteinas do complemento, aderéncia e degradacdo
das barreiras do hospedeiro durante a invasdo®.

Quanto as fosfolipases, estas agem clivando os
fosfolipideos e, assim, alteram a estabilidade da membrana, ocasionando
a lise celular. Além disso, parecem estar relacionadas com a producao de
tubo germinativo, transicdo para a forma hifal e injaria tecidual®® ® 2,

Além da producdo de enzimas, também foram isoladas
duas toxinas a partir de C. albicans: uma de natureza protéica,
candidotoxina, e a outra, glicoprotéica. A candidotoxina tem elevado
poder antigénico e, quando tratada com formalina, transforma-se em

toxoide. Em relacdo a toxina glicoprotéica, o acucar dominante € a D-
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manose, e sua toxicidade para camundongos é semelhante a observada
com a candidotoxina®®.

Multiplos fatores predisponentes a infec¢cao por fungos na
boca sédo citados na literatura, sendo rara a ocorréncia de infeccdo sem a
presenca de um ou mais desses fatores®®. Entre os fatores locais incluem-
se xerostomia, alteracdo da microbiota bucal pelo uso de antimicrobianos,
dieta rica em carboidratos, cancer bucal, uso de proteses e aparelhos
ortodonticos e associacdes com outras lesdes. Entre os sistémicos, sao
importantes os fatores endécrinos, nutricionais e imunolégicos’’#3%77 €82

As formas clinicas da candidose podem ser: mucosa,
cutanea e sistémica. Na candidose mucosa, os tecidos mais atingidos sao
os da cavidade bucal e vaginal. Na cutanea, os tecidos mais
comprometidos sé@o as areas intertriginosas da pele e das maos, as
virilhas e axilas. Na candidose sistémica, a infecgdo pode atingir diversos
orgdos, causando candidose pulmonar, endocardite, nefrite e fungemia.
Dependendo da localizacdo no organismo, a candidose pode se
manifestar de diferentes formas. Os achados clinicos na candidose bucal
sdo bastante variaveis, podendo ser observados desde quadros
localizados até formas extensas®®.

Atualmente os tratamentos disponiveis para as
candidoses estdo limitados a alguns farmacos como anfotericina B, 5-
fluorcitosina, fluconazol, cetoconazol, itraconazol. Entretanto, estes
farmacos podem apresentar algumas limitagdes como toxicidade,
interacbes entre farmacos, limitado espectro de acédo antifungica e
desenvolvimento de resisténcia®.

Apesar do aumento no numero de antifingicos
comercialmente disponiveis nos ultimos anos, eles ainda encontram-se
em desvantagem quando comparados aos antibidticos. A resisténcia aos
antifingicos tem representado grande desafio para a pratica clinica®.

Segundo Teichert et al.’*, aproximadamente 81% dos pacientes com



19

AIDS sao colonizados por cepas de Candida resistentes aos antifungicos
az6is. Migliorati et al.>® demonstraram que amostras isoladas de pacientes
infectados pelo HIV com candidose orofaringea apresentaram 52,2% das
cepas de C. albicans resistentes ao cetoconazol, 30,4% ao fluconazol e
26% ao itraconazol. Posteraro et al.”? descreveram que amostras de C.
glabrata isoladas do sangue e de culturas vaginais de paciente
imunocompetente foram resistentes aos azois. Amostras de Candida
resistentes ao fluconazol e itraconazol também foram detectadas em
isolados de criancas hospitalizadas®’.

Frente as dificuldades observadas no tratamento de
micoses em alguns grupos de pacientes, recomenda-se, sempre que
possivel, o isolamento do agente responsavel pela infeccdo e a
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antifingicos

passiveis de utilizacdo™?.

2.2 Plantas medicinais

A necessidade de desenvolvimento de novos farmacos
gue sejam efetivos contra agente etioldgico de algumas infec¢cdes ainda
sem tratamento adequado, e que possam substituir os existentes, porém
a custos mais baixos e dotados de menores efeitos adversos, tem
impulsionado a comunidade cientifica a novas e incessantes pesquisas
nesta area. A sintese organica tem contribuido significativamente neste
aspecto, sendo responsavel por cerca de 75% dos farmacos existentes no
mercado farmacéutico. Cabe ressaltar, porém, que muitos destes
farmacos sdo oriundos de prototipos advindos de produtos naturais,
especialmente de plantas, que tém, ao longo dos anos, possibilitado a

descoberta de inimeras moléculas bioativas®.
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As plantas s&o importantes fontes de substéancias
biologicamente ativas, ou seja, substancias que possuem alguma
atividade sobre o metabolismo de um organismo vivo diferente daquele no
qual foi produzido, podendo apresentar atividade farmacolégica. A
diversidade estrutural e de propriedades quimicas que essas substancias
ocorrem na natureza € impressionante, e muitas vezes podem ser
utilizadas direta ou indiretamente para o desenvolvimento e sintese de um
grande nimero de farmacos’®.

O conhecimento tradicional sobre o uso das plantas é
bastante amplo e, em muitos casos, representa o Unico recurso
terapéutico disponivel para a populagcdo rural de paises em
desenvolvimento®’. Acredita-se que cerca de 80% da populacdo mundial
utilize as plantas como primeiro recurso terapéutico®. As plantas usadas
como remédio quase sempre tém posicdo predominante e significativa
nos resultados das investigacdes etnobotanicas de uma regido ou grupo
étnico®’.

Atualmente, cerca de 25% dos farmacos utilizados sdo de
origem vegetal, enquanto 50% sao de origem sintética, mas relacionados
aos principios isolados de plantas medicinais®*.

O Brasil € o pais com a maior diversidade genética
vegetal do mundo, com cerca de 55.000 espécies catalogadas de um total
estimado entre 350.000 e 550.000 espécies’®. Entretanto, nos ultimos
vinte anos o numero de informacfes sobre plantas medicinais cresceu
apenas 8% anualmente. Um pais biologicamente tdo rico como o Brasil
precisa incentivar as pesquisas com plantas medicinais. Afinal, elas
poderiam levar a reorganizacdo das estruturas de uso dos recursos
naturais e a elevacado do produto interno bruto (PIB), visto que h& grande
tendéncia mundial de aumento na utilizagéo de fitoterapicos®.

Neste momento, sabe-se que as substancias que

geralmente sdo fontes de estudo quanto a atividade biolégica sdo aquelas
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que advém do metabolismo secundéario das plantas. Duas importantes
caracteristicas relacionadas aos metabolitos secundérios sdo a grande
variedade na qual sdo encontrados em cada espécie vegetal e o fato de
que muitas vezes apresentam atividade biolégica’®.

Muitas classes de compostos organicos tém demonstrado
promissores efeitos biolégicos e a literatura cientifica relata um
crescimento significativo de novas moléculas com poténcia similar ou
superior aquela de um farmaco, sendo que muitos deles encontram-se em
estudos pré-clinicos e clinicos avancados e pormenorizados?.

Entre os diversos exemplos de substancias oriundas de
plantas e de importancia atualmente, podemos mencionar a forscolina,
obtida de Coleus barbatus (boldo), que apresenta promissores efeitos
contra hipertensdo, glaucoma, asma e certas neoplasias; a artemisinina,
presente em Artemisia annua (erva de S&o Joao), que exerce potente
atividade antimalarica; e o anticancerigeno taxol, isolado de plantas do
género Taxus, que, apos sua sintese em escala industrial, ja se encontra
disponivel no mercado farmacéutico, constituindo-se em grande
esperanca para pessoas portadoras de cancer de ovario e pulmao®.

Estima-se que 25% dos US$ 8 bilhdes de faturamento da
industria farmacéutica nacional em 1996 sejam originados de
medicamentos derivados de plantas. Apenas 8% das espécies vegetais
da flora brasileira foram estudadas em busca de compostos bioativos e
1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas propriedades
medicinais. Destas, 590 plantas foram registradas no Ministério da Saude
para comercializacao®.

No periodo de 1983-1994 do total de medicamentos
aprovados, 6% foram obtidos diretamente de espécies vegetais, sendo
denominados produtos naturais, 24% sao compostos derivados e 9%
foram desenvolvidos a partir de compostos vegetais, cuja estrutura

molecular serviu como unidade precursora em processos de sintese>?.
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Ao se considerar a perspectiva de obtencdo de novos
farmacos, dois aspectos distinguem os produtos de origem natural dos
sintéticos: a diversidade molecular e a funcdo biologica. A diversidade
molecular dos produtos naturais € muito superior aquela derivada dos
processos de sintese, que, apesar dos avancos consideraveis, ainda €
limitada. Além disso, como produtos de organismos que possuem muitas
similaridades com o metabolismo dos mamiferos, os produtos naturais
muitas vezes exibem propriedades adicionais as antimicrobianas a eles
associadas®.

