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RESUMO

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) é uma planta medicinal conhecida por
suas propriedades anti-inflamatdrias, antitumorais, antioxidantes e
antimicrobianas. O objetivo deste trabalho foi otimizar a extracdo de
sesquiterpenos (a-curcumeno, a-zingibereno, a-farneseno, B-sesquifelandreno e
B-bisaboleno), avaliar seu potencial antimicrobiano e antibiofilme contra
Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, S. agalactiae, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, além da sua atividade antiprotedsica. As andlises dos
compostos extraidos foram realizadas por CG-ES. Os ensaios antimicrobianos e
formacdo de biofilmes foram realizados pela técnica de microdiluicdo em placas
de 96 pocos. Além de avaliar a inibicdo do biofilme, o indice de hidrofobicidade
também foi determinado como uma forma indireta de avaliar a capacidade de
adesao dos micro-organismos aos tecidos hospedeiros e superficies abidticas.
As melhores condi¢des para obtencao da fracdo enriquecida em sesquiterpenos
(FES) foram: tempo de extracdo: 4 min, razdo planta/solvente: 1:20 (m/v) e
poténcia de micro-ondas: 400 W. A FES apresentou CIM de 2000 pg/mL frente
a S. mutans e foi inefetivo na inibicdo do crescimento das outras bactérias.
Apesar disso a FES (250 pg/mL) inibiu a formacao de biofilme de S. aureus, S.
agalactiae E. coli em 50%, 80% e 80%, respectivamente. Ademais, a FES (250
ug/mL) reduziu o indice de hidrofobicidade das bactérias S. aureus, S. agalactiae
e E. coliem 61,86%, 73,44% e 49,10%, respectivamente. A FES (500 pug/mL) foi
capaz de reduzir em 71,5% a atividade enzimatica da papaina, apresentando
ICs0 386,8 pg/mL. Os resultados mostraram que a FES apresentou potencial no
combate a producédo de biofilmes bacterianos. Desse modo, essas substancias
representam-se como bons candidatos a protétipos de medicamentos utilizados
no tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias multirresistentes. Até onde
sabemos, esta é a primeira vez que a atividade antimicrobiana e antibiofilme da
FES foi estudada.

Palavras-chave: Gengibre; Otimizacéo; Antimicrobiano; Biofilme;

Hidrofobicidade; Protease.



ABSTRACT

Ginger (Zingiber officinale Roscoe) is a medicinal plant known for its anti-
inflammatory, antitumoral, antioxidant and antimicrobial properties. The objective
of this study was to optimize the extraction of sesquiterpenes (a-curcumene, a-
zingiberene, a-farnesene, B-sesquifelandrene and B-bisabolene), to evaluate
their antimicrobial and antibiotic potential against Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, S. agalactiae, Escherichia coli and Pseudomonas
aeruginosa, in addition to their antiproteic activity. Analyzes of the extracted
compounds were performed by GC-MS. Antimicrobial and biofilm formation
assays were performed by the 96 well plate microdilution technique. In addition
to assessing biofilm inhibition, the hydrophobicity index was also determined as
an indirect way of assessing the ability of microorganisms to adhere to host
tissues and abiotic surfaces. The best conditions for obtaining the sesquiterpene-
enriched fraction (SEF) were: extraction time: 4 min, plant/ solvent ratio: 1:20 (m
/ v) and microwave power: 400 W. The SEF presented a MIC of 2000 pg / mL
compared to S. mutans and was ineffective in inhibiting the growth of other
bacteria. Nevertheless, SEF (250 pg / mL) inhibited the biofilm formation of S.
aureus, S. agalactiae and E. coli by 50%, 80% and 80%, respectively. In addition,
FES (250 [1g / mL) reduced the hydrophobicity index of S. aureus, S. agalactiae
and E. coli bacteria by 61.86%, 73.44% and 49.10%, respectively. FES (500 ug
/ mL) was able to reduce papain enzymatic activity by 71.5%, with an IC50 of
386.8 ug / mL. The results showed that SEF had potential to combat the
production of bacterial biofilms. Thus, these substances are good candidates for
drug prototypes used to treat infections caused by multi-resistant bacteria. To our
knowledge, this is the first time that the SEF antimicrobial and antibiofilm activity

has been studied.

Keywords: Ginger; Optimization; Antimicrobial; Biofilm; Hydrophobicity;

Protease
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1. INTRODUCAO

Zingiber officinale Roscoe (gengibre) € um rizoma de origem asiatica, muito
utilizado tanto na medicina tradicional quanto contemporanea. Os compostos
extraidos do gengibre sdo eficazes no alivio de sintomas de diversas doencgas,
devido as ag¢fes anti-inflamatéria, antioxidante e antimicrobiana [1, 2]. Seu 6leo
essencial possui grande importancia nas é&reas alimenticia, farmacéutica,
cosmética e quimica em virtude das suas propriedades aromatizantes,

antibacterianas e antitumorais [3, 4].

Os 6leos essenciais sdo vistos como fontes alternativas na busca de inibidores
naturais de micro-organismos patogénicos. S&o constituidos por compostos
volateis, monoterpenos e sesquiterpenos, que detém as suas propriedades
biologicas [5]. Estudos sobre a acdo antimicrobiana dos sesquiterpenos majoritarios
do gengibre revelam potencial promissor no combate contra o biofilme produzido
por Pseudomonas aeruginosa [6]. Investigacbes sobre o uso de compostos
bioativos, presentes no extrato de gengibre, mostram que estes compostos sao
capazes de inibir fatores de viruléncia apresentados pela bactéria Staphylococcus

aureus [7].

Os processos mais utilizados para obter os Oleos essenciais sao
hidrodestilacdo, extracdo por arraste a vapor e extracdo com CO; supercritico [8].
O dleo essencial do gengibre quando obtido por esses processos € rico em
monoterpenos e sesquiterpenos. Os sesquiterpenos majoritarios sdo a-curcumeno,
a-zingibereno, a-farneseno, B-bisaboleno e B-sesquifelandreno [9]. Entretanto, para
cada técnica de extracdo ha alteracdes na composicdo e qualidade do dleo
essencial obtido. Devido as diversas condi¢cbes e variaveis inerentes a cada
técnica, faz-se necessaria a utilizacéo de ferramentas adequadas para a otimizagao

dos processos existentes [10,11].

As técnicas de planejamento e analise de resultados experimentais sao
algumas ferramentas utilizadas a fim de otimizar processos e melhorar a qualidade
e as caracteristicas de um produto. Baseados em principios estatisticos pode-se
extrair o0 maximo de informacdes Uteis com custos relativamente baixos, em um

numero reduzido de experimentos e possibilidades de avaliar interages entre as
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variaveis [12]. O planejamento experimental 22 o qual analisa a interacdo de trés
efeitos principais e suas variagdes sobre o fator resposta que se objetiva, como por
exemplo, rendimento do 6leo essencial [12,13]. Outra ferramenta também muito
utilizada é a Metodologia de Superficie de Resposta (MRS), esta consiste no uso
de técnicas matematicas e estatisticas para otimizacdo experimental [12].

Dessa forma, com a utilizacdo de ferramentas estatisticas visou-se a
determinacdo das melhores condicbes experimentais para extracdo dos
sesquiterpenos majoritarios dos rizomas de Z. officinale Roscoe. Visto que esses
compostos apresentam potencial biologico, eles podem se tornar prototipos de
farmacos utilizando-os no tratamento de doencas infecciosas, causadas por micro-

organismos patogénicos.

1.1  Zingiber officinale Roscoe

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe) € uma das plantas mais conhecidas e
utilizadas pelos povos antigos para fins medicinais e como condimento. Pertence
a familia Zingiberaceae, a qual engloba mais de 1200 espécies de plantas e seu
género, Zingiber, inclui mais de 85 espécies [14,15]. Sua classificacdo taxonémica

esta apresentada na Tabela 1.

Tabela 1-Classificacdo taxonémica do rizoma Zingiber officinale. Fonte: ELPO,
2004 [16].

Taxonomia de Zingiber officinale

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Classe Liliopsida
Ordem Zingiberales
Familia Zingiberaceae

Género Zingiber
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Os rizomas do gengibre sdo provenientes de uma planta herbacea perene que
pode atingir 1,5 m de altura, originaria das florestas tropicais, do Sudeste da Asia,
cultivada nas Antilhas, Havai, Africa, Australia e no Brasil. No Brasil, a producéo de
gengibre abrange as regifes litordneas de S&o Paulo, Parana, Santa Catarina,
Espirito Santo, litoral nordestino e algumas regides de Minas Gerais, Goids e Rio
de Janeiro [16,17].

Embora sua boa adaptacdo a climas tropicais, subtropicais e também em
regides mais frias, ha algumas restricdes especialmente no seu cultivo. Esse deve
ser realizado seguidamente no mesmo lugar, pois sofre queda acentuada na
producéo, e preferéncia de solo com pH 5,5 com boa preparacdo de forma a
eliminar torrdes muito grandes no solo, ja que apresenta influéncia direta na
gualidade e produtividade do gengibre. Em relacdo a colheita € realizada apos 10
a 12 meses de plantio [16].

Os rizomas de gengibre frescos e secos, e seus extratos sdo usados
extensivamente como alimento, em bebidas e nas industrias de confeitaria, na
fabricacdo de produtos tais como marmeladas, licores e biscoitos [18]. O gengibre
pode ser consumido de diversas formas tais como, cha, em pé, cristalizado, xarope

ou em bala (Figura 1).
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Figura 1 — Diferentes formas de consumo do gengibre. A: xarope; B: chg; C: po; D:
balas. Fonte: (https:// melhorcomsaude.com.br/formas-de-consumir-gengibre/)

O gengibre bruto ou processado tem sido empregado na medicina tradicional
para tratamento de diversas doencas que incluem doencas reumaticas, artrite,
entorses, dores musculares, dores de garganta, febre e doencas infecciosas [19].
Esta planta também possui propriedades medicinais como antioxidante,
antibacteriana, anti-inflamatoria, antiviral, analgésica, antitumoral, anti-hemorragica

e antifingica [20-23].

1.2  Perfil quimico do Z. officinale Roscoe

O rizoma do gengibre contém cerca de 60-70% de carboidratos, 3-8% de fibra
bruta, 9% de proteina, 2-3% de Oleo volatil e 4-7% de oleoresinas [24]. As
propriedades organolépticas sédo atribuidas ao O6leo essencial e aos seus

compostos pungentes extraidos por solventes nao volateis [25].
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Os 6leos essenciais do gengibre séo ricos em terpenos com 10 e 15 atomos
de carbonos, denominados, respectivamente, de monoterpenos e sesquiterpenos
(Figura 2).

Figura 2 - Estruturas quimicas de monoterpenos e sesquiterpenos presentes nos
rizomas de Z.officinale.

| -
| |
Geranial Neral Mirceno
|
| |
a-zingibereno a-curcumeno B-bisaboleno

O geranial e neral sdo dois compostos isdbmeros ambos presentes no 6leo
essencial de gengibre e amplamente utilizados na industria de perfumaria e de
cosmético. Andrade et al. identificaram e quantificaram 25,06% e 16,47% de
geranial e neral, respectivamente, como majoritarios do 6leo essencial de Z.
officinale, o qual apresentou atividade antibacteriana frente a micro-organismos
Gram-positivos e Gram-negativos [25]. Em conformidade, Mesomo et al. também
analisaram a composicao quimica deste 6leo obtendo 3,21% e 10,66% de geranial
por métodos de extracdes diferentes, mas confirmando sua presenca entre 0s

principais constituintes [26].



Enquanto, que os sesquiterpenos a-curcumeno e a-zingibereno apresentam-se
como repelentes contra moscas brancas de tomates. Caso este estudado por
investigacBes de Bleek et al., os quais comparavam a ac¢do biolégica destes
sesquiterpenos purificados com os obtidos no 6leo de gengibre e pelo tomate [27].
Estudos antigos também relatam a funcdo do curcumeno e zingibereno como

inseticidas e repelentes, impedindo a proliferacdo de pragas em plantacdes [28].

