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EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DE Zingiber officinale Roscoe E
AVALIACAO DA SUA ATIVIDADE FRENTE A FATORES DE VIRULENCIA DE

Staphylococcus aureus

Tailane Caina de Souza Santos, Lagarto 2018

INTRODUGCAO: Zingiber officinale (gengibre) apresenta como constituintes
majoritarios os gingerois, substancias responsaveis pela maior parte das suas
atividades terapéuticas, incluindo a agédo antimicrobiana. Ha poucos estudos relatando
a atividade antimicrobiana da espécie de Z. officinale e nenhum avaliando a atividade
contra fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus, bactéria causadora de diversas
infecgbes. Uma das formas de combater essas infec¢des é inibindo seus fatores de
viruléncia, como DNases, lipases e a formagao de biofilme. OBJETIVO: Extrair e isolar
substéancias de Zingiber officinale para avaliagdo da atividade antimicrobiana e do seu
efeito anti-fatores de viruléncia de S. aureus resistente a meticilina. METODOLOGIA:
Os extratos obtidos por maceracdo e turboextracdo, em etanol e hexano e as
substancias isoladas por cromatografia liquida classica e cromatografia liquida de alta
eficiéncia foram ensaiados para avaliar a atividade antibacteriana, anti-DNase, anti-
lipase e anti formacdo de biofilme. RESULTADOS: Todos os extratos (T1:
turboextracdo, hexano; T2: turboextracdo, etanol; M1: maceragcdo, hexano; M2:
maceracao, etanol; 0,5 mg/mL e as substancias (0,2 mg/mL) 6-, 8-, 10-gingerol e 6-
shogaol apresentaram atividade frente a DNase. T1, T2, M1 e M2 inibiram a DNAse
em 33,9%, 28,8%, 34,7% e 26,1%, respectivamente, enquanto que apenas 0s extratos
T1 (17,49%) e T2 (18%) foram ativos contra a lipase. As substancias 6-, 8- e 10-
gingerol mostraram atividade de 32,9%, 44,6% e 30,3% anti-DNase e apresentaram
inibicdo da formacao de biofilme em 39,8%, 65,9% e 52,6%, respectivamente. O 6-
shogaol além de inibir a DNase, também mostrou ter um alto potencial antimicrobiano,
com concentracao inibitéria minima (CIM) de 50 pg/mL. CONCLUSAO: E de grande
relevancia encontrar substancias bioativas com potencial antimicrobiano e anti-fatores
de viruléncia, para torna-los aplicaveis no tratamento de infeccbes causadas por

bactérias multirresistentes.

Palavras-Chave: Zingiber officinale; gingerol; biofilme; Anti-DNase; Anti-Lipase.



EXTRACTION OF BIOACTIVE COMPOUNDS FROM Zingiber officinale Roscoe
AND EVALUATION OF ITS ACTIVITY AGAINST VIRULENCE FACTORS OF

Staphylococcus aureus

Tailane Caina de Souza Santos, Lagarto 2018

INTRODUCTION: Zingiber officinale presents as main constituents the gingerois,
substances responsible for most of its therapeutic activities, among them,
antimicrobial. There are few studies reporting the antimicrobial activity of the Z.
officinale species and none evaluating the activity against virulence factors of
Staphylococcus aureus, bacterium causing various infections. One way to combat
these infections is inhibiting their virulence factors, such as DNases, lipases and biofilm
formation. OBJECTIVE: To extract and isolate substances from Zingiber officinale for
evaluation of antimicrobial activity and of anti-virulence factors effect of methicillin
resistant S. aureus. METHODS: The extracts obtained by maceration and
turboextraction, in ethanol and hexane and the isolated substances by classical liquid
chromatography and high performance liquid chromatography were tested to evaluate
antimicrobial activity, anti-DNase, anti-lipase and biofilm formation. RESULTS: All
extracts (T1: turboextraction, hexane; T2: turboextraction, ethanol; T3: maceration,
hexane; T4: maceration, ethanol; 0.5 mg/mL) and substances (0.2 mg / mL), 6-, 8-, 10-
gingerol and 6-shogaol showed activity against DNase. T1, T2, M1 and M2 inhibited
the DNAse in 33.9%, 28.8%, 34.7% and 26.1%, respectively, whereas only the extracts
T1(17.49%) and T2 (18%) were active against lipase. Six-, 8- and 10-gingerol showed
activity of 32.9%, 44.6% and 30.3% anti-DNase and showed inhibition of biofilm
formation 39.8%, 65.9% and 52, 6%, respectively. In addition to inhibiting DNase, 6-
shogaol was also shown to have a high antimicrobial potential, with a minimum
inhibitory concentration (MIC) of 50 ug/mL. CONCLUSION: With these results it is
concluded that it is of great relevance to find bioactive substances with antimicrobial
potential and anti-virulence factors, to make them applicable in the treatment of

infections caused by multiresistant bacteria.

Keywords: Zingiber officinale; gingerol; biofilm; Anti-DNase; Anti-Lipase.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus, € um patdgeno oportunista que esta envolvido em
infeccdes humanas tanto de origem comunitaria, quanto hospitalar. E um agente que
pode causar desde infeccbes simples como espinhas, furinculos e celulites até
infecgbes mais graves como pneumonia, meningite, endocardite, septicemia e outras
(SANTOS et al., 2007).

Uma das formas de auxiliar o combate de infec¢des bacterianas € inibir os seus
fatores de viruléncia, como: desoxirribonucleases (DNAses), lipases, proteases,
formacéao de biofilme etc. Um dos importantes fatores de viruléncia secretados por S.
aureus é a DNase. Esta enzima pode ser usada como alvo terapéutico para o combate
deste microrganismo em infec¢cBes, uma vez que, ao ser secretada, ela impede que o
sistema imunolégico do hospedeiro reaja e cause a morte das bactérias
(KIODROWSKI, 2014; KATRIN et al., 2014).

A lipase é outro importante fator de viruléncia que pode ser utilizado como alvo
terapéutico para o combate de infec¢des. Esta enzima desempenha um papel na
metabolizacdo de lipidios, como também interferindo com a fagocitose dos
granulécitos no ser humano (KHOSASIH, SUWANTO, & KIM, 2012).

Além desses dois fatores de viruléncias, S. aureus produzem biofilmes, que
sao definidos, em linhas gerais, como uma comunidade de microrganismos que adere
a superficies. Uma das principais propriedades dos microrganismos que residem em
um biofilme é a diminuicao da suscetibilidade aos agentes antimicrobianos (RICHTER,
2017). Com isso € necessario a busca por substancias naturais que possam auxiliar
no tratamento de infecgdes por S. aureus.

A utilizacdo de plantas medicinais é uma pratica comum em quase todas as
culturas. Uma das plantas bastante utilizadas em todo o mundo ha milhares de anos,
e que possui grande valor terapéutico para o alivio de varias doencas é o gengibre
(Zingiber officinale Roscoe) (ZICK et al., 2008). Trata-se de uma erva rizomatica
medicinal que apresenta como constituintes majoritarios em sua oleoresina 0s
gingerois e shogaois. Estes sdo responsaveis por seu sabor pungente, e pela maior

parte de suas atividades terapéuticas. Dentre elas destacam-se as atividades
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antioxidantes, anti-inflamatdrias, antitumorais e antimicrobianas (FUNK et al., 2009;
HENROTIN et al., 2010; DUGASANI et al., 2010; SILVA et al., 2012).

Embora haja poucos dados disponiveis sobre atividade antimicrobiana de
gengibre ou de seus metabdlitos, alguns estudos indicam que os metabolitos
secundarios aumentam as atividades de antibioticos, elevando assim a sua eficacia,
essa capacidade pode estar relacionada ao aumento da desintegragéo das paredes
celulares bacterianas, aumentando assim a utilidade dos antibiéticos (SEMWAL et al.,
2015).

Para obtencao dos constituintes bioativos do gengibre com alto rendimento é
necessario realizar a extracao, levando-se em conta a eficiéncia e a estabilidade das
substancias extraidas, além do custo da técnica, para que o0 processo extrativo seja
viavel economicamente. Os processos mais utilizados na extracdo de produtos
naturais sao as técnicas de extracao a frio: maceracao, percolacao e turboextracao; e
as técnicas de extracdo a quente: infusdo, decoccao, extragdo por arraste a vapor
d’agua e Soxhlet (SARKER et al., 2005).

