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Resumo

Mikania hirsutissima (familia), comumente conhecida no Brasil pelo nome de "cip6-cabeludo”, é amplamente
utilizada na medicina popular. As atividades antimicrobianas ja foram investigadas, entretanto, nenhum estudo foi
realizado para avaliar atividades antifingicas da planta. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antifungica do extrato de Mikania cf hirsutissima em isolados clinicos e cepas padrdo de Candida albicans resistentes
ao fluconazol e itraconazol. Apds a coleta da Mikania cf hirsutissima foi realizada a secagem, trituracdo e pesagem,
deixando o material em refugo em alcool absoluto. Posteriormente ao descanso ocorreu a obtengdo do extrato bruto do
caule e da folha. Foram utilizados isolados clinicos de Candida albicans e cepas padrdo. Diferentes concentragdes
etandlicas de folhas e caule foram utilizadas. Para determinar a atividade antioxidante in vitro do extrato etanélico
aplicou-se 0 método do radical livre DPPH. A atividade antiflngica dos extratos etanélicos em cepas de Candida
albicans apresentou resultados satisfatorios, onde o extrato do caule de 100 mg/mL apresentou halos médios de 4,5
mm. Todas as cepas eram resistentes aos antifiingicos itraconazol e fluconazol. As concentragdes de extrato testadas
para avaliacdo da atividade antioxidante mostraram capacidade antioxidante em comparagdo com o padrdo de BHA.
Os resultados demonstraram atividade antifingica em isolados de Candida albicans, onde todas as partes
apresentaram potencial fungicida, mesmo naqueles resistentes ao Fluconazol e Itraconazol. Assim, o posicionamento
desses compostos na pratica clinica pode contribuir para ampliar as possibilidades de tratamento de infeccGes
causadas por essa espécie de leveduras.

Palavras-chave: Cipd cabeludo; Candidiase; Atividade antifingica; Concentracéo inibitéria minima.

Abstract

Mikania hirsutissima (family), commonly known in Brazil by the name of "cip6-cabeludo”, is widely used in folk
medicine. The antimicrobial activities have already been investigated, however, no studies have been carried out to
evaluate the plant's antifungal activities. Therefore, the objective of this work was to evaluate the antifungal activity of
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Mikania cf hirsutissima extract in clinical isolates and standard strains of Candida albicans resistant to fluconazole
and itraconazole. After the collection of Mikania cf hirsutissima, it was dried, crushed and weighed, leaving the
material on waste in absolute alcohol. After the rest, the crude extract of the stem and leaf was obtained. Clinical
isolates of Candida albicans and standard strains were used. Different ethanolic concentrations of leaves and stems
were used. To determine the in vitro antioxidant activity of the ethanol extract, the DPPH free radical method was
applied. The antifungal activity of ethanolic extracts in Candida albicans strains showed satisfactory results, where
the 100 mg/mL stem extract showed average halos of 4.5 mm. All strains were resistant to the antifungals itraconazole
and fluconazole. The extract concentrations tested for the evaluation of antioxidant activity showed antioxidant
capacity compared to the standard of BHA. The results showed antifungal activity in Candida albicans isolates, where
all parts showed fungicidal potential, even in those resistant to Fluconazole and Itraconazole. Thus, the positioning of
these compounds in clinical practice may contribute to expand the possibilities of treating infections caused by this
species of yeast.

Keywords: Hairy vine; Candidiasis; Antifungal activity; Minimum inhibitory concentration.

