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Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar a atividade antiftingica do extrato alcodlico de
hortela sobre Candida albicans e C. tropicalis. Incluiram-se no estudo C. albicans (ATCC 18804,
ATCC 36802 e 20 isolados clinicos) e C. tropicalis (ATCC 13803 e 20 isolados clinicos) e foram
realizados testes de screening com cepas padrao de C. dubliniensis (NCPF 3108), C. glabrata
(ATCC 90030), C. krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019). O extrato de hortela foi
testado frente as amostras de Candida spp. pelo método de microdilui¢do. Inicialmente, realizou-se
diluicdo seriada do extrato de horteld em caldo RPMI, utilizando placas de microtitulagio; nestas,
inocularam-se suspensdes padronizadas contendo 10° células. mL" de cada cepa a ser avaliada e foi
incluido também um grupo controle do veiculo (dlcool). Os testes foram realizados em duplicata,
as placas incubadas a 37 °C por 24 horas, e a leitura realizada em leitor de microplacas para
determinacd@o da concentragdo inibitéria minima (CIM). A seguir, determinou-se a concentragdo
fungicida minima (CFM) por meio da semeadura do conteiido de cada pogo da microplaca em
dgar Sabouraud dextrose. Os resultados mostraram acdo do extrato de horteld (CIM e CFM) sobre
C. albicans (p =0,00001), mas ndo sobre C. tropicalis [p =0,5296 (CIM) e p = 0,6504 (CFM)]. O
extrato de horteld apresentou agdo superior sobre C. albicans quando comparada a C. tropicalis,
p =0,00001 (CIM e CFM). Concluiu-se que o extrato de horteld apresentou atividade inibitéria e
fungicida sobre as amostras de C. albicans avaliadas.
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Abstract: The aim of the study was evaluate the antifungal activity of the peppermint alcoholic
extract on Candida albicans and C. tropicalis. It was included in the study C. albicans (ATCC
18804, ATCC 36802 and 20 clinical isolates) and C. tropicalis (ATCC 13803 and 20 clinical
isolates), and performed screening tests with C. dubliniensis (NCPF 3108), C. glabrata (ATCC
90030), C. krusei (ATCC 6258), C. parapsilosis (ATCC 22019). The peppermint extract was
evaluated on Candida spp. by microdilution method. Firstly, it was performed serial dilutions of the
extract into RPMI broth in microdilution plates where was inoculated standardized suspensions with
10° cells/ml of each strain to be evaluated, and a control group (alcohol) was also included. The tests
were made in duplicate, the plates were incubated at 37 °C/24 hours and the reading was performed
in a microplates reader to determine the minimal inhibition concentration (MIC). Following, the
minimal fungicide concentration (MFC) was determined by plating the content of each well of
the microplate on Sabouraud dextrose agar. The results showed activity of the peppermint extract
(MIC and MFC) on C. albicans (p = 0.00001), but not on C. tropicalis, p = 0.5296 (MIC) and
p = 0.6504 (MFC). The peppermint extract showed higher activity on C. albicans when it was
compared with C. tropicalis, p = 0.00001 (MIC and MFC). We concluded that the peppermint
extract showed inhibitory and fungicide activity on the C. albicans strains tested.
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Introducao

As leveduras do género Candida sido consideradas mi-
crorganismos oportunistas que podem acometer pacientes
imunocomprometidos e/ou sob terapia antimicrobiana por
longo periodo de tempo.!* Candida albicans é o principal
patégeno de origem fiingica responsavel pela maioria das
infec¢des nosocomiais.*

Alguns fatores locais e sist€émicos podem predispor a
ocorréncia da candidose bucal, como imunocomprometi-
mento, xerostomia, altera¢des hormonais, uso de aparelhos
ortodonticos, proteses totais e pacientes sob terapia antibi-
Gtica prolongada.>> Em pacientes imunocomprometidos,
especialmente nos casos de AIDS, candidoses sdo relacio-
nadas com niveis aumentados de mortalidade e morbidade.>¢
Desta forma, o controle dos niveis de leveduras do género
Candida na cavidade bucal pode ser considerado medida
importante na prevengao desta patologia.