Em relacdo as oleoresinas, elas sdo constituidas por compostos fendlicos nédo
volateis conhecidos como gingerois, shogaois e zingerona, 0S quais Ssao
responsaveis pelo sabor pungente do gengibre [29] (Figura 3).

Figura 3 - Algumas estruturas quimicas de compostos fendlicos presentes nos
rizomas de Z. officinale.
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A zingerona é um dos compostos fendlicos em menor concentragdo no
gengibre. Shin et al. sugeriram que este composto, zingerona, possui acao
antioxidante contra peroxinitrito que induz lesao tecidual, causando véarias doencas

humanas, como Alzheimer e aterosclerose [30].

Os gingerois sédo responsaveis pelo forte saber caracteristico dos rizomas de
gengibre fresco. O 6-gingerol é o principal composto responsavel pela pungéncia
dos rizomas e pela maioria das atividades farmacolégicas, enquanto 0s outros
gingerois (4,8,10 e 12-gingerol) estdo presentes em baixas quantidades (10%),
sendo os shogadis produtos de desidratacdo destes gingerdis [31].

Por seguinte as propriedades biol6gicas dos gingerdis e shoagaois sao
reconhecidas por apresentarem acdo antimicrobiana, anticancerigena,
antioxidante, anti-inflamatoério e antialérgicas [31,32]. Os shogadis séo conhecidos
por efeito anti-tosse, ja 0s gingerdis sao responsaveis pelas propriedades

analgésicas do gengibre [33].

1.3 Terpenos

Os terpenos podem ser definidos quimicamente como “alcenos naturais”, ou
seja, apresentam uma dupla ligacdo entre carbonos sendo caracterizados como
hidrocarbonetos insaturados. Por outro lado, também podem conter em suas
estruturas atomos de oxigénio, e assim passam a ser denominados de terpendides.
Com a presenca do oxigénio na estrutura podem apresentar diferentes funcbes

como: alcoois, acidos, aldeidos, cetonas, éteres, fendis ou epoxidos [34].

Esses compostos apresentam uma grande diversidade estrutural derivada da
juncdo cauda-cabeca das unidades de isopreno (CsHs) (Figura 4), que se
polimerizam formando uma variedade de terpenos, caracterizando a chamada
“regra do isopreno” [34,35]. Eles sao classificados de acordo com a quantidade de
unidades isoprénicas (Cs) em: hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio),
sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo), sesterpenos (Cozs), triterpenos (Cao),

tetraterpenos (Cao) e politerpenos (>Cao) [35].



Figura 4 — Estrutura quimica do isopreno (2-metil-but-1, 3-dieno).

N

Isopreno

Os dois caminhos que levam a formacgéo dos terpenos sao descritos como a
rota do mevalonato e mais recentemente a rota da desoxixilulose. Na rota do
melavonato trés moléculas de acetil-CoA reagem para formar o acido mevalénico,
o qual apo6s sofrer reacdes sucessivas de fosforilacdo, descarboxilagdo e
desidratacéo resulta no difosfato isopentenila (IPP), que se converte no difosfato
de dimetil alila (DMAPP) pelo processo de isomerizacdo. Este também pode ser
sintetizado pela rota da desoxixilulose, também denominada de fosfato de
metileteritritol (MEP) [36].

Na biossintese de terpenos, o IPP e DMAPP séo utilizados como percussores,
0s quais por meio de reacdes de condensacdo formam moléculas maiores. Na
formacédo dos monoterpenos o IPP e o DMAPP se unem e formam o difosfato de
geranila (GPP), que contém 10 atomos de carbono. O GPP, por sua vez, pode
reagir com outra molécula de IPP e formar o difosfato de farnesila (FPP) composto
formado por 15 &tomos de carbono, e assim sucessivamente. O FPP é percussor

de todos os sesquiterpenos. [34] (Figura 5).
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Figura 5 - Sintese dos terpenos, pelas vias do mevalonato e metileritritol. Fonte:
Garcia, 2009 [57] adaptado.
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1.4 Sesquiterpenos de Zingiber officinale Roscoe

Os sesquiterpenos constituem uma subclasse dos terpenos formados por trés
unidades isoprénicas (CisH24). Os mesmos séo facilmente oxidados e possuem
baixa solubilidade em &gua e em solugbes alcodlicas diluidas, por serem
insaturados tendem a polimerizar provocando deterioragdo no sabor e odor dos
Oleos essenciais [34].

Estes compostos terpénicos sdo bastante encontrados em plantas, fungos e
algas com mais de 7000 compostos conhecidos e identificados. Sua maioria
apresenta algumas propriedades bioldgicas como larvicida, a exemplo, do E-
nerolidol [37]. Destacam-se também um grande numero de sesquiterpendides
monocilcicos, 0s quais apresentam extensas bioatividade citotoxica, antioxidante,

anti-inflamatorias, anticancerigena e antibacteriana [38,39].

Os sesquiterpenos majoritarios do oOleo essencial de gengibre sédo a-
curcumeno, a-zingibereno, a-farneseno, B-bisaboleno e B-sesquifelandreno [40]
(Figura 6).

Figura 6 - Estruturas quimicas dos sesquiterpenos majoritarios presentes no
gengibre.

a-zingibereno a-curcumeno B-bisaboleno

B-sesquifelandreno a-farneseno
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Na literatura a abordagem das atividades biologicas dos extratos e 6leos
essenciais de gengibre sdo atribuidas aos seus compostos majoritarios
sesquiterpénicos. Estes apresentam variacdes em suas concentragdes, devido a
diversos fatores, como métodos extrativos, solventes extratores, tempo de extracao

e diferentes maneiras de cultivo dos rizomas de gengibre [41].

Silva [42], analisou a atividade inibitéria da mistura dos sesquiterpenos
majoritarios do Z. officinale frente a enzima responsavel pela degradacdo de
proteinas na matriz éssea, a catepsina K. Observou-se que esta mistura de
compostos é promissora na inibicdo enzimatica ap6s a determinacdo do ICso da
mistura obtida da fracdo n-hexanica (1,61 + 0,23 pug/mL) e do 6leo essencial obtido
por hidrodestilagéo (6,07 + 0,98 pug/mL).

Gomes et al. [43], verificaram a atividade do Oleo essencial dos rizomas
frescos de Z. officinale Roscoe, frente ao mosquito Aedes aegypti. A extracao
realizada com auxilio de aparelho do tipo Clevenger foi capaz de obter um 6leo com
constituintes majoritarios: a-zingibereno (27,14%), neroldiol (13,51%), p-
sesquifelandreno (9,64%) e a-curcumeno (3,33%), os quais foram atribuidos ao
efeito biologico apresentado. A concentracao letal em cinquenta por cento, CLsyo,
obtida por estes autores foi 76,07 + 0,24 pg/mL foi considerada significativa

mediante os resultados.

Yahya et al. [7], determinaram a atividade antibiofilme do extrato etandlico do
Z. officinale contra Pseudomonas aeruginosa. O extrato tinha como constituintes a-
curcumeno (12,9%), a-zingibereno (45,24%), p-bisaboleno (17,2%) e @G-
sesquifelandreno (21,65%), os quais apresentaram concentracao inibitéria minima
de 12500 pg/mL. Além disso, a mistura mostrou-se promissora contra a formacéo

de biofilme do micro-organismo utilizado.

Lameu [44], avaliou a acdo de trés Oleos essenciais contra a formacédo de
biofilme de Salmonela entérica. Dentre os 6leos de Z. officinale na concentracéo de
4% (v/v) extraidos por hidrodestilacdo demonstrou forte capacidade inibitéria. A
composicao quimica deste 6leo apresentava a-zingibereno (13,56%), a-curcumeno
(10,06%), p-sesquifelandreno (7,04%), p-bisaboleno (4,59%) e a-farneseno (4,23%)

como constituintes majoritarios.
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Mediantes os resultados apresentados na literatura ndo é possivel fazer uma
atribuicdo efetiva das atividades biolégicas com os constituintes majoritarios. Pois,
€ necessario uma realizacao de testes isolados com os sesuiterpenos majoritarios
do 6leo essencial de gengibre, a fim de se obter dados que comprovem a sua acao
bioldgica.

1.5 Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo farmacos empregados para o tratamento das mais
diferentes condic¢des infecciosas que tém a capacidade de inibir o crescimento de
micro-organismos como fungos e bactérias. Sao divididos em duas classes: os
antibidticos, moléculas produzidas por seres vivos que inibem o crescimento de
outros micro-organismos; e 0s quimioterapicos, substancias sintéticas com alto

poder lesivo contra agentes patogénicos [45,46].

A classificacdo dos antimicrobianos podem ser realizadas de varias
maneiras. No entanto, devem ser considerados o seu espectro de acao, o tipo de
atividade antimicrobiana, o grupo quimico ao qual pertencem e o mecanismo de
acao (Tabela 2) [47].
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Tabela 2- Classificagdo dos antimicrobianos. Fonte: ZHANEL, 2001 [47].

Variaveis Classificacao Exemplos

ESPECTRO DE ACAO

Antifungicos
Anaerobicidas

Anfotericina B
Metronidazol

Gram-positivos Oxacilina
Gram-negativos Aminoglicosideo
Amplo espectro Ceftriaxona
Bactericida Quinolona
ATIVIDADE
ANTIBACTERIANA  Bacteriostatico Macrolideo

Aminoéacidos

Betalactamico

GRUPO QUIMICO Acucares Aminoglicosideo
Acetatos/propionatos Tetraciclina
Quimioterapicos Sulfa

MECANISMO DE Sintese da parede celular Beta-lactamico

ACAO Permeabilidade de membrana Anfotericina B
Sintese protéica Aminoglicosideo
Metabolismos dos acidos Quinolona
nucléicos

A utilizacdo dos antibioticos e quimioterapicos permitiu o controle e cura de
doencas infecciosas, mudando a evolucdo natural dessas doencas de forma
marcante. Os antibidticos sdo prescritos em larga escala em atendimentos
ambulatoriais, em internagcdes e também sdo muito usados na automedicacédo. Por
outro lado, uso de antimicrobianos em animais alimenticios aumenta a selecéo de

bactérias resistentes, que podem se espalhar para as pessoas [45,48].

Muitos estudos foram conduzidos na éarea de antimicrobianos naturais,
visando a identificacdo de novas fontes de compostos com propriedades
antimicrobianas. Assim, extratos de plantas e 6leos essenciais tém sido eficazes
no controle do crescimento de uma variedade de micro-organismos incluindo
fungos e bactérias. Além, no crescimento de novas moléculas (131 entre 1940 e
2014) aprovadas no combate ao cancer com acentuacdo em outras areas,

revelando a influencia e importancias dos produtos naturais [49].
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Dados da Organizacdo Mundial de Saude, relatam que cerca de 80% da
populacéo faz ou j& fez uso de uma erva como forma de medicamento para alivio
de sintomas que colocam em risco a saude humana. No qual 30% se deu por
indicacdo médica, devido ao facil acesso, baixo custo e por serem consideradas

inofensivas a saude humana por grande parte da populagéo [50].

Ha diversas plantas conhecidas por suas propriedades fitoterdpicas. Entre
elas destacam-se o gengibre (Zingiber officinale), o acafrdo (Curcuma longa), o
alecrim-pimenta (Lippia sidoides), a salvia (Salvia officinale), o agrido (Nasturtium
officinalis), a arnica (Arnica montana), a malva (Malva silvestres) e o cravo

(Sysygium aromaticum) [51,52].

Bactérias, fungos, virus e protozoarios foram descritos por muitos autores
COmMO micro-organismos sensiveis aos extratos vegetais das espécies citadas.
Destacam-se Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans,
Escherichia coli, Pseudomonas aerugiosa, Salmonella Thyphimurium e Bacillus
cereus [53,54].

1.6 Micro-organismos patogénicos

A maior parte dos fungos, bactérias, virus e protozoarios sao inofensivos a
saude humana, podendo garantir beneficios. No entanto, 0s microrganismos
podem ser divididos em patogénicos e nao patogénicos, dependendo do género da
espécie e do sorotipo [55].

