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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE
Curcuma longa SOBRE Candida parapsilosis

Danillo dos Reis Pacheco’, Dannubia Emanuelle Damaso Soares!, Carlos de

Melo Silva Neto?, Gilmar Aires da Silva' e Renata Silva do Prado’

RESUMO

Dentre as infec¢des fingicas que acometem seres humanos, a candidiase adquire relevancia
e Candida albicans é o agente etiologico mais comum, porém tém emergido episodios de
candidiase causada por outras espécies como Candida parapsilosis. O Cerrado brasileiro
possui uma grande diversidade de plantas e a Curcuma longa, planta vastamente encontrada
neste bioma, tem sido estudada por sua capacidade tanto antibacteriana quanto antifingica.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antifingica de C. longa sobre C.
parapsilosis por meio da analise da capacidade inibitoria de extratos de diferentes partes da
referida planta sobre o fungo. Foi avaliada a atividade antifungica dos extratos etandlicos de
rizoma ¢ folhas de C. longa por meio do método de macrodilui¢do seriada, determinando-
se a concentragdo inibitoria minima (CIM), e por meio do teste de sensibilidade em placas
¢ do método de disco de difusdo. Além disso, avaliou-se o sinergismo entre os extratos em
associac@o com antifungicos tradicionalmente utilizados. C. longa apresentou atividade
inibitdria sobre o crescimento de C. parapsilosis com valor de CIM (500 ppm) obtido a partir
dos extratos etandlicos de rizoma e folha. Foi possivel observar atividade sinérgica entre a
folha e anfotericina B e atividade antagonica entre rizoma e anfotericina B. Conclui-se que os
extratos de folha e rizoma de C. longa apresentam atividade antifiingica sobre C. parapsilosis
de maneira dose-dependente, evidenciando o potencial antifiingico da referida planta.

DESCRITORES: C. parapsiliosis; candidiase; C. longa; plantas medicinais; inibidor; Cerrado.

ABSTRACT

Antifungal activity evaluation of Curcuma longa on Candida parapsilosis

Among fungal infections that affect human beings, candidiasis has significant relevance. Its
most common etiological agent is Candida albicans, but over the past three decades candidiasis
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episodes caused by other species, such as Candida parapsilosis, have emerged. The Brazilian
Cerrado has a huge morphological diversity of plants. Curcuma longa, a plant widely found in
this biome, has been studied both for its antibacterial and antifungal activity. The aim of this study
was to evaluate the antifungal activity of C. longa on C. parapsilosis by analyzing the inhibitory
capacity of extracts from different parts of the plant on the fungus. The antifungal activity of
ethanolic extracts from rhizomes and leaves of C. longa was evaluated by the macrodilution
method, determining the minimum inhibitory concentration (MIC), alongside sensitivity testing
performed in plates and by the diffusion disk method. We also evaluated the synergy between
the extracts in combination with traditional antifungal drugs. C. longa has antifungal activity on
the growth of C. parapsilosis with a MIC value obtained from ethanolic extracts of 500 ppm for
rhizomes and leaves. It was possible to observe synergistic activity between the leaf extracts and
amphotericin B and antagonistic activity between rhizome extracts and amphotericin B. It may
be concluded that the leaf and rhizome extracts of C. longa have antifungal activity against C.
parapsilosis in a dose-dependent manner, showing the antifungal potential of the plant

KEY WORDS: C. parapsilosis; candidiasis; C. longa; inhibitor; medicinal plants; cerrado.

INTRODUCAO

Nas ultimas trés décadas, houve um aumento no aparecimento de
infecgdes fluingicas, principalmente as oportunisticas invasivas, gerando um
problema de satide publica (Asbeck et al., 2009). Tais infecgdes atingem,
sobretudo, pacientes imunodeprimidos ¢ em unidades de terapia intensiva
(UTI) com doengas multiplas (Seabra, 2011).

