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RESUMO

As infeccOes hospitalares e a resisténcia aos antifungiogsralemas crescentes na
saude publicaCandida albicans é considerada a principal espécie do género Candida
representando cerca de 90% dos processos infecciosos de can@igisesentestudo

teve como objetivo determinar a concentragdo inibitéria minima (@tMdxtrato bruto

de Mikania glomerata (guaco)contra isolados clinicos de. albicans. Cinco amostras

do fungo coletadas em laboratorios clinicos foram identificadas &pBpC, D e E. O
extrato hidroalcéolico das folhas de guaco foi obtido por maceracadieaausliluido

em solucdo tween em salina nas concentracdes entre 50 e 400 gatizidade
antimicrobiana foi avaliada pelo método de microdiluicdo em caldo e controle foi
utilizado o antifangico nistatina. Apos 48 de incubacao, foram premal@ateanas com

10 pL do conteudo de cada poco e azul de lactofélconcentracdes inibitorias
minimas obtidas foram <400, <300, <250 e <50 pg/mL para os isolados AeH;,D
respectivamente. Para o isolado C, ndo foi observado crescimentoomtescoes
testadas. Portanto, o extrato brutdwieglomerata apresentou atividade contra 80% dos
isolados deC. albicans, sugerindo a presenca de compostos ativos e a possibilidade de
desenvolvimento de um agente antifungico.

Palavras-chave Candida albicans. Mikania glomerata. Infec¢des. Saude Publica.
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STUDY invitro OF ACTIVITY ANTIFUNGAL GUACO EXTRACT
(Mikania glomerata) AGAINST Candida albicans

ABSTRACT

Nosocomial infections and antifungal resistance are increagingerns in public
health.Candida albicans is considered main specie of Candida genus, representing 90%
of candidiasis cases. Then, this study aimed to determine Mininminibitbry
Concentration (MIC) ofMikania glomerata crude extract againstandida albicans
clinical isolates. For this, five samples of fungus collectedimcal laboratories were
identified as A, B, C, D and E. The hydroalcoholic extract @fcgueaves was obtained

by exhaustive maceration and diluted in tween solution of salineebet®0 and 400
pg/mL. Antimicrobial activity was carried out by microdilutidachniques and as
positive control was used nystatin antifungal. After incubation, slwlere prepared
with 10 pL of each well content and lactophenol blue. The results shdivet
minimum inhibitory concentrations obtained were <400, <300, <250 and <50 pg/mL for
A, B, D and E samples, respectively. To C sample the extracinaative in analyzed
concentrations. So, thd. glomerata crude extract showed activity against 80%Cof
albicans isolates, suggesting the presence of active compounds and the possibility
developing an antifungal agent.

Keywords: Candida albicans. Mikania glomerata. Infections. Public health.

1 INTRODUCAO

As infeccdes hospitalares e a resisténcia aos antifUngianspisdblemas
crescentes na saude publica (MORETTI, 2007; STOPPA et al., 208%cdddo com
Berrouane et al. (1999) e Maluche e Santos (2008), a maioria degsades é
causada, principalmente, pelos fungos leveduriformes do g&aedida. Esse grupo
possui aproximadamente 200 espécies, porém somente 10% podem colonipar o cor
humano. Sdo considerados patdgenos oportunistas, porém o comensalisembeexist
entre fungos e hospedeiros pode desencadear uma relacdo parasitar
desenvolvimento de infec¢cdes denominadas candidiases (ALVARES et al., 2007).

Candida albicans é considerada a principal espécie patogénica, sendo
responsavel por 90% dos casos de infeccfes (FRIDKIN et al., P@@uz quadros
infecciosos na vulva, vagina, e raramente no Utero. Além disso, poder axganemdros
infecciosos em pacientes imunocomprometidos, diabéticos e usuarioemtorde
antibiéticos de amplo espectro (FIDEL et al., 1999; LIMA et al., 20B&umas
caracteristicas, ou fatores de viruléncia, sdo responsaveis peigerpaidade deC.
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albicans como ades&o a substratos inertes e biologicos, formacéo de tuboageomi
variabilidade fenotipica e genotipica, variabilidade antigénica, imodolacdo do
hospedeiro, dentre outras (ALVARES et al., 2007).