O presente trabalho justifica-se, pela necessidade de buscar estratégias
adicionais para o tratamento de infec¢des por S. aureus, uma vez que a inibicdo dos
seus fatores de viruléncia fard com que o patdégeno fique mais suscetivel a atuacéo
dos antimicrobianos e das células de defesa do sistema imunolégico para sua
erradicacao. Isso tem importancia no cenario atual pois as op¢des de antimicrobianos
tém sido reduzidas, desde o surgimento da resisténcia a penicilina, a meticilina e, mais
recentemente, a vancomicina.

Os metabdlitos secundarios de Z. officinale apresentam elevado potencial
terapéutico, jA que ha relatos de sinergismo desses compostos com antibiéticos
(SEMWAL et al., 2015), o que os torna bons candidatos a protétipos de farmacos. Vale
ressaltar que, ndo ha estudos com os gingerois e shogaois frente a DNAse, lipase e
na inibicdo da formacao de biofilme de S. aureus, o que torna esta pesquisa inovadora
e bastante promissora na busca de novas substancias com tais atividades bioldgicas,

para auxiliar no tratamento dessas infecgdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus foram descritos pela primeira vez em 1880, em pus
de abcessos cirurgicos, pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston, e atualmente € um
dos microrganismos mais comuns nas infeccdes piogénicas em todo o mundo. E uma
bactéria esférica, do grupo cocos gram-positivo, comumente encontrada na pele e nas
vias aéreas superiores de pessoas saudaveis, entretanto pode provocar doencas, que
vao desde uma simples infeccdo (espinhas, furinculos e celulites) até infeccdes
graves (pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico, septicemia e
outras) (SANTOS et al., 2007).

A patogenicidade de S. aureus envolve varios elementos e esta relacionada
com diversos fatores de viruléncia que facilitam a fixagdo, colonizacao, interagdes
célula-célula, evaséo da resposta imune e danos teciduais. Estes fatores, geralmente,
sdo macromoléculas com grande poder patogénico, e incluem enzimas e toxinas. As
f-lactamases, coagulases, hialuronidases e catalases sédo algumas das enzimas que
atuam como fatores de viruléncia. Além dessas enzimas, S. aureus também produzem
DNAses, lipases, proteases, esterases e biofilme. Entre as toxinas produzidas por
esse patdgeno destacam-se as seguintes: alfa, beta e gama toxinas, aleucocidina,
esfoliatina, atoxina do choque toxico e as enterotoxinas (SANTOS et al., 2007).

Como agente de infeccdes associadas aos servicos de saude, denominadas
infeccbes hospitalares, S. aureus € o patdégeno isolado com maior frequéncia,
realcando o seu papel como agente etioldgico das principais infecgdes hospitalares,
tais como: infec¢des de sitio cirdrgico, endocardites, pneumonias e bacteremias.
Percebe-se, ainda, uma marcante tendéncia deste microrganismo em desenvolver
resisténcia aos antimicrobianos (GRUNDMANN et al., 2010; RICARDO et al., 2004).

2.2 Alternativas para o tratamento de infec¢cbes microbianas

O tratamento de infec¢des por S. aureus tem se tornado um grande desafio,

pois além de se tratar de um microrganismo com grande potencial de viruléncia, as
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opcOes de antimicrobianos tém sido reduzidas a partir do surgimento da resisténcia a
penicilina, meticilina e, mais recentemente, a vancomicina (FENG et al., 2008).

Estratégias adicionais de tratamento sdo necessarias para melhorar a resposta
clinica e para reduzir a resisténcia a antibioticos. Uma dessas estratégias € a inibicéo
dos fatores de viruléncia das bactérias. Em especial, S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA), que tem a producdo aumentada desses fatores de viruléncia (KIODROWSKI,
2014; KATRIN et al., 2014).

Um dos importantes fatores de viruléncia secretados por S. aureus é a enzima
desoxirribonuclease (DNAse). Esta enzima pode ser usada como alvo terapéutico
para o combate destes microrganismos em infec¢des, uma vez que ela impede que o
sistema imunolégico do hospedeiro, especialmente os neutrofilos, reaja e destrua as
bactérias (KIEDROWSKI, 2014; KATRIN et al., 2014).

Os neutrofilos estéo diretamente envolvidos com a resposta imune inata contra
infecgdes, fagocitando corpos estranhos, como 0S microrganismos, com ajuda de
seus prolongamentos citoplasmaticos. Além disso, os neutrofilos secretam complexos
macromoleculares, denominados de “armadilhas” extracelulares (NETs, neutrophil
extracelular traps), que sdo constituidos de um esqueleto de DNA associados a
peptideos antimicrobianos, histonas e proteases (BERENDS, 2010). Diversas cepas
de S. aureus e Streptococcus do grupo A atuam destruindo as NETs com auxilio de
nucleases, secretadas nos locais de infec¢do, contribuindo fortemente para a
patogenicidade destes microrganismos em diversos processos infecciosos em tecidos
(BERENDS, 2010; KIEDROWSKI, 2014).

S. aureus € capaz de multiplicar-se rapidamente sobre a pele, produzindo
enzimas que degradam lipidios (lipases e esterases) e uma “Enzima Modificadora de
Acidos Graxos” (EMAG) (GOMES, 2013). A lipase exerce um papel endégeno no
Staphylococcus podendo ser de natureza patogénica, atuando na metabolizacdo de
lipidios e interferindo com a fagocitose dos granulocitos no ser humano. Logo, esta
enzima pode ser usada como alvo terapéutico para o combate destes microrganismos
em infecgdes (KHOSASIH, SUWANTO, & KIM, 2012).
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No Quadro 1 pode-se observar diversos tipos de fatores de viruléncia de

Staphylococcus aureus e a sua acao sobre o tecido do hospedeiro.

Quadro 1:Fatores de viruléncia do S. aureus.

Fatores de viruléncia

Acé&o no Hospedeiro

Polissacarideo capsular

Antifagocitica

Componentes da parede celular

Peptidoglicano

Piogénico, quimioatrativo

Acido teicéico

Liberado, pode contra o

complemento

proteger

Proteinas da superficie celular

Proteina A

Proteina de ligac&o ao fibrinogénio
Proteina de ligacao a fibrinonectina
Proteina de ligacéo a laminina
Proteina de ligacao ao colageno
Proteina de ligacdo a vitronectina

Interage com a regido Fc da IgG
Liga-se ao fibrinogénio

Liga-se a fibrinonectina

Liga-se a laminina

Liga-se ao colageno

Liga-se a vitronectina

Toxinas extracelulares

Alfa, Beta, Gama e Delta toxinas

Citotoxica para tecidos e leucocitos.

Leucocidina P-V

Destroi leucacitos (leucocida)

Toxina da Sindrome do Choque Toxico
(TSCT)

Liga-se as moléculas do MHC da classe |l
induz sintese de citocinas causando
multiplas disfuncdes organicas

Enterotoxinas

Emética e diarreia

Enzimas

Coagulase Catalisa a conversdo de fibrinogénio em
fibrina

Lipase Degrada os lipidios

Enzima Modificadora de Acidos | Modifica &cidos graxos liberados na

Graxos degradacéo lipidica e contribui com a
formacao de Abscessos.

Proteases Degrada proteinas, incluindo proteinas de

defesa hospedeiro.

Fosfolipases

Degrada fosfolipidios

Estafiloquinase

Converte plasminogénio
fibrinolitica

plasmina

Hialuronidase

Degrada o acido hialurénico

Nuclease

Cliva tanto o DNA quanto o RNA

Biofilme

Aderem a superficies
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S. aureus sdo capazes de produzir biofilmes. Estes sdo definidos como uma
comunidade de microrganismos que aderem a superficies Umidas, multiplicam-se e
embebem-se em uma matriz viscosa composta por substancias poliméricas
extracelulares produzidas por eles proprios (SIMOES et al., 2010). Uma das principais
propriedades dos microrganismos que residem em um biofilme é a diminuicdo da
suscetibilidade aos agentes antimicrobianos (RICHTER, 2017). Os biofiimes de
Staphylococcus spp. tem como componentes principais: polissacarideos, DNA
extracelular e proteinas (OTTO, 2008).

A estabilidade dos biofilmes de varios microrganismos esta relacionada a
presenca de DNA extracelular e de pequenas moléculas intracelulares liberadas
(ALLESEN-HOLM et al., 2006; KIRKPATRICK e VIOLLIER, 2010), incluindo biofilmes
maduros de S. aureus (BAYLES, 2007).

