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RESUMO

Utilizacado dos extratos do rizoma da Curcuma zerumbet (Zingiberaceae) para
producéo de iogurte terapéutico. MARCIA SEIXAS DE CASTRO. Orientador: Dr.
Carlos Cleomir de Souza Pinheiro. Tese de Doutorado. Programa de Pés-
graduacdo em Biotecnologia, Universidade Federal do Amazonas - UFAM,
2015.

A tendéncia de habitos mais saudaveis, as industrias precisam inovar ou
desenvolver produtos com caracteristicas especiais, que promovam saude e
surpreendam o consumidor os chamados alimentos funcionais. O objetivo deste
trabalho foi elaborar iogurte terapéutico com extratos do rizoma de Curcuma
zerumbet Zingiberaceae. Foram realizadas analises fitoquimicas e fisico-quimicas do
extrato aquoso e hidroalcodlico obtidos do rizoma de C. zerumbet. Apés esta etapa,
foram realizados testes de toxicidade subaguda e farmacolégicos como atividade
antitlcera, anti-inflamatéria e/ou analgésica com diferentes doses. Para o
desenvolvimento tecnoldgico do iogurte, foram testadas concentracdes diferentes do
extrato aquoso e hidroalcodlico. Ap6s foram analisadas atividades fitoquimicas,
fisico-quimicas, analises microbioldgicas, contagem de bactéria lactea e pH durante
o periodo de estocagem (dia: 0, 7, 14, 28 e 35) e para saber a aceitacdo deste
produto terapéutico foi realizado analise sensorial. Nos testes farmacolégicos foram
utilizados camundongos e ratos obtidos no Biotério Central do INPA. Ambos os
extratos (aquoso e hidroalcodlico) apresentaram componentes bioativos de interesse
nutricional e funcional como flavonoides (60,2 = 0,02; 65,75 + 1,25), antocianinas
(13,49 + 1,25; 18,56 + 0,05) e compostos fendlicos (5,81 + 0,09; 9,29 + 0,05), aléem
dos curcuminoides: curcumina e dimetoxicurcumina; e/ou curzerenona, cCOmpostos
com propriedades farmacoldgicas. Atividade antillcera do extrato aquoso
apresentou efeito a partir da dose 50 mg/Kg inibindo 57 % enquanto a dose 3500
mg/Kg inibiu 94 % a formacdo de Ulceras por etanol nos animais, apresentando
efeito dose-dependente. No entanto, a atividade antitlcera do extrato hidroalcodlico
apresentou efeito a partir da dose de 50 mg/Kg com 80 % de inibicdo de ulceracdo
gastrica por etanol. O extrato aquoso e hidroalcodlico nas doses de 100, 500 1.500
mg/kg apresentaram atividades analgésica e anti-inflamatoria em dose dependente
testada. As composicdes fisico-quimicas e microbiolégicas dos iogurtes formulados
estavam dentro dos padrdes estabelecidos pela Legislacdo do Regulamento Técnico
de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados. As bactérias lacteas presentes
nos iogurtes sobreviveram por um periodo de 35 dias de armazenamento. Os
iogurtes terapéuticos apresentaram gastroprotecdo com concentracdes de 0,25 %
de extrato aquoso e hidroalcodlico. No entanto, o iogurte mais aceito com escala
hedb6nica de 7,2 foi o formulado com 0,12 % de extrato hidroalcodlico. Estes
resultados indicam que estes extratos sdo potentes suplementos ou ingredientes
para serem adicionados em iogurte e obterem propriedades terapéuticas.

Palavras-chave: Curcuma zerumbet, alimento funcional, extratos.



ABSTRACT

The Use of extracts from the rhizome of Curcuma zerumbet (Zingiberaceae) for
the production of therapeutic yogurt. MARCIA SEIXAS DE CASTRO. Advisor:
Dr. Carlos Cleomir de Souza Pinheiro. Thesis of Doctorate. Postgraduate
Program in Biotechnology, Federal University of Amazon - UFAM, 2014.

Keywords: Curcuma zerumbet, functional food, extracts.

Due to the ongoing healthier habits trend, industries need to innovate or create
products bearing special characteristics, which will promote health and surprise the
consumer, the so called functional foods. The objective of the present work was to
elaborate therapeutic yogurt with extracts from the rhizome of Curcuma zerumbet
Zingiberaceae. We performed phytochemical and physical-chemical analyses of the
agueous and hydroalcoholic extract obtained from the rhizome of C. zerumbet. Next,
we carried out subacute toxicity and pharmacological tests such as anti-ulcer, anti-
inflammatory and/or analgesic activity with different doses. Different, aqueous and
hydroalcoholic extract concentrations were analyzed for the yogurt technological
development. Following this we carried out phytochemical, physical-chemical
activities and microbiological analyses, counting of the lacteal bacterium and pH
during the storing period (on day: 0O, 7, 14, 28 and 35) and the sensorial analysis was
performed so as to find out the acceptance of this therapeutic product. Mice and rats
obtained from the INPA Central Animal Laboratory were utlized in the
pharmacological tests. Both aqueous and hydroalcoholic extracts presented bioactive
compounds, flavonoids (60.2 £ 0.02; 65.75 + 1.25), anthocyanins (13.49 = 1.25;
18.56 + 0.05) and phenolic compounds (5.81 £ 0,09; 9,29 £ 0,05), of nutritional and
functional interest in addition to the curcuminoids: curcumin and dimetoxicurcumin;
and/or curzerenone, pharmacological properties-bearing compounds. The anti-ulcer
activity of the aqueous extract effect from the 50 mg/Kg dose onward inhibiting 57 %
while the 3500 mg/Kg dose inhibited the formation of ulcers by ethanol in animals
by94 %, presenting a dose-dependent effect. However, the anti-ulcer activity of the
hydroalcoholic extract presented effect from 50 mg/Kg dose onwards with 80 % of
inhibition of gastric ulceration by ethanol. Both agueous and hydroalcoholic extract in
the doses of 100, 500 and 1,500 mg/kg presented analgesic and anti-inflammatory
activities in the tested dependent dose. The physical-chemical and microbiological
compositions of the formulated yogurts were within the standards established by the
legislation of the Fermented Milks Quality and Identity Technical Ruling. The lacteal
bacteria present in the yogurt survived for a 35-day storing period. The therapeutic
yogurts presented gastro protection with 0.25 % aqueous and hydroalcoholic extract
concentration. Nevertheless, the most accepted yogurt with a 7.2 hedonic range
showed to be the formulation with 0.12 % of hydroalcoholic extract. These findings
indicate these extracts to be potent supplements or ingredients to be added in
yogurts for obtaining therapeutic properties.

Keywords: Curcuma zerumbet, functional food, extracts.
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(&) Imagem macroscopica do estdbmago in natura do rato albino
Wistar; (b) fotomicrografia do estdmago (10x), coloracdo HE. Mc
(mucosa); Mmc (muscular da mucosa); SMc (submucosa); Ms
(muscular prépria). Fonte: Marcia Castro, 2015.

(&) Imagem macroscopica do estdmago in natura do rato albino
Wistar tratado por ranitidina com areas microhemorragicas (setas);
(b) fotomicrografia do estdbmago (20x), coloracdo HE. Mc
(mucosa); Mmc (muscular da mucosa); SMc (submucosa); Ms
(muscular prépria); Vc (vasos congestos); Inf (infiltrado
inflamatorio). Fonte: Marcia Castro, 2015.
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congestos); Inf (infiltrado inflamato6rio); Hp (hiperemia). Fonte:
Marcia Castro, 2015.

(&) Imagem macroscopica do estdmago in natura do rato albino
Wistar tratado por via oral com I.E.A. 0,12 % (iogurte com 0,12 %
de extrato aquoso); (b) fotomicrografia do estbmago (10x)
coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular da mucosa); Vc
(vasos congestos); Inf (infiltrado inflamatorio); Hp (hiperemia).
Fonte: Marcia Castro, 2015.

(a) Imagem macroscopica do estdbmago in natura do rato albino
Wistar tratado por via oral com I.E.A. 0,25 % (iogurte com 0,25 %
de extrato aquoso); (b) fotomicrografia do estdbmago (10x)
coloracédo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular da mucosa); SMc
(submucosa); Ms (muscular prépria); Vc (vasos congestos); Inf
(infiltrado inflamatorio). Fonte: Marcia Castro, 2015.

Atividade antitlcera dos iogurtes contendo 0,12 e 0,25 % de
extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet administrado via
oral. .E.A.0,12 % = iogurte com 0,12 % do extrato aquoso do
rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.A. 0,25 % = iogurte com 0,25 %
do extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet.
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Wistar tratado por via oral com I.E.H. 0,12 % (iogurte com 0,12 %
de extrato hidroalcodlico); (b) fotomicrografia do estdmago (10x)
coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular da mucosa); SMc
(submucosa); Ms (muscular prépria); Vc (vasos congestos); Inf
(infiltrado inflamatério). Fonte: Mércia Castro, 2015.

(&) Imagem macroscopica do estdmago in natura do rato albino
Wistar tratado por via oral com I.LE.H. 0,25 % (iogurte com 0,25 %
de extrato hidroalcodlico); (b) fotomicrografia do estdmago (10x)
coloragcdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular da mucosa); Inf
(infiltrado inflamatério). Fonte: Mércia Castro, 2015.

Atividade antitlcera dos iogurtes contendo 0,12 e 0,25 % de
extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet
administrado via oral. I.LE.H. 0,12 %= iogurte com 0,12 % do
extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.H. 0,25
% = iogurte com 0,25 % do extrato hidroalcodlico do rizoma da
Curcuma zerumbet.

Médias de aceitacdo dos iogurtes obtidos na analise sensorial.
Pares de médias com a mesma letra, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p>0,05). I.E.A.0,12 % = iogurte com 0,12 % do
extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.A. 0,25 % =
iogurte com 0,25 % do extrato aquoso do rizoma da Curcuma
zerumbet; ILE.H. 0,12 %= iogurte com 0,12 % do extrato
hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet; .E.H. 0,25 % =
iogurte com 0,25 % do extrato hidroalcodlico do rizoma da
Curcuma zerumbet.
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1. INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

O uso dos alimentos como veiculo de promocédo do bem-estar e saude, tem
incentivado as pesquisas de novos componentes naturais € o desenvolvimento de
novos ingredientes, possibilitando a inovacdo em produtos alimenticios e a criagdo
de novos nichos de mercado (BICUDO et al., 2012). Assim, as partes de vegetais
com valor nutricional e que apresentem beneficios para a saide humana tem sido
usados em varios produtos alimenticios.

O consumo de vegetais tem sido associado a uma dieta saudavel devido seu
potencial nutritivo. Estes alimentos contém diferentes metabdlicos, muitos dos quais
desempenham func¢des bioldgicas (COSTA; ROSA, 2010).

O uso de vegetais para a cura de doencgas e outros males sdo encontrados
desde 50.000 anos atrds e atualmente novos avancos no desenvolvimento de
drogas, nutrientes e extratos extraidos de plantas vasculares como suplemento
alimenticio esta em crescimento (MARQUES, 2011).

Extratos de plantas em associacdo com a suplementacdo alimentar pode
exercer efeitos benéficos nos desequilibrios gastrintestinais, nos processo
inflamatoérios e estresse oxidativo (BRASIL, 2006). Constituindo assim, alimentos
terapéuticos de facil acesso a populacao.

Atualmente, o mercado consumidor busca cada vez mais produtos funcionais,
com boa qualidade e alto valor nutricional. A pesquisa de 2004 da Instituicdo
Americana Health Focus, indicou que 44 % dos consumidores escolhem o alimento
com base na relagdo que o0 mesmo tem com a saude.

Visando acompanhar o crescimento desse seguimento de mercado, a producéo
de iogurte vem atender aos novos habitos de consumo da populagdo mundial,
tornando-se uma alternativa saudavel, com um alto valor nutricional, funcional e
sensorial. Uma vez, que € 0 mais acessivel e consumido pela populacdo
(GUGGISBERG; EBERHARD; ALBRECHT, 2007).

Esta imagem positiva pode aumentar ainda mais com adicdo de ingredientes
funcionais como os extratos da planta Curcuma zerumbet Zingiberaceae, planta com
propriedades medicinais, utilizada desde a Idade Média como condimento, corante,

aromatizante e fins terapéuticos (LI et al., 2011).



A andlise fitoquimica desta espécie indicou que a composicdo quimica desta
espécie presente no Brasil € similar aquela existente em outros paises (NAVARRO
et al., 2002).

Os principais principios ativos desta planta séo terpenoides, especialmente
sesquiterpenoides como  furanodieno e  furanodienona, curcumenona,
curcumanolida, curcumenol, zederona, curzerenona, curzeona € germacrona
(AZAM; NOMAN; AMIN, 2014). Possui como composto majoritario 0 curzerenona,
este apresenta atividade anti-inflamatéria, analgésica e antioxidante (SOSHI;
MATHELA, 2012).

As raizes de C. zerumbet s&o utilizadas tradicionalmente como carminativo e
estimulante digestivo. Ela atua principalmente no trato digestivo, promovendo seu
bom funcionamento, pois inibe a secrecdo do acido gastrico e aumenta a secre¢ao
biliar, evitando azia e ma digestao, prisdo de ventre, célicas e gases intestinais e
estomacais. Indicada na reducdo do risco e tratamento de Ulceras gastricas e
duodenais, bem como nas doencas do figado. Em ensaios com animais, a planta
apresentou efeito colerético, espasmolitico e antiacido leve (RAJASEKARAN, 2011;
KIMURA; SUMIYOSHI; TAMAKI, 2013).

Devido a tendéncia de habitos mais saudaveis, as industrias precisam inovar ou
desenvolver produtos com caracteristicas especiais, que promovam saude e
antecipem essa necessidade para surpreender o consumidor. Assim, o0 objetivo
deste trabalho € elaborar iogurte terapéutico com extratos da planta Curcuma
zerumbet Zingiberaceae, além de oferecer a populacdo uma nova forma de prevenir
doencas e promover saude a partir de alimentos e contribuir para o desenvolvimento

sustentavel da Amazo6nia através da agricultura desta espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Desenvolver um iogurte terapéutico a base de extratos do rizoma da

Curcuma zerumbet (Zingiberaceae).

2.2. Especificos

Caracterizar os constituintes quimicos, propriedades fisico-quimicas dos

extratos do rizoma da C. zerumbet;

Avaliar a toxicidade dos extratos do rizoma da C.zerumbet;

Caracterizar atividade anti-Ulcera, anti-inflamatéria e/ou analgésica dos

extratos do rizoma da C. zerumbet;

Desenvolver uma formulagéo para um iogurte terapéutico;

Caracterizar o comportamento fisico-quimico do iogurte (padréo e formulado);

Estudar o comportamento quimico e contagem de bactérias lacteas durante o
periodo de estocagem (dia(d): 0d, 7d, 21d, e 28d);

Efetuar andlises microbiolégica e sensorial (aceitabilidade) do iogurte

(formulado).
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Alimentos Funcionais

Nas ultimas décadas, novas tecnologias, como a biotecnologia habilitaram os
cientistas de alimentos a planejar novos produtos saudaveis. Hoje se observa que 0s
alimentos ndo possuem como funcdo apenas saciar a fome, como também devendo
nutrir, fornecer vitaminas, minerais, aminoacidos e propriedades terapéuticas.

O desenvolvimento de novos produtos alimenticios esta se tornando cada vez mais
desafiador, & medida que se procura atender a demanda dos consumidores por produtos
gue sejam além de saudaveis e atrativos (KOMATSU; BURITI; SAAD, 2008), tornando-se

dessa forma conhecidos como alimentos funcionais ou nutracéuticos.

Em 1920 os cientistas comegaram a pesquisar e foram capazes de isolar
componentes dos alimentos, realizar experiéncias clinicas e laboratoriais para comprovar
eficacia dos nutracéuticos (WRIGHT, 2006). No entanto, neste periodo a grande
preocupacdo em relacdo aos alimentos era que estes deveriam ser abundantes para a
populacao.

No ano de 1960 os meios de comunicacdo comecaram a alertar a populacdo a
respeito da relacdo existente entre algumas enfermidades e a ingestdo de gorduras. Nesse
periodo, que se estendeu ate a década de 1980 a énfase das pesquisas era descobrir como
alimentos podiam provocar certas doencas (FRANCO, 2006).

O termo Alimentos Funcionais ou Nutracéuticos (Foods for Specified Health Use-
FOSHU), foi inicialmente proposto no Japdo em meados de 1980, em funcdo de uma
populacdo crescente de idosos e da preocupacdo na prevencdo das doencas crbnicas e
degenerativas, fruto de estudos colaborativos entre o governo, as universidades e
fabricantes de alimentos (DIAS; REIS, 2002).

Em 1984, o Ministério da Educacdo japonés criou um departamento chamado
“‘Andlise Sisteméatica e Desenvolvimento das Fungbes dos Alimentos”, que financiou as
pesquisas desta area (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005).

A partir de 1990, o conceito de alimentos funcionais comecou a ser difundido nos
Estados Unidos, quando o Instituto Nacional do Cancer deu inicio a um projeto denominado
Programa de Alimentos Projetados (Designer Food Program) com investimento de 20
milhdes de dolares destinados as realizagbes de pesquisas sobre componentes de
alimentos naturais, principalmente os que apresentassem atividades anticancerigenas
(BRORING; CLOUTIER; LEKER, 2006).



Varios fatores tém contribuido para o desenvolvimento dos alimentos funcionais,
sendo um deles o aumento da consciéncia dos consumidores, desejando melhorar a
qualidade de vida, e a op¢éo optam habitos saudaveis.

Os alimentos funcionais apresentam propriedades benéficas além das nutricionais
bésicas, sendo apresentados na forma de alimentos comuns. Sdo consumidos em dietas
convencionais, mas demonstram capacidade de regular fungbes corporais de forma a
auxiliar na protecdo contra doencas como hipertensdo, diabetes, céncer, osteoporose e
coronariopatias (DEVCICH; PEDERSEN; PETRIE, 2007).

Pode-se dizer que sao todos os alimentos ou bebidas, consumidos na alimentagéo
cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos especificos, gracas a presengca de
ingredientes fisiologicamente saudaveis (CANDIDO; CAMPOS, 2005).

A regulamentacg&o no Brasil iniciou na década de 90 pelo Ministério da Saude, onde
ja existia pedido de analises para fins de registros de produtos que poderiam reduzir o risco
de doencas e outros que alegavam a cura, tratamento e prevencdo de doencgas (BRASIL,
2002).

Pela existéncia desses novos alimentos no mercado em 1999 foram propostas
normas e regulamentacdo por meio da Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
publicou quatro Resolucdes - 16, 17, 18 e 19 e por meio da portaria Normativa instituiu a
Comisséo de Assessoramento Tecno-cientifico em Alimentos Funcionais e Novos Alimentos
(CTCAF) com a funcdo de subsidiar a Diretoria de Alimentos e Toxicologia nas decisfes
relacionadas a esse tema (ANVISA, 1999).