Os microrganismos patogénicos sdo aqueles capazes de desencadear
doencas infecciosas no hospedeiro em condicdes favoraveis a sua sobrevivéncia e
desenvolvimento, produzindo compostos toxicos. Eles podem ser transmitidos pelo
ar, pelo contato direto ou pelo consumo de alimentos contaminados por

manipulacéo e procedimentos inadequados [55].

Sao classificados em patogénicos primarios, onde as doencas infecciosas
causadas sdo independentes dos fatores do hospedeiro, e em patogénicos
secundarios, os quais desenvolvem infec¢do quando existe desequilibrio na relacéo

parasita-hospedeiro, principalmente, imunodeficiéncia do hospedeiro [56].
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Os patégenos mais frequentes causadores de infec¢gbes sao os seguintes:
Escherichia coli, Klebsiella sp, Streptococcus sp., Enterobacter spp., Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Enterococus sp [57]. Algumas bactérias do
género Streptococcus fazem parte da microbiota oral humana e também podem
estar presentes no intestino, trato respiratério e na pele. Por esta razéo séo de facil
transmissao, ocorrendo através de varias atividades no dia a dia [58]

Algumas espécies, como Streptococcus pyogenes, causam doengas como
faringite estreptocdcica, erisipela e infe¢des gerais na garganta [59]. Outros como
Streptococcus pneumoniae podem levar o hospedeiro a morte com doengas como

pneumonia e meningite [60]. Ja& Streptococcus mutans é o principal agente
etiolégico da carie dental [61].

Nos ultimos anos, observou-se um aumento da resisténcia bacteriana,
principalmente, por patdgenos potencialmente nocivos a saude humana. O que
consiste em um dos maiores e mais consideraveis obstaculos a saude publica.
Segundo a World Health Organization (WHO) a Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis e Treponema pallidum, sdo exemplos de “superbactérias” por

apresentarem resisténcia a multiplos antimicrobianos [62].

Mycobacterium tuberculosis € outro patégeno que despertou bastante
atencdo na comunidade cientifica. No ano de 2014, o mesmo foi responsavel por
9,4 milhdes de casos de tuberculose multirresistentes no mundo. Sendo que 12%
dos pacientes foram coinfectados com HIV, além do registro da ocorréncia de 1,5

milhdes de mortos [63].

O principal fator elencado para o aumento da resisténcia microbiana reside no
uso indiscriminado de antimicrobianos. Essa pratica seleciona os micro-organismos
naturalmente resistentes e esses frequentemente sédo responsaveis por doencas

infecciosas tecnicamente intrataveis.
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1.7 Fatores de Viruléncia

Os fatores de viruléncia sao estruturas, produtos ou mecanismos
apresentados por agentes patogénicos tais como, virus, bactérias e fungos que
permitem a invasdo de hospedeiro e/ou aumento da capacidade patogénica dos
micro-organismos [64].

Por meio desses fatores, diversos micro-organismos conseguem aumentar a
eficacia no desenvolvimento de infec¢cBes localizadas ou sistémicas dependendo
do estagio da doenca e da resposta do hospedeiro. Esse processo infeccioso é
favorecido pela ruptura do equilibrio parasita-hospedeiro, aderéncia, producao de
enzimas extracelulares e toxinas [64].

A aderéncia de muitas bactérias a tecidos do hospedeiro € um processo
complexo que em muitos casos, envolve a participacdo de varias e distintas
adesinas, as quais podem atuar ao mesmo tempo ou durante diferentes fases da
infeccdo. Muitas bactérias patogénicas dispdem de fibras de polimeros designados
por pilus ou fimbrias que facilitam a fixacdo das células do epitélio, garantindo uma
maior aderéncia [65].

A expressao dos fatores de viruléncia pelos micro-organismos, nao € apenas
responsaveis pelas caracteristicas de uma patologia, mas também em determinar
a especificidade de patdgenos. Algumas cepas de Escherichia coli, por exemplo,
possuem fimbrias capazes de mediar a adeséo as células epiteliais do intestino
[66].

Staphylococcus aureus, desenvolveu varios mecanismos de viruléncia para
escapar do sistema imunolégico humano, incluindo uma serie de proteinas de
superficie, enzimas e toxinas. Tais mecanismos podem causar desde simples
infeccbes até infeccbes mais graves como meningite, pericardite, bacterimia e

sindrome do choque téxico [67].

1.7.1 Biofilmes

Os biofilmes podem ser definidos como formas de existéncia microbiana. Sao
espacialmente e metabolicamente estruturadas em comunidades embebidas em

matrizes de substancias poliméricas extracelulares [68].
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Essas estruturas sao formados por populacdes desenvolvidas a partir de uma
Gnica ou de multiplas espécies. Sendo limitadas por caracteristicas do
microrganismo, do material aderente e do meio que o envolve, como pH,

temperatura, tempo de agitacdo e uma variedade de outros fatores [68].

Em ambientes naturais cerca de 95 a 99% dos micro-organismos existem na
forma de biofilmes, e podem ser encontrados em quase todos o0s substratos que

possuem nivel de umidade suficiente para suportar o seu crescimento [69].

A formacdo de biofilme é uma estratégia de sobrevivéncia dos micro-
organismos. Ha varias teorias sobre a sua formacdo, uma delas sugere cinco
etapas: condicionamento da superficie pela adsorcdo de material orgéanico;
transporte de células e nutrientes para o sitio de aderéncia, inicio do processo de
adesdo, por atracdo eletrostatica; crescimento celular, colonizacdo e adeséo
irreversivel; e liberacdo de células localizadas na periferia devido a alta atividade
metabolica do biofilme [69] (Figura 7).

Figura 7- Ciclo do biofilme. 1-flutuacdo das células plactbnicas; 2-adeséo; 3-
secrecdo e crescimento; 4-maturacdo do biofilme; 5-disperséo e reinicio do ciclo.
Fonte: REFFUVEILLE, 2017 [70].
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Estima-se que cerca de 65% de infec¢cdes hospitalares séo derivadas da

formacé&o de biofilmes pelos micro-organismos. O que contribui com mais de 80%

das infecgcbes em humanos. Estima-se que anualmente cerca de 10 milhdes de

individuos, nos Estados Unidos, sdo acometidos por infec¢cdes associadas a

biofilmes presentes em implantes ou decorrentes de procedimentos médico.

Revelando a necessidade de erradicar as contaminagcfes nas superficies e em

equipamentos médicos, a fim de controlar o risco de infec¢des hospitalares [69].

A Tabela 3 apresenta algumas infec¢cbes humanas causadas pela liberacdo

de biofilmes produzidos por micro-organismos.

Tabela 3 - Algumas infec¢cdes humanas envolvendo formacao de biofilmes. Fonte:
http://e-escola.tecnico.ulisboa.pt/topico.asp?id=355&ordem=1.

Doenca ou infecgéo

Espécies bacteriana comuns de biofilme

Céarie Dental

Cocos Gram-positivos(Ex.: Streptococcus)

Periodontite

Bactérias orais anaerébias Gram-negativas

Inflamacgé&o na orelha

Cepas nao tipificaveis de Haemophilus

influenzae

Infeccdes musculoesqueléticas

Cocos Gram-positivos(Ex.: Staphylococcus)

Fasciite necrotizante

Género Streptococcus

Infeccdo do trato biliar

Bactérias entéricas (Ex.: Escherichia coli)

Osteomielite

Varias espécies bacterianas e fungicas

Pneumonia por fibrose cistica

P. aeruginosa e Burkholderia cepacia

Meliodose

Pseudomonas pseudomallei

Cistite do cateter urinario

S. epidermidis, K. pneumoniae, E. faecalis,

Proteus mirabilis

Valvulas cardiacas mecanicas

Estreptococos do grupo viridans e
Enterococos



http://e-escola.tecnico.ulisboa.pt/topico.asp?id=355&ordem=1
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A bactéria gram-positiva, Staphylococcus aureus é grande produtora de
biofilme. O seu estudo tem se tornado essencial para medicina, em razéo da sua
resisténcia aos tratamentos, ocasionando aumentos significativos na morbidade de

pacientes [67].

O biofilme produzido por S. aureus é responsavel pelo seu alto indice de
viruléncia. Pois, permite 0 micro-organismo maior permanéncia no hospedeiro, bem
como protecao do sistema imune e de antibiéticos. Essa permanéncia permite que
0 micro-organismo cause infec¢cdo generalizada, disseminando-se principalmente

pela via hematogénica [71].

A cérie dental também esta associada a formacédo de biofilme por bactérias
como Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. A placa dental € um tipo de
biofilme, que fornece uma matriz para varias bactérias cariogénicas. Os micro-
organismos da cavidade oral interagem entre si para produzir biofilmes mistos e

mais resistentes, aumentando a gravidade da doenca [72,73].

Um outro exemplo da influéncia dos biofilmes é a fibrose cistica e doencas
pulmonares crdnicas, em que a resposta imune do hospedeiro causa alteractes
estruturais nos pulmdes favorecendo a formacao de biofilme de micro-organismos

como Pseudomonas aeruginosa [74].

O biofilme também apresenta um papel importante em infeccbes no trato
urinario. Estirpes de micro-organismos como Proteus mirabilis e Escherichia coli,
as quais acarretam infeccdes no sistema urinario, ja foram descritas por possuem
um conjunto de genes de viruléncia, 0s quais estdo associados a producao eficiente
de biofilmes persistentes que os tornam bem adaptados para sobrevivéncia no trato

geniturinario [74,75].

Um dos principais objetivos no combate de infeccbes causadas por bactérias
capazes de formar biofilmes é a inibicdo ou 0 aumento de permeabilidade dessa
estrutura. A inibicdo permite que os antibiéticos e as células do sistema imunologico
tenham acesso as bactérias, ao passo que o0 aumento da permeabilidade do
biofiime pode aumentar a difusdo dos antimicrobianos até os alvos das células

bacterianas [68].

Dessa forma, a busca por compostos capazes de inibir a formacédo ou de

aumentar a permeabilidade dos biofilmes é de grande valia como estratégia
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terapéutica alternativa no tratamento de infeccbes causadas por bactérias

resistentes a maltiplos farmacos.

1.7.2 Proteases

Proteases séo grupos de enzimas capazes de catalisar a clivagem hidrolitica
de ligacbes peptidicas. Elas sdo produzidas por todos os organismos e
desempenham um importante papel na regulacdo do metabolismo, bem como nas

doengas infecciosas [76].

As proteases podem ser classificadas de acordo com a localizacdo onde
ocorre a clivagem na proteina alvo. Se a clivagem ocorrer perto do grupo carboxila
ou amino, sao consideradas exoproteases, mas se a clivagem acontecer longe

desses grupos tem-se uma endoprotease [76]

Outra classificacdo é realizada de acordo com o residuo de aminoacido
presente no sitio catalitico da enzima, diretamente envolvido com a catalise. Assim,

existem as serino-proteases, treonino-proteases, cisteino-proteases, aspartil-

proteases, metalo-proteases e glutamil-proteases [77].

Estas enzimas estdo presentes em todos 0s seres vivos. As quais podem
desempenhar diversas funcdes fisioldgicas tais como, na digestdo de alimentos,
coagulacdo sanguinea, ativacdo de proenzimas, processos inflamatorios e entre

outras funcdes importantes para sobrevivéncia dos seres vivos [77].

As proteases produzidas por bactérias funcionam como uma das suas
principais fontes de energia. Além disso, a sua producédo possibilita 0 aumento do
dano tecidual, facilita a invasdo e a disseminacdo do micro-organismo no
hospedeiro. Garantindo as bactérias vantagens metabdlicas e de defesa a resposta

do sistema imunoldgico do hospedeiro [76].

Dentre as espécies oportunistas de importancia médica Candida albicans e
Candida tropicalis, causam infeccdes em pacientes imune comprometidos por
possuirem uma aspartil-protease extracelular, que é considerada seu principal fator

de viruléncia [78].
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J& o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), agente etiologico da AIDS,
apresenta uma aspartil-protease essencial para o ciclo de vida do retrovirus. Sendo
o alvo para a quimioterapia desta doencga, utilizando inibidores especificos [79].

