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RESUMO: No presente estudo, utilizou-se o 6leo essencial das plantas Curcuma longa L. e Achillea millefolium, cultivadas no Horto
Medicinal da Universidade Paranaense, localizado na cidade de Umuarama-PR regido Noroeste do Parana-Brasil. Para isso, os 6leos foram
obtidos pelo processo de extragdo por Clevenger modificado, e determinada a ag@o antimicrobiana frente a 20 cepas de microorganismos
isolados de material clinico humano, sendo 16 leveduras da espécie Candida albicans isoladas da cavidade oral de pacientes portadores do
Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV), 3 leveduras isoladas de candidiase vulvovaginal (C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis) e
uma amostra de S. aureus isolado de lesdes cutaneas. Por intermédio dos testes de microdiluicdo em caldo, os 0leos de Achillea millefolium
e de Curcuma longa demonstraram agéo antimicrobiana considerada moderada (0,625 mg mL™') em 63,2% e 68,4% das leveduras testadas,
respectivamente. Ambos os 6leos ndo apresentaram atividade frente ao S. aureus. Desta forma, sugere-se estudos adicionais para uso na
incorporagdo dos 6leos em formas farmacéuticas, com vistas ao uso no tratamento topico de Candidiase mucocutanea.
PALAVRAS-CHAVE: Oleo essencial; Curcuma longa; Achillea millefolium; Atividade antifingica.

DETERMINATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF ESSENTIAL OILS OF Curcuma longa L. (ZINGIBERACEAE) AND
Achillea millefolium (ASTERACEAE) GROWN IN THE NORTHWEST PARANA

ABSTRACT: It was used in this research the essential oil of the plants Curcuma longa and Achillea millefolium cultivated on the Medi-
cinal garden of Universidade Paranense located on the city of Umuarama-PR. The oils were obtained by the process of steam distillation
and was determined the microbial activity against 20 microorganisms isolated from clinical human material, being 16 yeasts of Candida
albicans species isolated from the oral cavity from patients infected with Human Immunodeficiency Virus (HIV), 3 yeasts isolated from
vulvovaginal candidiasis (C. albicans, C. glabrata and C. tropicalis) and one sample of S. aureus isolated from skin injuries. Through broth
microdilution tests, the oils of Achillea millefolium and Curcuma longa showed moderated action (0,625 mg mL") on 63,2% e 68,4% of
tested yeasts, respectively. Both Oils didn’t show activity against S. aureus. Therefore it is suggested further studies for use in the incorpo-
ration of oils in dosage forms with a view to use in the topical treatment of mucocutaneous candidiasis

KEYWORDS: Essencial oil; Curcuma longa; Achillea millefolium; Antifungic activity.

Introducao

As plantas medicinais tém seu uso descrito
por praticamente todos os povos desde os tempos
mais remotos. A partir dos conhecimentos tradicio-
nais do uso das plantas medicinais na busca da solu-
¢do de algum mal-estar ou cura de alguma doenga,
surgiram interesses comerciais e cientificos (MEN-
GUE; MENTZ; SCHENKEL, 2001).

A utilizagdo de substancias naturais no tra-
tamento de diferentes enfermidades, incluindo as de
etiologia infecciosa, constitui na atualidade um desa-
fio na medicina e é oferecido como uma alternativa,
especialmente naquelas doengas para as quais nao

existe um remédio adequado. As plantas medicinais
possuem em sua composi¢do quimica substancias
ativas que podem atuar nas interagdes planta — pa-
togeno como fungitdxicos ou ativando os mecanis-
mos de defesa da planta hospedeira (LOPEZ-BREA,
2003).

Dentre estas plantas encontra-se a Achillea
millefolium, que contém em sua composicao quimica
oleo essencial rico em azuleno, camazuleno, pineno,
cineol, canfora, a-bisabolol, monoterpenos, eucalip-
tol, borneol, derivados terpénicos, sesquiterpénicos,
taninos, mucilagens, cumarinas, resinas, saponinas,
esterdides, acidos graxos, alcaldides, principio amar-
go, lactonas e flavonoides (LORENZI; MATOS,
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2002; CANDAN et al., 2003).

O rendimento do 6leo essencial da achilleia
varia de acordo com a parte da planta a ser utilizada:
caule 0,18 mL folhas 0,41 mL e flores 1,67 mL / 100
G da parte da planta seca. O 6leo apresenta colora-
¢do azul devido ao azuleno derivado do pro azule-
no (CORREA JUNIOR et al., 1991; LOPES et al.,
2005).