Resumen

Mikania hirsutissima (familia), cominmente conocida en Brasil con el nombre de "cip6-cabeludo”, es ampliamente
utilizada en la medicina popular. Las actividades antimicrobianas ya han sido investigadas, sin embargo, no se han
realizado estudios para evaluar las actividades antifingicas de la planta. Por tanto, el objetivo de este trabajo fue
evaluar la actividad antifingica del extracto de Mikania cf hirsutissima en aislados clinicos y cepas estandar de
Candida albicans resistentes a fluconazol e itraconazol. Después de la colecta de Mikania cf hirsutissima, se seco,
triturd y peso, dejando el material de desecho en alcohol absoluto. Luego del reposo se obtuvo el extracto crudo de
tallo y hoja. Se utilizaron aislados clinicos de Candida albicans y cepas estdndar. Se utilizaron diferentes
concentraciones etandlicas de hojas y tallos. Para determinar la actividad antioxidante in vitro del extracto etanélico se
aplicé el método de radicales libres DPPH. La actividad antiflngica de los extractos etandlicos en cepas de Candida
albicans mostro resultados satisfactorios, donde el extracto de tallo de 100 mg/mL presenté halos promedio de 4,5
mm. Todas las cepas fueron resistentes a los antiflngicos itraconazol y fluconazol. Las concentraciones de extracto
probadas para la evaluacion de la actividad antioxidante mostraron capacidad antioxidante en comparacion con el
estdndar de BHA. Los resultados mostraron actividad antifingica en aislamientos de Candida albicans, donde todas
las partes mostraron potencial fungicida, incluso en aquellas resistentes a Fluconazol e Itraconazol. Asi, el
posicionamiento de estos compuestos en la practica clinica puede contribuir a ampliar las posibilidades de tratamiento
de infecciones causadas por esta especie de levadura.

Palabras clave: Enredadera peluda; Candidiasis; Actividad antiflingica; Concentracién minima inhibitoria.

1. Introducéo

As infecgBes flngicas causadas por leveduras do género Candida spp. tem se tornado cada vez mais comuns,
contribuindo para o aumento da morbidade e mortalidade em todo 0 mundo (Bhattacharjee, 2016; Bongomin et al., 2017). Seu
perfil varia de uma infeccdo superficial geralmente autolimitada a uma infecgdo invasiva potencialmente fatal em pacientes
imunocomprometidos (Kaushik et al., 2015). A importancia médica da candidiase contrasta com o nimero limitado de opcdes
de tratamento farmacoldgico (Pierce & Lopez-Ribot, 2013; Scorzoni et al., 2017). Além disso, 0 aumento da resisténcia, a
toxicidade do tratamento convencional e os antifingicos comercialmente disponiveis representam um sério problema de saide
publica e, no futuro, a eficicia do tratamento serd um desafio (Pierce & Lopez-Ribot., 2013).

O tratamento de infecgdes por Candida spp. ainda é considerado desafiador. Alguns antifingicos, como os da classe
dos polienos (anfotericina B), por exemplo, apresentam diversos efeitos adversos e toxicos como nefrotoxicidade, toxicidade
hematoldgica e hepatotoxicidade (Campoy & Adrio, 2017; Falci & Pasqualotto, 2015). Além disso, os antiflingicos
clinicamente disponiveis ndo apresentam alta eficacia para o tratamento das infec¢Bes, sobretudo invasivas, o tratamento é
oneroso e deve ser realizado por um longo periodo, o que dificulta a adesdo ao tratamento. Ainda, a acdo fungistatica de alguns
compostos como os azolicos, favorecem a selecdo de cepas resistentes (Andrade Junior, Souza, Cordeiro, Silva, & Lima, 2020;
Dalla Lana et al., 2016).

Diante o aumento dos relatos de toxicidade e resisténcia antifingica relacionados com os compostos antifingicos
disponiveis comercialmente e o consideravel aumento do nimero de infecgOes flngicas, surge a necessidade da busca por
novos compostos ativos. Nos Gltimos anos, o investimento da industria farmacéutica na pesquisa e desenvolvimento de novos

compostos antifingicos tem sido baixo, o que é atribuido ao custo elevado e a utilizagdo por curto periodo, gerando menor
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retorno financeiro (Isham & Ghannoum., 2010).