Em relacdo as cisteino proteases, sdo enzimas presentes em diversos
organismos desde bactérias, fungos, protozoarios, animais e comumente em
plantas. Sua estrutura apresenta como sitio ativo a triade catalitica composta por
Cy, Asp e His. O principal residuo de amino&cido catalitico é a cisteina (Cys). A
catalise ocorre via um éster tiol intermediario e é facilitada por cadeias adjacentes
de histidina e acido aspartico [80] (Figura 8).
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Figura 8 — Mecanismo da reac¢éo de clivagem mediada pela cisteina protease de
uma ligacao peptidica.
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A bromelina, papaina e a ficina sdo exemplos de cisteino proteases isoladas
do abacaxi (Ananas comosus), mamao (Carica papaya) e figo (Ficos carica). Todas
apresentam propriedades semelhantes, tais como pH na faixa de 4 a 5,5, na qual
se possa garantir sua acdo efetiva. O pH € um fator que exerce grande influéncia
na manutencdo da atividade enzimédtica, pois esta vinculado as alteracdes do
estado de ionizagcdo nos componentes do sistema em consequéncia da variagao

da concentragéo de H* [80,81].

A cisteino protease, papaina, é a primeira da familia com sua estrutura
tridimensional determinada por cristalografia de raio-X. Esta protease tem uma
cadeia pepitidica composta por 212 aminoéacidos (Figura 9) que se dobra para
formar dois dominios L e R. Foi extraida do latex do maméao (Caripapaya) e tem
acao bacteriostatica, bactericida e anti-inflamatoria [82].

Figura 9 — Estrutura tridimensional da papaina 9PAP. Fonte: http://www.rcsb.org.

Dominio L Dominio R



https://www.google.com.br/search?q=http://www.rcsb.org&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjY-aC3-a_jAhVM2FkKHYwuBsMQBQgsKAA
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Outra enzima em destaque é a catepsha K, uma cisteino protease envolvida
diretamente em doencas Osseas, tais como artroses e osteoporoses. A sua
participacdo efetiva na degradacdo da matriz 6ssea, faz com que a mesma seja
alvo na busca de novos farmacos, a fim de reverter o efeito da perda éssea,

evitando danos maiores que coloque em risco a saude humana [83].

O protozoario flagelado, Trichomonas vaginalis, responsavel pela
tricomoniase, doenca sexualmente transmissivel, também apresenta uma cisteina
protease a qual esta envolvida com o dano causado pelo parasita [84]. Além disso,
muitas bactérias gram-negativas também produzem cisteino protease, como
Phorphyromonas gyngivalis, fornecendo vantagens distintas e atuando como

fatores de viruléncia para sobrevivéncia dessas bactérias [85].

O interesse no estudo de proteases vai além das suas fungdes fisiologicas.
As enzimas proteoliticas sao alvo moleculares atrativos para o desenvolvimento de
novos farmacos, por desempenharem participacbes importantes no
desenvolvimento de diversas doencas. Além, da configuracdo de resisténcia de

micro-organismos patogénicos, contribuindo para sua sobrevivéncia [80].

Assim, o entendimento da atividade proteolitica nos processos biologicos tem
como pré-requisito o conhecimento da contribuicdo dos inibidores naturais de
proteases. Uma vez que podem ser classificados de acordo com o tipo de protease
gue inibem: inibidores de serino, cisteino, aspartico, treonino e metaloproteases
[86].

As pesquisas sobre os inibidores naturais de proteases sdo relativamente
recentes, sendo necessario maiores investigacoes nesta area. A fim de descobrir
novos medicamentos eficazes e seguros para o seu uso. O que pode ocasionar o
interesse em estudo de plantas popularmente conhecidas por suas propriedades

medicinais, as quais ainda ndo foram investigadas [86].
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Otimizar as extragOes dos principais sesquiterpenos do rizoma de Zingiber
officinale Roscoe e avaliar o seu potencial nainibicéo de fatores de viruléncia

de microrganismos de importancia clinica.

2.2 Objetivo Especifico

e Avaliar o efeito de diferentes técnicas na extracdo de sesquiterpenos dos
rizomas de Z. officinale Roscoe.

e Obter fracdes enriqguecidas em sesquiterpenos (FES) dos rizomas de Z.
officinale Roscoe por planejamento fatorial.

e Avaliar a acdo antimicrobiana da FES.

e Determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) da FES.

e Avaliar o efeito da FES sobre a formacéo de biofilme de bactérias.

e Avaliar o efeito da FES sobre o indice de hidrofobicidade das bactérias:
Streptococcus agalactiae, Staphylococcus aureus e Echeriachia coli.

e Avaliar a acdo anti cistéino protease da FES.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e Equipamentos

* Multiprocessador de alimentos — modelo Philips Walita 750 W.

» Estufa — modelo SL-100 de circulagao forgcada de ar.

» Balanca analitica — modelo AY220 da marca Marte.

* Freezer — modelo EFH350 da marca Esmaltec.

= Micro-ondas — modelo CMS45AB 30L da marca Consul.

= Banho ultrasonico — modelo SSBU20L SOLIDSTEEL.

= Ultra Turrax 2500 rpm — T-25 IKA.

= Evaporador Rotativo — modelo 820 da marca LABOQUIMICA.

= Coluna Cromatografica — RTX-5MS 95% de dimetilpolisiloxano (30 m x 0,25
mm/ 0,25 pm).

= Cromatégrafo Gasoso acoplado a Espectrometria de Massa — modelo
SHIMADZU.

= Coluna de vidro 40 cm x 4 cm.

= Microplacas de 96 pocos fundo chato— ALFA.

= Placas de Petri (90x15 mm).

= Micropipeta multicanal — 20 canais, 200 UI.

= Leitor de microplacas —modelo: LabSystms Multiskan RC/MS/EX (Thermo
Fisher Scientific).

= Leite em po (Nestlé®).

= BHI (Brain heart infusion) — KASVI.

= Glicose (Synth).

= Sacarose (Synth).

= Silica gel (70-230 mesh).

= DMSO (Synth).

= Etanol (NEON).

= Hexano (NEON).

= Tampéo de Fosfato 10 Mm (pH 6,7).

= Acido acético 30%.
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= Cristal de violeta 0,1%.

» Tolueno (Hexis Cientifica);

= Vortex — AMXH-C, AMISMED.

= Paquimetro — Digital 8" (Eda 7vt).

3.2 Procedimento Experimental

3.2.1 Secagem do material vegetal

Os gengibres frescos, comprados no comercio do municipio de Lagarto no
estado de Sergipe, foram lavados, cortados em pequenos pedagos com o0 auxilio
de um processador de alimentos. Na sequéncia foram desidratados em estufa com
circulacdo de ar a 40°C, por um periodo de 7 dias. Em seguida, o material foi
pulverizado, tamisado (diametro da malha: 2 mm) e armazenado em frascos de

vidro até o momento das extracdes

3.2.2 Métodos de Extracéo

3.2.2.1 Maceracgao

O gengibre seco e pulverizado foi submerso em alcool etilico (99,5%), na
proporcao de 1:10 m/v (planta/solvente), 25°C, durante um periodo de 2 dias.
Posteriormente o extrato foi filtrado, e o solvente evaporado sob vacuo em rota-
evaporador a 40°C [87].

3.2.2.2 Turboextracéo

O material vegetal seco e pulverizado foi submerso em alcool etilico, na
proporcao 1:10 m/v e em seguida submetido a turboextracéo por 10 min, a 21.000
rpm a 25°C. Posteriormente o extrato foi filtrado, e o solvente evaporado sob vacuo

em rota-evaporador a 40°C [88].
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3.2.2.3 Ultrassom

O material vegetal seco e pulverizado foi submerso em &lcool etilico, na
proporcao 1:10 m/v e em seguida submetido ao ultrassom por 40 min, a 25°C.
Posteriormente o extrato foi filtrado, e o solvente evaporado sob vacuo em rota-
evaporador a 40°C [89,90].

3.2.2.4 Micro-ondas

O material vegetal seco e pulverizado foi submerso em alcool etilico, na
proporcgdo 1:10 m/v e em seguida foi submetido ao micro-ondas por 1 minuto e 40
s, com poténcia de 800 W. Posteriormente, o extrato foi filtrado, e o solvente

evaporado sob vacuo em rota-evaporador a 40°C [91-93].

3.2.3 Obtencao da frac&do enriquecida em sesquiterpenos

O extrato bruto obtidos dos rizomas de Z. officinale foi dissolvido em uma
solucéo etanol/agua, 70:30 (v/v), para realizacdo de uma particéo liquido-liquido,
utilizando como solvente o n-hexanico (NEON). Este procedimento foi realizado em

triplicata com recolhimento das fragdes apolares e rotaevaporacdo do solvente.

Por seguinte, as fracdes hexanicas foram submetidas a cromatografia liquida
classica, com a utilizacdo de uma coluna de vidro preenchida com silica gel (70-
230 mesh, ASTM) e solvente n-pentano como fase mével. Foram recolhidas cinco
fracGes de 20 mL e analisadas por Cromatografia gasosa acoplada a Espectrometia
de massas, reunindo por fim as fracdes enriquecidas em sesquiterpenos em frascos

de vidro ambar (Figura 10).



Figura 10- llustracdo das etapas do processo de extracdo. Fonte: Propria autora.
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3.3 Condic¢Oes cromatogréaficas de anélise

As andlises cromatogréficas foram realizadas por CG-EM (Shimadzu, GC-MS
QP-2010 plus). O equipamento pertence ao Laboratdrio de Cromatografia do
Instituto Federal de Sergipe (IFS) do Campus de Aracaju, gerenciado pelo Prof°® Dr.
Adalberto Menezes Filho.

As condi¢des cromatograficas foram as seguintes:

e Temperatura do injetor: 250 °C;

e Temperatura da interface: 250 °C;

e (Gas de arraste: He (99,995 %);

e Fluxo do géas de arraste: 0,80 mL.min?;

e Injetor: Split/splitless (Foi utilizado no modo sem diviséao);

e Volume de injecao: 1uL (Injecdo automatica);

e MS: Operado no modo Scan, com ioniza¢ao por impacto de elétrons 70 eV,

e Rampa de aquecimento: Iniciou a 60 °C permanecendo por 1 min. A
temperatura foi elevada até 100 °C com taxa de 25°C.min"! permanecendo
3 min. Em seguida a temperatura sofreu incremento até atingir 155 °C com
uma taxa de 5 °C.mint, permanecendo por 5 min e finalmente chegando a
temperatura de 200 °C com uma taxa de 10 °C.mn%, permanecendo por 2

min. O tempo de analise cromatografica foi de 30 min.

3.4 Planejamento Fatorial 23

No presente trabalho, para otimizacdo da extracdo dos sesquiterpenos do
gengibre, foi utilizado um planejamento fatorial de 22 (Tabela 4). O rendimento e a
guantidade de a-zingibereno sdo as respostas do experimento, as quais
dependeram de trés fatores: tempo, relacdo massa/volume e poténcia do micro-
ondas. Foram realizados 8 ensaios em duplicata totalizando 16 experimentos. Os
niveis e fatores utilizados no planejamento podem ser observado na matriz de

planejamento (Tabela 4) [94].
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. A3 ~ A
Tabela 4- Planejamento fatorial 2 . Os fatores tempo, razdo m/v e poténcia de
irradiacao apresentam-se dispostos em limite inferior e superior

Limite Inferior

Limite Superior

()
Fatores:
1: Tempo: 2 4
2: Razao m/v: 1:20 1:10
3: Poténcia: 400 W 800 W

Ensaios 1 2 3  Rendimentos Média Area do a-zingibereno

1 - - - X11 X1.2 Y1 Z
2 + - - X2.1 X2.2 Y2 Z2
3 - + - Xz1  Xsz.2 Y3 Z3
4 + + - Xa1 Xa.2 Ya Zy
5 - - + Xs5.1 Xs.2 Ys Zs
6 + - + Xe1  Xe.2 Ye Zs
7 - + + X712 X7.2 Y7 Z7
8 + 4+ + Xg1  Xs.2 Ys Zs
3.5 Inibicdo do crescimento microbiano

Os testes foram realizados em placas de 96 pocos, com suspensao

microbiana de (1-5 x 108 UFC/mL), incubadas por periodo de 24 horas a 37 °C para

0s micro-organismos: Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 14458) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). Para o cultivo desses

micro-organismos utilizou-se o meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion)

suplementado com 6% de glicose [95].