A Curcuma longa L. ¢ uma planta medicinal
da Asia, conhecida popularmente como agafrdo, seus
extratos tém demonstrado intimeras atividades far-
macologicas (SANTOS; MELO; JACOME, 2003).
Seu uso ¢ milenar na medicina tradicional da India e
China. No Brasil estes rizomas vém sendo utilizados
principalmente como tempero para alimentos. Mara
Rosa (Goias) € o municipio que apresenta o maior
plantio comercial, cuja producao se destina em quase
sua totalidade as industrias nacionais de corantes e
alimentos. Entretanto, a exploracdo feita com baixa
tecnologia tem dificultado o crescimento da area de
cultivo (GLOBO RURAL, 1994). Pertence a familia
Zingiberaceae (SOUSA etal., 1991; LORENZI; MA-
TOS, 2002; CECILIO FILHO; SOUZA; FANQUIN,
2004). Além de receber a denominagdo de agafrio,
também ¢ conhecida popularmente como agafrao-da-
india, acafrao-da-terra, acafroa, acafroeira, agafroei-
ro-da-india, batata-amarela, gengibre-amarelo, gen-
gibre-dourada, mangarataia e turmeric (LORENZI;
MATOS, 2002).

Os tubérculos principais e as suas ramifica-
¢Oes contém de 1,3 - 5,5% de 6leo essencial, além de
substancias corantes das quais a curcumina (de colo-
racdo amarelo-avermelhada) que ¢ o principal cons-
tituinte ativo (SOUSA et al., 1991; CHASSAGNEZ;
CORREA; MEIRELES, 1997; LORENZI; MATOS,
2002). Estao presentes também substancias analogas
a curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-
heptadieno-3,5-diona), que sdo dois curcumindides:
a desmetoxicurcumina e a bisdesmetoxicurcumina
(SOUSA et al., 1991; CHASSAGNEZ; CORREA;
MEIRELES, 1997; CHAINANI-WU, 2003). Con-
tém ainda o alcool p,a-dimetilbenzilico, o acido ca-
prilico, o 1-metil-4-acetil-1-ciclohexeno e agtlicares
(SOUSA et al., 1991).

O o6leo essencial de Curcuma longa possui a
coloragdo amarela alaranjado, sabor picante ¢ odor
cetonico caracteristico, pois € rico em cetonas ses-
quiterpénicas monociclicas (59%). O acafrdo tem
odor semelhante ao da pimenta, porém com sabor
mais amargo, explicando assim o motivo de seu uso
como condimento na industria de alimentos (SOUSA
etal., 1991).

Um dos grandes desafios da industria farma-
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céutica esta na busca de novos medicamentos para
combater e diminuir resisténcia a microorganismos.
As pesquisas com produtos naturais biologicamente
ativos como os 0leos essenciais ¢ uma opcao. Desta
forma, o presente trabalho consistiu na determinagao
da atividade antimicrobiana frente a diferentes es-
pécies de Candida sp, e dos indices fisico-quimicos
dos oleos essenciais de C. longa e de A. millefolium
produzidos no Horto medicinal da Universidade Pa-
ranaense-UNIPAR, Umuarama, regido Noroeste do
Estado do Parana.

Materiais e Método
Coleta

As coletas tiveram inicio em 09 de Maio de
2006 e foram realizadas no periodo da manha. As
folhas da A. millefolium foram colhidas quando es-
tavam no maximo de seu desenvolvimento. O aga-
frao foi colhido quando os rizomas estavam maduros
(coloragdo amarelo-alaranjado) (CECILIO FILHO;
SOUZA; FANQUIN, 2004).

Materiais Vegetais

Foram utilizadas folhas de A. millefolium e
rizomas de C. longa in natura provenientes de plan-
tagdes existentes no Horto Medicinal da UNIPAR,
Umuarama, regido Noroeste do Parana. Espécimes
testemunhas das plantas A. millefolium e C. longa
estdo depositadas no Herbario Educacional da Uni-
versidade Paranaense-UNIPAR (HEU) e as exsicatas
sob 0s n°1896 e 2000, respectivamente.

