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RESUMO

O feijao-guandu é uma espécie perene pertencente a familia Fabaceae. E um arbusto ereto,
ramificado e peludo, de 1 a 2 metros de altura. Suas folhas sdo usadas popularmente para
diabetes, rouquidao, gastrite, afta, cérie e cicatrizacéo de feridas. Apesar de relatos de usos
populares para patologias humanas, o estudo da espécie Cajanus cajan € excipiente frente
a doencas fangicas, como as causadas por Candida spp. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antifingica da espécie Cajunus cajan frente a espécie de
Candida albicans ATCC-18804. A amostra vegetal foi coletada em Barroso — MG. O extrato
etandlico foi produzido por maceracdo exaustiva no periodo de 15 dias. A atividade
antifungica foi avaliada segundo a metodologia proposta pela organizacdo americana
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A2. As concentracfes de extratos
testadas foram 1000 pg/mL; 500ug/mL; 250ug/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 ug/mL;
15,6 pg/mL; 7,8 pg/mL; 3,9 pg/mL; 1,9 pug/mL; 0,97 pg/mL; 0,48 pg/mL; 0,24 pug/mL e
0,12pg/mL. O antifungico fluconazol foi usado como controle positivo. O controle do meio
RPMI-1640, do solvente e do crescimento fungico foram realizados. Os testes foram feitos
em duplicata. O extrato etandlico das folhas de Cajanus cajan demonstrou potencial
antifingico moderado, apresentando uma CIM de 1,9 pg/mL frente a cepa ATCC-18804 de
Candida albicans.
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Pigeon pea is a perennial plant belonging to the Fabaceae family. Its leaves are popularly
used for diabetes, hoarseness, gastritis, cold sore, caries and wound healing. Despite
reports of popular uses for human pathologies, the study of the Cajanus cajan specie is
excipient against fungal diseases, such as those caused by Candida ssp. The present study
aimed to evaluate the antifungal activity of the Cajanus cajan against Candida albicans
species ATCC-18804. The plant sample was collected in Barroso - MG. The ethanolic extract
was produced by exhaustive maceration in the period of 15 days. The antifungal activity was
evaluated according to the methodology proposed by the American organization Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A2. The concentrations of extracts tested were
1000 pg/mL; 500ug/mL; 250pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,25 pug/mL; 15,6 pg/mL; 7,8
pg/mL; 3,9 pg/mL; 1,9 pg/mL; 0,97 pug/mL; 0,48 ug/mL; 0,24 pg/mL e 0,12ug/mL. As positive
control, the antifungal fluconazole was used. Control of RPMI-1640 medium, solvent and
fungal growth were performed. The tests were done in duplicate. The ethanolic extract from
the leaves of Cajanus cajan showed an moderate antifungal potential, presenting a MIC of
1,9 ug/mL against the strain ATCC-18804 of Candida albicans.

Keywords: Pigeon pea; Cajanus cajan; antifungal test.

1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), plantas medicinais sao todas
aguelas que contém em um ou mais partes de seus 6rgaos, substancias que podem
ser utilizadas com propésitos terapéuticos ou que sejam precursoras de semi-
sintese, quimico farmacéutica (SILVA et al., 2012).

A utilizacdo de plantas medicinais € uma das mais antigas alternativas empregadas
no tratamento de varios processos patoldgicos, tais como diabetes, hipertenséo,
candidose, dentre outros (SALVAGANI et al., 2008; SOBRINHO, GUEDES-BRUNI,
CHRISTO, 2011; FERREIRA, RODRIUGUES E COSTA, 2016).

A Candida spp é um fungo leveduriforme que faz parte da microbiota normal de
varios sitios anatdbmicos, sendo capaz de aumentar sua populacdo e passar de
colonizante para infectante, podendo ser classificada na clinica médica como
infeccbes superficiais ou oportunistas. A designacdo acompanha a localizacdo e
geralmente esta ligada aos pacientes com doengas imunossupressoras, pacientes
que apresentam condicbes de debilidade tais como diabetes, Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA), neoplasias entre outras. E encontrada como flora
normal da mucosa oral, da pele, do trato gastrointestinal e urogenital (MKAEILI et al.,
2012).
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A destruicdo da microbiota benéfica interfere no sistema imune e endocrino
contribuindo com o aumento da populacdo de leveduras e facilmente se tornam
resistentes aos antifingicos usuais ja que suas defesas se encontram debilitadas
(MKAEILI et al., 2012).