O aumento significativo das infecgbes nosocomiais oportunistasapiater
antifingica limitada demonstram a necessidade de novos antifungitoefinientes e
menos toxicos (COLOMBO et al., 2007; FRIDKIN et al., 1996; MORETRDOQ7).
Diante disso e da grande variedade terapéutica oferecida patéaspicada vez mais
sao feitos investimentos na busca de agentes farmacologicartieoge(laIMA et al.,
2006).

Mikania glomerata Sprengel, espécie da familia Asteraceae, conhecida
popularmente como guaco, nativa do sul do Brasil, é encontrada em Miras, Rio
de Janeiro e S&o Paulo (ROCHA et al., 2008). E muito cultivada, poseate/arias
propriedades como acdo broncodilatadora, antiasmatica, expectordmiéigée
antigripal e estimulante de apetite (ABOY et al., 2002). Aléssali é eficaz no
combate de traumatismos, nevralgias, dores reumaticas e pruridos (LORENZI, 2002)

Estudos realizados com o Oleo essencialMdeglomerata verificaram forte
atividade contra espécies do gén€amdida e dentre os componentes deste 6leo alguns
apresentaram atividade antimicrobiana (BARATTO et al., 2008). mdguespécies
dessa familia sdo conhecidas na medicina popular pelas propriedatigssicas, anti-
inflamatoria, antimicrobiana, dentre outras, semdloglomerata alvo do estudo em
guestdo (ROCHA et al.,, 2008). Dessa forma, o presente estudo teweobgtivo
determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) do extrat@arfale M. glomerata
contra isolados clinicos d& albicans.

2 MATERIAL E METODOS

As folhas deM. glomerata foram coletadas em julho de 2009 no Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Minas Gerai8JEMG, campus
Montes Claros-MG. O material vegetal foi seco em estufar @aculante a 40 °C por
aproximadamente 20 horas, em seguida, foi pulverizado rendendo 50 g de material seco.

O extrato bruto foi obtido por maceracdo exaustiva com quatro pated2s0
mL de etanol 96 °GL por sete dias. Ap0ds cada semana, o megstiihnte foi filtrado
e 0 solvente extraido em evaporador rotativo. O extrato obtido foi mantidesteifa
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por 48 horas a 40 °C, para total secagem. A solucéo teste do extratphniada a 400
pHg/mL em solucao de tween 80 a 5% em salina.

Os isolados de&. albicans foram doados de Laboratorios clinicos de Montes
Claros provenientes de pacientes diferentes, ndo identificados. éstrasnforam
classificadas como A, B, C, D e E. As suspens0Oes foram prepaadsolucéo salina
estéril (NaCl a 0,85%) e padronizadas por comparacdo com o tubo @Scala
McFarland (0,1 mL de cloreto de bario a 1,0% + 9,9 mL de acido suliirl¢d%) por
meio de verificacdo das absorvancias em 625 nm (NCCLS, 2014). Em séguielita
diluicio do meio de cultivo liquido de modo a fornecer o inéculo de 1,8 WAO/mL
(Unidade Formadora de Col6nia). Para determinacdo da CIM, faiadalia técnica de
microdiluicéo.

A concentracao inicial do extrato bruto foi de 4@ImL e nos pocos seguintes
foi adicionado meio de cultura (Agar Sabouround Dextrose) de forma que a
concentracdo diminuisse de 50 em 3§ pL. Como controles positivos, foram
adicionados 20 pL de in6cul€dndida albicans) e 80uL de caldo (meio de cultivo
liquido) para testar o crescimento do fungo e como controles reg&/uL de
inoculo (Candida albicans), 70 uL de caldo (meio de cultivo liquido) e 3@ do
antifingico nistatina (5Qg/ puL).

O experimento foi realizado em triplicada para cada amost@a abicans (A,

B, C, D e E). Ap0s 48 horas de incubacdo a 35 + 2 °C, foi feitatumaleem
microscopio 6ptico, objetiva de 40 x, utilizando laminas conull@o conteudo de
cada poco, referente aos controles e as amostras, e uma gettugio azul de
lactofenol (STOPPA et al., 2009)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato bruto déVl. glomerata apresentou atividade sobre quatro dos cinco
isolados deC. albicans analisados, porém a amplitude da acédo foi bastante variada
(Tabela 1). As concentracdes inibitdrias minimas apresentada®s #0400 pg/mL,
<300 pg/mL, <250 pg/mL e <50 pg/mL para os isolados A, B, D e pecttgamente
(TAB. 1).