Secagem

Os rizomas de agafrdo foram limpos e fatia-
dos com espessura de 0.61 a 0.93 cm (CHASSAG-
NEZ; CORREA; MEIRELES, 1997) e a secagem
foi realizada em esteiras a sombra e em temperatura
ambiente. Os rizomas foram adicionados em cama-
das finas e durante a secagem nao foram removidos.
Com relacao as folhas de A. millefolium nao houve
necessidade de serem submetidas a secagem, pois a
extragcdo do 6leo foi realizada com as folhas recém-
coletadas e fragmentadas.

Extracdo dos dleos essenciais de Achillea millefo-
lium e de Curcuma longa L.

A técnica utilizada foi a de destilag¢do por ar-
raste a vapor com coobagdo em aparelho tipo Cleven-
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ger modificado (PORTE, 2000; ALIGIANNIS et al.,
2001; HAZNEDAROGLU; KARABAY; ZEYBEK,
2001; RASSOLI; MIRMOSTAFA, 2003; ADAMS
et al., 2004).

Para o acafrao foi feita a destilacdo dos rizo-
mas, estes foram cortados em fatias finas e secadas
em estufa a 35°C; foram pesados 50g e 500mL de
agua destilada.

Para a 4. millefolium, foram utilizadas as fo-
lhas frescas fragmentadas na mesma propor¢ao aci-
ma citada.

A destilag@o ocorreu durante 3 horas. O 6leo
foi retirado do aparelho com hexano (P.A) e foi filtra-
do com Na, SO, anidro (SIMOES; SPITZER, 2001),
armazenado em frasco escuro, sob refrigeracdo e
aberto para evaporar o hexano.

Indices fisico-quimicos: Densidade Relativa, Ro-
tacio Otica e Indice de Refraciio do é6leo essencial
de A. millefolium e de C. longa obtido por destila-
cdo por arraste a vapor.

A densidade relativa foi determinada por ca-
pilaridade, conforme técnica descrita (FARMACO-
PEIA, 1988). Para a rotagdo 6tica foi utilizado o po-
larimetro digital modelo WXG-4 (FARMACOPEIA,
1988) e a determinagdo do indices de refracdo foi
realizado em refratdmetro do tipo ABBE, modelo RL
3, marca: PZO Warszawa (FARMACOPEIA, 1988).

Determinacdo da atividade antimicrobiana do
oleo essencial de 4. millefolium e de C. longa.

Ensaios microbiologicos

A técnica utilizada foi o método de micro-
diluicdo em Caldo de Miieller Hinton (CMH) (NC-
CLS-M27-A2, 2002), no qual se determinou a con-
centracdo inibitéria minima (CIM) do 6leo essencial
de C. longa e de A. millefolium.

Os ensaios microbioldgicos foram realizados
no laboratorio de Micologia Médica do Laboratorio
de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas, Univer-
sidade Estadual de Maringa.

Microorganismos utilizados

Foram utilizados 20 cepas de Candida sp iso-
ladas de material clinico humano; sendo 16 levedu-
ras da espécie Candida albicans isoladas da cavidade
oral de pacientes portadores de HIV; trés amostras
analisadas foram isoladas de candidiase vulvovagi-
nal (CVV), uma amostra de C. albicans, uma de C.
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glabrata e uma de C. tropicalis. Neste experimento
também foi incluida uma amostra de Staphylococcus
aureus, isolado de lesdo cutanea.

Padronizacio da suspensiao microbiana

As leveduras foram padronizadas a partir
de cultura de 24 horas em Caldo Miieller Hinton
(CMH). Em tubo contendo salina estéril a 0,85%, foi
adicionada gota a gota a suspensdo de levedura até
a obtencdo de uma turvagdo, padronizada de acor-
do com o tubo 0,5 da escala de McFarland (1 a 5
x 10 UFC/mL). Apos foi realizado a dilui¢ao 1:100
em microtubo contendo CMH, de modo a obter uma
suspensdo de 10* UFC/mL, cujo inoculo foi utiliza-
do no ensaio para a determinacao da CIM (NCCLS-
M27-A2,2002; LIMA et al., 2006).

-----

(CIM)

Para a determinacdao da CIM, foi preparada
inicialmente uma solugdo estoque do o6leo essencial
na concentracdo de 10 mg/g de o6leo, diluido com di-
propilenoglicol.