Neste contexto, a candidiase adquire relevancia por ser uma infecgdo
que pode variar desde manifestacdes frequentes, como colonizagdo na
mucosa vaginal e oral, até o desenvolvimento de maneira sistémica por via
hematogénica ou linfatica (Develoux & Bretagne, 2005, Williams et al., 2011).
Seu agente etiologico mais frequente ¢ Candida albicans (60% dos casos).
Entretanto, nas tltimas décadas emergiram episodios de candidiase causada
por outras espécies de Candida, como Candida parapsilosis (Caston-Osorio et
al., 2008; Andes et al., 2012; Peixoto et al., 2014).

C. parapsilosis, descrita inicialmente em 1928 (Ashford, 1928), ¢
considerada um organismo comensal que, no entanto, torna-se patogénico
quando ha um comprometimento do balango fisioloégico da microbiota ou do
sistema imune do individuo (Naglick et al., 2003, Horn et al., 2012). Tornou-se
um importante patogeno causador de infecgdes hospitalares. Na Europa e Asia,
os casos de candidiase provocados por C. parapsilosis superam o numero de
casos ocasionados por C. albicans. No Brasil, ¢ responsavel por 25,8% dos
casos de candidiases. Por conseguinte, ¢ considerada a segunda espécie mais
comum de Candida (Antunes et al., 2004, Trofa et al., 2008, Barbedo & Sgarbi,
2010).

As plantas medicinais sdo usadas pela humanidade para fins
terapéuticos ha varios séculos, sendo capazes de sintetizar metabdlitos que
possuem acdes farmacologicas diversificadas, dentre elas a agdo antifingica
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(Dixon, 2001; Ferro, 2008; Savithramma et al., 2011). Além disso, pesquisas
que envolvem plantas medicinais podem levar a descoberta de componentes
que sirvam como farmacos ou como prototipos de farmacos (Gobbo & Lopes,
2007; Ibekwe & Ameh, 2014).

Curcuma longa, planta vastamente encontrada no Cerrado, ¢ conhecida
popularmente como agafrdo, gengibre dourado, ciircuma, agafrio da India ou
acafrdo da terra, sendo seus componentes denominados como curcuminoides
(Naguetini, 2006, Sigrist et al., 2011, Kumar et al., 2011). A atividade bioldgica
de C. longa tem sido estudada por sua capacidade tanto antibacteriana quanto
antifungica. Estudos comprovaram sua atividade contra diversas espécies
de fungos, como Fusarium moniliforme, Aspergillus parasiticus e Candida
albicans (Dhingra et al., 2007, Hegde et al., 2012, Ferreira et al., 2013).

Assim, em razdio do aumento do numero de individuos
imunocomprometidos, do aparecimento de isolados resistentes e
multirresistentes, juntamente com a elevada incidéncia de candidiase localizada
e sistémica e a toxicidade dos antiflingicos existentes, torna-se indispensavel
a busca por novas terapias (Hahn et al., 2003, Bergold & Georgiadis, 2004,
Sheikh et al., 2013, Xie et al., 2014).

O presente trabalho teve como objetivo avaliara atividade antifingica de
Curcuma longa sobre Candida parapsilosis por meio da analise da capacidade
inibitoria de extratos de diferentes partes da referida planta sobre o fungo,
determinando a concentragao inibitoéria minima (CIM) dos diferentes extratos
e seus halos de inibigdo sobre o crescimento fungico. Além disso, avaliou-
se o sinergismo existente entre antifungicos tradicionalmente utilizados e os
extratos obtidos.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo de carater qualiquantitativo, de abordagem
indutiva, com procedimento comparativo estatistico e técnica de documentagao
direta em laboratoério.