As resolugbes estdo assim definidas como: a Resolugdo N.16 regulamenta
procedimentos para registro de alimentos e/ou novos ingredientes; a RN.17 as diretrizes
béasicas para avaliacdo de riscos e seguranca dos alimentos; a RN.18 diretrizes béasicas para
analises e comprovacao de propriedades funcionais e/ou de salude alegadas em rotulagem
de alimentos e a RN.19 procedimentos para registro de alimento com alegacédo de
propriedades funcionais e/ou de saude em sua rotulagem (ANVISA, 1999).

Com o avancgo das tecnologias e as novas técnicas de pesquisas em alimentos, no
ano de 2001 foi publicada a Resolucdo N.2, que diz respeito aos probidticos e substancias
bioativas isoladas com alegacdes de propriedade funcional e/ou de saude (BRASIL, 2002),
sendo obrigatério em sua rotulagem alegagfes de propriedades funcionais de nutrientes
com fun¢des plenamente reconhecidas pela comunidade cientifica.

O registro de um alimento funcional s6 pode ser realizado depois de comprovada a
alegacdo de propriedades funcionais ou de salde com base no consumo previsto ou
recomendado pelo fabricante, na finalidade, condi¢cdes de uso e valor nutricional, quando for
0 caso ou na(s) evidéncia(s) cientifica(s): composi¢do quimica ou caracterizacdo molecular,

gquando for o caso, e ou formulacdo do produto; ensaios bioquimicos; ensaios nutricionais e



ou fisiolégicos e ou toxicoldgicos em animais de experimentacao; estudos epidemiologicos;
ensaios clinicos; evidéncias abrangentes da literatura cientifica, organismos internacionais
de saude e legislacdo internacionalmente reconhecidas sob propriedades e caracteristicas
do produto e comprovacao de uso tradicional, observado na populagdo, sem associacéo de
danos a saude (ANVISA, 1999; PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005).

As frutas e plantas n&o convencionais tem grande potencial como fontes de
compostos bioativos para o desenvolvimento de alimentos funcionais. Acredita-se que esses
compostos sejam responsaveis pela relacdo entre a ingestdo de alimentos vegetais e
reducdo da incidéncia de doencas cronicas ndo transmissiveis, evidenciada por estudos
epidemioldgicos. Entre esses compostos bioativos destacam-se os flavonoides,
antocianinas, carotenoides e outros que parecem implicar nesses efeitos benéficos a saude.

Estes compostos possuem capacidade antioxidante, acdo anti-inflamatoria,
analgésica, controle de pressao arterial, cascatas de sinalizagdo celular, com reflexos na
expressao de genes de enzimas antioxidantes e mesmo em fatores de transcricdo celular
com importancia no cancer (LAJOLO, 2012).

Os alimentos e ingredientes funcionais podem ser classificados de dois modos:
quanto a fonte, de origem vegetal ou animal, ou quanto aos beneficios que oferecem,
atuando nas seguintes areas do organismo: no sistema gastrointestinal; no sistema
cardiovascular; no metabolismo de substratos; no crescimento, no desenvolvimento e
diferenciacdo celular; no comportamento das funcdes fisiolégicas e como antioxidantes
(SMITH; ROWAN; SULLIVAN, 2007).

A incorporagdo da dieta a um estilo de vida saudavel, uma vez que esta pode estar
associada a prevencao de doencas e promocado da saude, levou a criagdo de um mercado
para esses produtos funcionais (ARVANITOYANNIS; KOUKALIAROGLOU, 2005).

A estimativa de mercado é bastante variavel, dependendo das definicbes utilizadas.
Nos Estados Unidos da América as estimativas variam entre 8 e 80 bilhdes de délares, com
um valor potencial para a venda total de alimentos no varejo de 250 bilhdes de dolares. No
Japéo, atividades sobre pesquisa e desenvolvimento de alimentos funcionais estdo em
andamento em mais de 300 companhias, com um valor estimado de mercado de 3,5 bilhdes
de ddlares, enquanto que na Europa, o mercado foi estimado em 1,7 bilhdo de dolares
americanos (PACHECO; SGARBIERI, 2008).

No Brasil, o mercado esta em franca expansdo. Segundo dados da Associacao
Brasileira de Industrias de Alimentos (ABIA), as vendas de alimentos funcionais chegam a
US$ 500 milhGes por ano, representando aproximadamente 1 % do total do comércio
brasileiro de alimentos processados industrializados. Segundo Teixeira (2013), o Brasil
apresenta a quinta maior taxa de crescimento mundial neste segmento, cujo crescimento até
2017 deve alcancar 19 %.



O mercado global de alimentos funcionais em 2001 gerava em torno de 70 bilhGes de
dolares, com previsdo de 500 bilhdes para 2020, e por esta razdo 0s governos estdo
preocupados com a regulamentacao, que varia conforme o local.

Na area de laticinios, uma nova tendéncia que vem se apresentando é a producéo
de iogurtes e leites fermentados funcionais. Isto porque, além destes produtos possuirem
grande aceitagdo pelo publico em geral e apresentarem excelente valor nutritivo, séo
veiculos em potencial para o consumo de probiéticos (ANTUNES et al., 2007).

Os alimentos fermentados podem ser uma opc¢ao positiva de nutricdo. Sua utilizagcéo
seja em forma liquida ou sélida, contribuem para uma alimentacdo mais natural, saudavel e
funcional, visto que a fermentacdo melhora o perfil nutricional dos alimentos através da
hidrélise enziméatica de proteinas para peptideos e aminoacidos, assim como de
carboidratos para dissacarideos e monossacarideos, favorecendo a sua digestibilidade e
absorcdo (POSSETI et al., 2011).

No Brasil, observa-se que as prateleiras dos supermercados de iogurtes estao
aumentando e se diversificando, ampliando o leque de op¢des de produtos que se ajustam a
demanda do consumidor moderno por alimentos com impacto positivo para a salude
(KHURANA; KANAWJIA, 2007). De acordo com estimativas, o mercado brasileiro de
produtos funcionais cresce cerca de 20 % ao ano, sendo que o0s iogurtes em geral
representam 80 % do mercado de refrigerados (GALLINA et al., 2011).

Em relacdo a venda de iogurtes, 84 % das vendas sdo de produtos regulares
(integrais), 8 % sao de produtos light/diet e 8 % sao de funcionais. No entanto, os iogurtes
funcionais ja ultrapassaram os light em faturamento (volume). O mercado global de iogurtes
devera superar 67 bilhdes de doélares até 2015, impulsionado pelo crescente desejo dos
consumidores por produtos convenientes e promotores de saude, especialmente o0s
alimentos funcionais (GALLINA, 2010).

Os produtos lacteos fermentados sdo descritos desde a antiguidade como uma
forma de preservar os nutrientes do leite da deterioragdo causada por microrganismos,
entretanto, nas Ultimas décadas, houve um incremento no setor de laticinios por conta do
desenvolvimento da tecnologia e a maior aceitabilidade do consumidor que busca adquirir
produtos com caracteristicas funcionais de alto valor nutritivo (OLIVEIRA, 2006). Assim, a
adicdo de outros ingredientes a iogurte como os extratos de plantas, ricos em constituintes
fitoquimicos, além de agregar valor, entra como um dos fatores primordiais para a obtencéo

de um produto com propriedades terapéuticas.



3.2. logurte

logurte, segundo a ANVISA, é um produto obtido a partir do leite submetido a
fermentacdo lactea, através da acdo de microorganismos, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, ou a partir de iogurte com ou sem adicao de
outras substancias alimenticias (BRASIL, 2000).

A adicdo de sucos, polpas e extratos vegetais € uma tendéncia do mercado
de iogurtes e tem como objetivo o atendimento ao mercado consumidor, que busca
inovacéo e diversidade nos produtos (CRUZ et.al., 2011).

O iogurte € considerado um alimento saudavel, apresenta um papel
importante nos habitos alimentares de diversos paises, independente do nivel de
desenvolvimento (ZHU et al.,, 2009). Trata-se de um alimento que apresenta
aceitacdo por parte dos consumidores independente do sabor, por trazer beneficios
a saude.

As bactérias lacticas tradicionais na fabricacdo de iogurtes sdo Streptococcus
salivarius ssp. thermophilus — cocos unidos, geralmente em cadeias curtas e
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus — bastonetes unidos em cadeias longas -
utilizam a lactose como substrato energético com liberacéo de &cido lactico. Ambos
0s microrganismos séo termofilicos e homofermentativos. O crescimento associado
destas duas culturas resulta em menor tempo de coagulacdo do leite, maior
producado de acido lactico e um maior desenvolvimento de sabor e aroma no iogurte
(MUNDIM, 2008).

Durante o processo de fermentacdo ocorre a producao de acido lactico como
produto principal e a producdo de pequenas quantidades de outros subprodutos que
influenciam profundamente nas caracteristicas organolépticas do iogurte. O
acetaldeido € produzido em maiores quantidades seguido por acetona, 2-butanona,
diacetil e acetoina. O acido lactico resultante da fermentagdo contribui para a
desestabilizacdo da micela de caseina, provocando sua coagulacdo no ponto
isoelétrico (pH 4,6 - 4,7) e conduzindo a formacédo de um gel, o iogurte. Além disso,
a fermentacéao lactica beneficia o valor nutricional do produto final (MUNDIM, 2008).

A atividade proteolitica dos bacilos promove a liberacdo de pequenos
peptideos e aminoacidos, especialmente valina, que favorecem o crescimento dos

cocos. Similarmente, o desenvolvimento dos cocos estimula o crescimento dos



bacilos devido a producdo de acido férmico, gas carbdnico e a reducdo da
quantidade de oxigénio disponivel no meio (SHAH, 2000).

As bactérias tradicionais utilizadas na fermentacdo de iogurtes, S.
thermophilus e L. bulgaricus, ndo pertencem a flora intestinal, ndo sdo resistentes a
bile e consequentemente ndo sobrevivem a passagem através do trato
gastrointestinal. Portanto, ndo sdo consideradas como probidticas. Porém, essas
bactérias possuem efeitos positivos como acdo inibidora contra bactérias
patogénicas no trato gastrointestinal e melhoramento da digestdo da lactose devido
a presenga de enzima B-galactosidase nas células das bactérias tradicionais de
iogurte (HATTINGH; VILJOEN, 2001).

As etapas de producdo de iogurte ja sdo conhecidas pelas industrias de
produtos lacteos, bem como a obrigatoriedade da utilizacdo de culturas de
Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbruecckii ssp. bulgaricus (TAMINE;
ROBINSON, 2007).

Todavia, no caso de iogurtes com extratos vegetais algumas etapas devem
ser analisadas durante e depois do produto pronto, para garantir a funcionalidade do
produto e fornecer os beneficios & satde do consumidor durante a vida de prateleira
(SAAD; CRUZ; FARIA, 2011).

Adicdo de extratos é uma tendéncia no mercado lacteo, pois apresenta um
produto com qualidade terapéutica com diversidade e novidade no mercado.
Tornando-se fundamental que estes ndo possuam substancias que inibam o
metabolismo das bactérias. Desta forma, testes preliminares com diferentes
concentracbes de extratos devem ser realizadas para sua verificacdo da
compatibilidade com as linhagens de bactérias lacteas.

As industrias alimenticias, especialmente a lactea, estdo investindo e
desenvolvendo novos produtos com atividades funcionais no intuito de oferecer a
populacdo uma alimentacdo mais saudavel e confiante aos consumidores. Pode-se
encontrar no mercado iogurtes com atividades gastrointestinais no caso do Activia;
logurte Bio Equilibrio, rico em fibras vegetais; logurte grego, rico em proteina, o que
eleva a sensacao de saciedade, e pouca gordura, entre outros.

Recentemente varias pesquisas de alimentos funcionais estdo incrementando
ao iogurte extratos vegetais, desenvolvendo um produto com qualidade e alto valor

nutricional.



Miguel e colaboradores (2010) desenvolveram um iogurte de soja sabor
morango com extrato de soja desengordurado enriquecido com calcio, apresentando
valores maiores de nutrientes e minerais que iogurtes convencionais. Ril e
colaboradores (2011) produziram e estudaram iogurte contendo extrato de erva-
mate (llex paraguariensis St. Hil).

Em 2013, Martins e colaboradores elaboraram o iogurte com extrato
hidrossoluvel de soja suplementado com inulina, possuindo 6timo potencial como
produto simbidtico, combinando todas as propriedades funcionais benéficas a saude
da soja e da inulina.

No entanto, ainda ha necessidade de avaliar sua elaboracdo com novos
sabores ou substancias que melhorem as suas caracteristicas nutricionais ou

incrementem propriedades funcionais como a utilizacdo de varios extratos vegetais.

3.3. Fitoconstituintes

Fitoconstituintes sdo substancias encontradas em vegetais, notadamente em
verduras e frutas que podem ser ingeridas diariamente em determinadas
guantidades, que mostrem um potencial para modificar o metabolismo humano de
maneira favoravel a prevencdo do cancer, entre outras doencas degenerativas
(ADA, 1993).

Sob a forma de alimentos, as pessoas ingerem uma diversidade de
compostos farmacologicamente ativos, sendo que as plantas ditas como alimentos
funcionais constituem uma prioridade de pesquisa em todo o mundo, por
apresentarem diversos compostos que trazem beneficios a saude.

Muitos nutricionistas recomendam o aumento do consumo de fontes de
alimentos contendo plantas com potencial terapéutico, tais como acafrdo (Curcuma
longa) sugerindo a fortificacdo de alimentos com compostos especificos ou a criacao
de novos “designer foods” com alta concentragdo dos fitoconstituintes (Tabela 1)
(BIANCO, 2010).



Tabela 1: Fitoconstituintes e suas propriedades funcionais.

Nome Nome . Propriedades Atuacéo no
L Componentes ativos . . .
popular cientifico funcionais organismo
. ' L Cérebro,
Ginkgo . . Flavonoides, Memoria, .
bilob Ginkgo biloba N sistema
ioba ginkolides e lactonas percepcao circulatério
Hipericina, pseudo-hipericina,
Erva de Hypericum i i . . .
- € yp flavonoides, naftodiantronas Antidepressivo Cérebro
Séo Joao perforatum
Gingerol e gingerdios, 6leos
. Zingiber Atei Antiemético, Trato gastro-
Gengibre i g volateis , . g.
officinale nauses intestinal
Acidos glicirréticos,
Alcacuz Glycyrrhiza sapor.llnas, fla\{gnOIdes ) Expectorante Sistema
¢ glabra isoflavontides P respiratorio
Tancetum Lactonas sesquiterpénicas Profilaxia da )
Feverfew Cérebro
parthenuum enxaqueca

Fonte: BARTIMEUS, 2010

Dentre estes alimentos fortificados esta o ginkgo, no qual os extratos das
folhas de Ginkgo biloba, sdo comercializados na forma de suplemento alimentar. Por
possuir compostos antioxidantes, o papel do ginkgo como alimento funcional é
benéfico e esta sendo utilizado em bebidas, barras e chas (MOHANTA ; TAMBOLI ;
ZUBAIDHA, 2013).

Outro conhecido é o gengibre, Zinziber officinale, tem sido o promotor do
bem-estar intestinal, uma espécie presente na culinaria como condimento por
apresentar um sabor picante e com atividade funcional para o trato gastro-intestinal
e propriedades anticancerigenas (BARRETO; TOSCANO; FONTES, 2011).

Os extratos vegetais agem de varias formas: estimulando o sistema
imunologico, regulando horménios ou agindo como antivirais e bactericidas, pois

contem centenas de componentes bioativos (BARTIMEUS, 2010).
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Pesquisas cientificas apontam que os componentes bioativos desaceleram o
processo de envelhecimento e reduzem o risco de doencas corondrias, cancer,
hipertensdo, ostoporose, artrite, alguns possuem atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, antialérgica, gastroprotetora, entre outras (BARTIMEUS, 2010).

Frutas e verduras sao fontes ricas em micronutrientes e fibras, além de conter
uma imensa variedade de metabdlitos secundarios ativos que oferecem cor, sabor e
algumas propriedades antinutricionais e toxicas. Entre as mais importantes classes
dessas substancias estdo os carotenoides (terpenoides), flavonbis e compostos
fendlicos mais complexos, as saponinas, os fitosteréis, os glicoalcaldides e os
glucosinolatos (RAUD, 2008).

Os compostos bioativos podem ser classificados (Figura 1) como ca-
rotenoides, fendlicos, alcaloides, compostos contendo nitrogénio e compostos
organosulfurados (CARDOSO; BARRERE; TROVAQ, 2009).

Fitoguimicos
[ I I I ]
Compostas Compastas
Carotenoides Fendlicos Alcaloides contendo omp :
P onganossulfurades
nitrogénio

Alfa-carotena Acidos sotiociznato
Betacarotena fendlicos Flavonaides Estilbenos Cumarinas Taninos Indol
Luteina I Compasta:
Zeaxantina ’_k_‘ [ T T T T 1 Sulfurades
Astaxantina Alilicas

Acidos Acidos .. Flavondis - - ]
Licopeno - ] - . Flavondis Flavonas B Flavononas Antocianidinas Isoflavonoides

hidraxibencoico | | hidroxicianamida catequinas
Gali p-cumirico ) Eriodictiol Genistel
Galico Quercetina Apigenina Catequina i Cianiding Genisteina
Totocatequing Cafgico Campofers] Crisina Epicatequina - pelsrgonidin Daidiceina
Vanilico Singpico Miricertina Luteolina Epigalocatequina Delfinidia Glictina
seringica Fenilico Galangina Epigatequinagalato Peanidina Formononetira
Fisetina Epigalocatequina Malvidina

galato

Figura 1: Classificacdo dos compostos bioativos.

Fonte: LIU, 2004

Os carotenoides compreendem um grande nimero de compostos, muitos dos
guais possuem atividade biolégica. Alguns, como alfacaroteno e o betacaroteno, tem
atividade pré-vitamina A. Outros, como o licopeno sdo antioxidantes. Pesquisas



recentes sugeriram a possivel participacdo dos carotenoides na prevencao ou no
controle do cancer de préstata (COSTA; ROSA, 2010).

Compostos fendlicos apresentam acédo antioxidante e tem sido associados a
reducdo de doencas crbnicas. Entre eles, os flavonoides tém se mostrado um dos
antioxidantes mais abundantes e eficazes da nossa alimentacéo (RABELO, 2010).

Alcaloides sdo substéncias orgénicas ciclica contendo um nitrogénio em
estado de oxidac&o negativo e cuja distribuicdo € limitada entre 0os organismos Vvivos.
Possui acdo biolégica marcante, como a morfina, a cafeina, a nicotina (OLIVEIRA et
al., 2009).

Esses metabdlitos, além de muito diversificados, possuem interessantes
propriedades biolégicas. Muito importantes para o0s setores alimenticios,
agrondmicos, de perfumaria e principalmente farmacéutico, o qual visa
principalmente o grande numero de substancias farmacologicamente ativas
(BRANCALION, 2010).