Estima-se que, de cada dez mil principios ativos
estudados, apenas um se torna um farmaco. Esta estatistica pode, a
principio, parecer desanimadora. Contudo, se considerarmos a imensa
diversidade de substancias potencialmente bioativas derivadas somente
das plantas, esse dado pode nao parecer tdo discrepante, especialmente
se compreendido de uma megadiversidade biolégica tal como a do

Brasil .

2.3 Mentha piperita L.

A menta (Mentha piperita L.) pertence a familia
Lamiaceae, também denominada Labiatae, que foi descrita por Antoine
Laurent de Jussieu e inclui mais de duzentos e cingiienta e dois géneros,
nos quais se distribuem seis mil e setecentas espécies, a maioria de
arbustos e ervas e raramente arvores. Os principais géneros desta familia
ocorrem em sete subfamilias, entre elas a subfamilia Nepetoideae, que
fazem parte os géneros Hyssopus, Melissa, Mentha, Origanum,
Rosmarinus, Salvia, Satureja, Thymus, Lavandula, Ocimum, Hyptis e
Plectranthus?’.
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Bem conhecida e comumente usada, a menta (Mentha
piperita L) € um hibrido natural de Mentha aquatica L. e Mentha spicata L.
Embora seja nativa da regido mediterranea, € cultivada em todo o
mundo®.

As espécies do género Mentha, suas variedades,
linhagens e hibridos oferecem no seu conjunto perspectivas
particularmente interessantes para as pesquisas biolégicas e
fitoquimicas®®.

O género Mentha é altamente complexo e de dificil
identificacdo especifica, e as causas dessa complexidade sao devidas a
plasticidade morfoldgica, facilidade para hibridizacdo, propagacédo
vegetativa, cultivo desde a antigtiidade e controvérsias nomenclaturais®®.

Essas espécies sdo muito importantes do ponto de vista
econdbmico, e a maioria delas é caracterizada por uma grande diversidade
quimica®®.

A espécie € chamada na regido amazobnica de hortela-
pimenta e, na Mata Atlantica, apenas de hortelda, nome recebido em todo
o Brasil. Entre seus sindbnimos estdo hortelanzinho, hortela-das-cozinhas,
menta e horteld-verdadeira®’.

E uma erva aromatica, anual ou perene de mais ou menos
30 cm de altura, semi-ereta, com ramos de cor verde escura a roxa
purpurea. As folhas séo eliptico-acuminadas, denteadas, pubescentes.
Foi trazida da Europa no periodo de colonizacdo do pais, sendo muito
cultivada como planta medicinal em canteiros de jardins e quintais em
todo Brasil. Na regido nordeste, somente as plantas cultivadas nas serra
umidas de clima de montanha florescem uma vez por ano. Seu cultivo é
feito a partir de pedacos dos ramos subterraneos, devendo ser replantada
a cada seis meses para garantir a boa qualidade da planta®”.

Desde a mais remota antiglidade, esta e outras plantas

deste mesmo género sdo utilizadas como condimento de carnes e
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massas, bem como para fins medicinais, alimenticios e cosméticos. A
literatura  etnobotanica registra propriedades espasmoliticas,
antivomitivas, carminativas, estomaquicas e anti-helminticas, por via oral
e, antibacterianas, antifingicas e antiprurido em uso tépico®. Em

.8, os dados coletados mostraram que a

pesquisa de Castellucci et a
Mentha piperita L. é utilizada para varias doencas como gripes, resfriados,
bronquite e tosse. Ja estudos in vitro registraram importante atividade
antimicrobiana e antiviral, forte acdo antioxidante, antitumoral e algum
potencial antialergénico®’.

ReacgOes adversas para o cha de Mentha piperita L. ndo
foram reportadas na literatura, mas cautela na terapia com 6leo essencial
para pacientes com refluxo gastrointestinal, hérnia de hiato ou célculos
renais foi recomendada®’.

O aproveitamento adequado dos principios ativos de uma
planta exige um preparo correto, ou seja, para cada parte da planta a ser
usada, grupo de principio ativo a ser extraido e doenc¢a ou sintoma a ser
tratado h& uma forma de preparo e uso mais adequados°.

Tanto na medicina como nas praticas caseiras, as folhas
da Mentha piperita L. sdo usadas na forma de cha do tipo abafado
(infuséo), para os casos de ma digestdo, nauseas e formacédo de gases
no aparelho digestivo. O cha gelado é um excelente antivomitivo; morno,
pode ser usado como gargarejo e bochecho nas inflamacdes da boca,
das gengivas e mesmo de ferimentos, contusées e prurido®*.

A analise fitoquimica das folhas da Mentha piperita L.
registra como principal componente o 6leo essencial extraido das folhas
por hidrodestilagédo, rico na mistura de mentol e mentona, responsavel
pelo seu agradavel odor. Por isso, € empregado para dar sabor e odor a
remédios, produtos cosméticos e alimentos®'.

O uso dos Oleos essenciais como agente medicinal é

conhecido desde a antiguidade. Ha registros de seis mil anos atras, entre
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0S egipcios, de praticas religiosas e busca de bem estar fisico, por meio
de aromas obtidos de partes especificas de certos vegetais, como
resinas, folhas, flores e sementes. No entanto, foi apenas a partir da
Idade Média, por meio do processo de destilacdo pelos muculmanos, que
se iniciou a real comercializacdo de materiais aromaticos®.

Oleos essenciais s&o misturas de substancias organicas
volateis, de consisténcia semelhante ao 6leo, definiveis por um conjunto
de propriedades, entre as quais se destacam cheiro, sabor e elevada
concentracdo®.

As resinas diferem dos Oleos essenciais por conter
substancias tanto volateis quanto n&o-volateis, de alto peso molecular®>.

Os Oleos essenciais estdo associados a varias funcdes
necessarias a sobrevivéncia do vegetal em seu ecossistema, exercendo
papel fundamental na defesa contra microrganismos e predadores, e
também na atracdo de insetos e outros agentes fecundadores, protecao
contra perda de 4gua e aumento da temperatura® © %3,

Quimicamente, em sua maioria, 0os 6leos essenciais sdo
constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de
fenilpropandides, acrescidos de moléculas menores, como alcoois,
ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta. O perfil terpénico apresenta
normalmente substancias constituidas de moléculas de dez e de quinze
carbonos (monoterpenos e sesquiterpenos)? ¢ 83,

O mentol e a mentona presentes em Mentha piperita L.
sdo compostos monoterpénicos que pertencem ao subgrupo dos alcoois

(mentol) e das cetonas (mentona)®® (Figura 1).
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FIGURA 1 — Estrutura quimica do mentol e mentona extraidos de Mentha
piperita L.

De acordo com a familia a que pertencem, as diversas
espécies de plantas acumulam esses Oleos volateis em 6rgdos
anatdbmicos especificos. Do ponto de vista de exploracdo da
biodiversidade vegetal, quando esse 0rgao representa um substrato
renovavel (resina, folha, flor, fruto, semente), é possivel extrair a esséncia
sem eliminar a planta. Isso a torna uma fonte de 6leo essencial
ecologicamente correta. No entanto, a grande parte dos 6leos essenciais
mundialmente comercializados é atualmente oriunda de cultivos
racionalizados e, sempre que possivel, estabilizados genética e
climaticamente, o que garante a reprodutibilidade do perfil quimico do
produto®.

Em geral, as espécies apresentam épocas especificas em
gue contém maior quantidade de principio ativo no seu tecido, podendo
esta variagdo ocorrer tanto no periodo de um dia como em épocas do
ano. O conhecimento do momento correto da coleta do material desejado
leva a obtencdo de produtos de melhor qualidade. Geralmente, essa
variacdo ocorre em funcéo do estagio em que se encontra a planta, como
na plena floracdo ou no periodo que antecede a floracdo. Para extracdo
de Oleos essenciais, as mentas sdo colhidas quando estdo em plena

floracdo. Aléem disso, de acordo com a substancia ativa da planta, existe
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horario em que a concentracdo desses principios é maior. No periodo da
manhd é recomendada a colheita de plantas com 06leos essenciais e

alcaldides, e no periodo da tarde plantas com glicosideos? © *°.

2.4 Plantas medicinais e leveduras do género Candida

Os problemas de seguranca, toxicidade e resisténcia
microbiolégica, bem como as dificuldades encontradas no tratamento das
infecgbes fungicas, tém tornado imprescindivel o desenvolvimento de
novos antifingicos que apresentem vantagens apreciaveis em relacéao
aos existentes’’. Nesse sentido, tem-se verificado grande avanco
cientifico envolvendo os estudos quimicos e farmacolégicos de plantas
medicinais que visam obter novos compostos com propriedades
terapéuticas. Isto pode ser claramente observado pelo aumento de
trabalhos publicados nesta area, tanto em congressos como em
periédicos nacionais e internacionais, além do surgimento de novos
periédicos especificos sobre produtos naturais ativos, como
Phytomedicine, Phytochemical Analysis e Natural Product Letter, entre
outros™.