Enquanto os micro-organismos: Streptococcus mutans (UA 159) [96] e

Streptococcus agalactiae (VIR 2603) [97], foram incubados por 48 horas a 37 °C
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em meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) suplementado com 6% de sacarose.
O meio de cultura foi trocado ap6s 24 horas de incubagéo [98].

A fracdo enriquecida em sesquiterpenos foi dissolvida em DMSO a uma
concentracdo de 20 mg/mL e diluidas nos meios de cultura utilizados, de modo que
a concentracdo maxima final nos pocos foi de 2 mg/mL e minima de 0,17 mg/mL.
Para o controle negativo utilizou-se pogos com apenas meio de cultura e como

controle positivo foram utilizados apenas o indculo dos micro-organismos.

3.6 Inibicdo da formacgéao de biofilme

Os ensaios para a avaliacdo da formacao de biofilme foram executados em
trés etapas: lavagem das células plactonicas, coloracéo e solubilizacdo do biofilme

formado nas microplacas de 96 pocos.

Inicialmente as células placténicas foram removidas por inversdo e por duas
lavagens com agua destilada. Apds, a inversao final as placas foram secas a
temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, adicionou-se 200 L de solugéo
0,1% m/v de cristal de violeta e incubou-se a placa a temperatura ambiente (25°C)
por 15 min [99]. Decorrido esse periodo a placa foi lavada quatro vezes com agua

destilada e seca por inversao em papel toalha.

Para a quantificacdo do biofilme formado procedeu-se a adicdo de 150 pL de
acido acético 30% (v/v) em cada poco para solubilizacdo do cristal violeta seguida
de incubacado por 15 min a 25°C. Em seguida, transferiu-se 100 puL do cristal de
violeta solubilizado para uma nova microplaca, a qual foi lida a 600 nm em leitor de

microplacas [100] (Figura 11).
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Figura 11- llustracdo de algumas etapas da avaliagdo da inibicdo de biofilme.
Fonte: Propria autora.
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3.7 indice de hidrofobicidade da superficie celular

A hidrofobicidade da superficie celular das bactérias foi medida de acordo

com o teste de adesdo microbiana ao hidrocarboneto.

As células cresceram em BHI suplementado com 6% de glicose com
concentragfes sub-CIM da FES de 250, 125 e 61 pg/mL. Estas células foram
lavadas trés vezes e suspensas em solucao salina estéril, para ajuste da densidade
optica de 0,3 a 600 nm. A suspenséo de células (3 mL) foi transferida para tubos
de ensaio nos quais adicionou-se 1 mL de tolueno. Em seguida os tubos foram
agitados no vortex durante 2 minutos e mantidos a temperatura ambiente por 15
minutos. Apoés as separacfes das fases, foi medida a absorbancia da fase aquosa
em espectrofotdmetro a 600 nm [101]. Assim, a equacdo abaixo foi utilizada para
quantificar o indice de Hidrofobicidade (IHD), onde a absorbancia inicial € 0,3 e a

final é a absorbancia medida no final do experimento:

IHD - Abs(inicial) — Abs(final) ¥ 100
B Abs(inicial)
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3.8 Inibicdo da atividade proteasica da papaina

Para determinacéo da atividade enzimatica foram realizados ensaios semi-
guantitativos de difusdo em &gar em placas de Petri. A metodologia baseia-se na
deteccao de atividade de proteases de microrganismos utilizando agar leite [102].

Inicialmente, foi realizada a esterilizacdo do agar nutriente suplementados
com 1% de leite em po desnatado. Em seguida, foram adicionadas 50 mL dessa
mistura em placas de Petri de diametro 14 cm. Ap@s, a solidificacéo do gel, foram
construidos pocos de maneira uniforme na placa. A esses pocos foram adicionados
a solucéo formada entre a fragdo enriquecida em sesquiterpenos e a papaina na
proporcao de 1:40, em concentracdes de FES de 16, 31, 62, 125, 250 e 500 pg/mL.
A solucado enzimatica da papaina foi preparada em tampao fosfato 10 mM (pH 5,2),
contendo 5 mM EDTA em uma concentragéo de 9,4 mg/mL. As solug¢des foram

incubadas por um periodo de cinco minutos antes da sua utilizacao [103].

As placas de Petri foram incubadas a 37 °C em estufa bacterioldgica por 24
horas. A atividade enzimatica p6de ser observada a partir da formacéao de halos no
agar/leite, resultado da degradacédo da caseina presente no leite pela enzima.
Adicionou-se uma solucao de acido cloridrico 1 M para melhor visualizacdo dos
halos formados, pois a adicdo do mesmo precipita a caseina no leite que nao foi
hidrolisada [103].

Os ensaios foram realizados em triplicata para cada concentracédo, e os halos
foram aferidos com auxilio de um paquimetro. A equacéao abaixo foi utilizada para

o célculo de inibicdo percentual da papaina:

Inibicio enzimatica (%) = 100 x(1 — Ahamostra

)

Ahenzima

Onde, Ahamostra € @ area do circulo formado na presenca de FES e, Ahenzima € @
area do circulo formado quando apenas a solucdo enzimatica estava presente no

poco (Figura 12).
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Figura 12- Etapas para avaliacao da inibicdo da papaina. Fonte: Propria autoria
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3.9 Analise Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos envolvendo micro-organismos e
enzimas foram tratados estatisticamente utilizando-se o programa GraphPad
Prism®, versdo 7.0, através de Andlise de Variancia (ANOVA) de 1 via, seguido
Teste de Tukey e Dunnet. Foram consideradas significativas as diferencas com p
< 0,05. Ja para os experimentos envolvendo as extracdes e a analise de superficie

resposta foi por meio do programa computacional Statistics, versao 10.0 (Statsoft).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimento da fracdo enriquecida em sesquiterpenos Z. officinale
Roscoe

A Tabela 5 apresenta o rendimento das fracdes enriquecidas em
sesquiterpenos obtidas pelas quatro tipos de extragcdo: maceragao, micro-ondas,
turboextracdo e ultrassom. O rendimento foi calculado como porcentagem de
extrato obtido em relagdo a massa seca de gengibre.

Tabela 5 - Rendimento percentual das fracbes enriquecidas em sesquiterpenos
obtido pelas técnicas: maceracao, micro-ondas, turboextracdo e ultrassom.

Método de Extragao Tempo de Extracao Rendimento (%)
Maceracéao (M) 48 h 1,07 +0,01°
Extracdo assistida por Imine40s 0,85 +0,01°

micro-ondas (EAM)

Turboextragéo (TE) 10 min 0,81+ 0,03°¢

Extracdo assistida por 40 min 0,76 £ 0,00°
Ultrassom (EAU)

Letras diferentes indicam que houve diferencga estatistica entre os grupos. ANOVA seguido
de teste de Tukey (p<0,05).

Apés andlise estatistica (ANOVA, seguido Teste de Tukey), foi possivel
verificar que ndo houve diferenca significativa entre as extracdes realizadas por
turboextracao (TE) e ultrassom (EAU), com p= 0,171 (>0,05).

Como este foi o primeiro trabalho onde se realizou a extrac&o de uma fragao
enriquecida em sesquiterpenos dos rizomas de Z. officinale, foram utilizados os

dados da literatura referentes a extragdo de 6leos essenciais para comparacao,
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pois os 6leos essenciais apresentam 0s mesmos sesquiterpenos extraidos neste

trabalho.

Ao analisar a variagdo de rendimento da fragcdo enriquecida em
sesquiterpenos (FES), ocorrida neste trabalho com a extra¢éo do 6leo essencial de
gengibre em outros trabalhos, observa-se que h& diferengas nos rendimentos
conforme o tempo e o método de extracao que é utilizado. Vale ressaltar que a FES
apresenta apenas uma fracdo dos componentes presentes no 6leo essencial de
gengibre e mesmo assim o rendimento de obtencdo da FES foi maior quando

comparado com os dados da literatura.

Pereira et al. [104] obtiveram rendimento do 6leo essencial de gengibre fresco
entre 0,2 e 2,7%, por arraste a vapor e extracdo por solvente. Enquanto, Oliveira
[105] obteve um rendimento de 0,68% para o 6leo essencial de gengibre a partir de
seus rizomas desidratados. Dabague et al. [106] relatam que os rendimentos do
Oleo essencial de gengibre frescos por hidrodestilacdo sdo normalmente inferiores

guando comparado com outras espécies aromaticas.

Meira et al. [107] obtiveram rendimentos de 1,4 a 2,4% do 6leo essencial de
Melissa officinale L. (erva-cidreira) utilizando diferentes tempos de extracdo. Foi
observado, neste estudo que, a utlizacdo de maiores tempos de extracdo

proporciona um aumento significativo no rendimento.

Gasparin et al. [108] em seu estudo, verificaram a interferéncia do processo
de secagem no rendimento do 6leo essencial de hortela pimenta (Menta x piperita),
atingindo valores de 1%( 30 °C e 70 °C), 1,19%( 40 °C), 1,4% (50 °C) e 1,35%
(60 °C).

Costa et al. [109] conseguiram obter um rendimento de 4,6% do Oleo essencial
de patchouli (Pogostemon cablin), valor superior ao relatado na literatura, onde
outros autores mencionam um rendimento médio de 1,5 a 3,5%, quando extraido
pelo método de hidrodestilagdo [110,111].
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J4 Boland e Bhophy [112] relatam rendimentos dos o6leos essenciais de
Eucalyptus citriodora (0,5-2%) e Eucalyptus globulus (07-2,4%) em seu trabalho de

caracterizacdo térmica de 6leos essenciais de plantas aromaticas.

As diferencas nos valores de rendimento podem ser justificadas por fatores
como, a época de colheita, o tipo de solo, o clima, tempo e temperatura de
secagem. Deve-se levar em consideracdo também que os fatores abiéticos, como
as interacdes entre a planta e o ambiente, acarretam alteracées no teor do 6leo
essencial produzido [113].

Finalmente os rendimentos das extragcdes apresentados neste trabalho
encontram-se dentro da faixa de valores contidos na literatura. Uma vez que 0s
sesquiterpenos apresentam-se como principais constituintes do 0leo essencial de
gengibre. No entanto, os 0leos essenciais extraidos a partir de plantas requerem
uma grande quantidade de material vegetal para obtencdo de elevadas
guantidades, sendo necessario mecanismos que objetivem sua simplificacéo,
demonstrando eficiéncia, reducdo do tempo, material vegetal e solvente a ser

utilizado em todo o processo.

4.2 Identificacdo dos sesquiterpenos majoritarios presentes nos rizomas
de Z. officinale e sua quantificacao relativa

Da fracdo n-hexanica obtida do extrato bruto dos rizomas de Z. officinale,
isolou-se uma mistura de sesquiterpenos, utilizando uma coluna preenchida com
silica gel 70-230 mesh (40 x 4,0 cm, elui¢do isocratica: n-pentano 100%). Foram
coletadas 5 subfracées (20 mL cada), e destas, a mistura de sesquiterpenos foi
detectada nas fracbes 2, 3 e 4. Estas fracdes (FES) foram reunidas e analisadas
por CG/EM.

Os perfis cromatograficos sdo semelhantes para todos os extratos obtidos e

todos os picos foram identificados por similaridade dos espectros de massas da
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biblioteca NIST com auxilio da tese de doutorado de Silva [42], onde cada
sesquiterpeno foi identificado utilizando o indice de Kovats. O pico 1 refere-se ao
a-curcumeno, o 2 (majoritario) ao a-zingibereno, o 3 ao a-farneseno, o 4 ao p-

bisaboleno e o pico 5 ao S-sesquifelandreno (Figura 13).