A tradicdo do uso e sucesso de combinacfes herbais na medicina popular,
sobretudo as orientais, levam as pesquisas a davida de como mostrar que o efeito
farmacoldgico do conjunto é superior aos constituintes isolados (TIBI, 2008).

Por sinergia compreende-se interacdo entre moléculas ativas desde sua
estabilidade bioquimica em organismos vegetais e animais, quanto ao aumento da
biodisponibilidade de determinado principio (NOGUEIRA; MONTANARI; DONNICI,
2009).

De um modo geral, nas industrias alimenticias utilizam-se os extratos nos
quais todas as moléculas sdo extraidas na sua totalidade, sem que nenhuma seja
especificamente isolada. O extrato alimenticio ndo é, e, ndo pode ser, um principio
ativo isolado, ou seja, um composto com efeito terapéutico e que corresponde a uma
molécula ou um grupo de moléculas com atividade farmacoldgica testada (FOOD,
2010).

Além disso, os extratos de plantas em associacdo com a suplementacao
alimentar podem exercer efeitos benéficos nos desequilibrios gastrintestinais, nos
processos inflamatoérios e estresse oxidativo (BRASIL, 2006). Constituindo-se assim
em alimentos terapéuticos que poderéo ser de facil acesso a populacao.

Dentre os alimentos funcionais o iogurte € um dos mais acessiveis e consumidos

pela populacdo. Este tem alcancado consideravel importancia econémica no mundo



devido a sua elevada imagem nutricional (GUGGISBERG; EBERHARD;
ALBRECHT, 2007).

3.4. Familia Zingiberaceae

A familia Zingiberaceae é a maior familia da ordem Scitamineae pertencente
a classe das Monocotiledoneae. E amplamente distribuido ao longo dos tropicos e
subtrépicos do mundo, particularmente no Sudeste Asiatico, abrangendo 53 géneros
com 1500 espécies (SCHIMIDT, 2000).

As Zingiberaceaes séo plantas caracterizadas por suas raizes tuberosas ou
nao tuberosas, considerando que as raizes tuberosas sdo aquelas que acumulam
materiais nutritivos de reserva, as quais apresentam marcantes caracteristicas
aromaticas e propriedades medicinais (WU et al., 2010).

A familia Zingiberaceae destaca-se como um importante recurso natural que
oferece muitos produtos Uteis para alimentos, especiarias, medicamentos, corantes,
perfumes e cosméticos (JANTAN et al., 2003). Seus 6leos essenciais contem
terpenos, alcodis, cetonas, flavonoides, carotenoides e fitoestrogenos os quais
apresentam propriedades medicinais para o tratamento de doengas como diarreia,
coriza, dermatose e reumatismo, onde sdo amplamente mencionados na medicina
tradicional (MIGUEL et al., 2002).

Algumas espécies da familia Zingiberaceae apresentam propriedades quanto
ao uso da espécie para o tratamento de doencas, a maioria contra doencas
gastrointestinais (RAJASEKARAN, 2011), antioxidante (SILVA; GOMES; RODILLA,
2011) e atividade anticancerigena (LIU; NAIR, 2012), atribuida a promissora de

género Curcuma.

3.5. Género Curcuma

O género Curcuma pertence a familia Zingiberaceae e possui mais de 70
espécies. Este género € endémico das regides Indo-Malaias, onde as espécies sao
cultivadas e utilizadas terapeuticamente pela populacdo na india, China e Indonésia
(MURNIGSIH et al., 2005).

As plantas, deste género, sdo grandes herbaceas aromaticas, possuindo

folhas grandes oblongo-lanceoladas e obliqguo-nervadas, o limbo se retne na base



formando um pseudocaule. Possuem flores dispostas em espiga contendo bracteas
concavas e tubérculos taxonomicamente denominados rizomas. O rizoma principal
ou central é arredondado com ramificacdes laterais também tuberizadas (ALVES et
al., 2010).

As partes vegetais empregadas com fins terapéuticos sdo o0s rizomas, ricos
em terpenoides, curcumina e flavonoides.

Um dos principais componentes extraidos é a curcumina, que também é
responsavel por suas acdes bioativas. Os trabalhos mostram que os efeitos positivos
sao observados em diversas formas de uso, como extratos, solugdo e administracao
oral e intraperitoneal (COSTA; ROSA, 2010).

Este género € utilizado na culinaria asidtica e chinesa na forma de
complemento ou condimento, com sucesso em produtos de padaria, bolos, tortas,
empaddes, picles, mostardas, molhos cobertura de doces. Na Asia a folha da
Curcuma longa € utilizada em varios pratos tradicionais; assim com as folhas da
Curcuma manga que sdo usadas para dar sabor ao peixe assado (GOMES;
RODILLA, 2011).

No Brasil, a maioria dos géneros é utilizada na forma de ornamentacéao,
alimentos e farmacéutico no tratamento de cancer do colo do utero (EPSTEIN;
SANDERSON; MACDONALD, 2010), hepatite e Inflamagdo (SCHAFFER et al.,
2011). Sendo que a Curcuma longa € a mais conhecida e pesquisada pelos
cientistas brasileiros. Utilizada na forma de condimento e corante na industria de
alimentos, € um dos principais componentes da tradicional “curry” (LANTZ et al.,
2005).

Suas propriedades terapéuticas tém sido atribuidas aos compostos
curcuminoides polifendlicos (HADDAD; SAUVAIN; DEHARO, 2011). Além da
curcumina, mais de 300 componentes diferentes, incluindo compostos fendlicos e
terpenoides, foram identificados no género Curcuma (LI et al., 2011; GUPTA et al.,
2012). Segundo pesquisa de Yang e colaboradores (2011) este género apresenta
alguns componentes bioativos em comum, como: curzereno, curcumenol, farnesol,
B-elemeno, curcumenone e curcumina.

Embora a curcumina seja um dos principais componentes, pesquisa durante a
década passada, revelou que algumas atividades sdo independentes deste
composto, dando énfase aos flavonoides e terpenoides.



Este possui uma grande variedade de espécies como Curcuma zedoaria,
Curcuma amada, Curcuma aromatica, Curcuma caesia, Curcuma comosa, Curcuma
malabarica, Curcuma phaeocaulis, Curcuma Longa e a Curcuma zerumbet entre

outras.

3.6. Curcuma zerumbet Zingiberaceae

A Curcuma zerumbet (Zingiberaceae) (Figura 2) € uma espécie herbéacea,
perene, pertencente a familia Zingiberaceae, de ocorréncia espontanea no sudeste
da Asia e nordeste da India (EPSTEIN; SANDERSON; MACDONALD, 2010).

A planta apresenta folhas grandes, peciolo comprido como o limbo, obliquo-
lanceoladas reunidas na base; flores pequenas, dispostas em espigas compridas e
com bracteas cbncavas. Possui um tubérculo ou rizoma principal, arredondado ou
ovoide, com ramificac6es secundarias laterais, compridas tuberizadas ou ndo. Estes
crescem agrupados no solo, organizado numa estrutura normalmente denominada
“‘mao”, onde os rizomas menores agrupam-se ao redor de um maior. Partindo desta

estrutura surgem raizes, denominadas raizes adventicias (PAMPLONA, 2006).

Figura 2: Curcuma zerumbet Zingiberaceae
Fonte: Marcia Castro, 2013.

As partes vegetais empregadas com finalidades terapéuticas séo as raizes e
0S rizomas, 0s quais podem ser empregados na forma de infuso, decocto, tintura, pé

ou pedagos mastigaveis. Na culinaria indiana é usada fresca ou como picles. Nos



outros paises € utilizada desde a Idade Média como condimento, corante e
aromatizante (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008; LI et al., 2011).

Os rizomas secos sao selecionados para a producdo de bebidas ou para a
producao de extratos que sao utilizados medicinalmente (MAO et al,. 2002).

As empresas farmacéuticas tém transformando os rizomas em produtos para
tratar a gastrite e problemas digestivos (RAJASEKARAN, 2011). Entre as indicacdes
terapéuticas da Curcuma zerumbet, destacam-se as propriedades tonico-
estimulante, expectorante, diurética, calmante, carminativa, colerética, colagoga,
depurativa, antiséptica, antifingica, anti-helmintica, antimicrobiana, antitumoral,
eupéptica, aromatica, anti-inflamatoria, hepatoprotetora e analgésico (MAKABE et
al., 2006; SUKARI et al., 2011; XIANG et al., 2012; GUPTA; KISMALI; AGGARWAL,
2013).

A andlise fitoquimica desta espécie indicou que a composicdo quimica desta
espécie presente no Brasil é similar aquela existente em outros paises (NAVARRO
et al., 2002).

Os principais principios ativos desta planta séo terpenoides, especialmente
sesquiterpenoides como  furanodieno e  furanodienona, curcumenona,
curcumanolida, curcumenol, zederona, curzerenona, curzeona € germacrona
(Figura 3) (AZAM; NOMAN; AMIN, 2014). Possui como composto majoritario o
curzerenona, este apresenta atividade anti-inflamatéria, analgésica e antioxidante
(SOSHI; MATHELA, 2012).
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Figura 3: Estruturas quimicas de alguns componentes ativos dos 6leos essenciais
da Curcuma zerumbet: furanodieno (1), furanodienona (2), curcumenona (3),
curcumanolida (4), curcumenol (5), zederona (6), curzerenona (7), curzeona (8) e
germacrona (9).

A Curcuma zerumbet também apresenta dentre seus componentes quimicos
o amido (50 %), resinas (3,5 %), albuminoides, vitaminas (B1, B2 e B6), minerais
(Ca, Mg, Fe, P, Na e K) e pigmentos curcuminoides, da mesma forma como ocorre
na Curcuma longa ou acafrdo (SOSHI; MATHELA, 2012).

As raizes de C. zerumbet sdo utilizadas tradicionalmente como carminativo e
estimulante digestivo. Ela atua principalmente no trato digestivo, promovendo seu
bom funcionamento, pois inibe a secrecao do acido gastrico e aumenta a secrecao
biliar, evitando azia e ma digestdo, prisdo de ventre, célicas e gases intestinais e
estomacais. Indicada na reducdo do risco e tratamento de Ulceras gastricas e
duodenais, bem como nas doencas do figado. Em ensaios com animais, a planta
apresentou efeito colerético, espasmolitico e antiacido leve (RAJASEKARAN, 2011;
KIMURA; SUMIYOSHI; TAMAKI, 2013).

Nos estudos de Makabe e colaboradores (2006) isolaram sesquiterpenos do
extrato metandlico e testou em ratos, para o0 modelo de inflamacédo induzida. Os
compostos identificados com maiores atividade anti-inflamatorias neste estudo foram
furonodieno e furanodianona, que diminuiram em 75% a inflamacédo. A atividade

destes compostos € comparada ao da indometacina, medicamento utilizado como



anti-inflamatério. Jang e colaboradores (2001) citam que esta atividade pode ser
explicada pela inibicdo da producdo de TNF-a, um dos mediadores inflamatdrios
produzido pelo organismo, responsavel pela atividade dos macrofagos, realizada
pelos curcuminoides e sesquiterpenos.

Os extratos metandlicos e aquoso do rizoma da C. zerumbet mostraram
atividade antimutagénica em cepas de Salmonella typhimurium e apresentaram
atividade antioxidantes. Segundo Peng e colaboradores (2010) indicam que o0s
curcuminoides foram os responsaveis por estas atividades.

Extratos etandlicos, quando fracionados demonstraram a presenca de alguns
curcumenoides, os quais foram identificados como curcumina, demetoxicurcumina, e
outros compostos. Estes demonstraram ser citotdxicos contra células cancerigenas
de ovario humano. A administracdo oral deste extrato demonstrou também, efeito
hepatoprotetor por inibirem 0s niveis de alanina aminotransaminase e aspartato
aminotransaminase (MORIKAWA et al., 2002).

Extrato aquoso induziu a vasodilatacdo do endotélio dependente causando
uma reducdo da pressao sanguinea, resultante da vasodilatacdo e diminuicdo da
viscosidade sanguinea (GOTO et al., 2005).

Estudos de Kimura e colaboradores (2013) afirmam que o extrato hexanico de
Curcuma zerumbet possui efeito de retarda a embriaguez, devido ao constituinte
qguimico curcumenona que diminui a concentragdo de alcool no sangue através do
aumento da atividade da enzima desidrogenase.

Estas atividades poderdo ser encontradas em alimentos fermentados como os

iogurtes se forem incorporados os extratos nas concentracdes ideais.



MFTODOLOGIA



4. METODOLOGIA

4.1. Material

A producao do iogurte funcional utilizou como matérias-primas o leite integral
UHT, acucar e fermento lacteo liofilizado de culturas comerciais mista de
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius  subsp.
Thermophilus, Yo-Mix Yogurt Cultures da Danisco. E como suplemento basico

utilizou os extratos dos rizomas da planta Curcuma zerumbet (Zingiberaceae).

4.2. Obtencao e Caracterizacao de Matéria-prima Vegetal
4.2.1. Coleta e Herborizagdo da Curcuma zerumbet (Zingiberaceae)

As amostras da espécie Curcuma zerumbet foram coletadas do Municipio de
Careiro da Varzea - Estado do Amazonas (Figura 4 A). Sua exsicata foi enviada a
unidade de Botanica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA) para a
identificacdo e depositada no Herbario do Inpa sob o n° 265800 (Figura 4 B).

Posteriormente, enviado através de fotos a Taxonomista, Dra. Jana Leon-

Skornigkova, especialista em monocotiledéneas (Curcuma).
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Figura 4: (A) Mapa do municipio Careiro da Varzea- AM; (B) Exsicata da Curcuma
zerumbet depositada no Herbario do Inpa.

Fonte: (A) http://cidades.ibge.gov.br/; (B) Marcia Castro, 2015.


http://cidades.ibge.gov.br/

Os rizomas (Figura 5) foram higienizados, lavados em agua corrente e secos
em estufa com circulagdo de ar a temperatura de 45 °C por 24 h. Apos este
procedimento, foram triturados em liquidificador semi-industrial e armazenados em
sacos plasticos na geladeira, aguardando a preparacdo dos extratos para as

analises fitoquimicas, fisico-quimicas e farmacoldgicas.

Figura 5: (A) Rizomas da Curcuma zerumbet; (B) corte transversal do rizoma da
Curcuma zerumbet. Fonte: Mércia Castro, 2012.

4.2.2. Elaboragéo dos Extratos

e Extrato Aquoso

Foram pesados 50 g do p6é da Curcuma e diluidos em 1000 mL de agua
destilada. A solucao foi aquecida em um béquer fechado por cerca de 15 minutos,
durante a extracdo a mistura foi agitada constantemente com um bastdo. Depois
dessa etapa, o extrato foi resfriado a temperatura ambiente e filtrado com algodéao
(PRISTA; ALVES; MORGADO, 1995; SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002). Ap6s a
extracdo, o material foi desidratado através do processo de liofilizacéo, utilizando o
aparelho Liofilizador marca LS 3000 (TERRONI®) por 48 horas.



e Extrato Hidroalcodlico

Para a preparagdo deste extrato foram utilizados 200 g do rizoma de C.
zerumbet, secos e triturados. Estes foram macerados em frasco Mariotte (2 L) na
proporcdo de 1:1 (etanol:agua), por um periodo de 72 horas. Apés esta etapa, 0
extrato foi concentrado em rotaevaporador para a eliminagcdo do excesso de
solvente (LIST; SCHIMIDT, 1989).

e Oleo Essencial

A extracdo do oleo essencial foi realizada pelo processo de hidrodestilacéo,
em triplicata, utilizando o aparelho de Clevenger acoplado a um baldo de 3 L. Foi
acrescentado ao baldo 200 g do rizoma triturado seco de C. zerumbet e 1,5 L de
agua para ser destilado. O periodo da extracdo foi de aproximadamente 4 horas,
contadas a partir da ebulicio da amostra. O 6leo essencial extraido foi coletado,
centrifugado e seco com sulfato de sodio anidro e armazenado em frascos ambar
sob refrigeracdo e enviados para a analises espectroscépicas de Cromatografia

Gasosa Espectrometria de Massa CG-EM.

e Rendimento dos Extratos e Oleo Essencial

O rendimento dos extratos aquoso, hidroalcodlico e 6leo essencial foram
determinados pela relacdo m/m do extrato seco e do pé do rizoma utilizado na

extracao.

4.2.3. Caracterizacdo Fitoguimica dos Extratos

Os extratos foram analisados por cromatografia comparativa em camada

delgada (CCD) e testes para reveladores fitoquimicos qualitativos e quantitativos. Os



Oleos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrometro de massa (CG-EM) marca Shimadzu, modelo QP2010MS.

e Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os extratos foram analisados por cromatografia comparativa em camada
delgada (CCD), utilizando-se placas de Silica gel G60 Merk e como eluentes 0s
solventes acetato/cloroférmio (8:2) e agua destilada/alcool etilico (8:2). Como
solucdes reveladoras foram utilizadas: Dragendorf, Cloreto Férrico, Liberman-
Burchard, lodo Ressublimado, o UV nas bandas 254 nm e 365 nm para verificacdo
da presenca de substadncia como alcaldides, taninos, esteroides e terpenoides
respectivamente (DAI et al., 1997; OHE, 2000; TANAKA; SHIMIZU, 2001).

e Testes Fitoquimicos Qualitativos

Nos extratos brutos foi aplicada uma marcha analitica, conforme preconizado
por Matos (1997), para detectar a presenca das diferentes classes de metabdlitos

secundarios presentes em plantas.

e Testes Fitoquimicos Quantitativos

Nos extratos brutos foram quantificados constituintes bioativos como:

compostos fendlicos, flavonoides, antocianina e carotenoides totais.



e Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa do

Oleo do Rizoma

Para o preparo da amostra a ser injetada no cromatografo gasoso acoplado a
espectrobmetro de massas, utilizou-se 1 pL de amostra diluido em 1 mL de
diclorometano. O equipamento utilizado foi um cromatégrafo Shimadzu, modelo
QP2010MS. O espectrometro de massas realizou as analises no modo scan (40-600
m/z) e a coluna capilar (30 m de comprimento com 0,25 d.i. e 0,25 pm de filme) com

uma fase estacionaria composta de 5 % de fenil-metil polisiloxano.

A programacdo que possibilitou a resolugdo cromatografica dos picos de

interesse foi na seguinte condicao de andlise:

v' Temperatura inicial da coluna: 60 °C
v' Temperatura final da coluna: 240 °C

v' Temperatura do injetor: 250 °C

4.3. Andlises Fisico-quimicas da Matéria-prima Vegetal

Para caracterizacdo fisico-quimica do rizoma e dos extratos analisou-se, em
triplicata, os teores de: umidade, cinzas, proteina, lipidios, fibra bruta, minerais,

carboidrato e valor energeético.