Em relagdo as leveduras do género Candida, a
investigacdo da acdo de produtos naturais aumentou significativamente

nos dltimos 10 anos, sendo estudadas mais de 250 espécies de plantas™
15,24, 28,29,41e71

1% usaram o 6leo essencial de Melaleuca

Hammer et a
alternifolia (arvore de cha) e observaram a inibicao reversivel da formagéo
do tubo germinativo em C. albicans, que € um fator de viruléncia da
levedura. O 6leo em altas concentracdes inibe totalmente o crescimento

do fungo, enquanto baixas concentra¢cbes permite somente o crescimento
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por brotamento. Os principais efeitos parecem manifestar sobre a
membrana celular, provavelmente associado a caracteristicas lipofilicas
dos monoterpenos presentes no 6leo ¢ .

No estudo de Ahmad e Beg', 45 extratos etandlicos de
plantas medicinais da india foram analisados quanto a atividade
antimicrobiana, incluindo C. albicans. A atividade anticandida foi
detectada em 24 extratos, sendo que Syzgium aromaticum L. (cravo da
india) apresentou a maior atividade e, em segundo, Lawsonia inermis L.
(henna). Quanto a analise fitoquimica, demonstrou-se a presenca de
fitoconstituintes comuns como flavondides e fendis para Syzgium
aromaticum L. e alcaldides, glicosideos, taninos e saponinas para
Lawsonia inermis L.

|.”t avaliaram a atividade anticandida do éleo

Pina-Vaz et a
essencial de Thymus vulgaris (tomilho), T. zygis e T. mastichina e
observaram que o 6leo essencial de T. vulgaris e T. zygis, bem como o0s
seus principais componentes (carvacrol, timol e p-cimene) demostraram
uma importante atividade antifUngica. Carvacrol e p-cimene foram os
componentes mais ativos, o que explica a forte atividade de T. vulgaris e
T. zygis em comparac¢do com T. mastichina, ja que esta ndo possui esses
componentes.

Bonjar® avaliou a atividade anticandida dos extratos
metanolicos de quarenta e duas espécies de plantas usadas na medicina
popular do Ird contra C. albicans resistente ao clotrimazol. Das plantas
estudadas, dezenove espécies apresentaram atividade anticandida,
sendo as mais ativas Terminalia chebula e Thymus vulgaris (tomilho).

1.2° estudaram a atividade anticandida dos

Dulger et a
extratos metandlicos de sete espécies de Sideritis contra C. albicans
resistente ao clotrimazol. As plantas mais ativas foram S. trojana e S.

bilgerana.
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Muitos estudos também tém sido feitos em relacdo a
atividade anticandida da planta Mentha piperita L., utilizando Oleo
essencial ou extratos da planta’* 28 3% 68.81¢ 89

Pattnaik et al.®® demonstraram a atividade antifiingica do
Oleo essencial de Menta piperita L. em onze dos doze fungos testados,
incluindo C. albicans (amostra clinica), que obteve a concentracdo
inibitéria minima (CIM) de 5,0 pL/mL utilizando o método da diluicdo em
agar. No teste de difusdo em disco, o Oleo essencial de Mentha piperita L.
inibiu o crescimento de C. albicans.

Blaszczyk et al.**

pesquisaram extratos de cingqienta e
seis plantas medicinais chinesas quanto as suas propriedades
antimicéticas, sendo que o extrato de Mentha piperita L. apresentou
moderada atividade antimicotica contra C. albicans (amostra clinica), com
halo de inibi¢cdo igual a 2,0 cm apos dois dias e 1,5 cm apoés trés e quatro
dias. J& Ezzat®! mostrou que o 6leo de Mentha piperita L. apresentou uma
forte atividade contra C. albicans (ATCC 10261), com halo de inibicdo
igual a 5,0 cm apos trés dias de incubacéo.

A atividade antimicrobiana do Oleo essencial de Mentha
piperita L. para C. albicans (ATCC 10231) foi averiguada inicialmente por
meio de teste bioautografico e subsequente determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) em trabalho de Sartoratto et al.’%. A
andlise bioautogréfica permite a identificacdo das frages ativas dos 6leos
essenciais e, como resultado, foi obtido o linalol como principal
constituinte do 6leo essencial de Mentha piperita L. O 0leo essencial de
Mentha piperita L. apresentou moderada atividade contra C. albicans com
valor de concentracao inibitéria minima igual a 0,74 mg/mL.

Em estudo de Duarte et al.”® os dleos essenciais e
extratos etandlicos de plantas comumente usadas no Brasil foram
pesquisados quanto a atividade anticandida. Os 6leos essenciais de treze

plantas, incluindo Mentha piperita L., apresentaram atividade anticandida,
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enquanto os extratos etandlicos ndo foram efetivos em nenhuma das
concentracfes testadas. As analises quimicas mostraram a presenca de
compostos com conhecida atividade antimicrobiana como linalol e mentol.

.89 avaliaram a atividade inibitéria in vitro de

Tampieri et a
alguns o6leos essenciais, incluindo Mentha piperita L. e seus principais
constituintes contra uma cepa de C. albicans. O 6leo essencial de Mentha

piperita L. apresentou uma forte atividade inibitéria (CIM = 500 ppm).



3 PROPOSICAO

Esse estudo teve como objetivos:

a) avaliar a acdo antimicrobiana do extrato hidroalcodlico
e do oOleo essencial de Mentha piperita L. sobre
isolados clinicos de Candida spp.;

b) observar o efeito da infusédo de Mentha piperita L. sobre
a aderéncia de leveduras do género Candida a resina

acrilica.



4 MATERIAL E METODOS

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos/UNESP, sob o protocolo n° 08/2007-PH/CEP (Anexo A).

4.1 Coleta de Mentha piperita L.

Mentha piperita L. (Figura 2) foi coletada no horto
medicinal do Departamento de Ciéncias Agrérias da Universidade de
Taubaté (UNITAU), entre 9 e 10 horas da manha, em periodo de uma
semana sem chuvas. As datas das coletas foram: 18/01/2006 para o
preparo do extrato hidroalcodlico, 15/05/2006 para o preparo do 6leo
essencial e 04/12/2006 para o preparo da infusdo. Apds a coleta, as
plantas foram lavadas, para remoc¢ao de impurezas como terra e insetos.
A sequir, foi feita a secagem das plantas a temperatura ambiente e

retirada das folhas.
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FIGURA 2 — Mentha piperita L. do horto medicinal do Departamento de Ciéncias
Agrarias da Universidade de Taubaté (UNITAU)

4.2 Preparo do extrato hidroalcodélico de Mentha piperita L.

O preparo do extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L.
foi baseado na metodologia descrita por Martins et al.>°. Foi utilizada a
proporcdo de 50% em peso de planta fresca em relacdo ao etanol
99,3°GL em volume, ou seja, 500 g da planta fresca (somente folhas) em
1L de etanol 99,3°GL.

Apos a pesagem, as folhas foram transferidas para frasco
ambar, devidamente identificado e a seguir, foi acrescentado etanol
99,3°GL. O frasco foi acondicionado ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente, procedendo-se a maceragcdo por quinze dias, com agitacao
duas vezes ao dia durante 60 segundos, para assegurar a adequada
extracdo dos principios ativos.

Finalmente, o extrato foi submetido a filtracdo em papel de

filtro quantitativo (0,00009 g, Framex) e o produto resultante, denominado
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extrato hidroalcodlico, foi transferido para um frasco de vidro ambar. O
extrato hidroalcodlico obtido foi analisado quanto ao teor alcodlico, com
auxilio de alcoébmetro, obtendo-se o valor de 79°GL. Em seguida, foi
preparado o controle, o etanol 79°GL, também com auxilio do alco6metro.
O extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e o controle
(etanol 79°GL) foram esterilizados por filtragdo em membrana de éster
celulose 0,22 um (Millipore) e imediatamente utilizados nos testes.

4.3 Extracdo do 6leo essencial de Mentha piperita L.

A extracdo do Oleo essencial foi realizada por
hidrodestilagdo, técnica utilizada por Pereira et al.”’. Em um baldo
volumétrico com capacidade para 500 mL foram colocados 100 g de
folhas frescas de Mentha piperita L. e 250 mL de agua. Esse conjunto foi
aguecido por um bico de Bunsen e obteve-se a geracdo de correntes de
vapor de 4gua que foram conduzidas a um condensador de serpentina de
75 cm. O o6leo essencial foi separado da a&gua com auxilio de funil

separador de 500 mL.

4.4 Preparo da infusdo de Mentha piperita L.

Para o preparo da infusdo foram utilizadas 10% de folhas
frescas de Mentha piperita L. A infusdo foi obtida por fervura da agua
necessaria, que foi vertida sobre as folhas de Mentha piperita L.
previamente pesadas e cortadas, colocadas em outro recipiente. Apés a

mistura, o recipiente permaneceu tampado por um periodo de 10 minutos.
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A seguir, a infusdo foi filtrada em papel de filtro quantitativo (0,00009 g,
Framex) e esterilizada por filtracdo em membrana de éster celulose de

0,22 um (Millipore), sendo imediatamente utilizada nos testes.