A maioria dos biofilmes maduros sao submetidos a disperséo ativa e passiva,
0 que resulta na liberacao de células plancténicas e flutuantes para o meio ambiente,

como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1: Ciclo de vida do biofilme. 1- forma planctdnica de flutuacéo livre; 2- anexo inicial; 3-
proliferacdo, anexo permanente com perda de mobilidade; 4- maturacdo do biofilme, diferentes
fendtipos, como as células persistentes, estao presentes no biofilme; e 5- amadurecimento do biofiime,
migracao das células do biofilme e reinicio do ciclo (adaptado de REFFUVEILLE et al 2017).
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A disperséo passiva € um evento de destruicdo fisica provocado por forcas
externas, tais como cisalhamento liquido e solido e intervengBes mecanicas (por
exemplo, escovacédo dentéaria). O biofilme pode ser removido da massa principal pelo
fluxo de fluido intersticial. E, em feridas, pode ser fisicamente desbridado por um
cirurgido. A dispersdo ativa, por outro lado, € desencadeada pelos proprios
microrganismos presentes no biofilme, em resposta a mudangas ambientais, como a
falta de nutrientes, subprodutos toxicos, bacteriofagos, presenca de fagocitos,
estresse antimicrobiano e niveis de oxigénio desfavoraveis. Assim, a dispersao ativa
€ um estagio vital no ciclo de vida de um biofilme contribuindo para a sobrevivéncia
bacteriana e a progresséo da doengca (RAMAKRISHNAN, 2015).

Fatores, tais como: temperatura, presenca de agentes antimicrobianos,
guantidade de in6culo, forcas hidrodinamicas, caracteristicas do substrato, variacao
de pH, disponibilidade de nutrientes e oxigénio, assim como as concentragdes dos
metabdlitos microbianos implicam o desenvolvimento de um biofilme (NAVES et al.,
2008).

Uma vez que as nucleases, lipases e o biofilme sdo importantes fatores de
viruléncia em infec¢des causadas por S. aureus resistente a meticilina, a busca por
substancias naturais que inibam a producéo ou agéo dessas enzimas e a formacéo
de biofilme € uma proposta promissora para o aumento da resposta clinica em

infeccbes e para a reducdo do desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos.

2.3 Plantas medicinais

A utilizag&o das plantas com fins medicinais, para tratamento, cura e prevencao
de doencas, se constitui em uma das mais antigas formas de préatica medicinal da
humanidade. No inicio da década de 1990, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
anunciou que 65-80% da populacao dos paises em desenvolvimento dependiam das
plantas medicinais como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude.
Segundo a OMS, plantas medicinais sdo definidas como “todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais 0rgdos, compostos que podem ser utilizados com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-sintéticos” (VEIGA, 2005).

Uma das plantas bastante utilizadas em todo o mundo ha milhares de anos, e

que possui grande valor terapéutico para o alivio de vérias enfermidades (ZICK et al.,
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2008) € o gengibre (Zingiber officinale Roscoe). Algumas doencas vém sendo tratadas
com o uso do gengibre incluindo: artrite, reumatismo, caimbra, distensdes e dores
musculares, constipacdo, indigestdo, vomito, hipertensdo, deméncia, febre,
verminoses, e doencas infecciosas (ALI et al., 2008).

Dentre as principais agfes farmacologicas do gengibre comprovadas
cientificamente, estdo anti-inflamatéria (FUNK et al., 2009; HENROTIN et al., 2010;
DUGASANI et al., 2010), antibacteriana e antipirética (AFZAL et al., 2001; MARTINS
et al., 2001). A descoberta de novas substancias antimicrobianas tem despertado
interesse cientifico devido ao aumento de infec¢cdes causadas por microrganismos

resistentes a diversos antibioéticos.

2.4 Zingiber officinale Roscoe

O gengibre, foi descrito primeiramente, pelo botanico inglés William Roscoe em
1807. E uma erva rizomatica oriunda de paises do sudoeste asiatico e Arquipélago
Malaio que engloba mais de 1200 espécies de plantas incluidas em 53 géneros
(STEVEN, 2002). O género Zingiber inclui aproximadamente 85 espécies. E cultivada
facilmente em paises de clima tropical e sub-tropical. A principal area de producéo de
gengibre no Brasil é a faixa litoranea que vai do Espirito Santo a Santa Catarina, em
razdo das condicbes de clima e solo mais adequados (DEBIASI et al.,, 2004;
NEGRELLE et al., 2005; ELPO et al.,2008).

E uma planta herbacea que pode chegar a 1,50 m de altura, de caule articulado,
rizoma horizontal, comprido lateralmente, com ramificacbes situadas num mesmo
plano, digitiformes, no vértice das quais se encontram cicatrizes do caule foliaceo; de
14 a 16 cm de comprimento por 4 a 20 mm de espessura. Folhas compostas em duas
séries, com bainha amplexicaule e flores amarelo-esverdeadas em espigas
fusiformes. O fruto € uma capsula trilocular que se fende em trés valvulas; as
sementes sdo azuladas e contém um albumem carnoso. O rizoma € geralmente
articulado formado por tubérculos ovéides, rugosos e prensados uns contra 0S outros.

Uma imagem ilustrando Z. officinale pode ser observada na Figura 2
(EMBRAPA, 2011).
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Figura 2: Imagem da espécie Z. officinale, onde se observa as folhas, frutos, flores, rizomas e caule.

Fonte: https://species.wikimedia.org/wiki/Zingiber_officinale.

O gengibre é amplamente comercializado em funcdo de seu emprego na
alimentacao, na medicina popular e como matéria prima industrial, especialmente para
fabricacdo de bebidas, perfumes e produtos de confeitaria como paes, bolos, biscoitos
e geléias (ROGRIGUES e LIRA, 2013; ELPO, 2004). No Brasil € consumido, nas
formas: seca, fresca, ou em conserva, como esta ilustrado na Figura 3. E utilizado
também nas diferentes formas farmacéuticas: cristalizada, pastilha, xarope ou em
capsula (SILVA, 2011).
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Figura 3:Principais formas de consumo do gengibre, fresco (A), seco (B) e em conserva (C). Fonte:
https://lwww.shutterstock.com/search?searchterm=zingiber+ officinale, https://emporio

hemmer.com.br/gengibre-em-conserva.

2.4.1 - Perfil quimico

Mais de 100 substancias do gengibre ja foram identificadas (JOLAD et al, 2004;
JOLAD et al, 2005) e dezenas tém sido isoladas (ALI et al., 2008; PARK et al., 2008;
MA et al., 2004; SILVA, 2011; WANG et al., 2011, LI et al., 2013). Os compostos
majoritarios sdo 0s monoterpenos e sesquiterpenos, encontrados no 6leo essencial
(1-3 %), e os derivados fendlicos, encontrados na sua oleoresina (4,5-7 %)
(PUENGPHIAN e SIRICHOTE, 2008).

Os derivados fendlicos, principalmente os gingerois e shogaois, sdo 0s
responsaveis por seu sabor pungente, e responsaveis pela maior parte das atividades
terapéuticas do gengibre. Dentre elas destacam-se as atividades antioxidante, anti-
inflamatdria e antitumoral (FUNK et al., 2009; HENROTIN et al., 2010; DUGASANI et
al., 2010).

Os gingerois que se encontram em maior quantidade nesta espécie (6-, 8- e
10-gingerol) constituem uma cadeia homologa, diferindo-se apenas no tamanho de
sua cadeia hidrocarbbnica por dois carbonos (HE et al., 1998). Os produtos de
degradacéo (desidratacdo) dos gingerois, 0s shogaois, sdo mais pungentes que 0s
gingerois e podem ser encontrados em maior quantidade nos rizomas do gengibre
seco, devido ao processamento térmico ao qual os rizomas do gengibre sé&o
submetidos. Dentre os shogaois, 0 6-shogaol é o mais abundante, pois € gerado pela
desidratacéo do 6-gingerol, o principal gingerol encontrado no vegetal (ALl et al., 2008;


https://www.shutterstock.com/search?searchterm=zingiber
https://emporio/
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PARK et al., 2008). As estruturas quimicas dos gingerois e shogaois podem ser

observadas na Figura 4.