Figura 13 - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa da FES proveniente
da extracdo assistida por micro-ondas, maceracéao, turboextracao e ultrassom. a-
curcumeno (1), a-zingibereno (2), a-farneseno (3), B-bisaboleno (4) e pB-
sesquifelandreno (5).
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Os tempos de retencgdes (tr) do a-curcumeno, a-zingibereno, a-farneseno, 3-
bisaboleno, B-sesquifelandreno foram: 23,18; 23,32; 23,41; 23,53; 23,83 minutos.
O espectro de massas referente aos sesquiterpenos estédo representados abaixo
(Figura 14).

Figura 14 — Espectro de massas (IE: 70 eV) proviniente da injecdo da Fracao
Enriquecida com Sesquiterpenos extraidos por maceracao.
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A Tabela 6 apresenta o percentual relativo dos constituintes da FES obtidos

pelas quatro técnicas de extragdo. O percentual dos constituintes obtidos por micro-

ondas, maceracgdo e ultrassom se assemelham com os resultados obtidos por

Yahya et al. [7]. Em seu estudo ao analisar o extrato etandlico obtido por maceragéo

do rizoma Z. officinale por CG-EM, identificou-se a-curcumeno (12,9%), a-
zingibereno (45,24%), B-bisaboleno (17,2%) e B-sesquilefandreno (24,65%).

Tabela 6- Composicao dos sesquiterpenos obtidos por turboextra¢do, micro-ondas,

maceracao e ultrassom.

Turboextracdo Micro-ondas Maceracdo Ultrassom
a-curcumeno 12,16% 15,50% 16,73% 14,66%
a-zingibereno 14,46% 40,88% 41,73% 41%
a-farneseno 5,6% 20,30% 18,21% 17,27%
[S-bisaboleno 2.75% 11,15% 11,14% 8,30%
p-sesquifelandreno 4,45% 24% 23,7% 18,54%

Na Figura 15 pode-se observar o grafico com os resultados das quantidades

de sesquiterpenos extraidos dos rizomas de Z. officinale pelas quatros técnicas de

extracao.
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Figura 15 — Areas das bandas dos sesquiterpenos presente na FES extraidos dos
rizomas de Z. officinale por maceragéo, turboextracdo, micro-ondas e ultrassom.
ANOVA, seguida de teste de Tukey (p<0,05). Letras iguais indicam que nao houve
diferenca estatistica entre as técnicas de extracdo. Esta andlise foi realizada dentro
do mesmo grupo.
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A extracdo dos sesquiterpenos utilizando turboextracdo resultou na menor
guantidade de a-zingibereno, a-farneseno e p-sesquifelandreno. As demais
técnicas (M, EAM e EAU) foram capazes de extrair maiores quantidades de
sesquiterpenos, sem diferenca significativa entre estas técnicas para todos 0s
compostos. Vale ressaltar a grande quantidade de a-zingibereno extraido pelas

técnicas M, EAM e EAU, quando comparado com a turboextracao.

Cutrim et al. [114] identificaram a presenca de 18 componentes no 0leo
essencial de gengibre fresco extraidos por hidrodestilacdo em aparelho de
Clevenger. Destes, apresentavam predominancia os sesquiterpenos a-zingibereno
(27,14%) e p-sesquifelandreno (9,45%).

Koroch et al. [115] ao analisar uma espécie de gengibre do Madagascar,
encontraram 11 compostos no Oleo essencial de gengibre fresco. Este foi
submetido ao processo de extracao por hidrodestilacao, apresentando os principais
constituintes  quimicos: «a-zingibereno (22,9%), p-bisaboleno (8,5%), p-

sesquifelandreno (6,5%), a-curcumeno (7,7%) e a-farneseno (0,9%).
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Da mesma forma, Bhargava et al. [116] em seu estudo fitoquimico do Zingiber
officinale encontrou 20,57% de a-zingibereno na extracdo com etanol como
solvente. Enquanto, ao utilizar o metanol, como solvente, obteve-se 15,32% do

mesmo composto.

Os resultados apresentados neste trabalho se assemelham-se com os da
literatura, principalmente, aos sesquiterpenos majoritarios do 6leo essencial de

gengibre, a-zingibereno e p-sesquifelandreno.

Observa-se que os maiores rendimentos seguido das maiores concentragdes
de sesquiterpenos obtidos neste trabalho foram por maceracdo e micro-ondas.
Contudo, a extracao por micro-ondas apresentou-se mais eficiente, uma vez que a
maceracdo possui desvantagens como: elevados tempo, grande demanda de
solvente a partir de rendimentos similares. A extracao realizada por micro-ondas
demonstrou-se eficiente e eficaz, devido a utilizacdo de seu menor tempo de
extracdo atingir um rendimento de extracdo muito semelhante ao obtido por

maceracao.

O aquecimento provocado pela poténcia de irradiagéo, na extragao por micro-
ondas, também pode ter contribuido para excelente extracdo dos sesquiterpenos,
pois temperaturas mais elevadas aumenta a eficiéncia de extracdo [117]. Assim, a
temperatura de extracdo mais elevada contribuiu para que a extracdo com micro-

ondas ocorresse em tempo muito inferior utilizado na maceracao.

Devido ao carater promissor da extracao dos sesquiterpenos por micro-ondas
um estudo detalhado das variaveis do seu processo extrativo foi realizado. A fim de

otimizar o seu processo para se obter uma fracdo enriquecida em sesquiterpenos.

4.3 Otimizacdo da extracdo dos sesquiterpenos dos rizomas de Z.
officinale

A matriz de planejamento fatorial com os valores dos rendimentos de extracao
pode ser observada na Tabela 7. O experimento 2, foi 0 que obteve maior

rendimento da FES utilizando os limites inferiores de razdo massa/volume e
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poténcia, e o limite superior para o tempo de extragéo, no entanto, o a-zingibereno

foi obtido em maior quantidade no experimento 1.

. .3 o -
Tabela 7- Resultado de um planejamento fatorial 2 para otimizac&o das condicdes
de obtencdo de uma Fragcdo Enriquecida em Sesquiterpenos (FES). Fatores de
respostas s@o o rendimento em porcentagem e area do sesquiterpeno majoritario.

Limite Inferior Limite Superior
Q) (+)
Fatores:
1: Tempo: 2 4
2: Razao m/v: 1:20 1:10
3: Poténcia: 400 W 800 W

Ensaios 1 2 3 Rendimentos Media o Areado a-zingibereno

1 - - - 078% 0,78% 0,78% 0,03 3,37x107
2 + - - 0,94% 096%  0,95% 0,08 3,24x107
3 - + - 078% 0,76% 0,77% *0,08 2,50 x107
4 + + -  067% 066% 0,66% 0,07 2,78 x107
5 - - + 077% 0,78%  0,77% 0,03 2,19 x107
6 + - 4+ 05% 051% 0,53% 0,16 2,96 x107
7 - + + 0,44% 042%  0,43% +0,16 1,82 x107
8 + + 4+ 043% 0,44%  0,44% 0,09 1,46 x107

Observa-se que a manutencdo dos niveis de razdo massa/volume e
aumento do tempo de extracao de 2 min para 4 min, favorecem a obtencéo de maior
rendimento (experimento 1-2). Entretanto, quando essa elevacdo do tempo de
extracdo € acompanhada com a modificacdo em um nivel dos fatores principais,
razdo massa/volume e poténcia, ha um declinio tanto no rendimento de extracao
como na quantidade de a-zingibereno extraido (experimento 3-4 e 5-6),

principalmente, quando o nivel 3 (poténcia) passa de 400 W para 800 W.
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Para melhor visualizagcdo foram tracados diagramas em cubo contendo as
respostas rendimento de extracdo da FES e quantidade do sesquiterpeno

majoritario (a-zingibereno), para cada experimento (Figuras 16 e 17).

Figura 16 - Diagrama em cubo com o rendimento global (%) da FES para cada
condicao especifica.
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Figura 17 - Diagrama em cubo com a &rea do constituinte majoritario (a-
zingibereno), para cada condi¢édo especifica.
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No diagrama em cubo da Figura 17 é demonstrado que a utilizacdo de todas
as variaveis nos menores niveis, referente ao experimento 1 (tempo: 2 min, razao
massa/volume 1:20 e poténcia 400 W) favorece o maior rendimento do
sesquiterpeno majoritario, diferente do que foi observado quando foi utilizado como
resposta o rendimento de extracdo (diagrama 15). O rendimento do a-zingibereno
do experimento 1 foi estatisticamente igual ao rendimento obtido no experimento 2
(p >0,05, segundo teste de Tukey).

Racoti et al. [118] relataram a interacdo entre poténcia e o tempo na extracao
assista por micro-ondas do 6leo essencial de Z. officinale fresco. Seu estudo mostra
gue a utilizacdo de 500 W e 4,8 min de tempo de extracdo favorece a maior
obtencao de o a-zingibereno (31%). Enquanto, que o aumento da poténcia de 500
W para 1000 W mesmo com a diminui¢cdo do tempo de extracdo (2,4 min) reduz-se
o rendimento para 25,5%. Isto foi observado no presente trabalho ao empregar a

mais baixa poténcia do micro-ondas (400 W) para obtencdo dos sesquiterpenos.

A partir dos trés principais fatores tempo (1), razdo massa/volume (2) e
poténcia (3), tem-se trés interacdes de dois fatores, 12,13 e 23 e uma interacdo de
trés fatores 123. Fazendo uma analise estatistica dos dados com o teste t em n"vel

de confianca 95% verifica-se que todos os efeitos principais séo significativos e
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apenas a interacéo 12 (tempo de extracdo e razdo massa/volume) € insignificativa
(Tabela 8).

Tabela 8 - Interacdes dos efeitos principais do planejamento fatorial 23 para
otimizacdo da FES.

Efeitos Principais Estimador ERRO
1 -0,0425 0,007
2 -0,1825 0,007
3 -0,2475 0,007
Efeitos de interacdo de dois efeitos
12 -0,0075 0,007 (*)
13 -0,0725 0,007
23 -0,0325 0,007
Efeitos de interacéo de trés efeitos
123 0,1325 0,007

(*) p > 0,05 para o efeito de interagdo entre tempo e razdo massa/volume (*) p > 0,05 para o efeito de
interacdo entre tempo e razao massa/volume.

A auséncia de um efeito de interacéo insignificativo entre os efeitos principais
indica que os mesmos devem ser interpretados individualmente. Os graficos de
superficie resposta (Figura 18,19 e 20) mostram essas interacdes, sendo possivel
verificar que o rendimento é crescente com o tempo de extracdo, mas é necessario
utilizar condi¢cdes brandas de poténcia de irradiacdo e proporcdes menores de

massa/volume.
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Figura 18 — Superficie de reposta apresentando o rendimento de extracdo da FES

e a interacdo do tempo de extracdo com razdo m/iv.
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Figura 19 - Superficie de reposta apresentando o rendimento de extracao da FES

e a interacdo do tempo de extracdo com a poténcia.

Rendimento %

=08

=075
[]=065
B = 0,55
Bl =045



48

Figura 20 - Superficie de reposta apresentando o rendimento de extracdo da FES
e a interacdo da poténcia com a razdo massa/volume.
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Alguns estudos de extracao de 6leos essenciais assistida por micro-ondas
analisam o efeito do tempo e da poténcia no processo. Kusuma e Mahfud [119],
estudaram o efeito das poténcias 400 e 600 W no rendimento do Oleo essencial de
patchouli, verificando que a 600 W ha maior rendimento de extracdo. Ja Abedil et
al. [120], ao analisarem o efeito da interacédo da poténcia de irradiacdo com o tempo
de extracdo do Oleo essencial de Nigela sativa L. observaram que aumentando o
tempo de extracdo de 15 para 30 min com poténcia de 180 para 450 W aumenta o
rendimento de extracdo da FES, enquanto o mesmo comeca a diminuir quando o

tempo de extracdo e a poténcia foram elevados até 45 min e 720 W.

Isto pode ocorrer devido a volatilizacdo e decomposicao do 6leo essencial
e seus constituintes [121]. Fato este que pode explicar o motivo pelo o qual os
experimentos 6 e 8 apresentam os piores rendimentos, quando se utilizou o maior

tempo de extracdo (4 min) e a maior poténcia de irradiacdo (800 W).