4.5 Leveduras do género Candida

A atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico e do
O0leo essencial de Mentha piperita L. foi avaliada em 80 cepas de
leveduras do género Candida, sendo cinquenta C. albicans, 10 C.
glabrata, 10 C. tropicalis, 8 C. parapsilosis e 2 C. krusei. Essas cepas
foram provenientes do laboratério de Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos/UNESP, obtidas a
partir de amostras de saliva coletadas da cavidade bucal humana. As
amostras de C. albicans foram isoladas de individuos saudaveis e as
amostras das outras espécies de Candida foram isoladas de individuos
com fatores predisponentes a candidose bucal como antibioticoterapia
prolongada, infeccao pelo HIV e radioterapia.

A partir de cada cepa de Candida analisada, foi preparada
uma suspensdo contendo 10° células vidveis/mL. Para obtencdo desta
suspensao, a cepa foi semeada em agar Sabouraud dextrose (Oxoide
Brasil Ltda) e incubada a 37°C por 24 horas. O crescimento foi suspenso
em solucdo fisiologica esterilizada (NaCl 0,85%). A concentracdo da
suspensdao foi padronizada em espectrofotémetro (Micronal, B-582) com

comprimento de onda de 530 nm e densidade éptica de 0,284.
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4.6 Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodélico de Mentha

piperita L.

Foram determinadas a concentragdo inibitdria minima
(CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) do extrato hidroalcodlico
sobre oitenta cepas de Candida.

4.6.1 Determinag¢do da concentracao inibitéria minima (CIM) do extrato
hidroalcodlico de Mentha piperita L.

Para determinagdo da concentragdo inibitéria minima
(CIM) do extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. foi utilizado o método
de diluicdo em caldo.

Diluicbes seriadas do extrato hidroalcodlico foram
preparadas em tubos contendo caldo Sabouraud, de forma a
representarem 1/2 (250 mg/mL), 1/4 (125 mg/mL), 1/8 (62,5 mg/mL), 1/16
(31,25 mg/mL), 1/32 (15,62 mg/mL), 1/64 (7,81 mg/mL) e 1/128 (3,9
mg/mL) da concentracdo original (Figura 3). A seguir, foram
acrescentados 100 pL da suspenséo padronizada (10° células viaveis/mL)
de cada cepa de Candida testada. Os testes foram realizados em
duplicata. O grupo controle foi constituido de caldo Sabouraud e etanol
79°GL nas mesmas diluicdes do extrato hidroalcodlico de Mentha piperita
L. Apdés incubagdo por 24 horas a 37°C, a leitura foi realizada por
observacdo visual da turvacdo do meio. Foi considerada concentracao
inibitéria minima (CIM) a menor concentracdo do extrato hidroalcodlico

testado, capaz de inibir o crescimento microbiano em caldo.
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250 125 62,5 31,25 15,62 781 3.9
ma/mL ma/mL ma/mL ma/mL ma/mL ma/mL ma/mL

FIGURA 3 — Dilui¢des seriadas do extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L.

4.6.2 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) do extrato

hidroalcoolico de Mentha piperita L.

Trés inéculos do teste anterior que ndo apresentaram
crescimento em caldo foram semeados em placas contendo &agar
Sabouraud dextrose para determinacdo da concentracdo fungicida
minima. Para isso, 100 pL do inéculo foram semeados em &gar
Sabouraud dextrose utilizando-se alca Drigalski. ApGs periodo de
incubagéo de 48 horas a 37°C, foi verificado crescimento de colbnias
caracteristicas do género Candida. Foi considerada concentracdo
fungicida minima (CFM) como sendo a menor concentracdo do extrato
hidroalcodlico testado capaz de inibir totalmente o crescimento microbiano

em meio de cultura sélido em placas.
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4.7 Atividade antimicrobiana do éleo essencial de Mentha piperita L.

Para determinacdo da atividade antimicrobiana do 6éleo
essencial de Mentha piperita L. foi realizado o teste da difusdo em agar.
Suspensdo de Candida preparada conforme descrito no item 4.5 foi
inoculada por técnica de pour plate em placas de Petri (90 X 15 mm)
contendo agar Sabouraud dextrose, utilizando-se a proporcéao de 1:200. O
Oleo essencial de Mentha piperita L. e as substancias controles foram
aplicados com auxilio do replicador de Steers (Figura 4). Como controle
positivo de crescimento foi utilizado cloranfenicol (Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, 0,1 mg/mL) e controle negativo de
crescimento foi utilizado nistatina (EMS S/A, 100.000 Ul/mL). As placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apés esse periodo, foi feita a
leitura observando-se a formacdo de uma é&rea de inibicdo no local de

aplicacao do Oleo essencial de Mentha piperita L.
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FIGURA 4 — Aplicacdo do 6leo essencial de Mentha piperita L. e dos controles
negativo (cloranfenicol) e positivo (nistatina) com o replicador de
Steers.

Para evidenciar o halo de inibicdo formado, foi adicionado
sobre a superficie da placa apos incubacdo a 37°C por 24 horas, com
auxilio de uma proveta, 5 mL de solugédo contendo 0,1% de cloreto de
trifenil tetrazolium (Vetec Quimica Fina Ltda) e 1% agar, previamente

autoclavada a 121°C por 15 minutos (Figura 5).
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FIGURA 5 — Adicdo da solugéo 0,1% de cloreto de trifenil tetrazolium e 1% de
agar
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4.8 Avaliacdo dos efeitos da infusdo de Mentha piperita L. sobre a

aderéncia de Candida a resina acrilica

Os efeitos da infusdo de Mentha piperita L. sobre a
aderéncia de Candida a resina acrilica foram testados em cepas padréo
de C. albicans (ATCC 18804), C. glabrata (ATCC 90030), C. tropicalis
(ATCC 13803) e C. krusei (ATCC 6258).

Foram confeccionados cento e vinte corpos de prova de
resina acrilica ativada quimicamente incolor (Classico - Produtos
Odontolégicos Ind. Ltda) com 5 mm de diametro e 2,5 mm de espessura,
utilizando-se matriz metalica (Figura 6). Os corpos de prova foram
colocados em recipientes de vidro contendo solucédo fisiologica e
esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos e distribuidos

conforme os grupos experimentais descritos no Quadro 1.

FIGURA 6 — Matriz metalica utilizada para confeccdo dos corpos de prova de
resina acrilia.
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Quadro 1 — Numero de corpos de prova distribuidos nos diferentes grupos
experimentais

Infusdo de Mentha Controle
Espécie piperita L. (Agua destilada)
C. albicans 15 15
C. glabrata 15 15
C. tropicalis 15 15
C. krusei 15 15

Em ambiente estéril (camara de fluxo laminar), os corpos
de prova foram colocados em placas de cultura de células de 24 pocos
(Costar Coming, New York, EUA), sendo uma placa para cada grupo
experimental (n=15). Em cada poco foi acrescentado 1 mL do caldo
Sabouraud, 1 mL da infusdo de Mentha piperita L. ou agua destilada
(controle) e 100 pL da suspensdo de Candida (10° células viaveis/mL)
previamente preparada. As placas foram fechadas e mantidas a 37°C por
24 horas.

A seguir, os corpos de prova foram removidos, lavados
com 1mL de solucéo fisiologica (NaCl 0,85%) e colocados em tubos de
ensaio contendo 2 mL de solucéo fisiologica (NaCl 0,85%) e pérolas de
vidro, sendo o conjunto agitado em um agitador de tubos por 60
segundos. Leveduras que se aderiram aos corpos de prova foram
dispersas, diluidas dez e cem vezes e transferidas para placas de Petri
contendo a&gar Sabouraud dextrose. ApGs 48 horas de incubacgédo a 37°C
foi determinado o numero de unidades formadoras de colénias (UFC/mL)

para cada espécime.
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4.9 Analise estatistica

Os valores de UFC/mL obtidos na avaliacdo dos efeitos da
infusdo de Mentha piperita L. sobre a aderéncia de Candida a resina
acrilica, foram transformados em logaritmo (Log) e submetidos ao teste t
de Student com nivel de significAncia de 5% (Programa Minitab).



5 RESULTADOS

5.1 Atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de Mentha

piperita L.

5.1.1 Determinagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato
hidroalcodlico de Mentha piperita L.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato
hidroalcodlico de Mentha piperita L. foi de 31,25 mg/mL para 82% das
cepas de C. albicans e 70% das cepas de C. tropicalis, 62,5 mg/mL para
80% das cepas de C. glabrata e 100% das cepas de C. parapsilosis e C.
krusei. Ja em relacdo ao grupo controle, a concentracao inibitéria minima
(CIM) foi de 31,25 mg/mL para apenas 50% das cepas de C. albicans e C.
tropicalis, enquanto que para as espécies C. glabrata, C. parapsilosis e C.
krusei foi 62,5 mg/mL para 100% das cepas.