(lDl OH l
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(CH){ (CH)n
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"o n = 4: 6-gingerol n = 4: 6-shogaol
n = 6: 8-gingerol n = 6: 8-shogaol
n = 8: 10-gingerol n = 8: 10-shogaol

Figura 4: Estruturas quimicas dos gingerois e shogaois isolados de Z. officinale.
Fonte: Prépria autora

Outras substancias foram isoladas da oleoresina obtida por extragdo dos
rizomas de Z. officinale. Entre eles, 6-gingerdiol, 6-paradol, 6-gingerdiona, alguns
diarileptanoides, o diterpeno galanolactona, e os esteréides S-sitosterol e 8-6-hidroxi-
estigmastenona (JOLAD et al.; 2005; MA et al., 2004).

2.4.2 — Atividade antimicrobiana

A busca por alternativas terapéuticas para diferentes patologias faz da pesquisa
de produtos naturais um campo produtivo em opcdes de moléculas com diferentes
atividades biolégicas. As plantas apresentam em seus metabdlitos secundarios uma
grande fonte de possiveis farmacos, devido a diversidade de moléculas com as mais
variadas estruturas e propriedades quimicas (GRANDIS et al., 2015).

Ha& poucos estudos que relatam atividade antimicrobiana de extratos ou
substéancias isoladas de gengibre. Os estudos encontrados mostram que o gengibre
apresenta atividade antimicrobiana além de ser bem conhecido na medicina
tradicional. Estudos realizados com 0Oleo essencial dos rizomas de Z. officinale frente
a diversos patdgenos alimentares verificaram atividade antimicrobiana com CIM que
variou de 2500 a 5000 pug/mL frente a algumas espécies de Salmonella (MAJOLO et
al., 2014).
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Grandis e colaboradores mostraram que o extrato metandlico (3% p/v) dos
rizomas de Z. officinale possui efeito antimicrobiano contra uma gama de bactérias,
incluindo Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Escherichia coli (GRANDIS et al.,
2015).

Mahady e colaboradores observaram que o extrato bruto metandlico bruto dos
rizomas de gengibre inibiu o crescimento de isolados clinicos de Helicobacter pylory
com concentracao inibitéria minima (CIM) que variaram de 6,25 a 50 pg/mL . Os
gingerois e o0 6- shogaol também foram testados frente a 19 estirpes de H. pilory. O 6-
gingerol foi ativo contra todas as 19 estirpes com uma CIM de 5,12 pg/mL (intervalo
de 3,125 a 100,0 pg/mL). Oito-gingerol apresentou uma CIM de 12,5 pg/mL (intervalo
de 3,125 a 100,0 pg/mL) e o 10-gingerol, o mais ativo, uma CIM de 6,25 pg/mL
(intervalo 0,78 a 50,0 ug/mL). Ja o 6-shogoal, foi ativo apenas em concentra¢cdes mais
elevadas com uma CIM de 25,0 pg/mL (intervalo 12,5 a 100,0 pg/mL).

Park e colaboradores verificaram que o 10-gingerol e o 12-gingerol obtidos dos
rizomas de Z. officinale mostraram uma forte atividade antibacteriana in vitro contra
bactérias anaerObicas associado a periodontite, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis e Porphyromonas intermedia apresentando uma CIM na
faixa de 6 a 14 pg/mL (PARK et al., 2008).

Wang e colaboradores analisaram a atividade antimicrobiana de 6-, 10-
gingerol, 6- shogaol e 6- dehidrogingerdiona contra o Acinetobacter baumannii, e seus
valores de CIM variaram de 132 a 347 pg/mL. 6-dehidrogingerdiona foi o composto
mais ativo (132-207 pg/mL). O 6-gingerol e o 6-shogaol também foram ativos, porém
eles apresentaram efeito inibitdrio menor que a 6-dehidrogingerdiona e o 10-gingerol.
Esta foi a primeira demonstracdo de inibicAdode isolados de A. baumannii por
compostos do gengibre.

Ashraf e colaboradores mostraram que, o 6leo essencial do gengibre obteve
um halo de inibicdo que variou de 5,9 a 24,2 mm quando comparados com tetraciclina
gue apresentou halos na faixa de 18,2 mm a 37,5 mm. O Oleo essencial foi mais eficaz
gue a tetraciclina frente a alguns microrganismos, no qual o oléo apresentou halos de
11,5 mm, 21,9 mm e 22,9 mm, quando a tetraciclina mostrou halos de 9,6 mm, 19,8
mm e 21,6 mm para as respectivas bactérias Shigella, Enterecoccus hirae e
Escherichia coli (Ashraf et al., 2017). Essas atividades possivelmente foram devido

aos seus constituintes ativos, como zingibereno e gingerol (AMEL et al., 2015).
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No estudo de Amel, o efeito antibacteriano do gengibre foi avaliado por método
de difusdo em disco. O Oleo essencial de gengibre na concentracdo de 25 pg/mL
mostrou atividade consideravel contra sete cepas de S. aureus, mostrando atividade
antibacteriana no tratamento de infeccdo de garganta infantil (AMEL et al., 2015).

Devido a escassez de estudos que avaliem a atividade antimicrobiana e a
auséncia de estudos com avaliacdo anti-fatores de viruléncia para o extrato de
gengibre e seus metabdlitos secundarios, faz se necessario avaliar o efeito
antibacteriano e anti-fatores de viruléncia frente a S. aureus com extratos e

substancias isoladas dos rizomas de Z. officinale.

2.5 Processos de extracdo de metabadlitos secundérios de vegetais

Existe uma gama de processos para a extracdo de metabdlitos secundarios de
produtos naturais. Os classicos sao: maceracado, percolacdo, soxhlet, extracdo sob
refluxo e destilac&o a vapor; enquanto que os menos utilizados séo: extracdo assistida
por: turboextragdo, ultrassom, micro-ondas, fluido supercritico e enzimas (EAE). De
forma geral os solventes mais utilizados nestes métodos sdo agua, mistura de
agua/etanol, hidrocarbonetos clorados e ésteres.

A maceracdo é um processo em que as substancias sdo extraidas em um
recipiente fechado a temperatura ambiente, colocado em contato com o liquido
extrator por um periodo prolongado e sob agitacdo ocasional.

A turboextracdo, ao contrario da maceracao é um processo de extracao fisico
gue facilita o rompimento da parede celular das células vegetais favorecendo a rapida
extracdo de metabdlitos secundarios sensiveis a solventes orgéanicos apolares
(REDDY et al, 2012; ORTH ET AL, 1999; SERRANO et al, 2013).

A escolha do método de extracédo e do solvente que vai ser utilizado, depende
principalmente do que se deseja extrair (extragao seletiva ou total), da estabilidade
dos constituintes quimicos da planta, e da quantidade de material vegetal disponivel.
Podemos dizer que a extracéo ideal € aquela em que pode ser realizada de forma
rapida, simples, reprodutivel, utilizando solventes de baixa toxicidade facilmente
recuperaveis e de baixo custo. No entanto € muito dificil preencher todos esses
requisitos (SARKER et al., 2005).
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Extratos obtidos dos rizomas de Z. officinale e seus metabdlitos secundarios,
principalmente os gingerois, apresentam diversas atividades bioldgicas importantes,
comprovadas por diversos autores (FUNK et al., 2009; HENROTIN et al., 2010;
DUGASANI et al., 2010; SILVA, 2011; SILVA et al., 2012; VILLALVILLA et al., 2013;
RODRIGUES et al.,, 2014) sendo portanto, 0os gingerois, substancias de grande
interesse terapéutico, pois podem ser utilizadas como prototipo para a descoberta de

farmacos mais eficientes e com menos reacdes adversas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Extrair e isolar metabdlitos secundarios de Zingiber officinale para avaliagdo da
sua atividade antimicrobiana e anti-fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (MRSA).

3.2 Objetivos Especificos

e Obter extratos dos rizomas de Z. officinale utilizando diferentes técnicas;

e Quantificar o 6-, 8-, 10-gingerol e 6-shogaol nos extratos, por CLAE;

e |solar e purificar os gingerois utilizando cromatografia liquida classica e CLAE;

e Avaliar a atividade antimicrobiana frente uma cepa de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA);

e Avaliar a atividade anti-DNAse, anti-lipase e contra formacgéao de biofilme em
MRSA dos extratos, 6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol e 6-shogaol.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aquisicao e secagem do material vegetal

Os gengibres frescos (Empresa, Frutas Lider®) foram lavados, cortados em
pequenos pedacos com o auxilio de um processador de alimentos, desidratados em
estufa com circulacdo forcada de ar, por 5 dias, a 40°C. Em seguida o material
foi pulverizado, peneirado em peneira de aco (didametro da malha: 2 mm) e

armazenado em frascos de vidro até o momento das extracdes.