Devido ao aumento da resisténcia aos antifungicos e a complexa atividade nas
células eucariotas, pois existe uma semelhanca dos fungos com as nossas proprias
células, é extremamente importante o estudo de novas alternativas terapéuticas para
o tratamento da candidose (CORADI, GONCALVES & GONCALVES, 2017).

Os estudos da espécie Cajanus cajan sdo mais direcionados para a producdo dos
grdos verde e constituem uma grande quantidade de vitaminas, proteinas e
minerais, existindo poucos estudos da atividade antifiungica da espécie. Atualmente,
tem sido empregado na alimentacdo de animais, entretanto, é utilizado pela
populagcdo como planta medicinal, com o nome popular de feijdo-guandu
(ALBERNAZ, 2010; SUN et al., 2017).

Devido a caréncia de estudos da atividade antifingica da planta Cajanus cajan e a
necessidade da descoberta de farmacos para o tratamento da candidose, torna-se
extremamente relevante a avaliagdo da atividade antifungica frente as espécies
Candida spp (ANDRADE, 2009; ALBERNAZ, 2010).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade inibitéria do extrato
etandlico feito a partir das folhas da planta Cajanus cajan sobre a espécie Candida
albicans- 18804 ATCC.

MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta e obtencédo das amostras

A coleta das folhas foi realizada em agosto de 2013, na Cidade de Barroso, MG,
Brasil. O 6rgéo da planta selecionado para a producao do extrato foi folhas frescas,
pré-selecionadas sem manchas ou contaminantes. As folhas foram higienizadas com
agua e secas, sendo rasuradas em seguida. O processo de producdo do extrato foi
maceracao a frio com alcool a 70% (v/v), segundo metodologia de Simdes (1999). O
material vegetal (28,86 g) previamente rasurado foi macerado com etanol a 70%, por

periodo de 15 dias a temperatura ambiente. Através da filtracdo simples as folhas
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foram separadas do extrato e em seguida o solvente foi recuperado em evaporador
rotativo (Evaporador Rotativo Tecnal TE210) a 40 °C, sob pressao reduzida e o
extrato etanolico bruto foi pesado, seco em dessecador por 7 dias. O rendimento do
extrato foi de 10,5% e o mesmo foi armazenado em geladeira por um periodo de 10

dias.

2.2. Atividade antifungica

Leveduras: origem e manutencao

Para avaliacdo antifungica, foi utilizada a linhagem padrdo de Candida albicans-
ATCC 18804. A manutencédo da levedura foi adicionada e cultivada em caldo Gymp
(glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, extrato de malte 1% e fosfato de soédio
monobasico 0,2%) com 15% de glicerol estéril e armazenado em ultra freezer a -
80°C. Para os ensaios realizados as leveduras foram crescidas em agar Sabouraud
dextrosado (SB) (Sigma-USA) e incubadas em estufa microbiolégica a 35° C durante
24-48 horas.

Preparo do in6culo

O in6culo foi preparado conforme a metodologia padronizada pela organizacédo
americana Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) M27-A3 (2008). Para
isto, o isolado de C. albicans utilizado foi crescido por 24horas em agar Sabouraud
dextrosado (SB) a 35 C. Apds este periodo 2 a 3 colbnias foram retiradas
assepticamente com auxilio de uma alca bacteriol6gica descartavel e estas foram
suspensas em 5 mL de solucdo salina estéril a 0,85% e homogeneizadas em vortex.
Posteriormente a turbidez da suspensdo de leveduras foi ajustada em
espectrofotometro (FENTO 700 Plus) a fim de se obter uma transmitancia de 75% a
80% em comprimento de onda 530 nm o que corresponde a concentracao padrao de
levedura com 1x 10%a 5 x 106 células/mL.

A partir desta suspensao foram realizadas duas diluicdes, primeiramente 1:50
seguida de da diluicdo de 1:20 em meio RPMI-1640 (INLAB, SP, Brasil) com tampé&o
MOPS (&cido 3-[N- morfolino] propanosulfénico) 0,165 M (SIGMA), pH 7, obtendo-se
desta forma a concentracdo a 1 x 10% a 5 x 10°% células/mL, conforme descrito no
documento M27-A3 do CLSI (2008).