Para o isolado C, o extrato ndo foi ativo, sendo observado crescimento das

leveduras em todas as concentracdes testadas. Nas concenegatdgue houve
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desenvolvimento de A, B, D e E este apresentou taxa menor que urmardeper
campo. Os controles, positivo e negativo, responderam como esperado,

crescimento presente e ausente, respectivamente.

Tabela 1- Acéo do extrato 8 glomerata em isolados clinicos d&. albicans

Isolado clinico deC. albicans

[Extrato]
ug/mL A B c D E
400 NC NC c NC NC
350 c NC c NC NC
300 c NC C NC NC
250 c c c NC NC
200 c c c c NC
150 c c c c NC
100 c c c c NC
50 c c c c NC

Fonte: Dados da pesquisa.
Nota: NC — Nao houve crescimento; C — Houve cresetm

As infecc¢Bes fungicas sé@o de dificil tratamento o que relapioneipalmente a
resisténcia dos agentes etiolégicos aos antifingicos atualmotgizdos (ARAUJO et

al., 2004). Em vista dessa atual situacdo, a investigacao por novi@meialssativas de

com

fontes naturais, incluindo as plantas, vem ganhando importancia nariadust

farmacéutica (DUARTE, 2006). Como o0s produtos naturais possuem potencial

antibiotico, consequentemente, representam a possibilidade efetiva veaice e
tratamento de doencas infecciosas de origem fungica (LIMA et al., 2006).

A candidiase representa a infeccdo mais comu®n a@bicans a espécie mais
recorrente (FIDEL et al.,, 1999; LIMA et al.,, 2006). Véarios processm®o, por
exemplo, o uso de medicamentos seletivos e novas patologias, coantmitpdra o
surgimento de cepas @ albicans mais virulentas (BERROUANE et al999). Assim
sendo, a variacdo das CIMs obtidas sugere a existéncia decoepasecanismos de
resisténcia e mais virulentas, uma vez que as amostras segt@sisuem origens
diferentes.

Estudos comprovaram gud. glomerata, por meio do 6leo essencial, exibiu
uma forte atividade contr@. albicans (BARATTO et al., 2008). Além disso, estudos
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das atividades farmacologicas dessa espécie apontam para édadedi
antiespasmadica, antiedematogénica, broncodilatadora, espasmoliticdilatadora,
antiofidica e antimicrobiana (ABOY et al., 2002; DUARTE et al., 2BESSINI et al.,
2003; ROCHA et al., 2008; SILVA et al., 2005).

O extrato deM. glomerata apresentou forte atividade, com inibigcdes de 0,04 a
0,12 mg/mL paraBacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Streptococcus faecium
(DUARTE et al., 2006). Ruppelt et al. (1991) estudaram a atividadgésita e
antiinflamatéria do chad de guaco. Estudos quimicos evidenciaram quastidade
significativas dos compostos terpendides, cumarinas, flavonoides sodiagucares,
sendo a cumarina frequentemente mencionada como substancia 80a @ al.,
2002; AMARAL et al., 2003).

Holetz et al. (2002)lassificaram 0s extratos vegetais quanto a atividade
antimicrobiana, sendo boa (CIM < 1(3@/mL), moderada (CIM de 500 a 10Q8/mL)
e baixa (CIM maior que 1000g/mL). Assim, de acordo com os resultados obtidos, o
extrato bruto deM. glomerata pode ser classificado como moderadamente ativo, uma
vez que apresentou CIMs menores que ifihL para maioria das amostras avaliadas.

Portanto, este estudo demonstra a importancia de estudos mais aprofundados
envolvendo a acdo do extrato de guaco cdbtadbicans, utilizando um namero maior
de amostras e cepa padrdo como referéncia. Além disso, éanecesalizacdo de
estudos toxicoldgicos e clinicos como suporte de seguranca paradestsgroduto

como antifungico.
4 CONCLUSAO

Observou-se a presenca de atividade antifUngica cGnaidicans em 80% dos
isolados clinicos testados, obtendo concentragao inibitéria minima @oiké) 50 e 400
nug/mL. E interessante ressaltar que nos pocos onde houve crescesanfoj muito

pequeno (<1l/campo) comprovando que o extrato hidroalcdolico brib glemerata

€ ativo contreC. albicans.
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