4.2 Métodos de Extracao

4.2.1 Maceracgao

O gengibre, seco e pulverizado foi submerso em alcool etilico 99,5% ou
hexano, na proporcéo 1:10, (m/v, planta/solvente), mantido a temperatura ambiente,
25°C, durante um periodo de 6 dias (OK e JEONG, 2012; KUBRA et al., 2013). A cada
dois dias o extrato liquido foi filtrado com papel de filtro simples, e o
solvente evaporado sob vacuo em rotaevaporador a 40°C. Em seguida o solvente foi
adicionado ao material vegetal para um novo ciclo de extracédo. Os trés extratos brutos
(triplicata) obtidos foram combinados e os extratos resultantes armazenados para as

posteriores andlises cromatograficas e ensaios bioldgicos.

4.2.2 Turboextracao

O material vegetal, seco e pulverizado, foi submerso em solvente organico,
alcool etilico 99,5% ou hexano, na propor¢do 1:10 (m/v, planta/solvente) e, em
seguida submetido a 3 ciclos de turboextracdo de 10 minutos a 21.000 rpm e 25°C.
Posteriormente, o extrato foi filtrado e o solvente evaporado sob vacuo em
rotaevaporador a 40 °C (REDDY et al., 2012; ORTH et al., 1999; SERRANO et al.,
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2013). Os extratos resultantes foram armazenados para as posteriores andlises

cromatograficas e ensaios bioldgicos.

4.3 Analise cromatografica dos extratos de Z. officinale

Antes das analises foi realizado o preparo da amostra, onde os extratos foram
preparados utilizando a micro-extracdo em fase solida (SPME). Os extratos de Z.
officinale foram analisados em HPLC-DAD analitico da Shimadzu Proeminence
System, equipado com degaseificador DGU-20A5, bomba binaria LC-20AT, injetor
automatico SIL-10A, detector UV-Vis SPD-M10Avp no comprimento de onda de 280
nm, interface CBM-20A e "software" LC solution. Todas as analises foram conduzidas
em coluna C18 Eclipse Plus Agilent (4,6 x 100 mm, 3,5 p). A eluicdo foi realizada no
modo gradiente usando agua (A)/acetonitrila (B): 0,0-2,0 min, 10-55% B; 2,0-9,0 min
55% B; 9,0-13,0 min, 65% B; 13,0-20,0, 100% B. As analises foram precedidas por
equilibrio da coluna cromatografica por 10 min. O volume de injecdo foi de 20 L, e a
vazao de 1 mL/min (YUDTHAVORASIT, 2014). Os padrbes analiticos (6-, 8-, 10-
gingerol e 6-shogaol) foram isolados e identificados previamente por nosso grupo de
pesquisa. Uma curva de calibracdo com cada uma destas substancias foi construida
para a quantificacdo destes metabdlitos nos extratos obtidos, utilizando as seguintes

equacoes.

6-gingerol: y =11291x + 20061, R2 = 0,9989
8-gingerol: y =2479x + 14132, R2= 10,9981
10-gingerol: y = 14822x — 35207, R? = 0,9995
6-shogaol: y =9079x + 36467, R2 = 0,9983

4.4 Isolamento e purificacdo dos gingerois

Os gingerois foram isolados a partir do extrato etandlico obtido dos rizomas de
Z. officinale por maceracédo utilizando cromatografia classica e cromatografia liquida
de alta eficiéncia, da seguinte forma. Inicialmente 12 g do extrato bruto foi misturado

com silica gel 60 (70-230 mesh) até obter consisténcia de “farofa”. Em seguida a
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amostra foi submetida a cromatografia a vacuo utilizando uma coluna de vidro (3,6 cm
de diametro) aberta empacotada com 20 cm de silica gel 60 (70-230 mesh). Apés
aplicacao do extrato a coluna, adicionou-se 1 L de hexano com o objetivo de eliminar
0S componentes graxos da amostra. Depois disso, 2 L da mistura de solventes acetato
de etila e hexano (80:20, v/v) foi utilizado como eluente. Ao final foram coletadas trés
fracOes (A, B e C) contendo 1 L de eluente cada uma. Cada uma dessas fracdes foi
evaporada em rotaevaporador a 40°C, e analisadas por CCDA, utilizando-se os
gingerois padrdo que foram isolados previamente por nosso grupo de pesquisa.

Em seguida, a fragcdo C na qual os gingerois se encontravam, foi submetida a
cromatografia em coluna utilizando coluna de vidro (3,6 cm de diametro) aberta
empacotada com 20 cm de silica gel 60 (70-230 mesh) e eluicdo em gradiente nas
proporcdes apresentadas na Tabela 1. Foram coletadas cinquenta subfracées (30 mL
cada) e, apods analise por CCDA, aquelas com perfil quimico semelhantes foram

reunidas.

Tabela 1: Condi¢des que foram utilizadas em cromatografia utilizando coluna de vidro.

Volume da fase Fase movel Proporcgéo
movel
500 mL Hexano/AcOEt 60:40
500 mL Hexano/AcOEt 50:50
500 mL Hexano/AcOEt 40:60

Em seguida a frag&o rica em gingerois foi injetada em HPLC (Shimadzu) para
o isolamento e purificagcdo dos gingerois. O HPLC utilizado nesta etapa tinha a
seguinte configuracdo: duas bombas LC-6AD, desgaseificador DGU-20A3R, auto-
injetor SIL-20A, detector UV-Vis SPD-20A e controladora CBM-20A. As condi¢bes
cromatograficas utilizadas seguiram a metodologia desenvolvida por SILVA (2012).
Foram empregada as seguintes condi¢cdes cromatograficas: coluna semipreparativa
C18 Waters (21,2 x 250 mm, 10 p), fase mével MeOH/ H20 (75:25), vazédo de 10
mL/min; A =254, 280 nm e volume de injecdo, 500 pL.
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4.5 Avaliacdo do crescimento bacteriano e inibicdo de formacéo

de biofilme

Neste ensaio a suspensdo bacteriana (1-5 x 108 UFC/mL) foi incubada junto
com a amostra a ser testada, por um periodo de 24 horas a 37 °C, em placa de 96
pocos, utilizando o meio de cultura BHI (“Brain Heart Infusion”). Os extratos (T1, T2,
M1 e M2) e as substancias (gingerois e 6-shogaol) foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e diluidas em meio de cultura de modo que a concentracéo
final nos pocos fosse de 0,5 mg/mL para os extratos e 0,2 mg/mL para as substancias
isoladas. Como controle negativo foi utilizado a suspensédo de S. aureus em meio de
cultura. O equipamento foi zerado para cada experimento utilizando-se
extrato/substancia e/ou meio de cultura.

ApGs a adicdo de 5 pL da solucéo de extrato ou substéncia, foram adicionados
195 uL de suspenséo bacteriana. A placa contento o cultivo bacteriano em contato
com as amostras foi incubada por um periodo de 24 horas a 37 °C. ApGs a incubacao
foi realizada a leitura da absorbancia a 600 nm em leitor de micro placas (ELISA) para
determinar o Crescimento bacteriano na presenca de cada amostra testada (Figura
5).
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L, 000000000000 | mu——) ,
de.S qureus 0O00000000000 &
15X 10°URC/mL  Extrato20mg/mL /OO 0000000000 w
ousubstdncia8mg/mL (/OO QOO0 00O000O N
Absgonm

dissolvida em DMSO Concentragdo final nos pogos:
0,5mg/mL extratos; 0,2mg/mL substancias.

Figura 5: llustracdo de algumas etapas da avaliacdo do crescimento bacteriano
Fonte: Prépria autora

Posteriormente foi realizada a coloragdo do biofilme para a sua quantificacéo.

Nesta etapa, as células foram descartadas, em seguida, a placa foi submersa em um
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pequeno banho de 4gua, por duas vezes, e depois seca por inversao em pano seco.
Logo apds, adicionou 150 pL de uma solugéo 0,1% de cristal violeta (m/v) e incubou-
se a placa a 25 °C por 15 min. Apés esse periodo, a placa foi lavada quatro vezes
com agua e, em seguida, seca por inversdo em pano seco. Adicionou-se 150 uL de
acido acético 30% (m/v) para solubilizar o biofilme impregnado com cristal violeta e
incubou-se a placa a 25 °C, por 15 min. Em seguida, transferiu-se 100 pL da solucéo
contento biofilme corado e solluvel para uma nova microplaca para que a leitura fosse
realizada em leitor de ELISA (A =600 nm). A solucao de acido acético 30% foi utilizada
como branco (Figura 6) (STEPANOVIC et al., 2007; PANTANELLA et al.,20013).
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24ha37°C Cristal violetz 0,1%
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Figura 6: llustracdo de algumas etapas da avaliacdo da inibicdo da formacéo de biofilme.
Fonte: Prépria autora

4.6 Avaliacao da atividade anti-DNase

Os extratos obtidos por maceracgéao, turbo-extracdo e as substancias isoladas
foram dissolvidas com dimetilsulféxido (DMSO) e em seguida incorporados ao meio
de cultura (Agar DNase), resultando nas concentragdes finais: 0,5 mg/mL e 0,2 mg/mL
para os extratos e substancias isoladas, respectivamente.