4.4. Determinacio da Atividade de Agua

A leitura de atividade de agua (aw) foi feita em aparelho da marca Aqua Lab
modelo 4TE, 47-63 Hz, versdo 4. A amostra foi adicionada em uma capsula e
colocada no aparelho com a tampa da camara fechada. Um feixe infravermelho foi
focado e entdo determinado o ponto de orvalho da amostra, o qual foi traduzido em

atividade de agua. As analises foram realizadas em triplicata.



4.5. Determinacgéo da Cor

As analises de cor foram determinadas diretamente no colorimetro Minolta
Chroma Meter CR-400b, em triplicata. Foram utilizadas aliqguotas da amostra
homogénea e posicionadas no equipamento. Os resultados foram interpretados pelo
sistema CIELAB, utilizando as coordenadas L*, a*, b*, AL*,Aa*, Ab* e AE, onde:

o Luminosidade L*: possui escala de zero (preto) a 100 (branco), ou seja,
quanto mais préximo de 100, mais branco é;

o Coordenada de cromaticidade a*: varia de a* positivo (tendéncia da cor
para tonalidade vermelha) até a* negativo (tendéncia da cor para tonalidade verde);

o Coordenada de cromaticidade b*: varia de b* positivo (tendéncia da cor
para tonalidade amarela) até b* negativo (tendéncia da cor para tonalidade azul);

Existem valores de delta associados a esta escala de cor (AL*,Aa*e Ab*)

para indicar o quanto uma amostra padréo se difere de outra em L*, a*e b*.
4.6. Anélise Térmica dos Extratos

Os extratos foram submetidos as técnicas de analise térmica:
Termogravimetria (TG) e Analise Térmica Diferenciada (DTA) em aparelho de
determinacao simultanea (SDT Q-600), Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC)
(DSC Q-20). Foi utilizada atmosfera de ar sintético, com fluxo de gas de 50 mL.min"
! e taxa de aquecimento de 10 °C.min™. O intervalo de temperatura analisado foi de
30 a 250 °C.

4.7. Analises Microbiolbgicas dos Extratos

e Contagem total de mesofilos

Para a determinacdo de bactérias mesofilas o0 meio de cultura utilizado foi o
Plate Count Agar (PCA) e o sistema foi o de semeadura em profundidade. Os

extratos aquoso e hidroalcodlico foram analisados pipetando-se aliquotas de 1



mililitro de cada diluicdo para placas de petri esterilizadas, fazendo de cada diluicéo
placas em duplicata; em seguida foram invertidas cerca de 15 mL de Agar fundido e
resfriado a 45 °C. Depois de agitadas em movimentos circulares para promover a
homogeneizacdo, esperou-se o0 tempo de solidificacdo do Agar para serem

invertidas e incubadas. As placas foram colocadas em estufa a 32 °C por 48 h.

Transcorrido o tempo de incubacgéo fez-se a contagem do nimero de coldnias

e os resultados foram expressos em UFC/g (SILVA et al., 1997a).

e Contagem de bolores e leveduras

Para contagem de bolores e leveduras foram feitas diluicbes sucessivas
de 107, 102 e 1073, seguida de plagueamento em superficie em meio pda-
acidificado. O procedimento para inoculacdo dos extratos e posterior contagem,
foi similar ao apresentado para contagem total de mesofilos, variando apenas a
temperatura e o periodo de incubacéo, 30 °C por 5 dias (SILVA et al., 1997a).

e Numero provavel de coliformes totais e fecais

v' Teste presuntivo
Para o teste presuntivo foi utilizado o Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST).
Aliquotas de 1 mL das diluicdes de 10™, 102 e 10 foram inoculadas em tubos
de ensaio contendo o caldo LST e microtubos de Durham, e em seguida
incubados a 35 °C por 24 a 48 h. Foram considerados positivos os tubos que

apresentarem formacgéo de gas no interior dos microtubos (SILVA et al., 1997a).

v' Teste confirmativo para coliformes totais
Aliguotas das amostras consideradas positivas no teste presuntivo foram
inoculadas com auxilio de alca de platina, em tubo de ensaio contendo Caldo Verde
Brilhante Lactose Bile (CVBLB) e incubadas a 35 °C por 24 a 48 h. Foram



considerados positivos os tubos com producao de gés no interior dos microtubos de
Durham. Os resultados foram expressos em NMP/g (SILVA et al., 1997a).

v' Teste confirmativo para coliformes fecais
Aliquotas dos tubos positivos foram inoculadas, com auxilio de alca de
platina, em tubos contendo Caldo E. coli (Caldo EC). Estes foram incubadas em
banho-maria a 45,5 °C por 24 a 48 h. Foram considerados positivos, tubos com meio
turvo e com producédo de gas. Os resultados foram expressos em NMP/g (SILVA et
al., 1997a).

e Staphylococcus aureus

Amostras das diluicbes preparadas foram inoculadas em placas de petri
contendo meio Bairo-Parker (BP) e incubadas a 35 °C por 48 horas. Em seguida
cinco colbnias tipicas foram inoculadas em caldo infusdo cérebro-coragdo (BHI),

para posterior teste de confirmacéao (SILVA et al., 1997a).

e Salmonella sp.

Para o teste de Salmonella sp., 25 mL de extratos aquoso ou hidroalcodlico
foi acrescentado a 225 mL de caldo lactosado e incubou-se a 35 °C por 24 h.
Transferiu-se 1 mL do meio de cultura anterior a um tubo de ensaio com 9 mL de
caldo selenito cistina e incubou-se a 35 °C por 24 h. Apos incubacdo semeou-se, por
esgotamento, placas de petri com agar para e incubou-se a 35 °C por 24h. Apos
este periodo verificou-se a presenca ou a auséncia de col6nias caracteristicas de
Salmonella sp (SILVA et al., 1997a).



4.8. Analises Biolb6gicas e Farmacoldgicas dos Extratos

A determinacdo das atividades biolégicas e farmacoldgicas foram utilizadas
por varios modelos testes estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude — OMS
e de acordo com as normas técnicas estabelecidas e aprovadas pela Comissédo de
Etica em Pesquisa no Uso de Animais — CEUA/INPA sob o nimero de protocolo
003/2013.

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos albinos (Mus
musculus — variedade albinus) pesando entre 18 — 30 g, e ratos albinos pesando 200
— 400 g, do Biotério Central do INPA; e os ovos de Artemia salina foram adquiridos
no comércio de Manaus-AM, provenientes da cidade do Arraial do Cabo-RJ e

comercializado pela Maramar Aquacultura Ltda.

4.8.1. Toxicidade Frente a Artemia salina

A Artemia salina, um crustaceo de aguas salgadas, vem sendo bastante
utilizado para testar a toxicidade de produtos naturais ao invés do uso de cobaias,
por utilizar namero menor de animais, causar menos estresse e dor, além de

apresentar menor custo e maior rapidez (PARRA et al., 2001).

O ensaio foi originalmente descrito por Meyer et al. (1982), mas passou por
adaptacdes. O teste consistiu em adicionar a diferentes frascos 1000, 500, 250, 125,
50 e 25 pg/mL dos extratos, levar a secura por 24 h e em seguida adicionar 10
nauplios de Artemia salina e completar a solugéo até 4 mL. Apos 24 h, foi realizada
a contagem do numero de animais vivos em cada tubo para determinar a
concentracdo média letal (DL50) do extrato em pm/mL por meio do software
Probitos®. O extrato pode ser considerado téxico quando o valor de DL50 for inferior
a 1000 uym/mL (MEYER et al., 1982). Como controle positivo do experimento foi
utilizado solucéo salina. Para a obtencdo dos nauplios da Artemia salina, 200 mg de
ovos do minicrustaceo foram adicionados a 400 mL de solugdo salina, onde

permaneceram por 48 h sob luz e aeragéo continua.



4.8.2. Avaliagdo Comportamental e Sistémica - Atividade Exploratéria

Os efeitos gerais de toxicidade dos extratos vegetais obtidos foram realizados
utilizando-se dois grupos de camundongos machos com peso entre 16 - 24g, cada
grupo contendo cinco animais. O primeiro grupo recebeu por via intraperitonial (i.p.)
(Figura 9) doses de 10, 100, 1000 mg/Kg e o outro grupo por via oral (v.0.) doses de
10, 100, 1000, 2000 e 5000 mg/Kg dos extratos aquoso e hidroalcodlico. Um grupo
também contendo cinco animais serviu de controle, recebendo solucdo salina (0,9

%) pelas mesmas vias citadas anteriormente (LAPA et al., 2008).

Figura 9: Aplicagdo do extrato do rizoma da Curcuma zerumbet por via
intraperitoneal. Fonte: Marcia Castro, 2013.

Apbés uma hora da injecdo dos extratos, os animais foram levados a um
campo-aberto (Figura 10), confeccionado em acrilico, usado para avaliar a atividade
exploratoria dos animais: sua movimentacdo espontanea (niUmero de cruzamentos,
com as quatro patas, entre as divisdes do campo), 0 numero de comportamentos de
auto-limpeza (“grooming”), de levantar, assim como o tempo em que permanecia
parado e a sua defecacdo, como indice de emocionalidade, foi registrada durante 05
minutos. Assim, foi possivel uma avaliacdo da atividade estimulante ou depressora
do composto em teste (LAPA et al., 2008).



Figura 10: Campo-aberto utilizado para andlise de testes gerais apds aplicacdo do
extrato do rizoma da Curcuma zerumbet. Fonte: Mércia Castro, 2013.

Os camundongos apds a analise da atividade estimulante passaram pelo
“teste do bastdo” para verificacdo da sua capacidade normal de preensido. Os
animais foram suspensos pela cauda e suas patas dianteiras foram colocadas num
bastdo, posicionado a 20 cm de altura, sendo que no momento em que 0 animal
agarrou o bastdo com as patas dianteiras, ele foi tracionado horizontalmente e solto.

Registrou-se entdo o tempo que o animal levou para agarrar o bastdo com as
patas posteriores (BOISSIER et al., 1961). Quando os animais caiam do bastdo em
3 segundos ou ndo conseguiram agarra-lo com suas patas posteriores por trés
vezes consecutivas, essa auséncia de resposta foi considerada indice positivo de
relaxamento muscular, associado a sedacao (LAPA et al., 2008).

Os animais entdo foram deixados em observacdo 1, 2 e 14 dias. Os
parametros observados foram anotados em tabelas adaptadas (apéndice) e todos os

efeitos observados foram comparados imediatamente com os animais controle.

4.8.3. Analise Toxicidade Subaguda dos Extratos

A toxicidade subaguda do extrato aquoso e hidroalcodlico foi analisada utilizando
ratos Wistar machos albinos, provenientes do Biotério Central do Inpa. Durante o
periodo experimental (28 dias), os animais foram mantidos em caixas de
polipropileno, sob fotoperiodo controlado (12 horas claro/12 horas escuro) e
temperatura entre 23 °C + 2 °C. Estes animais foram alimentados com racdo e agua
ad libitum, em dias alternados com extratos (aquoso ou hidroalcodlico). Durante este
periodo analisou-se a variacdo do consumo de racdo, agua e 0 peso corporeo dos

animais.



Os animais foram randomicamente divididos em 07 grupos, cada grupo contendo
6 ratos, conforme o protocolo abaixo:

a) Grupo 1: alimentados com 100 mg/Kg de extrato aquoso;

b) Grupo 2: alimentados com 1000 mg/Kg de extrato aquoso;

c) Grupo 3: alimentados com 5000 mg/Kg de extrato aquoso;

d) Grupo 4: alimentados com 100 mg/Kg de extrato hidroalcodlico;

e) Grupo 5: alimentados com 1000 mg/Kg de extrato hidroalcodlico;

f) Grupo 6: alimentados com 5000 mg/Kg de extrato hidroalcodlico;

g) Grupo 7: controle.

Apébs periodo de 28 dias, foi coletado o sangue dos animais de cada grupo e

analisou-se 0s seguintes parametros:

e Hematoldgico: leucdcito total, neutroéfilos, linfocitos, eosinéfilos, mondcitos,
hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo da hemoglobina corpuscular
média (CHCM), curva de distribuicdo das hemacias de acordo com o volume
eritrocitario (RDW-SD), coeficiente de variacdo da média do volume das heméacias

(RDW-CV) e volume plaquetario médio (VPM) plaquetas.

eBioquimico: aspartato aminotransferase (AST ou TGO), alanina
aminotransferase (ALT ou TGP), albumina, glicose, ureia, colesterol total,

triglicerideos, acido Urico.

4.8.4. Avaliacdo da Atividade Antiulcera dos Extratos- Les&o Gastrica

Induzida por Etanol

Inicialmente os camundongos foram pesados e identificados. Apds este
procedimento, foram separados em 4 grupos com 5 animais conforme os
tratamentos: a) extrato (2000, 1000, 500, 250, 150, 75 e 50 mg/Kg) b) ranitidina (50
mg/kg) (controle positivo); c) veiculo (5 mL/kg de dgua destilada) (controle negativo),
administrados por via oral (Figura 11).



Figura 11: Aplicagdo do extrato do rizoma da Curcuma zerumbet por via oral em
camundongo. Fonte: Marcia Castro, 2013.

Apés 1 h do tratamento foi administrado (75 %, 1 mL/100 g) por via oral o
etanol (agente lesivo). Passando 1 h da administracdo do etanol os animais foram
sacrificados através do deslocamento cervical (ROBERT et al., 1979; LAPA et al.,
2008).

Os estbmagos foram retirados abertos e lavados com salina em seguida
foram estendidos e presos em placa de petri e avaliados em lupa estereoscoépica
analisando o indice de lesdo e o nimero de Ulceras, de acordo com a tabela de
pontuacdo da lesdo gastrica (apéndice) ROBERT et al., 1979; LAPA et al., 2008).

4.8.5. Atividades Anti-inflamatdria e/ou Analgésica

4.8.5.1. Contor¢cbes Abdominais produzidas pelo Acido Acético
2%

As contorcbes abdominais em camundongos foram caracterizadas por
contracdo do abdoémen, seguida por extensdo de uma ou ambas as patas traseiras
(Figura 12) (KOSTER, 1959). Esta resposta motora decorre da aplicacdo de um
estimulo quimico, o &cido acético, nociceptivo por via i.p. (LAPA et al., 2008).



Figura 12: Camundongo apresentando contorcdo abdominal apds a aplicacdo do
extrato do rizoma da Curcuma zerumbet. Fonte: Marcia Castro, 2013.

Utilizou-se um frasco de acido acético glacial P.A. e as diluicbes foram feitas
com salina 0,9 %. O volume de acido acético diluido injetado foi mantido constante
10 mL/Kg. (LAPA et al., 2008).

Aos animais dos grupos tratados foram administrados, diferentes doses do
extrato por via oral doses de 250, 500 e 1000 mg/Kg dos extratos aquoso e
hidroalcodlico. Ao grupo controle negativo foi administrado o veiculo (salina 0,9%) 10
mL/Kg e o controle positivo recebeu indometacina 25 mg/Kg. Apds 60 minutos, foi
realizada a injecdo intraperitonial de acido acético 2% (0,02 mL/100g). Em seguida,
0s animais foram colocados em uma caixa de vidro e realizou-se uma contagem
cumulativa do numero de contor¢des que ocorreram durante um periodo de 1 hora

apos a aplicacdo do acido acético.

4.8.5.2. Teste da Placa Quente

Este teste caracteriza-se pela colocacdo do animal sobre uma superficie
aquecida a mais de 50 °C que determinou uma resposta caracteristica, na qual, o
animal troca, rapidamente o apoio dos pés, levanta ou lambe as patas (WOOLFE;
DONALD, 1944). O aparecimento destas respostas pode ser indicativo da
intensidade da resposta nociceptiva a um estimulo térmico (LAPA et al., 2008).

Os animais foram divididos em quatro grupos com cerca de cinco animais cada,
onde foram colocados individualmente na placa quente com temperatura constante
de 52 °C e dois valores basais foram obtidos com intervalos de 30 minutos. O tempo
maximo de contato do animal com a placa foi de 15 segundos para evitar lesées. Em
seguida, os grupos escolhidos foram tratados com o extrato da planta recebeu por



via oral (v.0.) doses de 100, 250, 500 e 1500 mg/Kg do extrato. O grupo controle
negativo foi tratado através da v.o. com o veiculo (salina 0,9%) 10 mL/Kg e o

controle positivo recebeu ketamina 25 ug/Kg.

4.8.5.3. Analgesimetro

Quatro grupos de ratos foram estudados com cerca de cinco animais cada.
Em todos, os animais foram realizados a medida do volume basal de ambas as
patas, utilizando o aparelho LE 7306 Analgesy Meter. Em seguida, os animais foram
tratados por via oral (v.0.) receberam doses de 100, 250 e 1500 mg/Kg do extrato
aquoso ou hidroalcodlico. Os grupos tratados receberam extrato da planta nas doses
escolhidas e o grupo controle negativo recebeu o veiculo (salina 0,9 %)10 mL/Kg e o
controle positivo recebeu ketamina 25 ug/Kg. Com o auxilio do aparelho LE 7306
Analgesy Meter, foi possivel determinar a resposta a estimulacdo da dor através da

pressao mecanica, aplicada a pata dos ratos (Figura 13).

Figura 13: Estimulagdo da dor através da presséo aplicada a pata dos ratos pelo
aparelho Analgesy Meter. Fonte: Marcia Castro, 2014.

Esta forca foi aplicada através de uma ponta conica que pressiona o membro
do animal posicionado em uma plataforma abaixo da ponta. Esta ponta foi movida
para baixo (aumento da for¢a) e para cima (libera o estimulo) através de um motor
controlado por um pedal.

Esta ponta cOnica foi conectada a uma célula extensiométrica (medidor de

forca), que faz possivel a determinacdo da forca real (expressa em gramas), que €



exercida no momento pela estimulacdo da ponta. Este instrumento permitiu um

rapido e preciso estudo da atividade analgésica.

4.8.5.4. Determinacdo da atividade antiedematogénica dos extratos da

Curcuma zerumbet - Edema induzido por carragenina.

A injecdo subcutanea de carragenina na pata de ratos induz aumento agudo e
progressivo do volume desta e serd proporcional a intensidade da resposta
inflamatdria, sendo um parametro Gtil na avaliagdo da atividade anti-inflamatéria de
novos compostos (LAPA et al., 2008).

Neste modelo o efeito antiedematogénico do extrato da Curcuma zerumbet,
foi estudado em quatro grupos de ratos adultos, com seis animais cada. Em todos os
grupos, realizou-se medida do volume basal de ambas as patas e em seguida 0s
animais foram tratados por via oral (v.0.) doses de 100, 500 e 1500 mg/Kg de
extratos aquoso e hidroalcodlico; o grupo controle negativo recebeu o veiculo (salina
0,9% + Tween a 20%) e o positivo recebeu a Indometacina (5 mg/Kg) (WINTER et
al., 1962). Uma hora apés o tratamento, o edema foi induzido nas patas traseiras
dos animais, injetando 30 plL/pata de uma solu¢do de carragenina a 2 %, na pata
contralateral foi injetada com o mesmo volume de solugéo fisiologica (LAPA et al.,
2008). A espessura da inflamacéo foi mensurada imediatamente e em intervalos de
15 a 15 min. ap6s a administracdo da carragenina com o auxilio de um paquimetro
digital 150 mm Profissional Western (Figura 14) (MOREIRA, 2008; LAPA et al.,
2008). O edema produzido nas patas de cada animal foi determinado pela diferenca

entre as medidas das patas direita e esquerda.