O resultado de amostras de Candida inibidas pelo extrato
hidroalcodlico de Mentha piperita L. e pelo controle, em relacdo a CIM,
estdo representados na Tabela 1. A Figura 7A mostra os resultados da
concentracdo inibitéria minina (CIM) para o extrato hidroalcodlico de
Mentha piperita L., enquanto a Figura 7B mostra os resultados da

concentragédo inibitéria minima para o controle.
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Tabela 1 — Porcentagem de inibicdo de amostras de Candida em relagao
a CIM do extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e do
grupo controle

Amostras de Concentragao do Extrato (mg/mL)
Candida 250 125 62,5 31,25 1562 7,81 3,90
C.albicans E 100 100 100 82 0 0 0
(n =50) C 100 100 96 50 0 0 0
C.tropicalis E 100 100 100 90 20 0 0
(n=10) C 100 100 100 70 20 0 0
C.glabrata E 100 100 100 20 0 0 0
(n=10) C 100 100 100 0 0 0 0
C. parapsilosis E 100 100 100 0 0 0 0
(n=8) C 100 100 100 0 0 0 0
C. krusei E 100 100 100 0 0 0 0
(n=2) C 100 100 100 0 0 0 0

E: extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L.
C: controle
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FIGURA 7 - Concentragdo inibitéria minima (CIM): a) extrato hidroalcodlico de

Mentha piperita L.; b) controle.
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Comparando a concentracdo inibitéria minima (CIM) do
extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. com o grupo controle,
observa-se que para as espécies C. parapsilosis e C. krusei, 100% das
amostras apresentaram concentracdo inibitéria minima do extrato
hidroalcodlico igual & concentracdo inibitéria minima do grupo controle.

Esses dados estédo representados na Tabela 2.

Tabela 2 — Porcentagem de amostras de Candida em relacdo a
concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato
hidroalcodlico de Mentha piperita L. menor e igual a
concentracgéo inibitéria minima (CIM) do grupo controle

Espécies CIM CIM
Extrato < Controle Extrato = Controle

C. albicans (n=50) 34 66

C. tropicalis (n=10) 20 80

C. glabrata (n=10) 20 80

C. parapsilosis (n=8) 0 100

C. krusei (n=2) 0 100

5.1.2 Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM) do extrato

hidroalcoodlico de Mentha piperita L.

A concentracdo fungicida minima (CFM) do extrato
hidroalcoolico de Mentha piperita L. foi de 62,5 mg/mL para 68% das
cepas de C. albicans, 60% das cepas de C. tropicalis e 50% das cepas de
C. glabrata, 125 mg/mL para 87,5% das cepas de C. parapsilosis e 100%
das cepas de C. krusei. J& em relacdo ao grupo controle, a concentracdo
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fungicida minima (CFM) foi de 125 mg/mL para 70% das cepas de C.
albicans e C. glabrata, 90% das cepas de C. tropicalis e 87,5% das cepas
de C. parapsilosis e 250 mg/mL para 100% das amostras de C. krusei.

O resultado de amostras de Candida inibidas pelo extrato
hidroalcoodlico de Mentha piperita L. e pelo controle, em relacdo a CFM,
estdo representados na Tabela 3. A Figura 8A mostra os resultados da
concentracdo fungicida minina (CFM) para o extrato hidroalcodlico de
Mentha piperita L., enquanto a Figura 8B mostra os resultados da

concentracdo fungicida minima (CFM) para o controle.

Tabela 3 - Porcentagem de inibicdo de amostras de Candida em relacédo a
CFM do extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e do grupo

controle
Amostras de Concentracao do Extrato (mg/mL)
Candida 250 125 62,5 31,25 1562 7,81 3,90
C.albicans E 100 100 68 0 0 0 0
(n = 50) C 100 96 26 0 0 0 0
C.tropicalis E 100 100 60 0 0 0 0
(n=10) C 100 90 0 0 0 0 0
C.glabrata E 100 100 50 0 0 0 0
(n=10) C 100 90 20 0 0 0 0
C. parapsilosis E 100 100 125 0 0 0 0
(n=28) C 100 875 0 0 0 0 0
C. krusei E 100 100 0 0 0 0 0
(n=2) C 100 0 0 0 0 0 0

E: extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L.
C: controle
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FIGURA 8 — Concentracao fungicida minima (CFM): a) extrato hidroalcodlico de
Mentha piperita L.; b) controle.
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Na concentracdo fungicida minima (CFM), a comparacao
entre o extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e 0 grupo controle
mostra que para 100% das amostras de C. krusei e 60% das amostras de
C. tropicalis a concentracdo fungicida minima (CFM) do extrato
hidroalcodlico foi menor que a concentracdo fungicida minima (CFM) do
grupo controle. Esses dados estdo representados na Tabela 4.

Tabela 4 — Porcentagem de amostras de Candida em relacdo a
concentragdo fungicida minima (CFM) do extrato
hidroalcodlico de Mentha piperita L. menor e igual a
concentragdo fungicida minima (CFM) do grupo Controle

Espécies CFM CFM
Extrato < Controle Extrato = Controle
C. albicans 44 56
C. tropicalis 60 40
C. glabrata 40 60
C. parapsilosis 25 75
C. krusei 100 0

A Figura 9 ilustra o resultado da concentracdo fungicida
minima (CFM) do extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e do grupo

controle para uma cepa de C. tropicalis.
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FIGURA 9 — Concentragdo fungicida minima (CFM) do extrato hidroalcodlico de
Mentha piperita L. e do controle para uma cepa de C. tropicalis.

5.2 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Mentha piperita L.

Entre as oitenta cepas de Candida analisadas neste
trabalho, o oOleo essencial de Mentha piperita L. apresentou atividade
inibitéria sobre trinta e nove cepas (48,75%) com halos de inibicdo
variando entre 5 a 10 mm. Das espécies estudadas, C. albicans foi a
espécie que apresentou maior sensibilidade ao 6leo essencial de Mentha
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piperita L., sendo 68% das amostras inibidas pela presenca do Oleo.
Esses dados podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 — Sensibilidade das amostras de Candida ao 6leo essencial de
Mentha piperita L.

Espécies N° cepas inibidas %

C. albicans (n=50) 34 68

C. tropicalis (n=10) 4 40
C. parapsilosis (n=8) 1 12,5

C. glabrata (n=10) 0 0

C. krusei (n=2) 0 0
Total (n=80) 39 48,75

A Figura 10 mostra o resultado da atividade
antimicrobiana do Oleo essencial de Mentha piperita L., do controle
negativo (nistatina) e do controle positivo (cloranfenicol) para uma cepa de

C. albicans.
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FIGURA 10 — Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Mentha piperita L.,
controle negativo (nistatina) e controle positivo (cloranfenicol) para
uma cepa de C. albicans.

A Figura 11 mostra o resultado observado apos a adicao
do revelador cloreto de trifenil tetrazolium 0,1% na superficie da placa
apos incubacado a 37°C por 24 horas, evidenciando o halo de inibicdo do

crescimento dos microrganismos.
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FIGURA 11 — Resultado obtido apés adicao do revelador cloreto de trifenil
tetrazolium 0,1%

5.3 Avaliacdo dos efeitos da infusdo de Mentha piperita L. sobre a

aderéncia de Candida a resina acrilica

As médias de UFC/mL (Log) de C. albicans (ATCC
18804), C. glabrata (ATCC 90030), C. tropicalis (ATCC 13803) e C. krusei
(ATCC 6258) foram semelhantes entre os grupos infuséo e controle, ndo
havendo diferenca estatisticamente significante entre elas. As médias e 0s
desvios-padrdo obtidos nos testes de aderéncia de C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis e C. krusei estdo resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Médias e Desvio-padrao dos dados de UFC/mL (Log) obtidos
nos testes de aderéncia das diferentes espécies de Candida

a resina acrilica

Amostras Grupos Médias Desvio-padréo p*
C. albicans Infuséo 4,41 0,21 0,088
Controle 4,24 0,28
C. glabrata Infuséo 4,42 0,18 0,45
Controle 4,36 0,22
C. tropicalis Infuséo 4,3 0,21 0,39
Controle 4,22 0,24
C. krusei Infuséo 4,38 0,18 0,067
Controle 4,24 0,22

* Teste t de Student: ndo existe diferenca estatisticamente significante entre os
grupos infusdo e controle para todas as espécies de Candida estudadas.



6 DISCUSSAO

O presente estudo teve o objetivo de avaliar se o extrato
hidroalcodlico, a infusédo e o 6leo essencial de Mentha piperita L. possuem

atividade inibitoria sobre leveduras do género Candida.

6.1 Atividade antimicrobiana do extrato hidroalco6lico de Mentha

piperita L.