A incorporagdo das amostras ao agar DNase foram realizadas em placas
de petri (90x15 mm). Com o auxilio de uma alca de platina calibrada foi inoculado 10
uL de uma suspensdo de Staphylococcus aureus (1-5 x 108 UFC/mL) no centro
de cada quadrante da placa. Estas placas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C,
e, apos esse periodo, foram reveladas com acido cloridrico 0,5 mol/L para aferir o
tamanho dos halos, e assim, determinar a atividade anti-DNase dos extratos e

substancias. Os experimentos foram realizados em quadruplicata.
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Figura 7: Etapas para avaliacio da atividade anti-DNase.

Os resultados foram expressos em percentual de atividade relativa da DNase

por meio da equacao abaixo.

o ' diametro do halogmpstra
Atividade relativa da DNase = — x100
diametro do halo.ontroie

4.7 Avaliacao da atividade anti-lipase

Os extratos obtidos por maceracéao, turbo-extracdo e as substancias isoladas
foram dissolvidas com dimetilsulfoxido (DMSQO) e, em seguida, incorporados ao meio
de cultura (dgar Baird Parker), resultando nas concentragdes finais de: 0,5 mg/mL e
0,2 mg/mL para os extratos e substancias, respectivamente.

A incorporagcdo das amostras ao agar foi realizada em placas de petri (90x15
mm). Com o auxilio de uma algca de platina calibrada foi inoculado 10 uL de uma
suspensdo de S. aureus (1-5 x 10%° UFC/mL) no centro de cada quadrante da
placa. Estas placas foram incubadas durante 24 horas a 37 °C e, apés esse periodo
o diametro dos halos foram aferidos e a atividade atividade anti-lipase dos extratos

determinada. Os experimentos foram realizados em quadruplicata.
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Figura 8: Etapas para avaliacdo da atividade anti-Lipase.

Os resultados foram expressos em percentual de atividade relativa da lipase
por meio da equacao abaixo.
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4.8 Analises Estatisticas

Os resultados obtidos nos diversos experimentos foram tratados
estatisticamente utilizando-se o programa GraphPad Prism®, versdo 7.0, através de
Andlise de Variancia (ANOVA) de via Unica, seguido do pés Teste de Tukey ou

Dunnett. Foram consideradas significativas as diferencas com p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos de Zingiber officinale

Os extratos brutos dos rizomas de Z. officinale foram obtidos utilizando-se
turbo-extracdo (Turratec®) (T1 e T2) e maceracédo (M1 e M2). Os solventes utilizados
foram: hexano 100% e etanol 99,5%, na proporcao 1:10, m/v (planta/solvente).

Foram utilizados aproximadamente 20 g de gengibre seco e quantidades de
etanol ou hexano suficiente para manter a propor¢gdo massa de vegetal seco/volume
de solvente (g/mL) de 1:10.

Os rendimentos obtidos para cada condicao de extracdo podem ser observados

na Tabela 2.

Tabela 2: Rendimentos de obtencdo dos extratos brutos de Z. officinale utilizando turbo-extracéo e
maceracdo em etanol e hexano.

T1 T2 M1 M2

Solvente Hexano Etanol Hexano Etanol
Proporcéao 1:10 1:10 1:10 1:10
Rendimento (%) 1,55 3,35 2,11 4,54

O extrato que utilizou a maceragéo e o etanol como condi¢ao de extragao (M2),
foi 0 que resultou no maior rendimento, cerca de 4,54%. Porem a turboextracéo
utilizando o etanol como solvente extrator (T2) também apresentou bom redimento
(3,35%), demonstrando que o etanol foi 0 solvente capaz de extrair as maiores massas

de extrato.
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5.2 Andlise cromatografica dos extratos

Todos os extratos de Z. officinale foram analisados por cromatografia liquida
alta eficiéncia (CLAE). Para a quantificacdo dos gingerois e do 6-shogaol, construiu-
se uma curva de calibracdo com os padrdes analiticos destas substancias.

O cromatograma proveniente da analise de cada extrato pode ser observado
na Figura 9. O tempo de retencéo das bandas referentes ao 6-gingerol, 8-gingerol, 6-

shogaol e 10-gingerol foram de: 4,8; 7,7; 9,2 e 13,7 minutos, respectivamente.

‘ 6-gingerol
8-gingerol 10-gingerol
J | 6-shogaol
\ T1
i
I VU || N e T2
\‘ ~
b e M2
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Tempo (min)

Figura 9: Perfil cromatogréfica dos extratos de gengibre obtidos em diferentes condi¢des de extragéo.
T1: turboextracéo, hexano; T2: turboextracdo, etanol; M1: maceragdo, hexano; M2: maceracéo, etanol.
Todas as andlises foram conduzidas em coluna C18 Eclipse Plus Agilent (4,6 x 100 mm, 3,5 p). A
eluicao foi realizada no modo gradiente usando agua (A)/acetonitrila (B): 0,0-2,0 min, 10-55% B; 2,0-
9,0 min 55% B; 9,0-13,0 min, 65% B; 13,0-20,0, 100% B. As analises foram precedidas por equilibrio
da coluna cromatogréfica por 10 min. O volume de injecdo foi de 20 pL, e a vazdo de 1 mL/min
(YUDTHAVORASIT, 2014)

Como pode ser observado na Figura 10, a condicédo de extracao utilizada que
resultou na maior quantidade de 6-gingerol por grama de extrato foi a M1 (maceracéao,
hexano), mostrando ser a melhor condicdo de extracdo, com relagéo a seletividade

(200 mg de substancia/g de extrato). Para a extragdo de 8-, 10-gingerol e 6 shogaol
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as quantidades extraidas para cada extrato foram semelhantes, ndo havendo

diferenca entre elas.
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Figura 10: Rendimento dos principais metabélitos secundarios do gengibre no extrato obtido por turbo-
extracdo (T1 e T2), maceragdo (M1 e M2) e diferentes solventes: hexano (T1 e M1) e etanol (T2 e M2).
A quantidade de cada substancia foi calculada com base na massa de extrato. Letras diferentes indicam

diferenca estatistica significativa (teste de Tukey). p<0,05.

A maceracdo, mesmo tendo sido utilizada como parametro, ja que é uma das
técnicas de extracdo mais utilizadas na area de produtos naturais, foi a técnica que
resultou no maior rendimento de extracao.

No entanto, os extratos T1 e T2, obtidos por tubo-extracdo (hexano e etanol,
respectivamente), também apresentaram bons rendimentos de extracdo, sendo uma
técnica promissora por ser capaz de extrair 0s constituintes em tempos muito menores
(30 minutos) quando comparados com a maceracéo (6 dias) (Figura 9).

Analisando o rendimento de extracdo em miligramas de substancia por gramas
de gengibre seco (Figura 11), a condi¢éo de extragao utilizada que resultou na maior

quantidade (5 mg/g) de 6-gingerol foi M2 (maceracéo e etanol). Para o 8-, 10-gingerol
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e 6 shogaol as quantidades obtidas em cada extracdo foram semelhantes, n&o

havendo diferente a entre elas, como pode ser observado na Figura 10.
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Figura 11: Rendimento dos principais metabdélitos secundarios do gengibre no extrato utilizando turbo-
extracdo (T1 e T2), maceragdo (M1 e M2) e diferentes solventes: hexano (T1 e M1) e etanol (T2 e M2).
A quantidade de cada substancia foi calculada com base na massa de gengibre seco. Letras diferentes

indicam diferenca estatistica significativa (teste de Tukey). p <0,05.