Coleta do material vegetal

A coleta de folhas e rizomas de C. longa foi realizada na cidade de
Sdo Luiz do Norte - GO/Brasil, situada na regido do Vale do Sdo Patricio
(coordenadas geograficas 14°51°41.4°S; 49°19°44.4°0). As amostras foram
identificadas e reconhecidas pelo professor MSc. Carlos de Melo e Silva,
mestre em Botanica (Universidade Federal de Goias, UFG) e, posteriormente,
armazenadas no laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ceres (Facer-
GO).
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Obtengao dos extratos de C. longa

A obtencdo dos extratos de C. longa foi realizada de acordo com
Moraes e colaboradores (2010) com modificagdes, por se tratar de espécies
diferentes de plantas, mas igualitariamente quanto a marcha analitica. As folhas
(secas em temperatura ambiente) e os rizomas (secos em estufa a 30°C) de C.
longa foram macerados e, apds esse processo, armazenados em frasco escuro
contendo etanol (propor¢ao 1:4) mantido sob refrigeracdo. Posteriormente, esta
amostra foi filtrada e seca com auxilio de rotaevaporador. O extrato resultante
foi armazenado em um frasco ambar ao abrigo da luz, a 4°C (Costa, 2013).

Cultivo e manuten¢ao do fungo

Para a realizagdo do cultivo, a cepa de C. parapsilosis ATCC
(American Type Culture Collection - 22019) foi cultivada em meio Agar
Sabouraud Dextrose (Peptona 10g/L; Dextrose 40g/L; Agar 15g/L). A cepa de
C. parapsilosis ATCC foi mantida em estufa a 36°C por 72 horas, quando foi
submetida a experimentagao ou novo repique (Menezes et al., 2012).

Teste de dilui¢cdo em caldo

Os ensaios de inibi¢do foram realizados pelo método de macrodilui¢ao
de acordo com a diretriz NCCLS M27-A2 (2002) com modificagdes, por se
tratar de espécies diferentes de microrganismos, mantendo-se a metodologia
proposta. Células de C. parapsilosis foram mantidas em meio agar nutriente
suplementado com glicose por trés dias, a 36°C, e inoculadas em meio nutriente
liquido acrescido dos diferentes extratos de C. longa. Diluigdes seriadas das
solugdes em estoque dos extratos foram preparadas em meio nutriente como
diluente para que fossem obtidas concentracdes finais diferentes dos compostos
em estudo. O crescimento do fungo foi determinado de acordo com Prado e
colaboradores (2014) com modifica¢des, por se tratar de espécies diferentes
de microrganismos, com excegdo do tempo de incubacgdo do ensaio (3 dias ao
invés de 7 dias). Foi realizada analise espectrofotométrica a 520 nm apos trés
dias de crescimento, quando foi possivel determinar a CIM.

Teste de sensibilidade em placas

Para o teste de sensibilidade em meio so6lido, amostras contendo um
namero de 10* células de C. parapsilosis, com trés dias de crescimento em
30 mL de agar nutriente suplementado com glicose, foram transferidas para
novas placas que continham o mesmo meio de cultura somado aos extratos
de C. longa em diferentes concentragdes. As placas foram incubadas por trés
dias a 36°C antes de serem fotografadas, de acordo com Betoni et al. (2006)
com modificagdes, por se tratar de espécies diferentes de microrganismos,
seguindo-se os preceitos metodolégicos, com excecdo do tempo de cultivo
antes da fotografia (3 dias ao invés de 24 horas).
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Teste de sinergismo