Assim, as melhores condicbes empregadas neste estudo foram utilizando 4
min de tempo de extracdo, razdo massa/volume 1:20 e poténcia de radiacdo 400

W (experimento 2). Estas condi¢bes favoreceram tanto a obtencdo do maior
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rendimento do extrato (0,95%), como obtencédo do principal sesquiterpeno da FES,
o—zingibereno (Area da banda cromatografica, 32430641,38). Desta maneira a FES

obtida nesta condic¢éao, foi selecionada para realizacdo dos ensaios biologicos.

4.4 Atividade de inibicdo do crescimento microbiano

Os ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiana foram realizados
utilizando a fragéo enriquecida em sesquiterpenos (FES) obtida pelo experimento
2. A atividade antimicrobiana da FES foi verificada frente Staphylococcus aureus,
Streptococcus agalactiae, Streptococcus mutans, Escherichia coli e Pseudomonas

aeruginosa.

A inibichio do crescimento da bactéria Staphylococcus aureus em
concentragdes acima de 31 ug/mL esteve na faixa de 47 a 77%. O maior percentual
de inibicdo foi obtido em concentracdes a partir de 500 pg/mL. Apenas, a
concentracdo 16 apresentou insignificancia estatistica quando comparando com o
controle, verificado apos aplicacdo da analise de variancia (ANOVA) seguida do

teste de Dunnett (Figura 21).

Os resultados de inibicAdo do crescimento da bactéria patogénica
Streptococcus agalactiae, demonstraram inibicdo na faixa de 37,32 a 55,22% em
concentragfes acima de 250 upg/mL. Abaixo dessa concentracdo nao ocorre

inibicao significativa quando comparada com o controle (Figura 22).
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Figura 21 - Efeito das diferentes concentragbes da FES sobre o crescimento de
Staphylococcus aureus. Foi realizado andalise de variancia (ANOVA), seguido de
teste de Dunnett (***p < 0,0005; **p < 0,01 e *p < 0,05).
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Figura 22 - Efeito das diferentes concentracbes da FES sobre o crescimento de

Streptococcus agalactiae. Foi realizado analise de variancia (ANOVA), seguido de
teste de Dunnett (**p < 0,05).
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A inibicdo do crescimento da bactéria Streptococcus mutans foi acima de 60%

para todas as concentragbes testadas (Figura 23), o que revela um grande
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potencial da FES frente a esta bactéria. A concentragdo inibitéria minima foi de
2000 pg/mL, com crescimento microbiano menor que 5% (4,78 %).

Figura 23 - Efeito das diferentes concentragbes da FES sobre o crescimento da
Streptococcus mutans. Foi realizado analise de variancia (ANOVA), seguido de
teste de Dunnett (****p < 0,0001, ***p < 0,005, **p < 0,01 e *p < 0,05)
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Em relacado, ao patdogeno Escherichia coli, a inibicdo de seu crescimento nas
concentragfes de 16 a 1000 pg/mL esteve na faixa de 12 a 37%. Na concentragcao
2000 pg/mL a inibicdo do crescimento microbiano foi 65,64%. Esta concentracéo
foi a Unica que apresentou diferenca significativa quando comparada com o controle
(Figura 24).

A bactéria Pseudomonas aeruginosa foi inibida de 55 a 84%, diante as
concentragfes testadas 16 a 2000 pg/mL, as quais apresentaram-se diferencas

significativas em relacdo ao controle (Figura 25).
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Figura 24 - Efeito das diferentes concentragbes da FES sobre o crescimento de
Escherichia coli. Foi realizado andlise de variancia (ANOVA), seguido de teste de
Dunnett (*p < 0,05).
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Figura 25 - Efeito das diferentes concentracbes da FES sobre o crescimento de
Pseudomonas aeruginosa. Foi realizado analise de variancia (ANOVA), seguido de
teste de Dunnett (***p < 0,005 e **p < 0,05).
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A determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) é de suma
importancia, pois possibilita identificar a eficacia do agente antimicrobiano. Uma

baixa CIM pode indiciar uma alta atividade [122].
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Aligians et al. [123] propuseram a seguinte classificacdo da atividade
microbiana para os materiais vegetais com relagdo a Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM). Para ser considerado um inibidor forte para CIM < 500 pg/mL, inibido
moderado 600 < CIM < 1000 pg/mL e inibidor fraco quando a CIM > 1000 pg/mL.

Diante dos resultados apresentados foi possivel determinar o valor da CIM
apenas para S. mutans em que a FES se enquadra como um inibidor fraco. A FES
apresenta atividade pouco satisfatéria no controle das bactérias patogénicas
testadas, ndo havendo dados na literatura que possam comparar e confrontar os
resultados deste trabalho em relacdo a FES.

Grégio e et al. [124] avaliaram a atividade antimicrobiana do Zingiber officinale
frente a S. aureus, S. mutans, E. coli e C. albicans. O 6leo essencial extraido dos
rizomas de gengibre fresco pelo processo de hidrodestilacéo, apresentou baixa
atividade frente aos micro-organismos testado. O seu extrato etandlico também foi
avaliado com a determinacéo da CIM de 5000 pg/mL, demonstrando baixo efeito

antimicrobiano.

Yahya et al. [7], relatam uma concentracgao inibitéria minima de 12500 pg/mL
de um extrato etandlico de gengibre frente a Pseudomonas aeruginosa. O extrato
apresenta como constituintes a-curcumeno, a-zingibereno, B-bisaboleno e g-

sesquifelandreno, os quais apresentaram uma baixissima atividade antibacteriana.

Cutrim et al. [114] ao investigar a atividade antimicrobiana e antioxidante do
Oleo essencial de Z. officinale, obteve CIM de 1000 pug/mL frente a Escherichia coli
e 200 ug/mL frente a S. aureus. Enquanto, Andrade [125], verificou uma excelente
atividade antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre com uma CIM de 7,81
png/mL frente a Staphylococcus aureus, sendo classificado, segundo Alligianis como

um forte agente inibitorio.

As variacdes referentes a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
podem ser atribuidas a diversos fatores. Dentre eles podem ser destacados 0s
diferentes tipos de micro-organismos e cepas testadas, o tipo de bioensaio, a
origem da planta, técnica de extracdo e quantidade de extrato ou substancia
utilizada no experimento, resultando em composi¢cdes quimicas diferentes no

extrato e suscetibilidade ou ndo dos micro-organismos [126].
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Assim, a fracdo enriquecida em sesquiterpenos apresenta uma baixa ou
nenhuma atividade antibacteriana, uma vez que as bactérias testadas sdo pouco
susceptiveis a amostra, corroborando com a maioria dos resultados na literatura

sobre a investigacao antimicrobiana do 6leo essencial de gengibre e seus extratos.

4.5 Atividade de inibicdo da formacéao de biofilme

Foram avaliados o efeito de inibicdo da FES frente a formac&o de biofilme,
apenas frente aos micro-organismos Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae e Escherichia coli. As bactérias Streptococcus mutans e Pseudomonas
aeruginosa apresentaram um baixo crescimento microbiano, ndo sendo possivel
detectar a formacao de biofilme.

A FES, em concentracdes sub-inibitérias, foi capaz de inibir a formacéo de
biofilme frente a Staphylococcus aureus, em cerca de 55,6 % na concentracao 250

pg/mL (Figura 26).

Figura 26 - Efeito das diferentes concentracbes da FES sobre a formacdo de
biofilme de Staphylococcus aureus. Foi realizado analise de variancia (ANOVA),
seguido de teste de Dunnett (**** p< 0,0001, ***p < 0,001 e ** p <0,01).

1251
S T
o 100- ok
£
©  75-
g
()]
T 50-
(@)
g
= 254
2
Y

Concentragao da FES (mg/ml)



55

A inibicdo da formacéo de biofilme da bactéria Streptococcus agalactiae foi
superior quando comparada com a inibicdo da formacao de biofilme de S. aureus,
para todas as concentracoes testadas. Diante das concentragdes utilizadas, a FES
inibiu entre 66,88 a 84,30% a formacao de biofilme (Figura 27).

Figura 27 - Efeito das diferentes concentracbes da FES sobre a formacéo de
biofilme de Streptococcus agalactiae. Foi realizado andlise de variancia (ANOVA),
seguido de teste de Dunnett (***p < 0,001).
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A bactéria Escherichia coli demostrou-se bastante susceptivel frente a FES.
Houve inibicdo acima de 80% na formacdo de biofilme. Ndo houve diferenca

significativa entre as concentracdes utilizadas (Figura 28).



56

Figura 28 - Efeito das diferentes concentracbes da FES sobre a formacéo de
biofilme da Escherichia coli. Foi realizado andlise de variancia (ANOVA seguido de
teste de Dunnett (**p<0,001).
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A inibicdo da formacédo de biofilme pode ser apresentada pela porcentagem
de concentracgao inibitéria minima de biofilme em 50% (CIMB50). Segundo Silva,
[127], a CIMB50 é definida como a menor concentracao do agente que apresenta

reducéo de 50% ou mais na formacao de biofilme.

Os valores determinados da CIMB50 foram 16 pg/mL para Streptococcus
agalactiae e Escherichia coli e 250 pg/mL para Staphylococcus aureus. Apesar de
na literatura conter estudos sobre a atividade antimicrobiana do Oleo essencial de
gengibre, ndo ha relatos a respeito do potencial antimicrobiano e reducdo da

formacédo de biofilme de fracbes enriquecidas em sesquiterpenos

Kim et al. [128] ap6s ensaios de formacédo de biofilme estatico, demonstraram
gue a formacao de biofilme foi reduzida na faixa de 39 a 56% quando o extrato
aquoso de gengibre foi testado frente a Pseudomonas aeruginosa. Enguanto,
Aghazadeh [129] em estudos de atividade antimicrobiana e antibiofilme com
Zingiber officinale, observou um forte potencial do extrato de gengibre contra P.
aeruginosa e S. aureus, com destaque para a inibicdo de formacéo de biofilme
frente a C. albicans com CIMB50 de 625 pg/mL.
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Hasan et al. [130], em investigacdo do efeito inibitério de extratos de Z.
officinale sobre os fatores de viruléncia de Streptococcus mutans, obtiveram
significativos resultados contra o desenvolvimento de cérie. O extrato bruto de
gengibre e sua fracdo metandlica apresentam CIMB50 de 16 pg/mL e 32 pg/mL,

respectivamente.

Diversos estudos também relatam a acdo antibiofilme dos 6leos essenciais.
Vale et al. [131] avaliaram a atividade antimicrobiana e antibiofime do 6leo
essencial das folhas de Vitex gardneriana (predominancia de 66,34% de
sesquiterpenos). Apesar de apresentar-se inativo contra P. aeruginosa, o seu 6leo
essencial mostrou-se capaz de inibir a formacao de biofilme com seu poder mais

acentuado frente a S. aureus.

Nascimento et al. [132] verificaram a acdo de 6leo essencial de Zingiber
officinale e outras espécies, na busca de extratos vegetais como inibidores de
biofilme microbiano. Neste caso, foi relatado um baixo potencial antimicrobiano e
antibiofilme do 6leo essencial, extraido por hidrodestilacdo dos rizomas de gengibre

fresco, frente a P. aeruginosa, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae e B. thuringiensis.

Segundo Carvalho et al. [133] o efeito redutor sobre a formacéo de biofilmes
bacterianos de diversos O6leos essenciais e seus constituintes, podem esta
intimamente relacionado a presenca de terpenos em sua constituicdo quimica.
Estes interagem com maior afinidade com a membrana bacteriana, impedindo que
haja interacdo entre as bactérias impossibilitando a aderéncia das col6énias em

superficies [134].

4.6 Determinacao do indice de hidrofobicidade bacteriana

Foi avaliada a hidrofobicidade das superficies bacterianas de Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
mutans e Escherichia coli na presenca e auséncia de FES. Foi possivel verificar se
a FES consegue reduzir o indice de hidrofobicidade das bactérias, fenbmeno

importante para formacéo inicial do biofilme no estagio de adeséo (Figuras 29-33).
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A hidrofobicidade de Pseudomonas aeruginosa foi significativamente reduzida
pela FES. Pode-se observar uma reducao de 35,27 a 62,6% nas sub-CIM de 62,
125 e 250 pg/mL. (Figura 29).