Com base no exposto, é possivel afirmar que o etanol € o solvente extrator que
€ capaz de extrair a maior quantidade de gingerol por grama de gengibre seco. Dentre
as duas técnicas de extragcdo, mesmo com o maior rendimento para a maceracéao, a
turbo-extragdo é bastante promissora, uma vez que o seu rendimento de extracdo
(Figura 11) foi ligeiramente menor do que na maceragcdo em um tempo de operagao
muito menor. Isto abre caminhos no sentido de otimizar a extracdo destes
constituintes utilizando uma associacao entre a turbo-extracdo e a maceragao, com

objetivo de reduzir o tempo do processo extrativo e atingir bons rendimentos.
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5.3 Isolamento e purificacao dos gingerois

Apo6s andlise por CCDA, as subfragdes com perfil quimico semelhantes foram
reunidas, resultando em quatro fragbes nomeadas A (1-12), B (13-17), C (18-32) e D
(33-50). Analises por CCDA utilizando os padrdes de gingerol, permitiram a
identificacdo da fracdo rica em gingerois (C: 18-32). Esta foi injetada em HPLC
(Shimadzu) utilizando metodologia modificada de SILVA (2012). A separacao
cromatografica dos gingerois pode ser observada no cromatograma da Figura 11.
Pode-se observar que houve uma excelente separagcdo das bandas cromatograficas
referentes aos gingerois, tanto no modo analitico (Figura 9, pagina 36) como no modo

preparativo (Figura 12).

mV(x1,000)
Detector A Ch1:254nm
Detector A Ch2:280nm
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Figura 12: Cromatograma obtido no isolamento dos gingerois. A fracado enriquecida com os gingerois
foi injetada em coluna Cis (21,2 x 250 mm, 10 W), fase mével: MeOH/ H20 (75:25), vazao: 10 mL/min,
A =254 e 280 nm. O volume de inje¢ao foi de 500 uL, na concentracdo de 200 mg/mL.

O grau de pureza das substancias isoladas (>95%) foi determinado por HPLC

analitico utilizando os comprimentos de onda de 254 e 280 nm.
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5.4 Avaliacéo dainibicdao do crescimento bacteriano

As plantas apresentam uma variedade de substancias em termos de estrutura
e propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, o que justifica o crescente interesse de
industrias farmacéuticas na sintese de farmacos a partir de fontes naturais
(BRESOLIN & CECHINEL FILHO, 2003; BRESOLIN & CECHINEL FILHO, 2010).
Extratos, fracbes e compostos isolados extraidos de plantas medicinais tém sido
estudados por pesquisadores por mostrarem significativas propriedades, entre estas
a antimicrobiana (DUARTE et al., 2005; MARTINI et al., 2009).

O ensaio de crescimento bacteriano foi realizado com o intuito de se observar
o crescimento do S. aureus na presenca do extrato (0,5 mg/mL) e das substancias
puras (0,2 mg/mL). Na Figura 13 pode-se observar que nenhum dos extratos inibiu o
crescimento do microrganismo, 0 que permitiu avaliar a atividade anti-DNase
utilizando estas mesmas concentracoes.

Malu et al. (2009) avaliaram a atividade antibacteriana de extratos de gengibre
obtidos com diferentes solventes como n-hexano, acetato de etila, etanol e agua frente
as linhagens de Staphylococcus epidermidis e Streptococcus viridans. Dentre os
diferentes extratos, apenas 0 aquoso nao foi capaz de inibir o crescimento bacteriano.
Porém, a inibicdo do crescimento bacteriano s6 pode ser observada na concentracao
mais alta (10 mg/mL). Assim, o presente estudo sugere que a inibicdo da atividade de

crescimento bacteriano dos extratos € baixa e que dependente da concentracao.
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Figura 13: Efeito dos extratos de gengibre (0,5 mg/mL) no crescimento do Staphylococcus aureus. T1:
turboextragéo, hexano; T2: turboextracéo, etanol; M1: maceracéo, hexano; M2: maceracéo, etanol. Ndo
houve nenhum resultado diferente estatisticamente quando p < 0,05. (ANOVA seguida de teste de
Dunnett)

O 6-gingerol e 8-gingerol exibiram diferenca significativa quando comparados
ao controle, mostrando crescimento bacteriano de aproximadamente 85%, diferente
do 10-gingerol onde ndo houve inibicdo do crescimento. Porém, essa leve inibi¢cdo do
crescimento microbiano (15%) ndo foi considerada prejudicial na avaliacdo da
atividade frente a DNase. O 6-shogaol apresentou uma inibicdo no crescimento
bacteriano de 98% (0,2 mg/mL), ndo sendo possivel utilizar essa concentracao para
avaliacdo da atividade anti-Dnase (Figura 14).
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Figura 14: Crescimento do Staphylococcus aureus na presenca do 6-gingerol, 8-gingerol, 10-gingerol
e 6-shogaol (0,2 mg/mL). ***p<0,001, ****p<0,0001 em comparagcdo com o controle (ANOVA seguida
de teste de Dunnett).

Tegos et al. (2002) sugerem gue compostos com grupos hidroxila possuem
atividades antibacterianas, podendo ativar a funcdo de deplecdo de mecanismos
metabdlicos dependentes de ATP, levando a morte bacteriana. No entanto, os
resultados obtidos no trabalho n&o corroboram seus achados, visto que o 6-shogaol,
a Unica substancia capaz de inibir drasticamente o crescimento bacteriano de S.
aureus, ndo apresenta em sua cadeia um grupo hidroxila. Em contrapartida os
gingerois, que apresentam tal grupamento, ndo desempenharam atividade
antibacteriana.

Como o 6-shogaol inibiu 98% o crescimento microbiano na concentragéo de
0,2 mg/mL, determinou-se a concentracao inibitéria minima (CIM) do 6-shogaol para
estabelecer as concentragbes que poderiam ser utilizadas para avaliar a atividade
anti-DNase.

Como pode ser observado na Figura 15, a CIM do 6-shogaol foi de 50 ug/mL.
O 6-shogaol revela-se ser um forte agente antimicrobiano, pois foi capaz de
apresentar efeito inibitério de 100% nas concentracdes de 0,2; 0,1 e 0,05 mg/mL. Este

foi o primeiro estudo que o 6-shogaol foi testado frente a S. aureus.
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A partir da concentracdo 25 pg/mL ndo houve inibicdo do crescimento
microbiano, portanto, esta concentragdo poderia ser utilizada para avaliagdo da
atividade anti-DNase.
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Figura 15: Determinac@o da concentragdo inibitoria minima do 6-shogaol utilizando as seguintes
concentragdes 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,562; 0,781; 0,39; 0,195 e 0, 097 ng/mL.

**+*n<0,0001 em comparagdo com o controle (ANOVA seguida de teste de Dunnett).

5.5 Avaliacéo dainibicao da formacao de biofilme

Nenhum dos extratos (0,5 mg/mL) foi capaz de inibir a formacéo de biofilme,

como pode ser observado na Figura 16.
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Figura 16: Efeito dos extratos (0,5 mg/mL) na formacédo de biofilme de S. aureus. T1: turboextragéo,
hexano; T2: turboextracdo, etanol; M1: maceracdo, hexano; M2: maceracdo, etanol. Nao houve
nenhum resultado diferente estatisticamente quando p < 0,05. (ANOVA seguida de teste de Dunnett)

Apesar dos extratos nao terem sido ativos, as substéncias isoladas
apresentaram uma excelente inibicdo da formacdo do biofilme, todavia, na
concentracdo de 0,2 mg/mL, ainda nao foi possivel afirmar que o 6-shogaol inibe a
formacdo do mesmo, pois houve inibicdo do crescimento bacteriano. O 6-gingerol, 8-
gingerol e 10-gingerol apresentaram diferenca significativa quando comparadas ao
controle, exibindo inibicdo da formacdo de biofiime de 39,8%, 65,9% e 52,6%,
respectivamente (Figura 17).
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Figura 17: Formacéo de biofilme na presenca das substancias isoladas do gengibre, 6-shogaol, 6-
gingerol, 8-gingerol e 10-gingerol (0,2mg/mL). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 em
comparacdo com o controle (ANOVA seguida de teste de Dunnett).

Na avaliacdo da formagéo de biofilme utilizando o 6-shogaol nas concentragdes
sub-inibitérias de crescimento observou-se que esta substancia foi capaz de inibir a
formacao do biofilme na concentracéo de 25 ug/Ml (50,45%) (Figura 18). Apés andlise
estatistica utilizando o teste de Dunnett, observou-se que houve apenas diferenca
estatistica significativa entre a média do grupo controle e a média da concentracdo 25

ug/mL.
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Figura 18: Formacéo de biofilme na presenc¢a do 6-shogaol nas concentragées 25; 12,5; 6,25; 3,125;
1,562; 0,781; 0,39; 0,195; 0, 097 ug/mL. *p<0,05, em comparacdo com o controle (teste de Dunnett).