Para o teste de sinergismo, foram preparadas placas-controle
contendo os extratos de rizoma (500ppm) e folha (250ppm) de C. longa,
além de placas-controle com drogas conhecidas (anfotericina B IC, =
0, 0625 pg/mL e sulfonamida IC, =10 pg/mL). As placas de teste, para
avaliacdo da atividade sinérgica entre extratos etandlicos de rizoma e
folha de C. longa em combinacdo com anfotericina B e sulfonamida,
foram construidas em triplicatas bioldgicas, sendo utilizadas as mesmas
concentragdes dos extratos de rizoma ¢ folha, bem como da anfotericina
¢ sulfonamida das placas-controle. Os testes foram assim distribuidos:
interacdo entre rizoma ¢ anfotericina B, interacdo entre rizoma e
sulfonamida, interacdo entre folha e anfotericina B ¢ interagdo entre
sulfonamida e folha. As placas foram incubadas por trés dias a 36°C antes
de serem fotografadas, segundo Betoni et al. (2006) com modificagdes,
por se tratar de espécies diferentes de microrganismos, seguindo a mesma
marcha analitica, com exceg¢do do tempo de cultivo antes da fotografia (3
dias ao invés de 24 horas).

Teste de sensibilidade por disco de difusdo

Discos de papel esterilizados (didmetro de 6 mm) foram embebidos
previamente nos extratos obtidos da planta em diferentes concentragdes.
Posteriormente, foram inoculados 1,5x108 células/mL de C. parapsilosis
em placas de meio nutriente e, em seguida, os discos foram retirados dos
tubos com uma pinga esterilizada e colocados sobre as placas contendo
o meio. As placas foram incubadas em estufa, a 36°C, por trés dias, apos
esse periodo foram mensurados os halos de inibi¢do do crescimento, em
milimetros, com o auxilio de um paquimetro (Bauer et al., 1966, NCCLS,
2002).

Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados
apresentados com analises de média e desvio padrdo. Foi aplicado teste
de ANOVA para a comparacgao dos valores obtidos no teste de diluigdo em
caldo. Para as comparacgdes estatisticas, foi utilizado o software Estatistica
versdo 8.0. Os valores foram considerados significativos quando p< 0,05.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtengao de extratos de C. longa

Apds a secagem, os extratos de folhas e rizoma de C. longa foram
pesados e a porcentagem de rendimento calculada, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Obtengdo de extratos de C. longa

Espécie  Extrato  Massa (g) EE (g) Rendimento (%)
C. longa Folha 1,2637 0,535 53,50

Rizoma  5,7484 0,127 12,70
EE = extrato etanolico

Desse modo, para 1,26g de folhas e 5,74g de rizoma, os percentuais de
rendimento dos extratos foram de 53,5% e 12,7%, respectivamente.

Naghetini (2006), utilizando 60g de clGrcuma em p6é e hexano
como solvente, obteve 4,8% de rendimento. Sawant & Godghate (2013)
utilizaram acetona, metanol, etanol e cloroférmio para obtencao de extratos
curcuminoides. Como resultado, o percentual de rendimento da extragdo
com o uso de etanol foi maior quando comparado com os demais solventes
(25%). Em estudo utilizando o etanol como solvente, Bagchi (2012) obteve
rendimento que variou entre 4,5% e 12,9%.

Teste de diluicdo em caldo (CIM)

O teste de diluicdo em caldo ¢ um método quantitativo usado para
determinar a concentragao inibitoria minima (CIM). Assim, de acordo com
a diretriz NCCLS M27-A2 (2002) com modifica¢des, para a determinagdo
quantitativa da CIM dos compostos curcuminoides, diluigdes seriadas de
solucdes em estoque dos extratos de folha e rizoma de C. longa foram testadas
quanto ao crescimento de células de C. parapsilosis. Os resultados sdo
mostrados na Figura 1.

Analisando a figura, percebe-se que a CIM, tanto para rizoma quanto
para folha de C. longa, foi de 500 ppm.