O extrato hidroalcodlico é a maneira mais simples de
conservar por longo periodo os principios ativos de plantas medicinais,
pois as substancias ativas, em sua maioria, sdo sollveis em &lcool®>. Um
dos principais processos para obtencdo de extrato hidroalcoodlico € a
maceracdo. O método de maceracdo consiste em deixar a planta ou
animal em contato com o veiculo extrator adequado, com agitacdo, por
certo periodo de tempo. Trata-se de um processo de extracdo em que 0s
principais fenémenos envolvidos sdo a difusdo e a osmose>3.

As plantas medicinais, que tém avaliadas a sua eficiéncia
terapéutica, toxicologia e seguranca de uso, dentre outros aspectos, estao
cientificamente aprovadas a serem utilizadas pela populacdo nas suas
necessidades basicas de saude, em fungcdo da facilidade de acesso, do
baixo custo e da compatibilidade cultural com as tradicdes populares.
Uma vez que as plantas medicinais sao classificadas como produtos
naturais, a lei permite que sejam comercializadas e cultivadas®. Assim, a

utilizacao de plantas medicinais por meio de uma metodologia de preparo
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acessivel, como a utilizada nesse trabalho, para casos considerados mais
simples e corriqueiros, pode facilitar e reduzir o custo do servi¢o de saude
publica.

Leveduras do género Candida sdo patdgenos
oportunistas, que podem causar infec¢coes locais ou sistémicas em
individuos com fatores predisponentes, como portadores de préteses
dentarias, diabetes e comprometimentos do sistema imunoldgico. A alta
incidéncia de infec¢cbes fungicas em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e o desenvolvimento de resisténcia aos
antifingicos devido ao tratamento prolongado com esses medicamentos
tém estimulado os pesquisadores a buscarem terapias alternativas para o
tratamento da candidose, como a fitoterapia® ¢ %, Além disso, produtos
odontolégicos contendo substancias naturais apresentam boas
perspectivas comerciais, devido a aceitacdo popular da fitoterapia, e
poderiam ser introduzidos desde que amparados em estudos laboratoriais
e clinicos especificos®*.

Vérias plantas medicinais tém sido estudadas para o
tratamento da candidose, incluindo Mentha piperita L. No presente
estudo, o extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. apresentou valores
de concentracédo inibitoria minima (CIM) que variaram de 15,62 mg/mL a
62 mg/mL para as amostras de Candida testadas. No trabalho de Ertiirk®,
o extrato etandlico de Mentha piperita apresentou forte atividade
antifingica para C. albicans (ATCC 60192) com halos de inibicao de 18-
23 mm/15 pL de extrato apds 48 horas de incubacdo e a concentracao
inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico de Mentha piperita L. para C.
albicans foi 5 mg/mL.

Mardegan et al.>* avaliaram o extrato (planta seca extraida
por diclorometano) de Mentha piperita L. e encontraram valores de CIM
que variaram de 0,25 mg/mL a 1,75 mg/mL para as espécies de Candida

isoladas de pacientes portadores de doenca periodontal e da colecédo do
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centro de pesquisa da UNICAMP. Como controle e para efeito
comparativo foi utilizado o fluconazol. Somente duas cepas foram
sensiveis ao fluconazol, e as demais classificadas como intermediarias e
ou resistentes.

O extrato (feito em &gua, em seguida evaporado e
dissolvido em etilacetato) de Mentha piperita L. apresentou atividade
moderada para C. albicans, com halo de inibicdo igual a 2,0 cm apés 2
dias e 1,5 cm ap6ds 3 e 4 dias™. Em outro estudo, o extrato aquoso de
Mentha piperita L. foi testado em Aspergillus candidus, Aspergillus niger,
Penicillium sp., Fusarium culmorum e obteve-se na concentracdo de 1,5
g/mL 100% de inibicdo no crescimento de Fusarium culmorum, 50% de
inibicdo no crescimento de Aspergillus candidus e Penicillium sp. e abaixo
de 50% de inibicdo no crescimento Aspergillus niger®?. Provavelmente, a
discordancia entre os valores de CIM do presente trabalho com os demais
estudos, pode ser atribuida aos diferentes modos de extracdo da planta,
metodologias de CIM e sensibilidades das cepas de Candida.

Neste trabalho e na maioria dos estudos encontrados na
literatura observa-se atividade inibitéria de Mentha piperita L. sobre
leveduras do género Candida e outros fungos. Entretanto, Duarte et al.?®
verificaram que o extrato etanolico de Mentha piperita L. ndo foi efetivo
em nenhuma das concentracdes testadas para cepa padrdo de C.
albicans (ATCC 10231) estudada.

Além de Mentha piperita L, outras plantas medicinais tém
apresentado atividade antimicrobiana sobre leveduras do género
Candida: Thymus vulgaris (tomilho)?® ¢ ™, Terminalia chebula'®, Syzgium
aromaticum (cravo da india)', Cymbopogon winterianus (citronela)®® e
Annona crassiflora (araticum)®.

Silva et al.®®

investigaram o extrato etanolico das folhas de
Annona crassiflora (araticum) em cinqiienta e duas cepas de C. albicans,

guatro cepas de C. tropicalis e trés cepas de C. krusei, isoladas de
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individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) com
candidose orofaringea, utilizando-se o método da diluicdo em agar®. Foi
observado que 18,6% das cepas apresentaram CIM igual a 0,5 pg/ml e
17% das cepas apresentaram CIM igual a 2,00 pg/mL. Ja em estudo de
Agripino et al.? nenhum extrato de oitenta e oito espécies nativas do
estado de S&o Paulo coletadas numa regido de Mata Atlantica,
apresentou atividade antifingica sobre C. albicans.
No presente estudo, foram analisadas oitenta amostras
clinicas de Candida isoladas da cavidade bucal humana, pertencentes a
cinco espécies diferentes. O extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L.
apresentou atividade fungistatica para C. albicans, seguida por C.
tropicalis e C. glabrata. Observou-se que a CIM do extrato hidroalcodlico
de Mentha piperita L. foi inferior ao grupo controle em 34% das cepas de
C. albicans, 20% das cepas de C. tropicalis e 20% das cepas de C.
glabrata. Entretanto, ndo foi encontrada atividade fungistatica dessa
planta para C. parapsilosis e C. krusei.
No estudo de Silva et al.?, o extrato etanélico de Annona
crassiflora (araticum) apresentou atividade fungistdtica sobre as 3
espécies estudadas, sendo que as cepas de C. tropicalis foram mais
sensiveis ao extrato etandlico dessa planta do que as cepas de C. krusei
e C. albicans. Por outro lado, no presente trabalho ndo foi observada
atividade fungistatica para C. krusei, apenas atividade fungicida. A
diferenca observada nos resultados desses trabalhos pode ser atribuida a
sensibilidade das cepas isoladas e também ao numero reduzido de
amostras de C. krusei analisadas (3 cepas no trabalho de Silva et al.?® e 2
cepas no presente trabalho). Assim, torna-se necessario o0
desenvolvimento de estudos mais detalhados para investigar as
propriedades antimicrobianas de diferentes plantas medicinais sobre as

varias espécies do género Candida, principalmente em amostras clinicas
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isoladas de pacientes saudaveis e com fatores predisponentes para a
candidose.

6.2 Atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Mentha piperita L.

No presente estudo, o 6leo essencial de Mentha piperita
L. apresentou 48,75% de inibicdo para as amostras testadas, sendo que
C. albicans foi a espécie que apresentou maior sensibilidade ao 6Gleo
(68%) seguida por C. tropicalis (40%). Pereira et al.”® utilizando a mesma
metodologia, observaram atividade antimicrobiana do 6leo essencial
extraido de Salvia officinalis L. (sélvia), que apresentou em média 79% de
inibicdo sobre cepas de Enterobactérias isoladas de infec¢éo urinaria.

E dificil comparar nossos resultados com os da literatura
devido a variacdo natural da composicao dos Oleos essenciais, mesmo
entre espécies iguais, em decorréncia de colheitas em épocas diferentes,
variacdes climaticas, métodos de extracdo diferentes, entre outros. Além
disso, parece ter também importancia os diferentes testes microbiol6gicos
utilizados e as diferentes sensibilidades das cepas®.

Em geral, a eficacia das plantas medicinais tem sido
avaliada por comparagdo com antibiéticos. Ainda ndo foram estabelecidos
valores aceitaveis de acdo antimicrobiana para essas referidas plantas.
Sendo assim, Aligiannis et al.* fizeram uma classificacdo para plantas
medicinais baseada no resultado da concentracao inibitéria minima (CIM),
sendo considerados inibidores fortes com CIM até 0,5 mg/mL; inibidores
moderados com CIM entre 0,6 e 1,5 mg/mL e inibidores fracos com CIM
acima de 1,6 mg/mL.

Em pesquisa de Duarte et al.?® observa-se que Mentha

arvensis e Mentha piperita L. apresentaram atividade moderada contra C.
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albicans (ATCC 10231), com CIM de 1,1 mg/mL e 0,6 mg/mL,
respectivamente. Esses resultados estdo de acordo com estudo de
Sartoratto et al.®*, no qual Aloysia triphylla e Mentha piperita L. exibiram
atividade moderada contra C. albicans (ATCC 10231), com CIM de 0,80
mg/mL e 0,74 mg/mL, respectivamente.