85



Agora — A revista cientifica da FaSaR — Ano | - n°02 - dezembro — 2017

Determinacado da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

O teste de microdiluicdo para determinacdo da CIM foi realizado em meio sintético
RPMI-1640 acrescido de MOPS e preparado de acordo com o documento M27-A3
(CLSI, 2008).

A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo teste de micro diluicdo
em caldo realizado em microplacas de 96 pocos (Biofil®), seguindo as orientagdes
contidas no documento M27-A3 (CLSI, 2008).

Os ensaios foram realizados com o extrato bruto etandlico das folhas de Cajanus
cajan em concentragées 1000 pg/mL; 500ug/mL; 250ug/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL;
31,25 pyg/mL; 15,6 pg/mL; 7,8 pg/mL; 3,9 pug/mL; 1,9 pg/mL; 0,97 pg/mL; 0,48 pg/mL;
0,24 pg/mL e 0,12ug/mL, conforme preconizado pelo protocolo CLSI (M37-A2). O
antifangico fluconazol solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado como
padrdo positivo nas mesmas concentracdes que os extratos. O alcool 70°GL foi
utilizado como controle negativo. Os controles do meio de cultura, do crescimento
fungico, dos extratos vegetais foram realizados. A espécie usada para o teste foi
cepa adquirida da American Type Culture Collection (ATCC), sendo determinada
como Candida albicans (ATCC 18804).

Logo apds a micropipetagem dos indculos, do meio de cultura e dos controles, as
microplacas foram tampadas e incubadas a 28°C por 48 horas. Para a leitura dos
resultados as placas foram lidas visualmente com auxilio de suporte e espelho. A
CIM do extrato de planta foi definida pela menor concentracdo para o qual se
observou a auséncia de crescimento visivel, ou seja, a nitida transparéncia,

expressos em ug/mL. Todos os testes foram realizados em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O resultado da CIM do extrato da planta Cajanus cajan contra o isolado de C.
albicans ATCC- 18804 esta demonstrado na Tabela 1.
No experimento o controle positivo, do meio, do crescimento fungico, dos solventes

e dos extratos foram adequados.
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Tabelal: Concentracdo Inibitoria Minima dos extratos vegetais de Cajanus cajan

sofre o crescimento da levedura Candida albicans ATCC- 18804.

Amostras testadas Concentragao (ug/mL)
Extrato bruto etandlico Cajanus cajan 1,9
Fluconazol 0,48

Nas concentracfes de 1000 pg/mL; 500ug/mL; 250ug/mL; 125 pg/mL; 62,5 pug/mL;
31,25 pg/mL; 15,6 pg/mL; 7,8 pg/mL e 3,9 pg/mL o crescimento fungico foi
visivelmente observado. Nas concentracdes de 1,9 pg/mL; 0,97 pg/mL; 0,48 pug/mL;

0,24 pug/mL e 0,12pug/mL ndo houve crescimento visivelmente observavel.

O poder antimicrobiano de produtos vegetais foi proposta uma escala por Aligianis et

al. (2001), a partir de resultados obtidos de concentragfes inibitdrias minimas
obtidas através de técnica de microdiluicdo. Produtos cuja CIM seja de até 0,5
pHg/mL possuem forte poder antimicrobiano. Concentracdes entre 0,6 e 1,9 pug/mL

sdo munidos de moderado poder antimicrobiano. J& aqueles produtos com valores

de CIM acima de 2,0 pg/mL séo tidos como fraco poder antimicrobiano.

A avaliacdo quantitativa da atividade antifingica (determinacdo da Concentracéo
Inibitéria Minima — CIM) demonstrou que o extrato bruto etandlico das folhas de
feijdo-guandu (Cajanus cajan) tem moderada atividade antimicrobiana contra
C.albicans na concentragéo de 1,9 pg/mL.

Diversas partes de Cajanus cajan, principalmente as folhas, tém sido extensivamente
pesquisadas por conta de suas propriedades etnofarmacoldgicas. Na realizacdo do
ensaio antifungico por Brito (2011) foi encontrado para o extrato das folhas valor CIM de
256 pg/mL frente a Candida albicans, sendo que ndo usou a mesma espécie de Candida
e alguns outros fatores podem influenciar como a secagem, as partes da folha, a época
de coleta, entre outros.