No estudo de Singh e colaboradores (2002), extratos de C. longa foram
efetivos contra o fungo Fusarium moniliforme na concentragdo de 1000 ppm.
Ja David (2013) obteve valores de CIM para compostos hexanicos de C. longa
entre 62 e 184 pg/mL sobre cepas de Candida spp. Goulart e colaboradores
(2013), avaliando a atividade antifungica de extratos hexanicos das folhas
e casca de Agonandra brasiliensis (pau-marfim) sobre o crescimento de C.
parapsilosis, obtiveram concentragdo inibitéria minima de 300 pg/mL.
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Teste de diluicdo em caldo (CIM)
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Figura 1. Teste de dilui¢do em caldo dos extratos etanolicos de C. longa nas concentragdes de 125
ppm, 250 ppm, 500 ppm e 1000 ppm sobre o crescimento de C. parapsilosis.

Teste de sensibilidade em placa

Amostras contendo 10* como concentra¢do de células fungicas
foram inoculadas em meio agar nutriente suplementado com os compostos
curcuminoides nas concentragdes de 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm e 125
ppm (Figura 2). Levando-se em consideracdo a placa controle, os resultados
mostram que o crescimento de C. parapsilosis foi inibido de maneira dose-
dependente a partir da concentragdo de 500 ppm do extrato etanolico obtido
a partir tanto de rizoma quanto de folha, caracterizando este valor como
concentragdo inibitéria minima (CIM).

Teste de sensibilidade em placa

1000 ppm 500 ppm 250 ppm 125 ppm Controle

A)

B)

Figura 2. Crescimento de C. parapsilosis em agar nutriente suplementado com extratos etandlicos
de rizoma (A) e folha (B) de C. longa nas concentragdes de 1000 ppm, 500 ppm, 250 ppm e 125
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A atividade antifungica de C. longa foi evidenciada por outros autores,
como no estudo de Sousa e colaboradores (2010) no qual extratos de C.
longa inibiram o crescimento de Colletotrichum lindemunthianum em uma
concentragdo de 4 mg/mL. A atividade antifiingica de extratos a 50 mg/mL de
C. longa também foi observada contra Fusarium oxysporum f.sp. Lycopersici,
Colletotrichum gloeosporioides e Sclerotium rolfsii (Wongkaew&Sinsiri,
2014).

Teste de interacdo com drogas tradicionalmente utilizadas

Os resultados obtidos podem ser observados na Figura 3.

Quando comparados com a placa-controle de C. parapsilosis sem
nenhum inibidor (A1), os resultados mostram presenga de atividade sinérgica
na placa que contém extrato de folha e anfotericina B (C4), bem como na
placa que contém extrato de folha e sulfonamida (D4). Ja na placa onde ha
fungo, extrato de rizoma ¢ anfotericina B (A4), observa-se uma melhora no
crescimento do fungo, caracterizando atividade antagdnica do extrato sobre
a anfotericina. Na placa contendo fungo, extrato de rizoma e sulfonamida
(B4), os resultados mostram inibi¢cdo do crescimento do fungo, porém sem
caracterizar atividade sinérgica ou antagonica.

Teste de interacéio com drogas tradicionalmente utilizadas
1

[

Figura 3. Teste de atividade sinérgica entre extratos etanolicos de rizoma e folha de C. longa em combinagdo
com anfotericina B ¢ sulfonamida. (A) Interagdo entre rizoma e anfotericina B, onde Al controle C.
parapsilosis, A2 controle anfotericina B, A3 controle rizoma e A4 rizoma e anfotericina B. (B) Interacao entre
rizoma e sulfonamida, onde B1 controle C. parapsilosis, B2 controle sulfonamida, B3 controle rizoma e B4
rizoma e sulfonamida. (C) Interagdo entre folha e anfotericina B, onde C1 controle C. parapsilosis, C2 controle
anfotericina B, C3 controle folha, C4 folha e anfotericina B. (D) Interagdo entre sulfonamida e folha, onde D1

controle de C. parapsilosis, D2 controle sulfonamida, D3 controle folha e D4 sulfonamida e folha.
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Diversos estudos descrevem o sinergismo entre compostos oriundos
de plantas ¢ antifungicos tradicionalmente utilizados. A¢ao sinérgica entre
extratos de Eisenia bicyclis (4 mg/mL) e fluconazol foi encontrada por Kim
e colaboradores (2014). Sinergismo também foi observado por Rukayadi e
colaboradores (2009) entre o sesquiterpeno xantorizol obtido de Curcuma
xanthorrhiza (Gengibre javanés) e anfotericina B sobre Candida spp.