Utilizando uma microplaca com 96 pogos,
adicionou-se 100uL de meio de cultura CMH em
todos os pocos de acordo com as diluigdes a serem
realizadas. A seguir pipetou-se 100puL da solucdo
estoque (6leo essencial) diluido em dipropileno-
glicol (10mg/g) no primeiro pogo, obtendo-se uma
concentracao inicial de 5 mg/mL (5000 pg/mL). Foi
realizada diluigdes seriadas, obtendo-se desta forma
dilui¢des na propor¢do de 1:2. Em cada pogo foram
adicionados 100uL da suspensdo microbiana previa-
mente preparada como descrito no item 2.6.3 (NC-
CLS-M27-A2, 2002). As microplacas foram incuba-
das em estufa a 37°C por 48 horas.

Resultados e Discussao

A determinagdo dos indices fisico-quimicos
de densidade, rotagdo 6tica e indice de refragdo sdo
de extrema importancia para detectar adulteragdes,
muito comuns na comercializagdo dos 6leos essen-
ciais.

De acordo com a tabela 1 os valores encon-
trados para o indice de refracdo e densidade relati-

va para o oleo de C. longa no presente experimento
20

foram de n, 1,4965 e 0,94 g/mL respectivamente.
Estes resultados estdo em conformidade com estu-
dos realizados por Kelkar; Sanjeeva (1934) e Khali-
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que; Das (1968) que determinaram os valores de 7
1,5054 ¢ 0,928 g/mL respectivamente. Para a 4. mil-
lefolium nao foi encontrado na literatura os valores

RIBEIRO; et al.

de indice de refragdo e densidade, ndo havendo desta
forma como comparar o resultado encontrado para a
densidade, uma vez que ndo foi possivel determinar
o indice de refragao.

Tabela 1: indices fisico-quimicos do 6leo essencial de A. millefolium ¢ C. longa.

Oleo essencial Indices fisico-quimicos

Indice de Refracdo

Rotagdo Otica Densidade Relativa

20 20

nlz)o ‘a‘ D d 20
Achillea millefolium N.d N.d 0,86
Curcuma longa L. 1,4965 N.d 0,94

N.d: ndo determinado.

3.2 Atividade antimicrobiana pelo método de mi-
crodiluicao em caldo (MIC)

Entre os 20 microrganismos testados apenas
ndo foi observada atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais sobre S. aureus, que foi capaz de desen-
volver até na concentragdo maxima analisada (5,0

mg mL™"). Por outro lado, foi importante a a¢ao anti-
fingica de ambos os 6leos demonstrada sobre leve-
duras no teste de microdilui¢do em caldo. De acordo
com a Tabela 2, verificou-se uma inibi¢do maior do
oleo essencial de A. millefolium em relacdo ao dleo
essencial de C. longa.

Tabela 2: CIM dos 6leos essenciais de A. millefolium e de C. longa.

Amostra Microrganismo Origem Achillea millefolium Curcuma longa L.
CIM (mg/mL) CIM (mg/mL)
1 C. albicans CO - HIV 0,312 2,25
2 C. albicans CO —-HIV 0,625 2,25
3 C. albicans CO -HIV 0,625 1,25
4 C. albicans CO -HIV 0,625 0,625
5 C. albicans CO —HIV 0,625 0,625
6 C. albicans CO -HIV 0,625 0,625
7 C. albicans CO -HIV 0,625 1,25
8 C. albicans CO - HIV 0,625 0,625
9 C. albicans CO -HIV 0,625 0,625
10 C. albicans CO —HIV 0,625 0,625
11 C. albicans CO —HIV 0,625 0,625
12 C. albicans CO —HIV 0,625 0,625
13 C. albicans CO -HIV 0,625 0,625
14 C. albicans CO -HIV 1,25 0,625
15 C. albicans CO -HIV 1,25 0,625
16 C. albicans CO -HIV 1,25 0,625
17 C. albicans (GAVAY) 1,25 1,25
18 C. glabrata (G\AY 1,25 0,625
19 C. tropicalis (GAVAY/ 1,25 1,25
20 S. aureus Lesao cutanea >5 >5

CIM: Concentragao Inibitéria Minima.
CO — HIV: Candidiase oral de pacientes com HIV.
CVV: Candidiase vulvovaginal.
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Atividade antifingica de C. longa. e A. millefolium