Esse reconhecimento enfatiza a necessidade de desenvolver novos e mais eficazes agentes antifiingicos (Lima et al.,
2019) a fim de complementar o arsenal antiflngico atual. Compostos naturais sdo atrativos para essa finalidade devido ao seu
amplo espectro de atividades biolégicas com aplicagdes versateis (Duraipandiyan & Ignacimuthu., 2011; Hashem et al., 2019;
Hossain et al., 2019; Mahlo et al., 2016). Com base nessa perspectiva, estudos tém demonstrado que diferentes classes de
compostos foram isoladas a partir de varias partes de plantas do género Mikania, como cumarinas e derivados, sesquiterpenos,
lactonas sesquiterpénicas, diterpenos, fitoesterois, terpendides e flavonoides podendo ser associadas as diversas atividades
farmacoldgicas dessas plantas (Gasparetto et al., 2013; Rufatto et al., 2012). Em geral, as principais atividades farmacolégicas
sdo: acdo anti-inflamatoria, antialérgica, analgésica e antioxidante (Lazzari Almeida et al., 2017).

A espécie Mikania hirsutissima, vulgarmente chamada por “cip6-cabeludo” é comumente utilizada na medicina
popular, possui forte potencial para atividades antimicrobianas (Calfee, 2000; Johann et al., 2011). Baratto et al. (2008),
mostraram que o extrato etandlico das folhas de M. hirsutissima DC apresentou-se ativo contra cepas de Staphylococcus
aureus, no entanto, possiveis efeitos antifungicos dessa espécie ainda ndo foram explorados. Dessa forma, esse trabalho teve
como objetivo avaliar o potencial antifingico do extrato de Mikania hirsutissima em isolados clinicos e cepas-padrdo de

Candida albicans resistentes ao fluconazol e itraconazol.

2. Metodologia
2.1 Material botanico e preparagao das amostras

Mikania cf hirsutissima foi coletada no municipio de Camacho - MG no periodo de agosto de 2013 a outubro de 2013,
utilizando caule e folhas. Ap6s a coleta, a planta foi seca por sete dias em condi¢fes ambientais até peso constante.
Posteriormente a secagem, as folhas foram separadas, trituradas em moinhos de faca e pesadas. Em seguida, as partes das
plantas foram acondicionadas em frasco &mbar previamente identificado, com alcool absoluto (10 % p/v) por um periodo de
sete dias. Apds o periodo de repouso, o extrato foi transferido para o rotavapor para obter o extrato bruto das folhas. Ap6s a

extragdo, o extrato bruto foi transferido para uma placa de petri para secagem.

2.2 Microrganismos

Foram utilizados 05 isolados clinicos de Candida albicans, previamente identificados a nivel de espécie na
instituicdo de origem, fornecidos pela se¢do de Micologia do Laboratério Biocenter LTDA, localizado na cidade de
Divinopolis — MG e uma cepa-padrdo (Candida albicans ATCC 10231). As amostras foram mantidas sob refrigeracdo até

preparo do indculo de trabalho.

2.3 Padronizagdo da suspenséo fungica
Culturas de levedura de 48 horas de crescimento em caldo Sabouraud dextrose (SDC) foram transferidas para PBS
pH 7,2 e ajustadas para turvacdo de acordo com a escala de 0,5 de McFarland (106 UFC/mL) que foi confirmada por leitura

espectrofotométrica a 625 nm com valor de absorbancia entre 0,08 e 0,10 que foram entdo usados nos testes.

2.4 Atividade antifungica pelo método de microdiluigdo em caldo

Uma aliquota de 100 puL. de Candida albicans foi semeada em Sabouraud Agar Dextrose. A concentracdo do extrato
etandlico de Mikania cf hirsutissima utilizada nas seguintes concentragdes 50mg/mL (folha e caule) e 100 mg/mL (folha e
caule) dissolvido em 100 mL de metanol, uma rede de 25 pg/mL foi inoculada nos micro pogos e realizada a diluicéo seriada.

Apos o preparo de todo o procedimento, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas (CLSI, 2008). A atividade antiflngica
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da Mikania cf hirsutissima foi obtida a partir de extrato etanélico contra 05 isolados clinicos de Candida albicans e uma cepa
padrdo ATCC — 10231. Foram utilizados como controle positivo dois farmacos da classe dos azois, sendo eles o Itraconazol

(10 pg) e o Fluconazol (25 ug). Estes farmacos foram escolhidos, pois as cepas apresentaram resisténcia antifingica.