Iscan et al.** avaliaram 4 6leos essenciais de Mentha
piperita L. de procedéncias diferentes, o mentol e a mentona contra C.
albicans (amostra clinica). Obteve-se os valores de CIM de 0,625 mg/mL
para o mentol, de 0,312 a 0,625 mg/mL para os 6leos. A mentona
mostrou-se menos ativa (CIM = 2,5 mg/mL) que o mentol contra C.
albicans. Os principais componentes do 6leo identificados foram mentol
(28-42%) e mentona (18-28%).

Na investigacdo de 3 tipos de Oleos essenciais de Mentha
suaveolens, Oumzil et al.°® observaram que o 6leo essencial rico em
pulegona (50%) foi o mais ativo contra C. albicans (duas amostras) e C.
glabrata (uma amostra), com valores de CIM entre 0,34 e 0,69 ppm.
Quando comparados os resultados de CIM para pulegona e mentona,
observa-se que o constituinte pulegona é muito mais ativo (valores de
CIM entre 0,69 e 1,38 ppm) que a mentona (CIM igual a 11,11 ppm).

O oOleo de Mentha piperita L. usado no trabalho de
Yadegarinia et al.** teve acao fungicida até a diluicdo 1/4 (2 pL/mL) contra
C. albicans enquanto Mimica-Dukic et al.’® obtiveram até 8 pL/mL e
Hammer et al.*° obteve até 0,25% (v/v) que equivale a 25 pL/mL para C.
albicans. O 6leo de Mentha piperita L. também teve acao fungicida para
C. albicans na proporcdo de 500 ppm em estudo de Tampieri et al.*® e
apresentou uma forte atividade contra C. albicans (ATCC 10261) no
trabalho de Ezzat®.

Os Oleos essenciais de plantas e seus constituintes
podem ser utilizados como agentes antifangicos no controle da

deterioragdo dos alimentos pela presenca de leveduras. O 6leo essencial
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de Mentha piperita L. foi avaliado quanto a sua agéo antifingica contra as
leveduras Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii, Pichia
membranifaciens, Dekkera anomala e Yarrowia lipolytica, sendo mais
ativo contra Pichia membranifaciens e Dekkera anomala, com valores de
CIM iguais a 500 pg/mL’.

Em relagcdo a composi¢do quimica dos Oleos essenciais
de Mentha piperita L., 0 mentol tem sido considerado responsavel pela
acdo antimicrobiana da planta*’. Os resultados do estudo de Yadegarinia

et al.%

sugeriram que este ndo deve ser visto como o Unico responsavel
pela atividade antimicrobiana de Mentha piperita L., ja que o estudo
revelou alta propriedade antimicrobiana do éleo essencial mesmo com
baixa concentracdo de mentol (3,6%). Dessa forma, segundo o estudo,
pode-se deduzir que outros compostos quimicos presentes no 0leo
podem contribuir para a atividade antimicrobiana do Oleo essencial de
Mentha piperita L.

12>, estudando o 6leo essencial de Melaleuca

Cox et a
alternifolia (arvore de cha) e seus componentes, observaram que, em
alguns casos, a presenca dos componentes do Oleo com diferentes
propriedades fisicas pode influenciar a dispersdo dos componentes em
solucdo aquosa, aumentando ou diminuindo a acdo antimicrobiana. As
caracteristicas fisicas dos componentes podem influenciar a atividade dos
Oleos essenciais, mas nao € sé o fator hidrofobicidade que influencia na
eficacia; respostas diferentes podem ser encontradas para a estrutura
quimica do principio puro®®.

Diante da necessidade de novos farmacos para o
tratamento das candidoses, o presente estudo demonstrou que o 6leo
essencial de Mentha piperita L. apresentou atividade antifingica in vitro
para Candida spp. No entanto, outros estudos sdo necessarios,
principalmente em relacdo a eficacia dos compostos presentes na planta

e a determinacéo do perfil toxicologico.
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6.3 Avaliacdo dos efeitos da infusdo de Mentha piperita L. sobre a

aderéncia de Candida a resina acrilica

A infusdo é uma preparacao utilizada para todas as partes
de plantas medicinais ricas em componentes volateis e principios ativos
que se degradam pela acdo combinada da agua e do calor prolongado.
Normalmente, trata-se de partes tenras das plantas, tais como flores,
botdes e folhas™.

A aderéncia de Candida a mucosa bucal do hospedeiro é
um importante fator que influencia no equilibrio dos mecanismos de
defesa, colonizacdo da mucosa e desenvolvimento dos sinais clinicos da
candidose. A relacdo entre aderéncia de Candida ao epitélio e
superficies acrilicas de préteses dentarias, bem como sua capacidade

para colonizar e causar doenca, tém sido investigada® © ’’

. Segundo
Samaranayake e MacFarlane’’, a aderéncia de Candida esta diretamente
relacionada as formas de candidose bucal. Dessa forma, os agentes
inibidores da aderéncia séo importantes no controle da candidose bucal.
Embora a atividade antimicrobiana de Mentha piperita L.,
tanto na forma de extrato como Oleo essencial, tenha sido testada em
varios microrganismos patogénicos, poucos estudos foram realizados
para avaliar seu efeito sobre a aderéncia de microrganismos presentes na
cavidade bucal. No presente estudo, foi avaliada a infusdo de Mentha
piperita L. sobre a aderéncia a resina acrilica de C. albicans (ATCC
18804), C. glabrata (ATCC 90030), C. tropicalis (ATCC 13803) e C. krusei
(ATCC 6258). A infusdo de Mentha piperita L. ndo foi capaz de inibir a
aderéncia a resina acrilica das cepas testadas. Entretanto, Navas et al.**
verificaram que a infusdo de Thymus vulgaris (tomilho), foi capaz de inibir
a aderéncia de C. albicans a resina acrilica, utilizando-se a mesma

metodologia de aderéncia desse trabalho.
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Raros trabalhos na literatura foram desenvolvidos para
investigar os efeitos de plantas medicinais nos mecanismos de

.1 usaram o 6leo essencial de

patogenicidade de Candida. Hammer et a
Melaleuca alternifolia (arvore de chd) e observaram a inibicdo reversivel
da formacdo do tubo germinativo em C. albicans. O 6leo, em altas
concentragdes, inibiu totalmente o crescimento do fungo, enquanto, em
baixas concentragdes, permitiu somente o crescimento por brotamento.
Os principais efeitos parecem manifestar-se sobre a membrana celular,
provavelmente associado a caracteristicas lipofilicas dos monoterpenos

presentes no 6leo®* ¢ %,

Na pesquisa de Pina-Vaz et al.”

o Oleo de Thymus
vulgaris também inibiu a formacao de tubo germinativo em C. albicans. A
formacdo de tubos germinativos e hifas por C. albicans tem sido
associada com aumento da aderéncia as células epiteliais da mucosa* e
resisténcia aos fagdcitos, devido as suas dimensdes fisicas’®.

O extrato etandlico das folhas de Streblus asper nas
concentracdes de 125 e 250 mg/mL demonstrou 41% e 61% de inibicdo
na formacdo de tubo germinativo, respectivamente. Além disso, reduziu
significativamente a aderéncia de C. albicans as células epiteliais bucais
humanas apdés um minuto de exposi¢cdo ao extrato na concentracdo de
125 mg/mL®*°. Segundo os autores, a inibicdo observada sobre a formagao
de tubo germinativo parece estar relacionada aos efeitos do extrato sobre
a parede celular de Candida. Além disso, o extrato poderia interferir na
sintese de adesinas ou causar alteracdo mecanica nas adesinas

presentes na camada externa.



7 CONCLUSOES

Apo6s anadlise dos resultados, pode-se concluir que:

a) o extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L.
apresentou atividade fungistatica para algumas cepas
de C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata quando
comparado ao grupo controle;

b) o extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L.
demonstrou atividade fungicida sobre cepas de todas
as espécies de Candida estudadas em relacdo ao
grupo controle;

c) o O6leo essencial de Mentha piperita L. exibiu maior
atividade inibitoria para cepas de C. albicans, seguida
por C. tropicalis e C. parapsilosis;

d) ainfusdo de Mentha piperita L. néo teve efeito sobre a
aderéncia de Candida a resina acrilica nas cepas
observadas.
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Apéndice A — Informagbes complementares das amostras de Candida.