Atualmente, a busca por alternativas ao uso dos tradicio-
nais antiflingicos recai sobre componentes ha muito tempo
utilizados pela medicina popular, os fitoterdpicos. Segundo
Magro et al.”, componentes naturais produzidos pelo me-
tabolismo das plantas sdo potencialmente uma importante
fonte de novos tipos de antifingicos.

Os 6leos essenciais tém sido usados de forma empirica
para uma variedade de finalidades por muitos séculos. Na
ultima década, estudos in vitro avaliaram o efeito antimi-
crobiano desses Oleos, sendo que muitos deles provaram
possuir propriedades antimic6ticas.?

Mentha piperita ou horteld-pimenta, planta da familia
Lamiaceae, estd entre os mais populares ingredientes de
alimentos e chds a base de ervas. Esta planta € utilizada
como alternativa no tratamento de desordens biliares, ente-
rites, gastrite, célica intestinal e espasmos do ducto biliar.’
E relatada ainda sua utilizacdo no combate a desordens
estomacais, problemas do sono e da circulagdo.!” Outros
autores relatam a utilizacdo medicinal de M. piperita em
Oleos essenciais como agente antiinflamatério, antiespas-
modico, antiemético e analgésico.®'! Nota-se, entretanto,
que M. piperita tem sua atividade antimicrobiana (antibac-
teriana, antifingica e antiviral) pouco citada na literatura.’!°
Também ndo existem relatos acerca da sua eficcia frente a
Candida nao-albicans, espécies emergentes e cada vez mais
relacionadas as infeccdes fungicas.?

O objetivo do estudo foi verificar a ac@o antiftingica do
extrato de hortelad (extrato etandlico de M. piperita) sobre
C. albicans e C. tropicalis, além de estudar o screening de
atividade antifiingica do referido extrato frente a amos-
tras padrdo de C. dubliniensis, C. glabrata, C. krusei e
C. parapsilosis.
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Material e método

Foram incluidas no estudo Candida albicans (ATCC
18804, ATCC 36802 e 20 isolados clinicos) e Candida
tropicalis (ATCC 13803 e 20 isolados clinicos); para o
screening, Candida dubliniensis (NCPF 3108), Candida
glabrata (ATCC 90030), Candida krusei (ATCC 6258) e
Candida parapsilosis (ATCC 22019), sendo as amostras
provenientes do Laboratério de Microbiologia e Imu-
nologia da Faculdade de Odontologia de Sdo José dos
Campos — UNESP.

Avaliou-se a acdo do extrato alcodlico de M. piperita
10% (em dlcool etilico de cereais 65%; Pharmaciantiga, Sao
José dos Campos — SP), frente as leveduras pela técnica da
microdilui¢do de acordo com Takarada et al.'?

Inicialmente, as amostras de Candida spp. foram repi-
cadas em dgar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA)
e incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas,
antes da realizacao do experimento.

Posteriormente, foram obtidas suspensdes padronizadas
em 10° células vidveis.mL'em solugio fisioldgica esteriliza-
da (NaCl 0,9%) pela técnica de exclusao com azul de tripan
em camara de Neubauer (Laboroptik, Alemanha), para cada
cepa a ser avaliada.

A seguir, realizaram-se dilui¢des seriadas (50% —0,02%)
do extrato de horteld em caldo RPMI (Inlab, Sao Paulo, SP)
tamponado com MOPS (Sigma, St. Louis, EUA), utilizan-
do placas de microtitulacdo (placas de poliestireno com
96 pocgos) estéreis e com tampa (TPP, Suica). Em seguida,
inocularam-se 100 puL das suspensdes de cada cepa a ser
avaliada. Incluiram-se um controle de crescimento e um
controle de esterilidade. Os testes realizados em duplicata
tiveram as placas incubadas a 37 °C por 24 horas.

Ap6s o periodo de incubacdo, realizou-se a leitura em
leitor de microplacas (Bio-Rad 3550), considerando-se a
densidade 6ptica (DO) medida no comprimento de onda
de 595 nm, de acordo com metodologia proposta por
Takarada et al.'>. O valor da Concentragéo Inibitéria Minima
(CIM) definido como a maior dilui¢do em que ndo houve
crescimento de levedura, correspondendo a DO595 < 0,05.