3. Resultados

Os resultados mostram que todos 0s extratos na concentragdo de 100 mg/mL apresentaram atividade antifingica e os
extratos na concentragdo 50 mg/mL ndo apresentaram atividade antifungica (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade fungicida das partes da Mikania hirsutissima.

Micro-organismo N° Parte da Planta / Concentragao Diametro do Halo
Folha Caule
CA 1203 0,8 mm 0,8 mm
CA 1152 0,8 mm 0,7 mm
CA 1083 Folha 100 mg/mL Caule 100 mg/mL 0,7 mm 11,0 mm
CA 1176 0,7 mm 0,8 mm
CA 1417 0,6 mm 12,0 mm
CA - ATCC -10231 0,5 mm 0,3 mm
MEDIA DE DIAMETRO DOS HALOS 0,6 mm 4,5 mm

Fonte: Autores.

Trés cepas de Candida albicans foram resistentes, uma sensivel e duas intermediarias de acordo com as
recomendacdes do Clinical Standard Laboratoryinstitute (CLSI, 2019) ao Fluconazol 25 pg como demostrado na tabela.

Todas as cepas de Candida albicans apresentaram resisténcia ao Itraconazol 10 ug (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise dos didmetros de inibicdo dos antifungicos fluconazol e itraconazol.

Microorganismo n° Farmaco/ug Diametro do halo Referéncia*
CA 1203 16,0 mm > 19 mm — sensivel
CA 1152 0,0 mm
CA 1083 0,0 mm 19 — 14 mm Intermediario
CA 1176 FLUCONAZOL 25 pg 20,0 mm
< 14 mm — Resistente
CA 1417 15,0 mm
CA - ATCC-10231 0,0 mm
CA 1203 0,7 mm >20 mm — sensivel
CA 1152 0,0 mm
CA 1083 ITRACONAZOL 10 ug 0.4 mm 12 — 19 mm Intermediario
CA 1176 0,7 mm
<11 mm - Resistente
CA 1417 0,9 mm
CA - ATCC -10231 0,0 mm

*NCLLS (CLSI) — Menthod for antifungal disk diffusion susceptibily testing of yeasts — M44 — P. 2019. Fonte: Autores.
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4. Discussdo

Até o presente momento, ndo encontramos na literatura estudos que avaliassem a atividade antifingica da Mikania
hirsutissima contra cepas de C. albicans, mostrando a relevancia desse estudo inicial para futuras aplicaces clinicas.

A atividade farmacol6gica de compostos naturais esta relacionada com seus constituintes quimicos presentes. Dentre
0s constituintes dessa espécie, destaca-se o acido caurendico, um diterpeno, esqueleto tetraciclico rigido, conhecido como
caurano. Os cauranos sdo biosintetizados por fungos e plantas como um metabolito secundario (Matos et al., 2018). O acido
caurendico é formado por anéis (A, B e C) peridrofenantremo, ligado por uma ponte entre C8 — C13 é uma unidade de ciclo
pentano (Anel D). As partes da Mikania ssp. que apresentam maior concentragdo de &cido caurendico séo as partes areas das
plantas (Marques Fonseca et al., 2021).

O é&cido caurendico é um &cido fraco, estes tipos de acidos promovem transporte de prdtons através de membrana, este
acido é de facil ionizacdo e hidrosolubilidade em pH 7 (Wilkens et al., 2002). Acredita-se que o caurano tenha a propriedade
de inibir o crescimento de Candida albicans, podendo ser este, um dos responsaveis pela atividade antifingica aqui observada
(Amaral et al., 2009), como reforca um estudo realizado por Oga et al. (1985), no qual demonstrou que o &cido caurendico
presente nas espécies de Mikania, apresenta atividade contra a Candida albicans.

Muitas vezes o fungo age como fator gerador de novos farmacos a partir de compostos naturais, Gongalves et al.
(2018) em seu estudo utilizaram o fungo Aspergillus terrius, onde ocorre a biotransformacéo do 4cido caurendico, esta acdo se
da através de enzimas fingicas, assim gerando um novo composto biotransformado, no qual serd analisado sua agdo
farmacoldgica. Neste mesmo estudo o autor relata que a carboxila C19 é responsavel pela agdo antiplasmoética do acido
caurendico.