Figura 14: Experimento de edema de pata induzido por carragenina. (A)
Administracdo subplantar de carragenina; (B) Medi¢cdo do edema com auxilio de um
paquimetro. Fonte: Marcia Castro, 2014.



49. Andlise Estatistica

Os dados foram representados como médias + desvio padrdo das médias de 5
animais por grupo de experimentos in vivo. As diferengas entre as médias foram
determinadas através da andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
teste Tukey. As analises foram realizadas usando o programa para Windows, Graph
Pad Prism versao 6.0 (Graph Pad Software). Um valor de p menor que 0,05 foi

considerado significativo.

4.10. Desenvolvimento do logurte

O estudo em analise foi realizado em dois laboratérios distintos, no qual a parte
farmacoldgica e quimica foi desenvolvida no Laboratério Teméatico de Farmacologia
e Quimica de Produtos Naturais, enquanto a parte da elaboracdo do iogurte e
analises nutricionais foram realizadas no Laboratorio de Bioquimica e Nutricdo do

Inpa.

4.10.1. Elaboracao do logurte

O experimento foi composto por 2 tratamentos, variando-se a concentragéo e
o tipo de extrato obtidos do rizoma da Curcuma zerumbet (Zingiberaceae). Apos
obtencéo do iogurte natural, foi adicionada os diferentes extratos em concentracdes
de 0, 0,12 e 0,25 %. Os iogurtes foram armazenados em refrigerador com
temperatura a 4° C e avaliados durante 35 dias quanto a sobrevivéncia das bactérias
laticas e a variacdo de pH, constituindo-se em um experimento esquematizado em
parcelas divididas com cinco niveis secundario (0, 07, 14, 28 e 35 dias de
armazenamento) (Figura 15).



logurte

0 % extrato 0, 12 % extrato 0, 25 % extrato

<< N & -

Armazenamento

0 7 dias — Bactérias/pH 0 dia — Bactérias/pH

14 dias — Bactérias/pH 28 dias — Bactérias/pH

35 dias — Bactérias/pH

Figura 15: Delineamento experimental com as etapas resumidas do processo de
iogurtes.

4.11. Processamento dos logurtes

O leite utilizado foi corrigido quanto ao teor de extrato seco para 15 %, pela
adicdo de leite em po integral, sendo homogeneizado até completa dissolugédo. Apés
a correcao, o leite foi pasteurizado a 83 °C por 30 minutos, seguido de resfriamento
até 42 °C e indculo da cultura lactea mista de Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus, Yo-Mix Yogurt Cultures

da Danisco, conforme o diagrama da Figura 16.
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Figura 16: Fluxograma do preparo do iogurte
rizoma da Curcuma zerumbet.
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4.12. Analises Fisico-quimicas do Leite

a) Acidez: Foi determinado por titulagio com NaOH 0,111 mol/lL e
expresso em °D, de acordo com Silva e colaboradores (1997b).

b) Proteina: Foi determinado pelo método de Micro-Kjeldhal, sendo
utilizando acido sulftrico para digestdo e apos destilagdo, HCI 0,02
N para titulacao (A.O.A.C., 1998).

c) Lipideo: Foi determinado por gravimetria e a extracdo foi realizada

com éter de petréleo de acordo com Silva e colaboradores (1997b).

4.13. Andlises Fisico-quimicas dos logurtes

As analises fisico-quimicas: Umidade; Proteina; Lipideo; Cinza; Valor

Energético; foram realizadas conforme o item 4.3.

4.14. Anélises Microbioldgicas dos logurtes

Analises microbioldgicas realizadas nos iogurtes foram conforme o item
4.7.

4.15. Contagem Total de Bactérias Lacticas

As contagens de bactérias laticas nas amostras de iogurtes foram realizadas
nos tempos de 0, 07,14, 28 e 35 dias de armazenamento refrigerado a 4°C.
Aliguotas de 25 g das amostras foram diluidas em 225 mL de agua peptonada
(H20p) 0,1% (diluicdo 10-1), homogeneizadas e submetidas a diluicbes sucessivas
(10-2 a 10-8) H,Op. Posteriormente foi realizada a semeadura em profundidade das
diluicdes 10-5 a 10-8 em meio de cultura Agar MRS (Man Rogosa & Sharpe) em



duplicata. As placas foram incubadas a 42 °C durante 48 h, de acordo com Silva et
al. (1997).

4.16. Avaliacdo da Atividade Antitlcera dos logurtes Formulados

Esta atividade foi analisada conforme o item 4.8.4. com doses de 3 mL/Kg de
iogurtes contendo 0,12 e 0,25 % do extrato aquoso ou hidroalcodlico para verificar a
acao antiulcera. Para confirmar a gastroprotecdo dos iogurtes foi realizada analise
histologica através das bidpsias dos estbmagos dos animais do grupo controle e dos
grupos testados. Os estdmagos foram fixados, durante 48 horas, em solugcéo de
formol neutro tamponado a 10%. Apoés fixacdo, os fragmentos foram desidratados
em solucdes alcodlicas crescentes (70, 80, 90 e 100%). Posteriormente, foram
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Cortes histologicos seriados de 5 um
de espessura foram realizados em micrétomo de rotacdo e corados em

hematoxilina-eosina (HE).

As leituras das laminas foram realizadas em triplicata para cada grupo
analisado e as lesGes microscopicas foram descritas de forma qualitativa, de acordo
com a sua manifestacdo. As imagens foram capturadas com auxilio do microscopio

Olympus CX40, acoplada a uma camera digital e analisadas pelo programa EDN-2.

4.17. Avaliagdo Sensorial dos logurtes

Os iogurtes foram avaliados quanto a aceitabilidade empregando-se escala
hedbnica estrutura de nove pontos, de acordo com a metodologia de Minim (2010)
(Apéndice). A andlise contou com a participacdo de 100 provadores nao treinados,
para os quais foram oferecidos cerca de 50 mL de iogurte com extratos do rizoma da
Curcuma zerumbet. O iogurte mantido sob refrigeracéo (5 + 1 °C), foi oferecido aos

provadores em copos plasticos descartaveis seguindo as normas basicas de



higiene. A anélise sensorial foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP
da Universidade Federal do Amazonas sob o niumero de processo 554.555.

4.18. Analise Estatistica

Os resultados das analises fisico-quimicas foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA) utilizando Delineamento Inteiramente Casualizado e a
comparacao de médias pelo teste de Tukey em nivel de 5 % de significancia. Para
andlise sensorial, foi adotado o Delineamento em Blocos Casualizados e teste de
Tukey para comparacado de médias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento dos Extratos do Rizoma da Curcuma zerumbet

Os rendimentos dos extratos (aquoso e hidroalcodlico) e de 6leos essenciais
do rizoma da C. zerumbet encontram-se na Tabela 2. Comparando os rendimentos
dos extratos, o hidroalcodlico foi significativamente superior ao aquoso (15,75 % +
1,50 e 24,45 % * 1,07) respectivamente. Observa-se também nos residuos dos
extratos a presenca de amido, considerado o principal carboidrato, facilmente
extraido com ampla possibilidade de utilizagdo diretamente na dieta humana ou na
industria de alimentos.

Os 6leos essenciais apresentaram rendimento médio 2,0 £ 0,4 % com odor
caracteristico do rizoma e coloracdo verde-azul escura, proximo aos estudos de
Hossain e colaboradores (2012) no qual cita que esta espécie pode apresentar uma

variacdo no rendimento de 1,5 a 5%.

Tabela 2: Rendimentos dos extratos e 6leos essenciais da Curcuma zerumbet.

Extratos Rendimentos %
Extrato aquoso 15,75+15
Extrato hidroalcodlico 24,45+1,0
Oleo essencial (v/p) 2,0+04

5.2. Caracterizacdo Fitoquimicas dos Extratos

e Caracterizagao do 6leo por CG-EM

A andlise de CG-EM do 6leo essencial do rizoma da C. zerumbet detectou 31
componentes quimicos apresentados na Tabela 3. O 6leo apresentou 22,5 % de
monoterpenos e 77,5 % de sesquiterpenos com estruturas ou propriedades

semelhantes, indicando que o0s sesquiterpenos predominam no 6leo essencial



corroborando com os estudos de Zhou e colaboradores (2013) ao analisar o 6leo da
C. zedoaria descreveram que esta possui 19,6 % de monoterpenos e 80,4 % de
sesquiterpenos. Yang e colaboradores (2011) corroboram também com estes dados,
no qual realizaram uma pesquisa com diversas espécies de curcuma e identificaram

uma média de 10,3 % de monoterpenos e 89,7 % de sesquiterpenos.

Tabela 3: Identificacdo dos constituintes ativos do 6leo da Curcuma zerumbet
detectados por CG-MS.

Picos Tem~po de_ % area  FOrmula molecular Constituintes
retensdo (min.)

1 6.880 0.46 CeH1.0, acido caproico
2 7.199 0.53 CgH150 3-heptanol, 2-metil
3 10.350 0.69 C1oH1g0 (-)-a -terpineol
4 15.980 2.23 C1oH160 (+)-canfora
5 16.465 1.08 C1oH150 (+)-borneol
6 17.872 0.30 C3H2,05 geranil propionato
7 25.799 5.96 CisHzs (-)-B-curcumeno
8 27.218 0.63 CisHz4 Cariofileno
9 28.517 1.97 CisHz4 B-farnesene
10 29.943 0.81 CisHos a-humoleno
11 30.379 0.67 CisHos humoleno-6,7-epoxi
12 30.567 0.58 CisHos a-selineno
13 30.661 2.40 Ci5H,0,0 Curzereno
14 33.288 0.64 CisHos Aristoloqueno
15 34.667 0.40 C15H260 trans-nerolidol
16 34.781 0.58 C15H560 a-bisabolol
17 35.543 49.45 Ci5H180, Curzerenona
18 35.799 3.04 C15H2,0, Curcumenol
19 36.294 1.19 C5H240 (+)-espatulenol
20 37.643 0.63 C15H560 Farnesol
21 38.996 2.91 Ci3H150 3,7-ciclodecadieno-1-
22 40.027 5.20 Ci5H2,0, Curcumenone
23 40.175 0.79 Ci5H260 Nerolidol
24 40.462 0.97 Ci5H,,0 Curlone
25 40.606 1.90 C1oH160 cis-p-mentil-2,8-dienol
26 40.983 2.51 Ci3Hzs Ciclohexano
27 41.198 2.34 Ci5H,,0 Turmerone
28 42.395 2.05 C1oH160 B-eudesmol
29 42.745 5.04 Ci5H200, 13-aldeido
30 44.498 0.90 CisHz4 B-elemeno
31 49.155 1.15 Ci4H1g Fenantreno

Observando a Tabela 3 e a Figura 17, o constituinte quimico majoritario
encontrado foi o curzerenona (CisH1802) (pico 17) com 49,45 % de éarea, um
componente pouco estudado e potente no tratamento anti-inflamatério (SOARES;
ALVES, 2004), analgésico e antioxidante (SOSHI; MATHELA, 2012). Este resultado


http://www.chemicalbook.com/ProdSupplierGWCB9229318_EN.htm

esta de acordo com o relatado por Singh e colaboradores (2013), no qual a
curzerenona (22,3 %) foi o principal componente do 6leo essencial cultivado no norte
da India.

Dentre os picos detectados, cinco compostos sdo caracteristicos do género
curcuma: curzereno, curcumenol, farnesol, B-elemeno e curcumenona (YANG et al.,
2005; YANG et al., 2007; YANG, et al., 2011).

(Normalized) . -

= ,TIC*1.00

e -

T
500 590
min

Figura 17: Cromatograma dos compostos quimicos do Oleo do rizoma
da Curcuma zerumbet.

e Caracterizagao por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A fim de verificar a presenca de algumas classes de metabdlitos secundarios
foi realizado um screening fitoquimico utilizando a técnica de CCD e reacdes de

identificacdo. Nas leituras das placas para o extrato aquoso revelado em



Dragendorf, Liberman—Burchard e Cloreto Férrico ndo identificou nenhum composto.
Entretanto, quando revelado em lodo ressublimado apresentaram trés manchas com
Re= 0,22, Re= 0,44 e Re= 0,89 (Figura 18) caracterizando presencas de duplas
ligacdes. Quando revelado em UV apresentaram duas manchas com Rg= 0,52 e Rg=
0,66 em banda 254 nm identificando terpenoides e curcuminoides (Figura 19),
corroborando com os estudos de Paramasivam e colaboradores (2009).

Spot Rf= 0,89
Spot Rf= 0,66 R
Spot Rf= 0,44 Spot Rf= 0,52
Spot Rf= 0,22
Figura 18: CCD do extrato Figura 19: CCD do extrato aquoso
aquoso da Curcuma zerumbet da Curcuma zerumbet revelado UV
revelado em iodo ressublinado. em banda 254 nm.

Zhang e colaboradores (2008), estudando as espécies de Curcuma coletada
de diferentes lugares observaram que 0s curcuminoides: bisdemetoxicurcumina,
demetoxicurcumina e curcumina apresentaram 0s seguintes spots Rg= 0,48, Rg=
0,62 e Rg= 0,66 respectivamente, quando revelados em UV. Neste trabalho,
observou-se a presenca do curcuminoide curcumina no extrato aquoso com Ri=
0,66, conforme a Figura 19.

Nas leituras das placas de CCD em extrato hidroalcodlico revelado em
Dragendorf encontrou-se as manchas alaranjadas, Rg= 0,21 caracterizando a
presenca de possiveis alcaloides ou compostos nitrogenados. Quando revelado em
Liberman—Burchard apresentaram duas manchas com spot com Rg= 0,79 e Rg= 0,52
identificando esteroides/triterpenoides com manchas nas cores verde e azul o que
caracteriza a presenca dessa classe de metabdlito. Quando revelado em lodo
ressublimado apresentou spot com Rg = 0,76, caracterizando terpenoides e quando
revelado em UV apresentaram trés manchas com spot com Rg = 0,94, R = 0,62 e

R = 0,53 em banda 254 nm (Figura 20). Conforme o estudo de Zhang e



colaboradores (2008) o Rg= 0,62 encontrando no extrato hidroalcodlico desta

espécie refere-se ao curcuminoide dimetoxicurcumina.

Spot Rf=0,94

Spot Rf= 0,62

Spot Rf= 0,53

Figura 20: CCD do extrato hidroalcodlico da Curcuma zerumbet revelado
em UV banda 254 nm.

e Testes Fitoquimicos Qualitativos

O perfil fitoquimico qualitativo do extrato aquoso e hidroalcodlico da C.
zerumbet (Tabela 4), revelou a presenca de saponinas: compostos fendlicos:
flavonoides, flavonas, antocianinas e carotenoides. Entretanto, n&o foram
encontrados taninos. Comparando esta espécie de curcuma com a C. zedoaria
Rosc, estudos realizados por Srivastava e colaboradores (2011), observou-se que
seu extrato hidroalcodlico foi positivo para taninos o que nao foi detectado nesta
espécie. Enquanto no extrato aquoso ndo foram encontrados saponinas e

flavonoides, como detectados nesta espécie.

Tabela 4: Perfil fitoquimico qualitativo dos extratos aquoso e hidroalcodlico da
Curcuma zerumbet.

Classes Reacdes Aquoso Hidroalcodlico
Triterpenos e esteroides Liberman-Burchard - +
Tanino FeCl; - -
Saponinas indice de Espuma + +
Antocianina H,SO, + +

Flavonas e Flavonois Shinoda + +




Os testes de saponinas foram considerados positivos pela formacao
permanente de espuma ap0s a solucdo ser agitada. Embora estas sejam produzidas
por uma grande variedade de vegetais, apenas 30 sdo consumidas pelo homem,
sendo que as leguminosas sdo suas principais fontes alimentares, assim como as
espécies de Curcuma (FRANCIS; KEREM; MAKKAR, 2002).

A presenca de saponinas foi confirmada com os testes para esteroides e
triterpenoides, estruturas basicas das saponinas. Para a presenca destes
compostos, notou-se o surgimento de coloracdo verde ou azul apos a reacdo de
Liebrman-Burchard.

A presenca das flavonas e flavondis nos extratos aquoso e hidroalcodlico
foram consideradas positivas, isto €, durante a reacdo as amostras apresentaram
coloracdo amarela quando comparada com o extrato bruto.

A presencga de antocianina foi positiva quando as amostras foram testadas
nos pH acido (3), alcalino (8,5 e 11) alterando a coloragédo vermelho, lilas a azul-
purpura a cada faixa de pH respectivamente.

Antocianinas embora sejam acumuladas mais comumente nas flores e frutos,
também podem ser encontradas nos caules e 6rgdos reprodutivos das plantas (DAS;
GEUL; CHOI, 2011), como pode ser confirmada pela presenca de antocianina nos

rizomas da C. zerumbet.

e Testes Fitoquimicos Quantitativos

As analises guantitativas do extrato aquoso e hidroalcodlico do rizoma da C.
zerumbet estdo expressos na Tabela 5. Observa-se que o extrato hidroalcodlico da
C. zerumbet extraiu mais compostos fendlicos que o aquoso, 09,29 + 0,05 e 05,81 +
0,09, respectivamente, reafirmando a teoria de Oliveira e colaboradores (2001) na
gual cita em seu trabalho que a extratores hidroalcodlico sdo mais eficientes do que

aguoso.

A determinacdo de compostos fendlicos € de grande importancia devido a
relacdo destes com as qualidades sensoriais dos alimentos, como a cor, sabor e
aroma (KIM et al., 2005).



Tabela 5: Média e desvio + padrdo do teor de constituintes no extrato aquoso e
hidroalcodlico do rizoma de Curcuma zerumbet.

Extratos
Aquoso Hidroalcodlico
Compostos fendlicos totais (mg/100g) 05,81 +0,09° 09,29 + 0,05
Flavonoides (mg de quercetina/100g) 60,23 +0,02° 65,75 + 1,25°
Antocianina (mg/100g) 13,49 +1,25° 18,56 + 0,05%
Carotenoides totais (mg/100g) 05,42 +0,07° 12,67 +1,03"

Constituintes

Média e desvio-padrao; Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente no teste de Tukey
(p<0,05).

Os flavonoides representam o maior grupo da familia dos compostos
fendlicos, e, para o extrato aquoso e hidroalcodlico da C. zerumbet esta classe de
compostos apresentou conteudo total de 60,23 mg + 0,02 e 65,75 mg + 1,25
respectivamente. Nas pesquisas de Singh e Gupta (2013) a quantidade de
flavonoides determinada na C. amada foi 2,14 mg * 0,42, enquanto no Zingiber
officinale 3,66 mg + 0,45 espécies da mesma familia, mas com concentracdes
diferentes de flavonoides. Esta diferenca € influenciada por varios fatores ambientais
como: temperatura, solo e nutricdo (MARQUES, 2011).