A seguir, o conteido de cada pog¢o da microplaca foi
semeado em duplicata em dgar Sabouraud dextrose (Difco,
Detroit, EUA) e as placas incubadas a 37 °C por 48 horas
para determinacdo da Concentracdo Fungicida Minima
(CFM). A auséncia de crescimento de coldnias de leveduras
no agar indica a acdo fungicida do extrato de hortela.

Incluiu-se também um grupo controle do veiculo (dlcool
etilico de cereais 65%).

ApOs esta etapa, determinaram-se os valores de CIM,
e CIM,, (CIM necessdria para inibir o crescimento de
50 e 90% das amostras, respectivamente) e CFM,, e CFM,,
(CFM necessaria para inativar 50 e 90% das amostras,
respectivamente).
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Os resultados de CIM e CFM obtidos para o extrato
alcodlico de horteld e o dlcool etilico de cereais 65%
(controle) foram comparados estatisticamente por meio do
teste de Mann-Whitney, com nivel de significancia de 5%.
Diferengas significativas entre estas concentragdes sugerem
efetividade do extrato de hortela em relagdo ao controle.

Resultado

Os resultados mostraram a¢do do extrato de horteld
(CIM90 e CFMQO) sobre C. albicans (p = 0,00001), mas
nao sobre C. tropicalis [p = 0,5296 (CIM,) e p = 0,6504
(CFM,)]. O extrato de hortela apresentou agéo superior
sobre C. albicans quando comparada a C. tropicalis
[p =0,00001 (CIM,, e CFM, )] (Figuras 1 ¢ 2).

Testes de screening com amostras padrdo mostraram
resultados positivos para C. dubliniensis (NCPF 3108),
C. glabrata (ATCC 90030) e C. parapsilosis (ATCC 22019),
o que sugere que estudos futuros com estas espécies podem
trazer resultados de interesse.

Os valores da CIM e CFM para as amostras de
Candida spp. sdo apresentados nas Tabelas 1 a 5.

Discussao

Nos ultimos anos, a atividade antimicrobiana de diver-
sas plantas tem sido amplamente estudada’, na busca por
substancias alternativas.

O extrato de M. piperita, seja na forma de 6leo essencial,
seja de extrato alcodlico, segundo a literatura, apresenta
propriedades antimicrobianas. O mentol é um importante
componente presente nesses extratos e contribui para o
potencial antimicrobiano dessa planta.'!:!3!4

Estudos relatam a acdo antimicrobiana de M. piperita
sobre Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus mutans, Streptococcus pyogenes,
Aspergillus niger e Candida albicans.'®'*'* Segundo
Rasooli et al.'¥; M. piperita apresentou acentuada atividade
inibitéria frente ao biofilme formado por S. mutans, atividade
superior a clorexidina, tanto in vitro quanto in vivo. Além
disso, apresentou também minima concentra¢io bactericida
(6000 ppm) — inferior a clorexidina (8000 ppm) — sobre o
mesmo microrganismo.

A escassez de informagdes relativas a atividade deste
extrato sobre espécies de Candida motivou o desenvolvi-
mento deste estudo. Para esta andlise, as espécies C. albicans
e C. tropicalis foram selecionadas por serem as mais pre-
valentes na cavidade bucal. Devido ao baixo percentual
de isolamento a partir da cavidade bucal, ndo foi possivel
a avaliacdo de cepas clinicas de todas as espécies. Assim,
optou-se por um estudo de screening com amostras padrdo
de C. dubliniensis (NCPF 3108), C. glabrata (ATCC 90030),
C. krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019),

Rev Odontol UNESP, Araraquara, v. 38, n. 4, p. 244-48, jul./ago. 2009

Revista de Odontologia da UNESP

Tabela 1. Valores médios de CIM, , CIM, , CFM, e CFM, do extrato
de hortela e alcool frente as amostras clinicas de C. albicans

CIMSO 90 CFMSO CFM90
(%) (%) (%) (%)

Extrato de hortela 0,36 1,50 0,75 1,50
Alcool 6,25 12,50 12,50 12,50

p=0,00001 (CIM — concentrag@o inibitéria minima e CFM — con-
centracdo fungicida minima)

Tabela 2. Valores médios de CIMSO, CIM%, CFM50 e CFM90 do extrato
de horteld e dlcool frente as amostras clinicas de C. tropicalis