Figura 29 — Efeito das diferentes sub-CIMs da FES sobre a hidrofobicidade de
Pseudomonas aeruginosa. Foi realizado analise de variancia (ANOVA) seguido de
teste de Dunnett (**p < 0,001 e **p < 0,01).
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A reducéo do efeito de hidrofobicidade da bactéria Staphylococcus aureus
entre as sub-CIM utilizadas foi de 23,24 a 61,86% (Figura 30). A analise de
variancia (ANOVA) seguido de teste de Dunnett informa que nédo existe diferenca

significativa entre a sub-CIM de 62 pug/mL e o controle.
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Figura 30 — Efeito das diferentes sub-CIMs da FES sobre a hidrofobicidade de
Staphylococcus aureus. Foi realizado analise de variancia (ANOVA) seguido de
teste de Dunnett (**p < 0,005 e *p < 0,01).
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Ja a hidrofobicidade da bactéria Streptococcus agalactiae frente as sub-CIMs
62 a 250 pg/mL esteve na faixa de 31,55 a 73,44%. O teste de Dunnett revela que
nao existe diferenca significativa das médias do controle quando comparado com a
concentracdo 62 e 125 pg/mL, mostrando que a Unica concentracao efetiva na
reducédo da hidrofobicidade foi 250 pg/mL (Figura 31).
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Figura 31- Efeito das diferentes sub-CIMs da FES sobre a hidrofobicidade de
Streptococcus agalactiae. Foi realizado analise de variancia (ANOVA) seguido de
teste de Dunnett (**p < 0,05).
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N&ao houve reducédo da hidrofobicidade da bactéria Streptococcus mutans,
apesar das médias de inibicdo estar na faixa de 33,33 a 58,03% em todas as
concentracOes testadas. Isto foi revelado apds andlise estatistica (ANOVA pés-
teste Dunnett), que demonstrou que as sub-CIM ndo apresentaram diferenca

significativa quando comparada com a média do controle (Figura 32).

A hidrofobicidade da bactéria Escherichia coli foi reduzido na faixa de 33,33 a
49,10%. Esta bactéria foi pouco afetada com respeito a hidrofobicidade quando
comparada com as outras bactérias. Apos analise de variancia seguido de teste de
Dunnett verifica-se que apenas a concentracao de 62 pg/mL € insignificante quando

comparada com a meédia do controle (Figura 33).
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Figura 32- Efeito das diferentes sub-CIMs da FES sobre a hidrofobicidade de
Streptococcus mutans. Foi realizado andlise de variancia (ANOVA) seguido de
teste de Dunnett.
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Figura 33 - Efeito das diferentes sub-CIMs da FES sobre a hidrofobicidade de
Escherichia coli. Foi realizado andlise de variancia (ANOVA) seguido de teste de
Dunnett (**p < 0,05).
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A afinidade das bactérias por tolueno revela a hidrofobicidade das superficies
bacterianas. Quanto maior esta afinidade pelo solvente apolar, maior sera a

hidrofobicidade da superficie do micro-organismo avaliado [135].

Logo, o papel do agente antimicrobiano é reduzir ou inibir esta afinidade, a fim

de evitar a formacéo de biofilme. A FES mostra-se eficaz na reducdo dos indices
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de hidrofobicidade diante dos resultados relatados anteriormente. Logo, ha sub-
CIM de 250 pg/mL a maior reducéo do IHD da FES foi apresentado frente a bactéria
Streptococcus agalactiae (73,44%). A FES tem um efeito promissor no controle de
infeccdes causadas por esta bactéria, uma vez que inibiu fortemente a formacéo

de biofilme em todas a concentracdes testadas.

A reducdao das interacdes hidrofébicas entre as células e a superficie, as quais
as bactérias sdo capazes de aderir pode estar correlacionada com a reducéo de
adesao inicial, um dos primeiros passos para a formacgao de biofilme [136]. Com a
determinacdo da hidrofobicidade € possivel predizer se a formacgéo de biofilme é
favoravel ou néo, e se a FES apresenta potencial para modular o desenvolvimento

e acumulo deste fator de viruléncia expresso pelas bactérias utilizadas.

No entanto, os estudos sobre o impedimento da adeséo e consequentemente
o desenvolvimento e amadurecimento do biofilme precisam ser intensificados
visando uma maior compreensdo dos mecanismos celulares, moleculares e de

resisténcia envolvidos em todo o processo [137].

Hasan et al. [130], ao pesquisar sobre a inibicdo dos fatores de viruléncia e
desenvolvimento de carie de Zingiber officinale contra S. mutans, avaliou o efeito
de hidrofobicidade desta bactéria. Na concentracdo sub-CIM de 128 pg/mL, o
extrato bruto de gengibre e sua fragdo metanodlica apresentaram reducdo de
hidrofobicidade de 71 e 75%, respectivamente. De modo que o gengibre pbde ser

empregado como agente terapéutico no combate a carie.

Assim, segundo Kuda et al. [138], a hidrofobicidade é um fator importante e
fundamental para adeséo bacteriana e formacéo de biofilme, como principal fator
de viruléncia de muitas bactérias patogénicas. Sendo possivel inferir que os
agentes antimicrobianos inibidores de fatores de viruléncia, no caso biofilme,

afetam a interacdo celular da superficie bacteriana com o possivel meio aderente.
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4.7 Atividade de inibicdo proteasica

A inibicdo de proteases também é de fundamental importancia para o auxilio
no tratamento de infeccbes caudadas por micro-organismos, uma vez que
proteases de diversas familias sdo fatores de viruléncia de uma gama de micro-
organismos. Pensando nisso, avaliou-se o efeito de inibicAo da FES frente a
papaina modelo de cisteino protease.

E possivel observar na Figura 34 que a atividade inibitéria da FES foi
concentracdo-dependente, atingindo um maximo de inibicdo (71,5%) na maior

concentracgao testada.

Figura 34 - Porcentagem de inibicédo frente a papaina da FES (500, 250, 125, 62,
31 e 16 pg/mL). Foi realizada analise de variancia (ANOVA), seguido de teste de
Dunnett (*p < 0,05, **p < 0,01).
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A faixa de inibicdo deu-se entre 37,4 a 71,5% (Figura 34) para as
concentragcfes que foram significativas quando comparadas com o controle. Os
resultados obtidos demonstram o potencial da FES na inibicdo de cisteino
proteases. Uma placa evidenciando os halos formados na presenca e auséncia de

FES pode ser observado na Figura 35.
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Figura 35- Fotografia da placa de Petri do experimento com concentracao de 500
pg/mL frente a papaina com tempo de incubacao de 24 horas, DMSO 2,5% foi
usado como controle negativo. Fonte: Prépria autora.

A FES obtida do gengibre apresentou inibicdo expressiva frente a papaina. O
valor determinado do ICso FES foi de 386,8 pg/mL.

Silva [42] provou que a mistura de sesquiterpenos de Z. officinale apresenta
uma excelente atividade inibitéria contra a catepsina K. O valor de IC50 do 6leo
essencial (6,07 + 0,98 pg/mL) e da FES (IC50 = 1,61 + 0,23 pg/mL), sao
considerados baixos o0 suficiente para tornar a mistura de sesquiterpenos
promissora no controle de enfermidades onde esta enzima esta envolvida
(osteoporose, artrite, artrose). Esta atividade pode ser relacionada aos
sesquiterpenos majoritarios do gengibre, uma vez que eles sdo 0s Unicos

componentes presentes na FES.

A catepsina K, uma cisteino protease, se assemelha estruturalmente com a
papaina por pertencerem a mesma familia, entretanto suas diferencas estruturais
e conformacionais fazem com que a afinidade pelo mesmo inibidor seja diferente,
0 que pode explicar o diferente valor de IC50 da FES frente a papaina. Outro fator
gue tem influéncia no resultado é o tipo de metodologia utilizada, como foi 0 caso.
A metodologia de atividade enzimatica realizada com a catepsina K por Silva [42] é
muito mais sensivel (quantitativo em espectrofluorimetro) do que a realizada com a

papaina (semi-quantitivo em placa de petri)
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Figura 36 - Curva de inibicdo da FES frente papaina utilizada para a determinacao
do valor de IC50.
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Avila et al. [139], em seus estudos com Zingiber officinale na avaliacio da
inibicdo de cisteino proteases, obtiveram um extrato de acetato de etila, o qual

mostrou-se efetivo frente a catepsina V (80%).

Andrade [103] também avaliou a inibicdo da papaina por extratos de
diferentes espécies. Dentre elas o extrato etanoico do Z. officinale exibiu inibicdo
superior a 25% nas concentracdes de 100, 200 e 400 pg/mL, evidenciando mais

uma vez a acao antiprotease da espécie Zingiber officinale Roscoe.
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5 CONCLUSOES

A extracdo dos sesquiterpenos a partir dos rizomas de Zingiber officinale
Roscoe utilizando micro-ondas foi a técnica a qual mostrou-se com maior eficiéncia,
em decorréncia do seu menor tempo de extracdo e menor consumo de energia

guando comparada as técnicas de maceracao, ultrassom e turboextracao.

O estudo de diferentes técnicas de extracdo e o planejamento fatorial 23,
proporcionou a otimizacdo da extracdo dos sesquiterpenos majoritarios do
gengibre: a-curcumeno, a-zingibereno, a-farnaseno, p-bisaboleno e -
sesquifelandreno. Como resultados as melhores condicbes adquiridas foram em
tempo de extracdo de 4 minutos, razao massa/volume 1:20 e poténcia de radiacéo
400 W, obtendo 0,95% da Fracdo Enriquecida em Sesquiterpenos (FES).

Apesar da baixa atividade antimicrobiana da FES, esta mistura inibiu
consideravelmente a formacéao de biofilme das bactérias Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Assim, houve a reducéo dos indices de

hidrofobicidade da superficie celular bacteriana.

Por seguinte, a FES também apresentou uma inibicdo, considerada
significativa, da atividade proteasica (papaina). Com a determinacéo do valor ICsp
de 386,8 ug/mL, sendo considerada uma mistura de compostos promissora na
inibicho de proteases pertencentes a familia da cisteino protease. Essas
consideradas importantissimas no aumento da resisténcia de bactérias a

antimicrobianos, funcionando-as como fatores de viruléncia.

Dessa maneira, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a FES
apresenta-se com um potencial consideravel na candidatura para agente
antibiofiilme e antiprotease, a qual podera ser utilizada como alternativa no
tratamento de infeccBes provocadas pelas bactérias patogénicas estudadas.
Estudos mais detalhados ainda precisam ser realizados para identificacdo do
composto ou dos compostos responsaveis pelas atividades bioldgicas. Além disso
experimentos in vivo também precisam ser realizados para a comprovacéo real dos

efeitos mencionados neste trabalho.
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7 ANEXO

Figura 37- Espectro de massas (IE: 70 eV) do a-curcumeno.
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Figura 38- Espectro de massas (IE: 70 eV) do a-zingibereno.
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Figura 39- Espectro de massas (IE: 70 eV) do a-farneseno.
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Figura 40- Espectro de massas (IE: 70 eV) do B-bisaboleno.
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Figura 41- Espectro de massas (IE: 70 eV) do B-sesquefelandreno.
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8 APENDICE

Figura 42 — Fotografia da placa de Petri do experimento com concentracao de 125
e 62 ug/mL frente a papaina com tempo de incubacao de 24 horas. DMSO 2,5% foi
utilizado como controle negativo. Fonte: Propria autora.

Figura 43 — Fotografia da placa de Petri do experimento com concentracao de 31
e 16 ug/mL frente a papaina com tempo de incubacao de 24 horas. DMSO 2,5% foi
utilizado como controle negativo. Fonte: Propria autora.
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Figura 44 — Fotografia da placa de Petri do experimento com as concentragéao de
500 e 250 pg/mL frente a papaina com tempo de incubacéo de 24 horas. DMSO
2,5% foi utilizado como controle negativo. Fonte: Prépria autora.