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavonoides e constituem o maior e o
mais importante grupo de pigmentos naturais solUveis em agua (VOLP et al., 2008).
Nos extratos analisados (Tabela 5), a maior concentracdo encontrada de antocianina
foi no extrato hidroalcodlico com 18,56 mg + 0,05, enquanto que no extrato aquoso
13,49 mg = 1,25, este valor pode ser explicado pela possivel degradacdo de
antocianina durante o preparo do extrato aquoso por aplicar um processamento
térmico de 15 min. (PASTRAS et al., 2010).

Estes compostos possuem grande importancia devido a multiplos efeitos
biolégicos, como diminuicdo da permeabilidade e fragilidade dos vasos sangliineos,
acdo antiinflamatoria, antiespasmodica, antioxidante, antiviral, antibacteriana e
antitumoral (POZZI, 2007).

Os carotenoides sao pigmentos responsaveis pela cor alaranjada dos
vegetais, compreendem grande numero de compostos, muitos dos quais
apresentam atividades biolégicas de provitamina A (COSTA; ROSA, 2010). O extrato
aquoso e hidroalcodlico analisados apresentaram 05,42 mg + 0,07 e 12,67 mg *



1,03 de carotenoides totais, respectivamente. Esta diferenca pode estar relacionada
ao modo de preparo do extrato, no qual o extrato aquoso passou por um aumento de
temperatura (+ 20 °C) em seu preparo 0 que ndo ocorreu na preparacao do extrato

hidroalcodlico.

5.3. Andlises Fisico-quimicas da Matéria-prima Vegetal

Os resultados da composicao centesimal do rizoma da C. zerumbet seca e de

seu extrato aquoso e hidroalcodlico estdo expressos na Tabela 6.

Tabela 6: Composicdo centesimal do extrato aquoso e hidroalcodlico do rizoma da
Curcuma zerumbet.

Constituintes : Extratos. -
Rizoma AQuoso Hidroalcoélico

Umidade (%) 7,55 + 0,06% 5,60 + 0,09" 5,8 + 0,80
Proteina (%) 6,91 + 0,042 10,55 + 1,02° 11,75+ 0,98°
Cinza (%) 13,02 + 0,08 14,44 + 1,05 12,99 + 1,23°
Lipideos (%) 2,65+ 1,03% 2,53 +0,08% 2,84 +0,50%
Fibra (%) 12,98 + 0,08° 12,70 + 0,50° 10,8 + 1,06"
Carboidrato (%) 69,89% 66,88% 66,62%
*Valor cal6rico 331,05 332,49 339,04

*Valor expresso em Kcal/100g; Média e desvio-padrdo; Médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente no teste de Tukey (p<0,05).

Comparando os resultados das analises fisico-quimicas dos rizomas da C.
zerumbet com outras curcumas percebe-se que alguns parametros ficaram préximos
ao citado no trabalho de Rios, Duque e Leon (2009). Estes mesmo autores
estudaram a C. longa em duas localidades diferentes, Quito e Venezuela,
verificaram a concentracdo de umidade 6 a 9 % e fibras 7 a 11 %, respectivamente.

De acordo com os parametros para classificacdo de alimentos proposto por
Harris e colaboradores (1968), os rizomas de C. zerumbet podem-se enquadrar
como alimento energético. A energia nesse grupo de alimentos é representada por

carboidratos de facil aproveitamento pelo animal (agUcares e amido) e por lipideos.



Destacam-se a porcentagem de proteinas contidas nos rizomas e no extrato
aquoso e hidroalcodlico, valores préximos ao encontrado em graos de arroz (8 %) e
trigo (14 %) (SOUZA; STARKE; FERNANDES, 1993).

Podemos observar que o0 rizoma, 0 extrato aquoso e o hidroalcodlico
apresentaram os seguintes teores de fibra bruta: 12,98 + 0,08, 12,70 + 0,50 e 10,80
+ 1,06 % respectivamente, com diferenca significativa apenas para 0 extrato
hidrolcodlico.

Nas pesquisas de Kumar e colaboradores (2013) os rizomas de C. longa
apresentaram um teor de fibra de 9 %, préximo ao encontrado neste trabalho. Estes
resultados mostram que o0 extrato aquoso e hidroalcodlico sdo importantes em
relacdo a quantidade de fibra alimentar, pois um alimento com teor de 2 a 3 % pode
ser considerado uma boa fonte de fibra alimentar. Segundo o regulamento técnico,
referente a informacdo nutricional complementar (Resolugdo N° 54), com o dobro
deste conteudo, pode ser tratado como alimento de elevado teor de fibra alimentar
(BRASIL, 2012).

O teor de carboidrato encontrado no rizoma, no extrato aquoso e
hidroalcodlico ndo apresentam diferenca estatistica significativa de 69,89, 66,88 e
66,62 % respectivamente, e independente da extracdo néo alterou a concentracao.
De acordo com a ANVISA, um suplemento alimentar deve possuir a concentracao
de carboidratos abaixo de 90% (BRASIL, 2012).

As analises de minerais expressas na Tabela 7 indicam que os elementos
importantes para a nutricdo detectadas no rizoma da C. zerumbet, coletada no

Careiro, estdo em nivel aceitavel para o consumo humano.

Tabela 7: Concentragédo de microminerais e macrominerais do rizoma da Curcuma
zerumbet.

Fe Zn Mn P K Ca Mg
Rizoma C.Z 31,2 5,9 36 143 28,73 2,34 2,76
Valores expressos em mg/100g




Nas pesquisas de Srivastava e colaboradores (2011), estudando a C.
zedoaria detectaram a presenca de Zn e Mn, 12,55 e 8,45 respectivamente,
diferentes ao encontrado por esta pesquisa. Estas concentracbes de minerais
podem variar, dependendo de muitos fatores, como a espécie da planta, genotipo,
condicao de crescimento, diferentes érgaos e tecidos (RAZI; ONJIA; POTKONJAK,
2005).

5.4. Determinag&o da Atividade de Agua

A atividade da agua (ay) refere-se a medicdo da concentracdo de solutos em
agua e seus efeitos sobre atividade quimica da agua. O valor da a, indica o nivel de
agua em sua forma livre nos materiais e é expresso na escala de 0 a 1 a,, (BOBBIO;
BOBBIO, 2001).

A importancia da atividade de 4gua estd na sua relacdo com a conservacao
dos alimentos. Sendo a variacdo da pressado de vapor da agua pela interacdo com
0s componentes de um alimento um indicador da quantidade da &gua ligada, os
valores de A, mostram quais as chances tem o alimento de se deteriorar (BOBBIO;
BOBBIO, 2001).

Os resultados da atividade de agua (ay) para o extrato aquoso e hidroalcodlico,
0,53 e 0,63 respectivamente. De acordo com Bobbio (2001) estes valores sdo mais
estaveis microbiologicamente, pois representam a minima possibilidade de
crescimento bacteriano segundo estudo realizado por Chiste e colaboradores (2007),
pois se encontram entre as faixas de a,, 0,40 — 0,80.

Estes resultados demonstram que o extrato aquoso e hidroalcoolico podem
ser utilizados em diversos alimentos sem a preocupacdo da deteriorizagdo por

microrganismos.



5.5. Determinacao da Cor

A Tabela 8 apresenta os resultados da determinacdo da cor do extrato
aquoso e hidroalcodlico secos apresentaram coordenadas de cromaticidade com
tendéncia ao verde (-a*) e amarelo (+b*). O valor médio de luminosidade (L*) foi de
35,45 + 0,45 e 36,82 £ 0,74, respectivamente.

Tabela 8: Colorimetria do extrato aquoso e hidroalcodlico do rizoma da Curcuma
zerumbet.

Extrato L* ar b* AL* Aa* Ab* AE*
AQUOSO 35,97 -1,38 9,65 -74.74 +2,79 -6,14 75,05
q 35,33 -1,27 9,42 -75,38 +2,90 -6,37 75,11

36,29 -0,34 11,29 -74,42 +3,83 -4,50 74,66

Hidroalcodlico  32'3, '3 10,83  -7337 +3.83  -4,83 73.64

Estes resultados sugerem que, embora haja leve tonalidade verde, o croma
amarelo para o extrato aquoso e hidroalcodlico foi superior sendo que baixos valores
de L* indicam um extrato mais escuro. Ndo h& valores de referéncia maximos ou
minimos para a cor desenvolvida pelos extratos, por isso, ela é fortemente

dependente do modo do processo tecnologico de producao.

5.6. Andlise Térmica dos Extratos

A seguir sdo demonstrados os resultados obtidos das Técnicas de Analise
Térmica Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Andlise Térmica Diferencial (DTA) sob atmosfera de ar sintético na taxa de
aquecimento de 10 °C min®, com fluxo de gas de 50 mL. min®
em um intervalo de temperatura de andlise de 30 a 300 °C do extrato aquoso e

hidroalcodlico do rizoma da C. zerumbet.



Pode-se observar (Figura 21) na curva TG a 10 ‘C min™ que o extrato aquoso
da C. zerumbet apresenta o inicio de uma primeira etapa de decomposicdo em
aproximadamente 33 °C até 130 °C, o que pode ser atribuido a desidratagdo do
composto. Também € observada uma etapa de perda de massa organica com inicio
por volta dos 225 °C até 300 °C.

O composto mostra uma perda de massa relativamente alta no intervalo de

temperatura estudado, em torno de 55 %.
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Figura 21: Curva TG do extrato aquoso da Curcuma zerumbet obtida sob atmosfera
de ar sintético com taxa de aquecimento de 10 °C min™.

Na curva DSC (Figura 22), observa-se um pico endotérmico por volta dos 60
°C, o qual pode ser atribuido a desidratacdo do composto. Apos a temperatura de
200 °C verifica-se um desvio da linha base.

Policegoudra e Aradhya (2008) estudando as curvas de DSC dos rizomas de
curcuma verificou que estas variaram de 27 °C para a Curcuma longa, 33 °C a
Curcuma zedoaria e 79 % a Curcuma manga ndo possuindo um parametro para
comparacdo. De acordo com seus estudos esta analise € influenciada pelo peso

molecular e estrutura das amilopectinas presentes nos rizomas das espécies.
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Figura 22: Curva DSC do extrato aquoso da Curcuma zerumbet obtida sob
atmosfera de ar sintético com taxa de aquecimento de 10 °C min™.

Na curva DTA (Figura 23) verifica-se 0 mesmo pequeno pico endotérmico
observado na curva DSC a cerca dos 60 ‘C que se constata que é devido a etapa de

desidratacéo.
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Figura 23: Curva DTA do extrato aquoso da Curcuma zerumbet obtida sob
atmosfera de ar sintético com taxa de aquecimento de 10°C min™.



Na curva TG/DTA (Figura 24) as etapas de decomposicdo ndo estdo bem
definidas, mesmo assim notam-se duas etapas de decomposicao diferentes, porém
uma proxima da outra. A primeira etapa ocorre até aproximadamente 70 °C e tem
uma perda inicial pequena de massa, em torno de 5 %, o que provavelmente se
deve a dgua adsorvida do ambiente. A segunda etapa inicia-se proximo aos 165 °C,
inicialmente perdendo pouca massa. Entretanto por volta dos 215 °C a perda de
massa torna-se brusca, o que pode demonstrar a decomposicdo de matéria
organica. A amostra perde ao todo aproximadamente 67 % de massa até a
temperatura analisada (300 °C).
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Figura 24: Curvas TG/DTA do extrato aquoso da Curcuma zerumbet obtida sob
atmosfera de ar sintético com taxa de aquecimento de 10°C min™.

Observa-se a partir destas curvas que o extrato aquoso perde massa brusca
com temperaturas acima de 200 °C, ndo sendo interessante para o aproveitamento

de alimentos no qual passam por processos altos de temperatura.

Percebe-se na Figura 25, que o extrato hidroalcodlico na curva TG, apresenta
o inicio da primeira desidratacdo em aproximadamente 50 °C. A partir de

aproximadamente 225 °C houve uma perda de massa organica.
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Figura 25: Curva TG do extrato hidroalcodlico da Curcuma zerumbet obtido sob
atmosfera de ar sintético com taxa de aquecimento de 10 °C min™.

A curva DSC (Figura 26) mostra um pico endotérmico por volta dos 60 °C, o
qual pode ser atribuido a perca de agua adsorvida pelo composto. Por volta dos 200

°C nota-se outro pico endotérmico devido a decomposi¢ao organica.
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Figura 26: Curva DSC do extrato hidroalcodlico da Curcuma zerumbet obtida sob
atmosfera de ar sintético com taxa de aquecimento de 10°C min™.



Na curva DTA (Figura 27) verifica-se 0 mesmo pico endotérmico da curva
DSC a cerca dos 60 °C, seguido por outro pico endotérmico de maior tamanho,

devido a segunda etapa de decomposicao ser maior.
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Figura 27: Curva DTA do extrato hidroalcodlico da Curcuma zerumbet obtida sob
atmosfera de ar sintético com taxa de aquecimento de 10 °C min™.

Na curva TG/DTA (Figura 28) as etapas de decomposicdo nao estdo bem
definidas. Entretanto, por volta de 210 °C a perda de massa torna-se brusca com 62

%, 0 que demonstra a decomposi¢cao de matéria organica.

Esta andlise demonstra que extrato hidroalcodlico ndo pode ser adicionado
em alimentos com preparacgéo a altas temperaturas (210 °C), pois esta interfere na

perda de massa e consequentemente na desnaturacao de biomoléculas.
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Figura 28: Curva TG/DTA do extrato hidroalcodlico da Curcuma zerumbet obtida
sob atmosfera de ar sintético com taxa de aquecimento de 10 °C min™.

5.7. Analises Microbiolégicas dos Extratos

As andlises microbioldgicas sao indispensaveis para garantir a qualidade dos
extratos utilizados neste trabalho. Em geral, os materiais vegetais contém um grande
namero de fungos e bactérias pertencentes a sua microbiota natural ou que séo
introduzidos durante a sua manipulacéo, e esta contaminacéo pode ser intensificada
com o tempo e ndo comprometer somente 0 material em si, mas também o usuario
(MIGLIATO et al., 2007).

Os resultados obtidos do extrato aquoso e hidroalcodlico do rizoma de C.
zerumbet (Tabela 9) permitiram observar que ndo houve crescimento microbiano
para cepas consideradas patogénicos: Salmonella sp, Staphylococcus aureus,

Mesdfilos, Coliformes fecais e totais, Bolores e leveduras.



Tabela 9: Andlise microbiologica dos extratos do rizoma da Curcuma zerumbet
utilizada nos ensaios farmacologicos.

Microorganismos Extratos
9 Aquoso Hidroalcodlico

Coliforme total 0,0 NMP/g 0,0 NMP/g
Coliforme fecal 0,0 NMP/g 0,0 NMP/g
Mesofilos 4*10* UFClg 8*10" UFC/g
Bolores e Leveduras <10 UFC/g <10 UFC/g
Stafilococus aureus <10 UFC/g <10 UFC/g
Salmonella sp. Auséncia Auséncia

O crescimento de fungos e bactérias esteve dentro dos limites permitidos
(10% UFC/g e 10° UFC/g, respectivamente) para extratos vegetais (WHO, 1998). Na
contagem do numero total de fungos e bactérias, houve crescimento inferior a 10
UFClg.

O resultado de bactérias do grupo dos coliformes é importante pela sua
relacdo com a higiene durante a producéo dos extratos. Estes dados mostraram que
durante o processamento dos extratos houve a Boa Préatica de Manipulacgéo.

5.8. Analises Bioldgicas e Farmacoldgicas dos Extratos

5.8.1. Toxicidade Frente a Artemia salina

Os resultados do teste de toxicidade frente a Artemia Salina foram expressos
em DLsp, ou seja, a dose capaz de levar a morte 50 % dos organismos testados. Em
todos os tratamentos o controle apresentou indice de sobrevivéncia 100 %. Este
resultado foi também apresentado no extrato aquoso e hidroalcodlico nas



concentragbes 1000, 500, 250, 125, 50 e 25 pg/mL, respectivamente conforme a
Tabela 10.

Tabela 10: Citotoxidade em larvas de Artemia salina dos extratos do rizoma da
Curcuma zerumbet.

N° DE CONCENTRACOES MORTALIDADE

GRUPOS LARVAS VEICULO EXTRATO (ug/mL) %
1000
500
250
01 90 DMSO H,OEtOH 125 N&o apresentou
50
25
1000
500
Solucgéo 250
02 90 Salina 3.5 % H,O 15205 N&o apresentou
25
Controle 90 DMSO H,OEtOH Sem extrato N&o apresentou
Solugéo =
Controle 90 Salina 3.5 % H,O Sem extrato N&o apresentou

A auséncia de citotoxidade dos extratos no teste de letalidade contra Artemia
salina € um indicador de que a planta pode ser bem tolerada frente ao sistema
biolégico. Entretanto, estudos mais detalhados para a avaliacdo da toxidade de
extratos empregando-se outros modelos se fazem necessario, para determinar a

quantidade toxica e efeitos colaterais em logo prazo.

5.8.2. Avaliagdo Comportamental e Sistémica - Atividade Exploratoria

O teste de campo aberto tem como objetivo estudar a agdo do sistema
dopaminérgico, serotonérgico e noradrenérgico no comportamento emocional e

exploratorio. Sendo utilizado como ferramenta de avaliacdo da acdo de substancias



gue podem atuar sobre esses sistemas neurotransmissores promovendo alteracdes
motoras e emocionais (GHIDINI et al., 2007).

Os camundongos tratados pela via intraperitoneal com o extrato aquoso do
rizoma da C. zerumbet nas doses de 10, 100 e 1000 mg/Kg, apresentaram uma
pequena perda na coordenacdo motora nas doses iniciais (10 e 100 mg/Kg) e a dose
de 1000 mg/Kg os animais se mostraram mais ansiosos e atentos. Algumas pesquisas
sugerem que a dopamina seria um dos neurotransmissores responsavel pelas
modificacdes motoras observada neste experimento (BLECHARK et al., 2009).

Os animais apresentaram parametros toxicolégicos em comum como (Tabela
11): aumento da frequéncia respiratdria, aumento da frequéncia cardiaca, contorcéo
abdominal e cocaram o focinho. Com a dose 1000 mg/Kg os animais comecaram a
lamber as patas (grooming); estas alteracdes podem ser decorrentes da ativacao do
sistema nervoso simpatico através do extrato aquoso do rizoma da C. zerumbet. Apos
15 min. das aplicagbes, os animais se recuperaram desaparecendo os efeitos

observados.

Tabela 11: Parametros toxicolégicos em camundongos apoOs aplicacdo por via
intraperitoneal do extrato aquoso do rizoma de Curcuma zerumbet.