CIM,, CIM, CFM, CEM,,
(%) (%) (%) (%)

Extrato de hortelda 1,50 3,20 3,20 6,25
Alcool 3,12 6,25 6,25 6,25

p =0,5296 (CIM - concentracdo inibitéria minima)
p = 0,6504 (CFM - concentragdo fungicida minima)

Tabela 3. Valores médios de CIM, , CIM, , CFM, e CFM, do extrato
de hortela frente as amostras clinicas de C. albicans e C. tropicalis

CIM CIM, CFM CFM

50 90 50 90

(%) (%) (%) (%)

C. albicans 0,36 1,50 0,75 1,50
C. tropicalis 1,50 3,20 3,20 6,25

p=0,00001 (CIM — concentracao inibitéria minima e CFM — con-
centracdo fungicida minima)

Tabela 4. Valores de CIM (concentragdo inibitéria minima) e
CFM (concentragio inibitéria minima) do extrato de horteld sobre
amostras-padrdo de Candida

CIM (%) CFM (%)

C. albicans ATCC 18804 0,75 0,75
C. albicans ATCC 36803 0,75 0,75
C. dubliniensis NCPF 3108 0,18 0,18
C. glabrata ATCC 90030 0,09 0,09
C. krusei ATCC 6258 - -

C. parapsilosis ATCC 22019 0,09 0,09

C. tropicalis ATCC 13803 - -

Tabela 5. Valores de CIM (concentragio inibitéria minima) e CEFM
(concentragdo inibitéria minima) do dlcool sobre amostras-padrio
de Candida

CIM (%) CEFM (%)

C. albicans ATCC 18804 1,5 12,5
C. albicans ATCC 36803 1,5 12,5
C. dubliniensis NCPF 3108 6,25 12,5
C. glabrata ATCC 90030 3 12,5
C. krusei ATCC 6258 12,5 12,5
C. parapsilosis ATCC 22019 3,12 12,5

C. tropicalis ATCC 13803 - -
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Figura 1. Médias e desvio-padrio dos valores da CIM,, do extrato
de horteld e dlcool sobre C. albicans e C. tropicalis.
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Figura 2. Médias e desvio-padrao dos valores da CFM,, do extrato
de horteld e dlcool sobre C. albicans e C. tropicalis.

espécies também de importancia médico-odontoldgica,
visando enriquecer os resultados. Os dados obtidos neste
estudo mostraram a a¢do tanto fungistatica quanto fungicida
do extrato de horteld ndo somente sobre C. albicans — espé-
cie mais prevalente na cavidade bucal —, mas também sobre
C. dubliniensis (NCPF 3108), C. glabrata (ATCC 90030)
e C. parapsilosis (ATCC 22019), espécies emergentes em
infeccdes fungicas. Dessa forma, estudos futuros incluindo
nimero maior de cepas clinicas de espécies nio albicans
s30 necessdrios.

Segundo a revisdo de McKay, Blumberg®, o dleo es-
sencial de M. piperita apresentou atividade antifiingica
moderada sobre C. albicans e outros fungos patogénicos
relevantes, concordando com os resultados de Duarte et al.>.
Tampieri et al.® verificaram uma melhor eficécia in vitro de
M. piperita sobre C. albicans quando comparada com 6leos
essenciais de outras plantas, mesmo em concentragdes maio-
res. Entretanto, o estudo de Iscan et al.'' mostrou resultados
contraditérios, pois, segundo os Autores, o 6leo essencial
de M. piperita apresentou fraca atividade antifiingica sobre

nistatina apresentou CIM < 12,5 mg.mL"".

No presente estudo, o extrato de horteld ndo apresentou
efeito adicional ao dlcool de cereais 65% (controle) frente
a C. tropicalis. Um achado interessante: a amostra padrao
de C. tropicalis ATCC 13803 foi resistente tanto ao extrato
alcodlico de hortela como ao controle, diferindo dos padroes
das demais cepas clinicas avaliadas. Nao existem estudos
anteriores utilizando esta espécie que permitam andlises
comparativas.

Conclusao

A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que o extrato
de horteld apresentou atividade inibitdria e fungicida sobre
as amostras de C. albicans avaliadas.
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