Observando a atividade da 4. millefolium
frente aos microorganismos testados verificou-se
uma inibi¢ao de 100% sobre as amostras testadas. A
menor CIM foi observada em uma amostra de C. gla-
brata que foi inibida por 0,312 mg mL"' do 6leo es-
sencial de 4. millefolium resultado muito interessante
considerando que essa espécie representa a segunda
causa de CVV e tem sido considerada mais resisten-
te aos antiftingicos classicos (SANCHES-VARGAS,
et al., 2005). Além disso, doze das dezenove amos-
tras testadas com o o6leo essencial de A. millefolium,
63,2% das leveduras testadas foram sensiveis a 0,625
mg mL! (Tabela 2). Os valores encontrados para a
CIM do ¢leo essencial de 4. millefolium torna esta
planta um fitoterapico com bom potencial para uso
como antifungico, especialmente para candidiase
cutanea (orofaringe ou vaginal).

Quando avaliou-se os resultados do 6leo es-
sencial de C. longa, verificou-se que 89,5% das amos-
tras testadas foram inibidas no teste de microdilui¢ao
em caldo. Destas, treze das dezenove amostras, ou
seja, 68,4% foram sensiveis a 0,625 mg mL'.

Essa concentragdo ¢ muito proxima da con-
siderada alta de acordo com estudos realizados por
Duarte et al (2005), avaliando a atividade antimi-
crobiana de varios 6leos essenciais frente a diversos
microrganismos e propuseram valores que tém sido
considerados como referéncia que seguem a seguinte
interpretag@o: inibicdo alta — MIC até 0,5 mg mL";
inibigdo moderada — MIC entre 0,6 ¢ 1,55 mg mL';
inibi¢do baixa — MIC acima de 1,65 mg mL"'. Na ver-
dade, segundo os critérios acima, observa-se que a
inibi¢do de 0,625 mg mL"' é considerada moderada,
mas proxima da linha de corte, portanto é possivel
atribuir agdo antifungica ao 6leo essencial de C. lon-
ga frente a maior parte das leveduras analisadas. Para
as outras quatro amostras, duas isoladas de CVV e
duas de CO-HIV, a agdo antifungica seria realmente
moderada (1,25 mg mL™").

Fraca inibicao do 6leo de C. longa foi obser-
vada somente em duas leveduras o que corresponde
a 10,5%, ambas obtidas de pacientes HIV, nos quais
a resisténcia aos antimicrobianos ¢ observada com
muita freqiiéncia.

Além disso, ¢ importante mencionar que to-
das as leveduras utilizadas para o ensaio foram iso-
lados clinicos de pacientes. Assim sendo, os 0leos
de A. millefolium e de C. longa poderiam ser melhor
avaliados no sentido de serem incorporados em for-
mas farmacéuticas, com vistas ao uso no tratamento
topico de candidiase mucocutanea. A maior parte das
amostras testadas foram isoladas de pacientes com
HIV, cujo tratamento € longo e oneroso.
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As trés amostras de leveduras isoladas de
CVYV responderam a concentragdes dos dleos de 4.
millefolium e de C. longa consideradas com alta ini-
bi¢do (0,312 mg mL™") para a 4. millefolium, mode-
rada, duas foram sensiveis a 1,25 mg mL"! e duas a
0,625 mg mL' para ambos os 6leos. Esse achado pa-
rece promissor e estimula estudos mais aprofundados
a fim de confirmar esse comportamento, em maior
numero de leveduras e a possibilidade do uso dessa
planta com o proposito de controle ou tratamento da
CVV. Pois, a CVV ¢ ainda um dos grandes problemas
da pratica clinica em ginecologia, estima-se que cerca
de 75% das mulheres adultas apresentem pelo menos
um episodio de vulvovaginite fingica em sua vida,
sendo que destas 40 a 50% vivenciam novos surtos
e boa parte delas tornem-se recorrentes (ROSA; RU-
MEL, 2004). O tratamento da CVV e principalmente
da CVVR ainda representa um desafio a ser transpos-
to por médicos e industria farmacéutica.

Conclusao

O presente experimento demonstrou que 0s
oleos essenciais de A. millefolium e C. longa apre-
sentaram acao moderada para as espécies de Candi-
da sp; sugerindo desta forma novas pesquisas com
os Oleos essenciais de A. millefolium e C. longa e
também com seus constituintes quimicos isolados,
no intuito de desenvolver novos farmacos que atuem
na diminuicdo da resisténcia microbiana.

Ainda sugere-se sua utilizacdo em cremes,
ovulos, géis vaginais, utilizados no combate a candi-
diase vulvovaginal.
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