Tratamentos P(e;s)o Via Veiculo (E]Z?EZ) Parédmetros Observados
Basal 16-24 i.p. Salina 0,9 - cocar focinho, contor¢ao
% abdominal, 1freq. respiratdria,
tfreq. cardiaca.
CzA 16-24 i.p. Salina 0,9 10 1freq. respiratoria, contorgao
% abdominal, 1freq. cardiaca, cogar
focinho.
CzA 16-24 i.p. Salina 0,9 100 1freq. respiratoria, contorgao
% abdominal, 1freq. cardiaca, cogar
focinho.
CzA 16-24 i.p. Salina 0,9 1000 1freq. respiratoria, contorgao
% abdominal, 1freq. cardiaca, cogar

focinho, lamber as patas.

CzA= extrato aquoso do rizoma de C.zerumbet. i.p.= via intraperitoneal.

Os camundongos tratados com o extrato aquoso da C. zerumbet por via oral
apresentaram 0s mesmos sintomas na coordenagdo motora quando comparados
com o tratamento por via intraperitoneal.

Os parametros toxicologicos (Tabela 12) observados apds aplicacdo do

extrato por via oral nas doses de 10, 100 e 1000 mg/Kg foram os mesmos para 0s



animais controle. Nas doses de 2000 e 5000 mg/Kg, por um periodo de 15 min.,
apresentaram 0s mesmos sintomas observado por via intraperitoneal, apresentando

estado ansiogénico.

Tabela 12: Parametros toxicologicos em camundongos apos aplicagdo por via oral
do extrato aquoso do rizoma de Curcuma zerumbet.

Tratamentos Peso Via  Veiculo Doses Parédmetros Observados
(9) (mg/Kg)
cocar focinho, contor¢gédo abdominal.
Salina
Basal 16-24  v.o. 0.9 % -
contor¢do abdominal, cogar focinho.
Salina
CzA 16-24  v.o. 0.9 % 10
contor¢do abdominal, cogar focinho.
Salina
CzA 16-24 v.o. 0.9 % 100
Salina contor¢do abdominal, cogar focinho, lamber
CzA 16-24 v.o. 0.9 % 1000 as patas.
_ 1freq. respiratoria, 1freq. cardiaca,
CzA 16-24  vo. Salina 2000 contor¢do abdominal, cogar focinho, lamber
0,9 % as patas.
. 1freq. respiratoria, 1freq. cardiaca,
CzA 1624 vo. Sall(r:a 5000 contor¢cao abdominal, cocar focinho, lamber
0,9 % as patas.

CzA= extrato aquoso do rizoma de C.zerumbet. v.0.= via oral.

Os resultados apresentados para o extrato aquoso do rizoma da C. zerumbet
nas doses analisadas (10, 100, 1000, 2000, 5000) demonstra que este
provavelmente ndo possui efeito toxico, ndo ocorrendo a morte dos animais no

periodo de 15 dias.

No entanto, o extrato aquoso do rizoma da C. zerumbet atenua a ansiedade por
diminuir o funcionamento de sistemas neurais que integram comportamentos de defesa

contra ameaca, 0 sistema serotonérgico, que comanda a inibicdo comportamental.

Os camundongos tratados pela via intraperitoneal com o extrato hidroalcodlico do

rizoma da C. zerumbet nas doses de 10, 100 e 1000 mg/Kg, ndo causou perda na



coordenacdo motora, entretanto, a dose de 1000 mg/Kg os animais apresentaram

comportamento ansiogénico.

Os animais apresentaram parametros (Tabela 13) como: aumento da frequéncia

respiratoria, aumento da frequéncia cardiaca, contor¢cdo abdominal, cocaram o focinho

e com a dose mais alta os animais comecaram a lamber as patas, sendo que estes

pardmetros ndo foram observados depois de 15 min. de analise. Estes efeitos ndo

foram os mesmos quando comparados com O grupo controle, pois, estes animais

apenas apresentaram contor¢cdes abdominais e coceira no focinho.

Tabela 13: Parametros toxicoldgicos em camundongos apoOs aplicagdo por via
intraperitoneal do extrato hidroalcodlico do rizoma de Curcuma zerumbet.

Tratamentos Peso Via Veiculo Doses Parédmetros Observados
(9) (mg/Kg)
Basal 18-22 i.p. Salina/tween - cocar focinho, contorgao
20 abdominal
CzH 18-22 i.p. Salina/tween 10 tfreq. respiratoria, tfreq.
20 cardiaca, contor¢do abdominal,
cocar focinho.
CzH 18-22 i.p. Salina/tween 100 1freq. respiratoria, tfreq.
20 cardiaca, contor¢do abdominal,
cocar focinho.
CzH 18-22 i.p. Salina/tween 1000 tfreq. respiratoria, tfreq.
20 cardiaca, contorcdo abdominal,

cocar focinho, lamber as patas.

CzH= extrato hidroalcodlico do rizoma da C.zerumbet. i.p.= via intraperitoneal.

Os animais tratados por via oral com o extrato hidroalcodlico apresentaram perda

na locomoc¢édo motora e ficaram deprimidos por um periodo de 30 min., este efeito foi

proporcional as doses mais elevadas.

Os parametros observados (Tabela 14) demonstram que os efeitos foram parecidos

com o animal do grupo controle, ndo ocorrendo morte durante 15 dias de experimento.



Tabela 14: Parametros toxicolégicos em camundongos apds aplicagdo por via oral do
extrato hidroalcodlico do rizoma de Curcuma zerumbet.

Tratamentos P(E;S)O Via Veiculo (33723) Par&dmetros Observados
Basal 18-22 yo Salina/tween i cogar focinho, contorgéo abdominal.
' 20
. freq. respiratoria, 1freq. cardiaca,
| i : :
CzH 18-22 v.o. Sa mezlléween 10 contor¢é@o abdominal, cogar focinho.
: 1freq. respiratoria, 1freq. cardiaca,
CzH 18-22 v.o. Salmg/(t)ween 100 contor¢éo abdominal, cocar focinho.
1freq. respiratoria, 1freq. cardiaca,
CzH 1822 vo Salina/tween 1000 contorcédo abdominal, cocar focinho,
e 20 lamber as patas.
1freq. respiratoria, 1freq. cardiaca,
CzH 18-22 vo Salina/tween 2000 contor¢cdo abdominal, cocar focinho,
o 20 piloerecéo.
1freq. respiratoria, 1freq. cardiaca,
CzH 1822 vo Salina/tween 5000 contor¢cdo abdominal, cocar focinho,
e 20 lamber as patas, piloerecéo.

CzH= extrato hidroalcodlico do rizoma da C.zerumbet. v.0. = Via oral.

Quando analisados os comportamentos de laténcia e locomocdo ndo houve
diferencas estatisticas significantes entre 0os grupos experimentais que receberam o
extrato aquoso e hidroalcodlico independente da via de aplicacédo (P>0,05, ANOVA).

A analise do reflexo de auto-limpeza mostrou diferenca estatistica significativa
entre os animais do grupo controle (13,44+1,88) e do extrato aquoso (22,33+1,32),
hidroalcoolico (25,50+1,75), independentemente de dose (P<0,05, ANOVA).

A sensibilizacdo comportamental € caracterizada principalmente pelo
aumento gradual da atividade locomotora, embora este parametro ndo tenha
apresentado diferenca significativa entre os grupos, a alteracdo do grooming pode
ser indicativo de sensibilizacdo aos extratos de C. zerumbet.

No extrato aquoso e hidroalcodlico da C. zerumbet foi detectado a presenca
de curcuminoides: curcumina e dimetoxicurcumina, estes podem alterar e influenciar
a atividade no cérebro e, consequentemente, alterar a concentragdo dos
neurotransmissores noradrenalina, dopamina, serotonina e seus metabdlitos no
sistema nervoso central (KULKARNI et al., 2008; BHUTANI et al., 2009), como foi

observado no experimento.



5.8.3. Andlise Toxicidade Subaguda dos Extratos

A avaliacdo de toxicidade subaguda € uma metodologia amplamente
empregada para verificar e classificar substancias quanto & sua capacidade de
provocar danos agudos aos organismos vivos, em altas doses, especialmente
injuarias anatomopatolégicas e letalidade, e podem oferecer contribuicdo para
estabelecer parametros de seguranca — juntamente com outros dados de toxicidade
— para a saude humana (ZATTA et al., 2009).

Quanto aos vegetais, este método € util para identificar a toxicidade que o
mesmo possa apresentar e com isto minimizar o equivoco da populacdo em
acreditar que produtos naturais sado desprovidos de efeitos toxicos ou adversos
(SILVEIRA et al.,, 2008; CUNHA et al., 2009). Na Tabela 15, estdo expressos 0s
resultados dos parametros bioquimicos ap0s aplicagdo dos extratos por um periodo

de 28 dias de experimento.

Tabela 15: Parametros bioquimicos dos ratos Wistar apos aplicacdo por via oral do
extrato aquoso e hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet durante 28 dias de
tratamento.

Grupos
1 2 3 4 5 6 7
Glicose (mg/dL) 118+2,5 117+1,5 120+1,5 121+1,4 115+2,8 119+2,4 122+1,6
Colesterol (mg/dL) 88+2,7 86+1,8 88+2,4 90+25 83+1,9 92+3,6 93+2,5
Triglicerides (mg/dL) 79+2,3 76+1,4 79+1,3 82,9+2,7 75+1,5 78+1,2 86+1,3*

Parametros

Ureia (mg/dL) 37+4,4 45+2,4 40+2,0 46+15* 39+23 43+1,7 46+1,8*
Albumina (g/dL) 3,8+1,0 3,1+1,7 3,242,8 3,3x1,9 3,3+1,7 3,2+1,8 3,215
Acido Urico (mg/dL) 1,241,8 1,5#2,7 0,9#1,5 1,3+1,6 2,3%1,3 1,2+1,8 1,1+28
TGP/ALT (U/L) 49+4,3 44+36 51#2,0 56+1,5 48+26 51+2,6 57+29
TGO/AST (U/L) 134+5,0 133+2,5 138+1,3 140+3,6 126+1,8 139+2,7 142+14

1 (controle); 2 (Dose de 100 mg/Km do extrato aquoso do rizoma da C.zerumbet); 2 (Dose de 1000 mg/Km do
extrato aquoso do rizoma da C.zerumbet); 3 (Dose de 5000 mg/Km do extrato aquoso do rizoma da C.zerumbet);
4 (Dose de 100 mg/Km do extrato hidroalcodlico do rizoma da C.zerumbet); 5 (Dose de 1000 mg/Km do extrato
hidroalcodlico do rizoma da C.zerumbet);); 6 (Dose de 5000 mg/Km do extrato hidroalcodlico do rizoma da
C.zerumbet); Valores expressos em média = D.P.



Observa-se na Tabela 15 que os grupos em estudo ndo diferiram
significativamente para colesterol total, no entanto, para triacilglicerdis foi
significativo para o extrato hidroalcodlico na dose de 5000 mg/Kg. Este resultado
pode esta relacionado tanto com a concentracdo do extrato hidroalcodlico quanto
com a alimentagao dos animais, pois esta néo foi controlada.

O rim é um 6rgao sensivel, cuja funcado pode ser afetada por um numero de
fatores, tais como medicamentos de origem vegetal que conduzem a falha renal
(OLSON et AL., 2000). Avaliacdo dos possiveis danos renais devido aos extratos do
rizoma da C. zerumbet foi realizada com a dosagem de ureia (Tabela 15) (SAIDU et
AL., 2007). Segundo Gonzéalez e Schiffer (2003) a ureia € sintetizada no figado a
partir da amonia proveniente do metabolismo de aminoacidos.

Fatores renais (pré renal, renal e pdés-renal) e extra renais (ingestdo de
proteinas) podem interferir no aumento de concentracdo sérica de ureia. Sendo
assim, este aumento nos niveis de ureia nos animais que consumiram maiores
doses dos extratos, tanto no aquoso quanto no hidroalcodlico, pode ser sugerido por
fatores extras renais como a ingestdo de proteina na dieta pelos animais, ja que a
ureia é o principal produto final do catabolismo proteico.

A albumina plasmatica € boa indicadora do estado nutricional e, neste caso,
os valores obtidos nesta pesquisa apresentam-se dentro dos padroes de
normalidade para a espécie em estudo. Conforme a literatura, ratos sadios possuem
teor de albumina na faixa de 3,4 a 4,3 g dL" (SOUZA-SOARES et al., 2009).

N&o houve efeito sobre os niveis de AST e ALT, que sdo considerados
indicadores sensiveis de dano hepatocelular e dentro de limites pode fornecer uma
avaliacdo quantitativa do grau de danos ao figado (AI-HABORI et al., 2002)

E possivel deduzir, por conseguinte, que o extrato aquoso e hidroalcodlico
nao provocaram qualquer dano aos rins ou figado.

A avaliacdo sanguinea ¢ um importante indicador da fisiologia e patologia nos
homens e animais e seus valores podem ser alterados pela ingestdo de plantas
toxicas (VAZQUEZ; GUERRERO, 2007).

Baixas concentracbes de hemoglobina, hemacias e hematocrito podem
indicar anemia, hemorragia recente ou retencao de liquido, causando hemodiluicéo.
Ja4 uma contagem diminuida de plaquetas (trombocitopenia) pode resultar de uma
série de situacdes patoldgicas, como a destruicdo aumentada dessas células, devido

ao uso de certas drogas, a desordens imunes, a coagulacao vascular disseminada e



até lesdes mecanicas (DOGAN; TURKOGLU, 2008). O diferencial de leucécitos é
usado para avaliar a distribuicdo e a morfologia dos glébulos brancos, fornecendo
informacBes mais especificas sobre o sistema imune do que a contagem de
leucdcitos isoladamente (FAILACE, 2009).

Os parametros hematolégicos foram mensurados nesse estudo apés 28 dias
de administracdo dos extratos. Os animais tratados nao registraram diminuigbes
significativas dos niveis de hemacias, hemoglobina, hematdécrito e plaguetas (Tabela
16) e da contagem diferencial das células brancas e dos linfécitos, quando

comparados ao controle.

Tabela 16: Parametros hematologicos dos ratos Wistar apés aplicacdo por via oral
dos extrato aquoso e hidroalcodlico durante 28 dias de experimento.

Grupos
1 2 3 4 5 6 7
Leu. (10%/pL) 8,825 8,2£t1,9 7,0+2,7 5,3+29 94+1,4 9,4+15 9,515
Hem. (10%/pL) 6,3t1,6 5,8+2,6 59+1,3 5,6+15 64+14 6,1+16 5,9+1,3
Hemo. (g/dL) 13,9+1,5 13,3+2,2 13,9+2,0 12,7+1,3 14,6+2,0 14,3+2,0 13,6+1,6

Parametros

Hema. (%) 37,7¢1,5 37,1#1,9 38+2,0 3509+2,1 40,6+1,7 39,5¢2,4 38,414
V.C.M. (f) 59+2,5 63,8+1,7 63+1,3 63,2+1,6 63,4+2,3 62,5+t1,9 63,7+1,6
H.C.M. (pg) 21,7419 22,8+2,3 23,3+2,4 22,3+17 22,8+1,4 23,3+1,6 22,9+2,0
CH.CM.(g/dL) 36,8+1,6 358+1,9 365+1,4 353+1,6 359+1,7 36,2+1,8 354+1,4
R.D.W. (%) 12,1#2,0 13+1,3 12,9+1,6 13,6+2,0 12,7+1,4 12,615 13,9+1,6
Plaq. (10%uL)  899+1,5 711#1,5 722+1,5 773+1,4 723+1,5 669+1,5 90615
Neu. (%) 11,4+2,3 12+2,6 12,1+1,7 14+14 13+0,3 12+0,7 11,9+1,4
Linf. (%) 81,2+1,7 77,0£2,2 80,7¢1,9 77+1,4 77:0,8 76%15 82,2427
Mon.(%) 6,5¢1,3 3+11 7,0¢14 5+23 5+16 51,7 3,315
Eus. (%) 0,6+0,6 105 0,0+0,2 0,1+1,5 0,0+1,0 0,1+2,0 0,4+2,4
Bas. 0,3t04 0,0+1,0 0,2+0,1 0,012 0,002 00+1,7 02+1,7

1 (controle); 2 (Dose de 100 mg/Km do extrato aquoso do rizoma da C.zerumbet); 2 (Dose de 1000 mg/Km do
extrato aquoso do rizoma da C.zerumbet); 3 (Dose de 5000 mg/Km do extrato aquoso do rizoma da C.zerumbet);
4 (Dose de 100 mg/Km do extrato hidroalcodlico do rizoma da C.zerumbet); 5 (Dose de 1000 mg/Km do extrato
hidroalcodlico do rizoma da C.zerumbet);); 6 (Dose de 5000 mg/Km do extrato hidroalcodlico do rizoma da
C.zerumbet); Valores expressos em média + D.P.

Nas administracdes das doses testadas do extrato aquoso e hidroalcoodlico
ndo foi observado mortalidade (ndo sendo possivel a determinacdo da DLsp),
sugerindo o ndo envolvimento do sistema nervoso central e autbnomo (ALMEIDA,
2006).



Nos habitos diarios (consumo de ragcdo e producdo de fezes) ndo houve
variagdo significativa entre os grupos tratados com o extrato aquoso e hidroalcodlico
e 0 grupo controle. No entanto, houve alteracdo no parametro peso corporal, quando
comparado com o controle. O peso médio observado dos animais tratados com o
extrato aquoso nas doses de 100, 1000 e 5000 mg/Kg aumentaram de 155 * 5,8
para 363 + 7,8; 166 + 8,4 para 370 + 7,5 e 166 = 6,9 para 350 + 8,7 respectivamente;
enquanto o controle de 145 £ 5,7 para 241 £ 6,5, apresentando diferenca estatistica

a partir do 07 dia de aplicacao (Figura 29).
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Figura 29: Avaliacdo dos pesos dos animais ocorridos durante 28 dias de
tratamento por via oral do extrato aquoso da Curcuma zerumbet.

Enquanto, o peso meédio dos animais observados no experimento com o
extrato hidroalcodlico aumentou de 147 + 8,9 para 366 + 7,8 na dose de 100 mg/Kg;
144 + 8,8 para 345 = 9,8 na dose de 1000 mg/Kg e 171 + 7,0 para 252 + 7,8 na
dose de 5000 mg/Kg. Estes resultados podem esta relacionado com a quantidade de
proteina e carboidrato presentes nos extratos. Observa-se na Figura 30, que os
animais apresentaram diferenca de peso significativa a partir do 14° dia de aplicacéo
guando comparado ao controle para as doses de 100 e 1000 mg/Kg.

Os animais avaliados com a dose de 5000 mg/Kg apresentaram nas primeiras
semana do experimento um peso constante. Apds o 14% dia apresentou 0 mesmo

ganho de peso quando comparado aos animais controle.
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Figura 30: Avaliacdo dos pesos dos animais ocorridos durante 28 dias de
tratamento por via oral do extrato hidroalcodélico da Curcuma zerumbet.