5.6 Avaliacéo da atividade anti-DNase e anti-lipase dos extratos T1,
T2, M1 e M2

Foi observada atividade anti-DNase para todos o0s extratos testados na
concentracéo de 0,5 mg/mL (Figura 19). A inibicdo da DNase para T1, T2, M1 e M2
foram de 33,9%, 28,8%, 34,7% e 26,1%, respectivamente. No entanto, ndo € possivel
relacionar a atividade anti-DNase com as quantidades das substancias em cada
extrato, uma vez que as atividades foram estatisticamente semelhantes.

Apesar dos extratos ndo apresentarem atividade antibacteriana e nenhum
efeito sobre a formac&o de biofilme, os mesmos se mostraram efetivos frente a DNase,
gue € um dos fatores de viruléncia mais importantes expressos por S. aureus. Esse é
um ponto positivo, pois o0 grau de patogenicidade de S. aureus esté relacionado com
seus fatores de viruléncia. Uma vez inibindo a DNase, o microrganismo se torna mais
suscetivel a agdo do sistema imunologico como também faz com que os antibiéticos

utilizados na clinica se tornem mais efetivos contra essa bactéria.
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Figura 19: Efeito dos extratos de gengibre (0,5 mg/mL) na atividade da DNase. T1: turboextragéo,
hexano; T2: turboextracdo, etanol; M1: maceracdo, hexano; M2: maceracdo, etanol. **p<0,01,

***pn<0,001 em comparacao com o controle (ANOVA seguida de teste de Dunnett).

Ja na avaliacdo da atividade anti-lipase, apenas os extratos T1 e T2 foram
estatisticamente diferentes do controle, apresentando baixa atividade (17,49% e 18%,
respectivamente), contra a lipase (Figura 20). M1 e M2 nao foram capazes de inibir a
producéo, secrecdo ou atividade da lipase na concentracao testada.
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Figura 20: Efeito dos extratos de gengibre (0,5 mg/mL) na atividade da Lipase. T1: turboextracgéo,
hexano; T2: turboextracdo, etanol; M1: maceragdo, hexano; M2: maceracdo, etanol. **p<0,01, em

comparac¢ao com o controle (ANOVA seguida de teste de Dunnett).

Os extratos mostraram uma boa atividade frente a DNase e baixa atividade anti-
lipase, porém se for analisada de uma maneira mais ampla, dois fatores de viruléncia
foram inibidos, o que deixa os microrganismos ainda mais predispostos a acao dos
antimicrobianos, revelando assim que dois extratos (T1 e T2) e 0s gingerois que
apresentaram atividade anti-DNase e anti-lipase séo futuros candidatos a auxiliar no

tratamento de infecgbes causadas por S. aureus.

5.7 Avaliacdo da atividade anti-DNase do 6-, 8-, 10-gingerol, 6-

shogaol

As substancias isoladas 6-, 8-, 10-gingerol, e 6-shogaol foram testadas com o
intuito de se descobrir quais destas substancias, que estdo presentes no extrato, sdo
responsaveis pela atividade anti-DNase.

Todas as substancias se mostraram ativas frente a DNase na concentracéo de
0,2 mg/mL, havendo diferencas significativas quando comparadas com o controle: 6-
gingerol (32,9%), 8-gingerol (44,6%) e 10-gingerol (30,3%). Os valores em parénteses
séo os valores de inibicdo da DNAse para cada substéncia testada (Figura 21).
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A disponibilidade de novas drogas antimicrobianas diminui de forma
preocupante, resultado de uma série de fatores que em conjunto ameagam a
capacidade de combate a infec¢des, por mais simples que possam ser. Por isso a
uma necessidade na busca de substancias naturais que possam se tornarem
prototipos a farmacos ou que venham auxiliar no tratamento dessas infecgdes. Sendo
assim, as descobertas resultantes do presente trabalho sobre a inibigéo de fatores de
viruléncia, projetam potencial sucesso ha incessante luta contra microrganismos

patogénicos.
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Figura 21: Efeito dos metabdlitos secundarios isoladas de gengibre (0,2 mg/mL) na atividade da DNase.
**+*n<0,0001 em comparagdo com o controle (ANOVA seguida de teste de Dunnett). Letras diferentes

indicam diferenca estatistica significativa (ANOVA seguida de teste de Tukey).

Na avaliacédo do efeito do 6-shogaol sobre a DNase, pode-se observar que ele
apresentou baixa atividade (19,8%, 13,7% e 5,7%) nas concentracdes 25; 12,5; 6,25
ug/mL, respectivamente (Figura 22). Embora ndo tenha apresentado uma boa
atividade frente a DNase nessas concentragdes, 0 6-shogaol apresentou excelente
atividade de inibi¢cdo do crescimento microbiano, o que torna essa substancia bastante

promissora.
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Figura 22: Efeito do 6-shogaol (0,2 mg/mL) na atividade da DNase. **p<0,01, ****p<0,0001 em

comparacdo com o controle (ANOVA seguida de teste de Dunnett).

Analisando as estruturas quimicas das substancias avaliadas (Figura 23)
guanto a atividade anti-Dnase (Figura 21), pode-se sugerir que o tamanho da cadeia
carbbnica do 8-gingerol (n = 6) parece ser ideal para se atingir a atividade maxima

anti-Dnase.
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Figura 23: Estruturas quimicas do 6-, 8-, 10-gingerol e 6-shogaol.

Contudo o 6-gingerol apresentou uma atividade menor do que o 8-gingerol,
apresentando diferencas significativas entre ambas, dessa forma o tamanho de cadeia

ideal para uma excelente atividade anti-DNase é a do 8-gingerol.
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Nao ha relatos na literatura sobre a atividade de substéncias isoladas de
Z. officinale frente a DNases secretadas por microrganismos, apesar de alguns
autores relatarem atividade antifiungica (Agarwal, Walia, Dhingra, & Khambay 2001) e
antibacteriana (Cruz-Vega et al., 2009) de substancias isoladas.

Todos os extratos (T1: turboextragdo, hexano; T2: turboextracao, etanol; M1:
maceragao, hexano; M2: maceracéo, etanol; 0,5 mg/mL e as substancias (0,2 mg/mL)
6-, 8-, 10-gingerol e 6-shogaol apresentaram atividade frente a DNase.

T1, T2, M1 e M2 inibiram a DNAse em 33,9%, 28,8%, 34,7% e 26,1%,
respectivamente. Enquanto que apenas os extratos T1 (17,49%) e T2 (18%) foram
ativos contra a lipase.

As substancias 6-, 8- e 10-gingerol mostraram atividade de 32,9%, 44,6% e
30,3% anti-DNase e apresentaram inibicdo da formacao de biofilme em 39,8%, 65,9%
e 52,6%, respectivamente. O 6-shogaol além de inibir a DNase, também mostrou ter
um alto potencial antimicrobiano, com concentragdo inibitéria minima (CIM) de 50

ug/mL.
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6. CONCLUSOES

Em virtude dos resultados que foram apresentados é de grande relevancia
encontrar técnicas e condi¢cdes otimas de extracdo que possibilite a obtencdo de
extratos ricos em substancias bioativas de forma reprodutivel.

Todos os extratos de gengibre e as substancias isoladas apresentaram
atividade contra DNase, enquanto que apenas os extratos T1 (turboextragcao/hexano)
e T2 (turboextracao/etanol) foram ativos frente a lipase.

As substancias apresentaram excelente inibicdo da formacao de biofilme e uma
moderada atividade anti-DNase, o que as tornam promissoras, com chance de se
tornarem prototipos a farmacos. Um farmaco com esse tipo de acdo poderd ser
utilizado como suporte no tratamento de infecgbes causadas por S. aureus,
melhorando a resposta clinica e reduzindo o desenvolvimento de resisténcia a
antibioticos.

O 6-shogaol além de inibir a DNase, também mostrou ter um alto potencial
antimicrobiano, demonstrando ser uma substancia promissora para ser utilizada como
alternativa no tratamento de infec¢bes por S. aureus.

Este trabalho por ser um estudo novo, vem encorajar novas pesquisas no
sentido de demonstrar a atividade destes compostos, assim como torna-los aplicaveis
e seguros para pratica clinica.
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