Tabela 7 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracao fungicida
minima (CFM) extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e do
grupo controle para as amostras de Candida albicans

(continua)
Amostras CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Extrato Controle Extrato Controle
1 31,25 62,5 125 125
2 31,25 62,5 125 125
3 62,5 125 125 250
4 62,5 62,5 125 125
5 31,25 62,5 62,5 125
6 31,25 31,25 62,5 125
7 62,5 62,5 125 125
8 31,25 31,25 62,5 62,5
9 31,25 31,25 62,5 62,5
10 31,25 62,5 62,5 125
11 62,5 62,5 125 125
12 31,25 62,5 62,5 125
13 62,5 62,5 125 125
14 31,25 125 62,5 250
15 31,25 31,25 62,5 62,5
16 31,25 31,25 62,5 62,5
17 31,25 62,5 62,5 125
18 62,5 62,5 125 125
19 31,25 62,5 125 125
20 31,25 31,25 125 125
21 31,25 62,5 62,5 125
22 31,25 62,5 62,5 125
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Tabela 7 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM) extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e do
grupo controle para as amostras de Candida albicans

(continua)
Amostras CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Extrato Controle Extrato Controle
23 31,25 62,5 125 125
24 31,25 62,5 62,5 125
25 31,25 62,5 62,5 125
26 31,25 62,5 62,5 125
27 62,5 62,5 125 125
28 31,25 31,25 62,5 125
29 31,25 31,25 62,5 125
30 31,25 31,25 62,5 125
31 31,25 31,25 62,5 62,5
32 31,25 31,25 62,5 62,5
33 31,25 31,25 62,5 62,5
34 31,25 62,5 62,5 125
35 31,25 31,25 62,5 125
36 31,25 31,25 62,5 125
37 31,25 31,25 62,5 62,5
38 31,25 31,25 62,5 125
39 31,25 31,25 62,5 62,5
40 31,25 31,25 62,5 125
41 31,25 31,25 62,5 62,5
42 31,25 31,25 125 125
43 31,25 31,25 125 125
44 62,5 62,5 125 125

45 31,25 31,25 62,5 62,5
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Tabela 7 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM) extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e do
grupo controle para as amostras de Candida albicans
(concluséo)

Amostras CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Extrato Controle Extrato Controle
46 31,25 62,5 62,5 125
47 31,25 31,25 62,5 62,5
48 31,25 31,25 62,5 125
49 31,25 31,25 62,5 62,5

50 62,5 62,5 125 125
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Tabela 8 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM) extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e do
grupo controle para as amostras de Candida tropicalis

Amostras CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Extrato Controle Extrato Controle
1 15,62 15,62 62,5 125
2 31,25 61,25 62,5 125
3 15,62 15,62 125 125
4 31,25 31,25 125 125
5 31,25 31,25 62,5 125
6 31,25 62,5 62,5 125
7 31,25 31,25 125 125
8 31,25 31,25 62,5 125
9 31,25 62,5 62,5 250

[
o

62,5 62,5 125 125
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Tabela 9 — Concentracao inibitéria minima (CIM) e concentragdo fungicida
minima (CFM) extrato hidroalcodlico de Mentha piperita L. e do
grupo controle para as amostras de Candida glabrata

Amostras CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Extrato Controle Extrato Controle
1 62,5 62,5 125 125
2 62,5 62,5 62,5 125
3 31,25 62,5 125 250
4 62,5 62,5 125 125
5 31,25 62,5 62,5 125
6 62,5 62,5 125 125
7 62,5 62,5 62,5 125
8 62,5 62,5 62,5 62,5
9 62,5 62,5 62,5 62,5
10 62,5 62,5 125 125
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Tabela 10 — Concentracdo inibitoria minima (CIM) e concentragédo
fungicida minima (CFM) extrato hidroalcodlico de Mentha
piperita L. e do grupo controle para as amostras de
Candida parapsilosis

Amostras CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Extrato Controle Extrato Controle
1 62,5 62,5 62,5 125
2 62,5 62,5 125 125
3 62,5 62,5 125 125
4 62,5 62,5 125 125
5 62,5 62,5 125 250
6 62,5 62,5 125 125
7 62,5 62,5 125 125
8 62,5 62,5 125 125
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Tabela 11 — Concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragédo

fungicida minima (CFM) extrato hidroalcodlico de Mentha
piperita L. e do grupo controle para as amostras de
Candida krusei

Amostras CIM (mg/mL) CFM (mg/mL)
Extrato Controle Extrato Controle
1 62,5 62,5 125 250
2 62,5 62,5 125 250
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Tabela 12 — Numeros de UFC/mL (Log) de C. albicans (ATCC 18804) que
se aderiram a resina acrilica nos grupos infusdo e controle

Corpos-de-prova Infusdo Controle
1 4,53656 4,71391
2 4,66323 4,23553
3 4,25164 4,17609
4 4,44483 4,79309
5 4,12710 4,35218
6 4,78247 4,11394
7 4,42651 3,97081
8 4,30103 4,29557
9 4,24920 3,96614
10 4,08458 3,68124
11 4,43537 4,43933
12 4,67624 4,46835
13 4,18752 4,31806
14 4,44871 4,09342
15 457171 4,12385
Média + Desvio-padrao 4,41 + 0,21 4,24 + 0,28

Diferenca estatisticamente nédo significante, p = 0,088
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Tabela 13 - Numeros de UFC/mL (Log) de C. glabrata (ATCC 90030) que
se aderiram a resina acrilica nos grupos infuséo e controle

Corpos-de-prova Infuséo Controle
1 4,47056 4,24920

2 4,40739 4,05308

3 4,40993 4,82217

4 4,50853 4,53148

5 4,58771 4,02325

6 4,42325 4,37475

7 4,64542 4,41996

8 4,10721 4,52114

9 4,40140 4,29336

10 4,44170 4,39445

11 4,31597 4,41581

12 4,51983 4,29115

13 4,05500 4,22011

14 4,30103 4,15229

15 4,78032 4,74702

Média + Desvio-padrao 4,42 +0,18 4,36 + 0,22

Diferenca estatisticamente ndo significante, p = 0,45
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Tabela 14 - Nimeros de UFC/mL (Log) de C. tropicalis (ATCC 13803) que
se aderiram a resina acrilica nos grupos infusdo e controle

Corpos-de-prova Infusdo Controle
1 4,02735 4,28780
2 4,32634 4,53466
3 4,10380 4,39094
4 4,50583 4,47712
5 4,33143 3,89763
6 3,92942 4,31387
7 4,47422 4,50515
8 4,40483 4,35984
9 4,29667 3,96614
10 3,91116 3,96614
11 4,51121 4,01284
12 4,40140 3,93952
13 4,53084 4,47422
14 4,48996 4,40140
15 4,29115 3,89763
Média + Desvio-padrao 4,30+ 0,21 4,22 + 0,24

Diferenca estatisticamente ndo significante, p = 0,39
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Tabela 15 - Nameros de UFC/mL (Log) de C. krusei (ATCC 6258) que se
aderiram a resina acrilica nos grupos infuséo e controle

Corpos-de-prova Infusdo Controle
1 4,47056 4,07555
2 4,51255 4,27646
3 3,91645 4,60206
4 4,47129 4,35411
5 4,56937 3,81954
6 4,61490 4,49969
7 4,37749 4,17464
8 4,56937 4,14301
9 4,39358 4,10037
10 4,48430 4,20003
11 4,39445 3,94694
12 4,29994 4,31911
13 4,39967 4,39445
14 4,20412 4,58939
15 4,13194 4,17319
Média + Desvio-padrao 4,38+ 0,18 4,24 + 0,22

Diferenca estatisticamente néo significante, p = 0,067
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Carretto CFP. Antimicrobial activity of Mentha piperita L. against Candida
spp. [dissertacéo]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de
S&o José dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2007.

ABSTRACT

Fungi belonging to Candida species are opportunistic pathogens that can cause
local and systemic infections. The investigation of natural products against
Candida spp. increased significantly in the last few years. In this present study,
the ethanolic extract and essential oil from Mentha piperita L. were evaluated for
antimicrobial activity against Candida spp., being fifty strains from C. albicans,
ten from C. glabrata, ten from C. tropicalis, eight from C. parapsilosis and two C.
krusei. The minimal inhibition concentration (MIC) and minimal fungicidal
concentration (MFC) of the ethanolic extract (500 g of fresh plant / 1 L of ethanol)
were determined by the broth dilution method. The control group was constituted
by ethanol in the same proportion of the extract (79°GL). The antimicrobial
activity of the essential oil was performed by the agar diffusion method. Besides,
it was observed the effect of Mentha piperita L. infusion on the adherence of
standard strains of C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis and C. krusei to the
acrylic resin. The results showed that ethanolic extract of Mentha piperita L.
presented fungistatic activity to some strains of C. albicans, C. glabrata and C.
tropicalis, and also fungicidal activity on strains of all Candida species in
comparison with the control group. The essential oil of Mentha piperita L.was
more active to strains of C. albicans followed by C. tropicalis and C. parapsilosis.
The infusion of Mentha piperita L. was not effective to inhibit the Candida
adherence to the acrylic resin. It was concluded that Mentha piperita L. was more
active to strains of C. albicans and C. tropicalis, but was not effective to have any
effect on the adherence of these microorganisms to the acrylic resin.

Key Words: Mentha piperita; yeasts; Candida; microbial sensitivy tests; oils,
volatile; plants, medicinal; acrylic resins.
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