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta frequéncia com

que colonizam e infectam o hospedeiro humano. Espécies de Candida sé&o

encontradas no tubo gastrintestinal em 20% a 80% da popula¢éo adulta saudavel.

Esses micro-organismos comensais tornam-se patogénicos, caso ocorram alteracdes nos

mecanismos de defesa do hospedeiro ou o comprometimento de barreiras anatémicas
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secundariamente a queimaduras ou procedimentos médicos invasivos (COLOMBO &
GUIMARAES, 2003).

As espécies de Candida sédo as leveduras mais usualmente envolvidas na etiologia de
infeccbes micoticas. A candidose caracteriza-se como a infec¢do fungica mais comum
sendo Candida albicans seu agente etiologico mais frequente (COLOMBO &
GUIMARAES, 2003).

Atualmente, no mercado farmacéutico existe uma vasta gama de medicamentos
para o tratamento de infec¢cdes micéticas, dentre eles podem ser citados o0s
antissépticos (tintura de iodo, violeta genciana, &cido salicilico e benzdico,
guinonas), compostos azois (cetoconazol, fluconazol, miconazol) e os compostos de
selénio e anfotericina B. Entretanto, as infec¢des fungicas sédo de dificil tratamento
devido a resisténcia adquirida pelos microorganismos frente aos agentes
antimicéticos (LIMA et al., 2006; TEIXEIRA, 2013; LIMA, 2014; GASTELU et al.,
2016; LANCHA et al.,, 2016). Portanto, torna-se interessante o estudo de uma
substancia que possa auxiliar ou efetivamente tratar quadros de infec¢des fungicas,

principalmente causadas por espécies do género Candida.

Candida albicans € espécie mais associada a diversos quadros patolégicos
relacionados a infec¢gBes superficiais e invasivas em diferentes sitios anatémicos.
Esta espécie é naturalmente a sensivel a uma gama grande de antifungicos,
entretanto casos de resisténcia tém sido associados ao uso prolongado de azodlicos
(COLOMBO & GUIMARAES, 2003, MENEZES et al., 2016).

Vérias espécies vegetais sao utilizadas popularmente para o tratamento da candidose
como camomila (Matricaria chamomilla), anis (Pimpinella anisum L.), menta (Mentha
piperita) (SANTOS et al., 2016), feijao guandu (Cajanus cajan), amora (Morus alba L.),
barbatiméo (Stryphnodendron adstrigens Mart. Coville), transagem (Plantago major L.),
dentre outras (PAIVA et al., 2017).

A espécie feijdo guandu possui varios metabdlitos na sua composi¢cdo como flavonoides,
taninos, saponinas, cumarinas, isoflavonas e estilbenos. As folhas séo ricas em
compostos polifendlicos que estédo relacionados a atividade biologica da espécie para o
tratamento de diversas patologias humanas (MATHEW et al., 2017).
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Orientina, apigenina, luteolina, vitexina e apigenina-6,8-di-C-a-arabinopiranosideo séo
alguns flavonoides descritos na literatura presentes nas folhas de Cajanus cajan (AARON,
PAULL & COLGRAVE, 2015).

Os flavonoides luteolina, vitexina e apigenina isolados das folhas de feijdo guandu
demonstraram atividade antimicrobiana significativa em diversos estudos relatados na
literatura (MORALES & MORALES, 2016; SAGOLSHEMCHA, DEVI & SINGH, 2017).

A atividade antifungica do extrato etandlico das folhas de feijdo guandu pode estar
relacionada com a presenca dos compostos fendlicos descritos na literatura para a

espécie, principalmente os flavonoides.
CONCLUSAO

O extrato etandlico das folhas de Cajanus cajan demonstrou agéo antifungica frente
a Candida albicans ATCC 18804, nas concentracdes de 1,9 pg/mL; 0,97 pg/mL; 0,48
pg/mL; 0,24 pg/mL e 0,12pg/mL.

A concentracdo inibitoria minima (CIM) do extrato estudado foi de 1,9 pg/mL.
Portanto, o extrato etanodlico das folhas de Cajanus cajan apresentou acao
antifangica frente a espécie de Candida albicans ATCC 18804, podendo abrir
perspectivas no sentido de desenvolver um fitoterapico eficaz e de baixo custo para

candidose.
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