Contudo, a associagdo entre extratos de plantas e antimicrobianos
tradicionalmente utilizados também pode gerar antagonismo. Tal situagdo
foi vista por Castro (2010) com a associacdo entre o o6leo essencial de
Cinnamomum zeylanicum (Caneleira) e o antifingico miconazol diante das
cepas de C. albicans. Na pesquisa de Tintino e colaboradores (2013), extratos
etanolicos de Costusarabicu (Canela-de-ema) apresentaram antagonismo
quando associados ao antifiingico nistatina sobre Candida krusei.

Teste de disco de difusdo

O disco de difusdo ¢ um método fisico empregado para testes de
sensibilidade antimicrobiana. Neste teste, o micro-organismo ¢ avaliado ante
uma substancia biologicamente ativa, que pode ser um extrato vegetal ou um
antimicrobiano. E feito em meio de cultura sélido, tendo como indicativo de
inibi¢do do crescimento a formagdo de um halo de inibigdo pela concentracao
da substéancia (Gadea, 2008; Fernandes, 2011; Takeuchi, 2012).

Os resultados obtidos com este teste sdo mostrados na Figura 4.

Teste de disco de difusdo

125 ppm 250 ppm 500 ppm 1000 ppm

Figura 4. Teste de disco de difusdo entre extratos etandlicos de folha (A) e rizoma (B) de C. longa

sobre C. parapsilosis.

Para os extratos etandlicos de folha (A), os halos de inibigdo do
crescimento de C. parapsilosis apresentaram as medidas de 125 ppm= 8,4 mm,
250 ppm=10,4 mm, 500 ppm=10,4 mm e 1000 ppm=10,6 mm. Para os extratos
de rizoma (B), nas concentragdes de 125 ¢ 250 ppm, nao houve inibi¢do do
crescimento. Ja nas concentragdes de 500 e 1000 ppm, as medidas de inibigdo
foram 9,4 mm ¢ 10,2 mm, respectivamente.
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Tendo o teste de disco de difusdo como metodologia para a avaliagdo da
atividade antimicrobiana de extratos de plantas, Almeida (2006) obteve zona
de inibi¢ao de 12,02 mm para extratos de curcuma sobre Aspergillus niger
11,55 mm sobre Saccharomyces cereviseae. Rath & Ray (2012), avaliando a
atividade antifingica de extratos de C. longa sobre Cryptococcus neoformans
e C. albicans, obtiveram zona de inibi¢do de 14 mm e 12 mm, respectivamente.
Com o intuito de avaliar a funcionalidade da avaliagdo da atividade antifiingica
de extratos de clircuma obtidos por hexano pelo teste de disco de difusdo,
Naghetini (2006) utilizou anfotericina B como controle positivo. Os halos de
inibigdo encontrados pelo autor foram de 16,07 mm para anfotericina B ¢ 10,89
mm para os extratos hexanicos de curcuma sobre o fungo Aspergillus flavipes.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no teste de diluigdo em caldo, sera
considerado como CIM para os extratos de rizoma e folha de C. longa o valor
de 500 ppm. Tal escolha se justifica pelo fato de esse método ser considerado
padrao-ouro pelo NCCLS em testes de sensibilidade a antimicrobianos
(NCCLS, 2002; Benaducci, 2009).

Assim, pode-se concluir que os extratos de folha e rizoma de C. longa
apresentam atividade antifingica sobre C. parapsilosis de maneira dose-
dependente (CIM,,,,=500 ppm; CIM_ . .=500 ppm), o que evidencia o
potencial antifingico da referida planta.
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