Os teores de cumarinas muitas vezes pode ter sido modificado no género Mikania em razéo de tempo e temperatura,
estas perdas estdo relacionadas com abertura do anel cumarinico e isomerizagdo do composto da forma trans (Amaral et al.,
2009). As cumarinas herniarina (7 - metoxicumarina) se manifestam pela inibi¢do das hifas, alterando a morfologia nuclear das
vesiculas e a mudanca da densidade do citoplasma, apresentando anormalidades nas mitocdndrias, na parede celular das
bactérias e nas estruturas dos fungos (Ali et al., 2021). Dessa forma, sugere-se que a Mikania hirsutissima possui potencial
atividade antiflngica por apresentar uma concentragdo consideravel dessa cumarina.

Além disso, estudos relatam que o humuleno (sesquiterpeno) se concentra nas partes areas e raizes das plantas,
podendo ser encontrado também em 6leos essenciais. Este, por sua vez, é um importante precursor flngico das plantas, em que
apresenta forte acdo sob a Candida albicans, assim o humuleno se trata de uma parte integradora para agdo antifingica da
Mikania hirsutissima sob as cepas de Candida albicans (Mendes de Lacerda Leite et al., 2021)

No presente estudo, todos os isolados clinicos de C. albicans incluidos apresentavam resisténcia ao itraconazol, 50 %
foram resistentes ao fluconazol e 16.66 % foram sensiveis ao extrato etandlico de Mikania cf hirsutissima. Os isolados clinicos
gue mais se mostraram resistentes ao itraconazol (CA1152 e CA ATCC 10231), isolados no qual ndo apresentaram nenhum
halo de sensibilidade o isolado CA1083, CA1152 e ATCC 10231 apresentaram resisténcia ao fluconazol.

Analisando os dados obtidos, verificou-se que o isolado clinico CA1152 apresentou uma alta resisténcia a terapia
antiflngica sintética proposta neste estudo (fluconazol/ itraconazol). Essa resisténcia pode estar relacionada com a dificuldade
em adesdo & terapia antifungica, devido a diversos fatores efeitos indesejaveis como nefrotoxicidade, toxicidade hematoldgica
e hepatotoxicidade (Campoy & Adrio, 2017; Falci & Pasqualotto, 2015). Além disso, o tratamento antiflngico clinicamente
disponivel é oneroso e deve ser realizado por um longo periodo, o que dificulta a adesdo ao tratamento. Ainda, a acéo
fungistatica de alguns compostos como os azolicos, favorecem a selecdo de cepas resistentes dificultando o desenvolvimento
de uma terapia eficaz para tratamento de infecges causadas por Candida albicans.

Os resultados obtidos neste estudo apontam que o extrato da Mikania cf hirsutissima, apresentou de forma satisfatoria,
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atividade antiflngica sobre os isolados clinicos testados, no qual todas as partes das plantas evidenciaram seu potencial uso
fungicida, mesmo aquelas que resistentes ao fluconazol e o itraconazol. Este efeito antifingico da Mikania cf hirsutissima,
ocorre possivelmente devido a sua composi¢do fitoquimica, portanto, mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar os

mecanismos envolvidos na atividade farmacoldgica observada.

5. Considerac0es Finais

Este estudo mostrou satisfatoriamente o potencial efeito antifingico dos extratos de Mikania hirsutissima contra
isolados de C. albicans, no qual todas as partes da planta apresentaram potencial fungicida, mesmo os isolados sendo
resistentes aos antiflingicos fluconazol e itraconazol. Além disso, aponta a necessidade de novas pesquisas para elucidagdo do
potencial acdo antiflngica, para que o posicionamento desses compostos na pratica clinica, possa contribuir na ampliagdo das
possibilidades de tratamento de infecgBes causadas por essa espécie de leveduras. Portanto, sugere-se a execugdo de um estudo

pré-clinico in vivo para melhor elucidacéo da atividade farmacoldgica.
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