Sabe-se, que a toxicidade sistémica pode ser identificada pela diminuicdo do
peso corporal dos animais e por alteracdes no consumo de agua e racdo, sendo tais
sinais importantes para a avaliacdo da toxicidade de uma substancia ou extrato, pois
fornece informacbes sobre o estado geral de saude dos animais (VALADARES,
2006).

Os 6rgaos analisados macroscopicamente e pesados, ndo apresentaram
diferenca estatisticas entre os grupos controle e das doses experimentais. Assim,
nenhuma evidéncia de toxicidade foi encontrada nos extratos testados da C.

zerumbet.

5.8.4. Atividade Antiulcera dos Extratos - Les&do Gastrica Induzida por

Etanol

O tratamento farmacologico para Ulceras gastricas esta relacionado com a
utilizacdo de medicamentos que diminuem a secre¢do acida e/ou a neutralizacdo do
acido e/ou a potencializacdo dos mecanismos de protecdo da mucosa
(citoprotetores) (RANG et al., 2007). Os inibidores da bomba de prétons sao
utilizados mais comumente, seguidos pelos antagonistas dos receptores H
(GOODMAN; GILMAN, 2007).



A Ranitidina, utilizada como farmaco para o controle positivo, inibe a producéo
acida por competir de modo reversivel com a histamina pela ligagdo aos receptores
H, na membrana basolateral das células parietais (YUAN; PADOL; HUNT, 2006). Os
dados dos resultados (Figura 31) demonstram que o extrato inibiu a ulceracao
géstrica, sugerindo a mesma acéao farmacoldgica do controle testado.

A atividade antitlcera do extrato aquoso do rizoma da C. zerumbet,
apresentou inibicdo dose dependente da ulceracdo, a dose de 50 mg/Kg inibiu 57 %
e a dose de 2000 mg/Kg inibiu 90 % a formacé&o de Ulceras nos animais testados.

Os resultados quando comparados estatisticamente com a Ranitidina,
observa-se que apresentaram efeitos significativos (p< 0,01 e < 0, 001) (Figura 31),

nas doses testadas e administradas por via oral nos animais experimentais.
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Figura 31: Atividade antitlcera do extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet,
administrado via oral em relacéo a ulceracdo induzida por etanol em camundongos.

A atividade antitlcera do extrato hidroalcoodlico do rizoma da C. zerumbet,
apresentou efeito a partir da dose de 50 mg/Kg com inibicdo de ulceracdo gastrica
80 %. As doses de 50 e 75 mg/Kg mostraram-se significativos (p<0,01 e < 0,001)
guando comparada a Ranitidina, controle positivo, utilizada como farmaco (Figura
32).
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Figura 32: Atividade antitlcera do extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma
zerumbet administrado via oral em relacdo a ulceracdo induzida por etanol em
camundongos.
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O efeito ulcerogénico do etanol na mucosa gastrica é reportado como sua
acao necrotizante sobre a mucosa. Segundo Rocha e colaboradores (2011), o etanol
quando administrado em altas concentragbes causa danos causticos, que
possibilitam que as lesbes penetrem profundamente no plexo vascular ocasionando
estase, ruptura da parede dos vasos sanguineos, favorecendo hemorragia e necrose
da mucosa. Szabo e Brown (1987) atribuiram ao etanol a capacidade de dissolugéo
dos constituintes do muco gastrico, 0 que por sua vez, provoca a perda da funcéo de
barreira protetora, permitindo a origem de lesbes e mudancas na diferenca de
potencial celular causada por uma retro-difusdo de ions H+.

Visto que a atividade do etanol na origem de Ulceras relaciona-se diretamente
com a reducdo da barreira de muco podemos propor que a acao gastroprotetora
promovida pelos extratos do rizoma da C. zerumbet pode estar relacionada com
uma possivel capacidade de aumento da quantidade de muco, 0 que por sua vez
dificultaria o contato do etanol com o epitélio gastrico protegendo-o. E sabido que a
camada de muco aderente continua funciona como uma barreira contra a pepsina
do lumen, protegendo a mucosa adjacente da digestdo proteolitica (ALLEN;
FLEMSTROM, 2005). Além disso, alguns autores relatam que 0s taninos presentes
em extratos vegetais podem formar uma barreira fisica na mucosa gastrica ao se

ligar a proteinas do muco e, dessa forma, poderiam tanto evitar a formacdo de



Ulceras, quanto facilitar a sua cicatrizacdo (DA SILVA et al., 2010; VASCONCELOS
et al., 2010).

O extrato aquoso e hidroalcoodlico também apresentaram o0s curcuminoides:
curcumina e dimetilcurcumina, ambos possuem a mesma atividade (YODKEEREE et
al., 2010). Segundo estudos de Gonzales e Orlando (2008) estes possuem acao
protetora sobre a mucosa gastrica, o que foi observado neste estudo, devido a sua
capacidade de reduzir a secrecdo de acido gastrico através da producdo de
secretina, esta também atua sobre o pancreas, estimulando a secretar bicarbonato e
estimular as defesas da mucosa géstrica através da inibicdo da inflamacédo mediada
por O6xido nitrico e de TNF-a. Corroborando com os estudos de Mahattanadul e
colaboradores (2009), onde demonstram através de suas pesquisas que a
curcumina e bisdemetoxicurcumina possuem efeito protetor e acelera a cicatrizacao
de Ulceras gastricas.

A atividade antitlcera do extrato aquoso e hidroalcodlico podem estar
relacionadas também as substancias fitoquimicas encontradas nos mesmos, como
as saponinas e os compostos fendlicos. Pois segundo Lee e colaboradores (2005)
as saponinas e 0os compostos fendlicos atuam através do mecanismo de inibicdo da

secrec¢do acida reduzindo o valor de pH do suco gastrico (SEVERI et al., 2009).

5.8.5. Atividades Anti-inflamatéria e/ou Analgésica

5.8.5.1. Contor¢c6es Abdominais produzidas pelo Acido Acético 2 %

O modelo quimico de nocicepcdo de contorcbes abdominais em
camundongos baseia-se na contagem das contorgcbes da parede abdominal
seguidas de tor¢céo do tronco e extensdo dos membros posteriores, como resposta
reflexa a irritacdo peritoneal e a peritonite produzidas pela injecao intraperitoneal de
acido acético (WHITTLE, 1964).

Os resultados obtidos apresentados na Tabela 17 mostram que o0 extrato
aguoso do rizoma da C. zerumbet administrado por via oral causaram inibicdo da

contor¢cdo abdominal independente das doses (250-1000 mg/Kg). Para o controle



negativo (basal), solucdo salina, a média de contor¢cbes apresentadas durante 1
hora de analise foi de 30 + 0,8, enquanto o extrato apresentou 5,5 + 1,4 (250 — 1000

mg/Kg).

Tabela 17: Efeito do extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet nas doses de
250-1000 mg/Kg administrado por via oral na resposta dor induzida pelo acido
acético 2%.

NUm. Contor¢des/min.

Tratamentos Veiculo Doses Via 15 30 45 60
(mg/Kg)
Basal Salina 0,9% - i.p. 32+0,3 29+0,3 33%05 30+0,8
Indometacina  Salina 0,9% 25 i.p. 07 0,3 08+0,6 08x0,5 09+04
CzA Salina 0,9% 250 V.0 92+05 6,7£3,3 05%21 05+2,3
CzA Salina 0,9% 500 V.0 85+15 6,715 06+£0,2 06 £0,2
CzA Salina 0,9% 1000 V.0 75+17 08+18 65%23 57+1,8

CzA= extrato aquoso rizoma C. zerumbet. i.p.= via intraperitoneal. v.0.= via oral.

Os testes de contorcdo foram estatisticamente significativos tanto para o
extrato quanto para o controle positivo utilizado, a indometacina, os quais inibiram
98,2 % a dor, como pode ser observado na Figura 33. Ndo ocorrendo diferenca
significativa entre a indometacina e as doses do extrato aquoso, mas entre o
controle negativo.

Nos estudos de Lobo e colaboradores (2009) os extratos da C. zerumbet
apresentaram atividade antinociceptiva a partir das doses de 10 mg/Kg aplicada por
via intraperitoneal, inibindo as contor¢des abdominais de 91,1 a 93,4 %, estes

resultados contribuem e confirmam a atividade analgésica desta espécie.
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Figura 33: Comparacdo do efeito antinoceptivo do extrato aquoso do rizoma da
Curcuma zerumbet com a indometacina (25 mg/kg) no modelo de contorgbes
abdominais, administrado por via oral.* Diferenca significativa em relacdo ao controle
positivo (indometacina) (p< 0,05).

Os resultados obtidos apresentados na Tabela 18 mostram que o0 extrato
hidroalcodlico do rizoma da C. zerumbet administrado por via oral causaram inibicéo
da contorcdo abdominal independente das doses (250-1000 mg/Kg). A média de
contorcbes apresentadas durante 1 hora de andlise para o controle negativo
(veiculo), foi de 39 + 0,8 e para o extrato hidroalcoolico foi 4,8 £ 0,76.



Tabela 18: Efeito do extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet
nas doses de 250-1000 mg/Kg administrado por via oral na resposta dor induzida

pelo &cido acético 2 %.

Num. Contorgdes/min.

Tratamentos Veiculo Doses (mg/Kg) Via 15 30 45 60
Basal Salina/tween 20 - ip. 33+x03 32+03 35+0,5 39108

Indometacina Salina/tween 20 25 ip. 55+12 55+05 65+09 68+19
CzH Salina/tween 20 250 v.o. 62+05 92+23 50+£08 55+1,2
CzH Salina/tween 20 500 v.o. 2,7+09 25+05 32%+05 35+04
CzH Salina/tween 20 1000 vo. 25+15 3,7+27 55+0,2 55%0,7

CzH= extrato hidroalcodlico do rizoma de C.zerumbet. i.p.=via intraperitoneal. v.0.= via oral.

Os testes de contorgao foram estatisticamente significativos tanto para o

extrato hidroalcodlico quanto para o controle positivo utilizado, a indometacina, os

quais inibiram 98,3 % a dor, como pode ser observado na Figura 34. A indometacina

utiizada como padréao,

guando analisada estatisticamente com as doses

administradas do extrato houve diferenca significativa nas doses de 500 e 1000

mg/kg.
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Figura 34: Comparacao do efeito antinoceptivo do extrato hidroalcodlico do rizoma
da Curcuma zerumbet com a indometacina (25 mg/kg) no modelo de contor¢gbes



abdominais, administrado por via oral.* Diferenca significativa em relagdo ao controle
positivo (indometacina) (p< 0,05).

A administracdo intraperitoneal de acido acético induz a liberacdo de
prostaglandinas, mas também a liberacdo de mediadores (aminas - norepinefrina e
acetilcolina) do sistema nervoso simpatico (BORSATO et al., 2000). Portanto, pode-
se concluir que tanto substancias com atividade anti-inflamatoria como
anticolinérgicos ou anti-adrenérgicos podem estar envolvidos na atividade
analgésica periférica (FERREIRA et al., 2003).

A indometacina utilizada como controle padrao do efeito antinoceptivo inibiu a
producdo de prostaglandina, sendo por isso indicada para o alivio da dor e
inflamacé&o (TSINMAN et al., 2009).

A reducdo do numero de contor¢cBes abdominais observadas apos o
tratamento com o extrato aquoso quanto o hidroalcodlico do rizoma da C. zerumbet,
sugere a presenca de compostos quimicos relacionados com a atividade analgésica
e anti-inflamatdria ndo esteroidais, que diminuem a dor por inibicdo da biossintese
de eicosandides, mediadores de processos inflamatoérios (CALDER, 2001).

Atividades anti-inflamatéria e antinociceptiva de extratos vegetais podem ser
atribuidas principalmente a substancias flavonoidicas, composto bioativo encontrada
tanto no extrato aquoso quanto no hidroalcodlico do rizoma da C. zerumbet (KIM et
al., 2004), as quais séo potentes inibidores da enzima 6xido nitrico sintase tipo 2,
responsavel pela sintese de éxido nitrico (NO), que indiretamente bloqueiam as vias
da cicloxigenase e/ou lipoxigenase e da proteina quinase C e L-arginina/NO
(MEOTTI et al., 2006). Essas vias tém sido implicadas em uma série de eventos
moleculares envolvidos na atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva (KIM et al.,
2004).

Outra explicacdo aceitavel para esta resposta pode estar relacionada com o
componente majoritario presente no extrato aquoso e hidroalcodlico da C. zerumbet
a curzerenona uma molécula com propriedade anti-inflamatéria e analgésica
(SOSHI; MATHELA, 2012).

A presenca de curcuminoides no extrato aquoso e hidroalcodlico também
podem contribuir para esta atividade, pois segundo a pesquisa de Liu e
colaboradores (2013) a atividade anti-inflamatéria de extratos de curcuma se da por



sua capacidade de inibir a conversdo do &acido araquiddnico em prostaglandinas por
COX-1le-2.

5.8.5.2. Teste da Placa Quente

A atividade analgésica dos extratos nos modelos de dor provocada por
estimulo térmico mostrou-se dependente da dose. No modelo da placa quente, o
extrato aquoso foi capaz de ampliar o tempo que os animais permaneciam sobre a
placa aquecida a 52 °C com efeito mais pronunciado aos 60 minutos, atingindo valor
maximo de 35,6 + 1,55 (Tabela 19).

Tabela 19: Efeito da administracdo oral do extrato aquoso do rizoma da Curcuma
zerumbet no tempo de resposta dos animais no modelo da placa quente.

Potencial analgésico

Tratamentos Veiculo Via Dose
(mg/Kg) i : , ,
min. 30 min. 45 min. 60 min.

Salina v.o.

Basal 0,9 % - 04,60+0,34 03,85+1,21 05,95+0,55 04,90 0,40
Salina v.o.

Ketamina 0,9 % 38,66 08,50+2,10 18,17+1,94 24,65+0,60 27,23+2,30
Salina v.o.

CzA 0,9 % 100 14,20+ 0,71 15,35+1,44 2485+2,24 28,12+ 2,65
Salina v.o.

CzA 0,9 % 250 1561+1,28 2325+1,85 28,28+0,45 29,12+ 2,15
Salina v.o.

CzA 0,9 % 500 22,21 +0,47 24,02+0,57 29,15+0,45 30,37 +0,67
Salina v.o.

CzA 0,9 % 1500 2761+0,64 2581+1,00 30,51+3,20 35,60+ 1,55

CzA= extrato aquoso do rizoma da C.zerumbet. v.o. = via oral

No entanto, observa-se na Figura 35 que apenas aos 15 min. iniciais do
tratamento com extrato aquoso na dose de 1500 mg/Kg foi considerada
significamente (p<0,05) o limiar nociceptivo, quando comparada ao controle positivo
ketamina.

A ketamina utilizada para o controle positivo tem acédo sobre os receptores

opioides, produz anestesia dissociativa e atua parcialmente pelo bloquei do canal do



receptor NMDA (DALE; HAYLLET, 2009). Ao agir nos receptores opibides reduz o

tempo de propagacdo de impulsos para o sistema nervoso central, o que

provavelmente pode ter acontecido com os extratos nas doses testadas.
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Figura 35: Comparacdo do efeito antinoceptivo do extrato aquoso do rizoma
da Curcuma zerumbet com a ketamina (25 mg/kg) no modelo de Placa
Quente, administrado por via oral. * Diferenca significativa em relacdo ao controle
positivo (Ketamina) (p< 0,05).

O extrato hidroalcodlico do rizoma da C. zerumbet mostrou-se com atividade

antinociceptiva a partir da dose de 100 mg/Kg no modelo placa quente através da

sensacao térmica, conforme os dados da Tabela 20.

Tabela 20: Efeito da administragdo oral do extrato hidroalcodlico do rizoma da
Curcuma zerumbet no tempo de resposta dos animais no modelo da placa quente.

Potencial analgésico

Tratamentos Veiculo Via (rrl:l);/T(eg)
15 min. 30 min. 45 min. 60 min.

Basal Salina/tween 20 v.o. - 04,36 +1,4 04,00+0,4 5,00+0,1 06,50+0,8
Ketamina Salina/tween 20 v.o. 38,66 08,78+0,9 1355+0,3 13,70+2,5 14,00+1,9
Salina/tween 20 v.o. 100 12,31+2,1 13,20+0,6 17,82+1,5 18,50+2,6

CzH Salina/tween 20 v.o. 250 12,33+2,5 1560+0,8 1850+2,4 19,80+ 2,1
Salina/tween 20 v.o. 500 19,70£0,7 23,11+£3,0 249+15 2850+1,7

Salina/tween 20 v.o. 1500 22,10+£0,5 23,98+2,0 26,53+1,8 29,07 +0,5

CzH= extrato hidroalcodlico rizoma da C. zerumbet. v.0.= via oral



Os resultados analisados estatisticamente demonstram que as doses de 500
e 1500mg/Kg (Figura 36) apresentaram efeitos significativos quando comparados a
Ketamina, farmaco utilizado como controle positivo, a partir dos primeiros 15 min. de

tratamento e persistiram durante todo o experimento.
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Figura 36: Comparacao do efeito antinoceptivo do extrato hidroalcodlico do rizoma
da Curcuma zerumbet com a ketamina (25 mg/kg) no modelo de Placa Quente,
administrado por via oral. * Diferenca significativa em relacdo ao controle positivo
(Ketamina) (p< 0,05).

Com base nos resultados obtidos dos testes de placa quente, observa-se que
tanto o extrato aquoso quanto o extrato hidroalcodlico podem apresentar efeito
antinociceptivo sobre o sistema nervoso central. Pois este teste € considerado
sensivel a farmacos que atuam em nivel supraespinal e modulacdo a resposta
dolorosa (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006), sugerindo uma acdo modulatéria dos
extratos analisados, pois estes poderiam estar imitando o efeito dos opioides
enddgenos ao nivel de seus receptores pds-sinapticos, acionando diferentes
mecanismos fisiologicos cuja funcao é bloquear a entrada da informacéao dolosa no
SNC.



5.8.5.3. Analgesimetro

O efeito analgésico causado por estimulo mecéanico do extrato aquoso do
rizoma da C. zerumbet durante o experimento observa-se que as doses testadas de
100, 500 e 1500 mg/Kg apresentaram resultados semelhantes ao farmaco Ketamina
utilizado como controle positivo. Apenas na dose de 1500 mg/Kg apos 45 min. de

experimento observou-se diferencga significativa (p<0,01) (Figura 37).
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Figura 37: Comparacdo do efeito antinoceptivo do extrato aquoso do rizoma da
Curcuma zerumbet com a ketamina (25 mg/kg) no modelo Analgesimetro,

administrado por via oral. * Diferenca significativa em relacdo ao controle positivo
(Ketamina) (p< 0,05).

O extrato hidroalcodlico do rizoma da C. zerumbet apresentou efeito
analgésico a partir de 15 min. apenas para a dose de 1500 mg/Kg, enquanto a dose
de 500 mg/Kg apresentou efeito apenas a partir de 30 min..Observou-se que a dose
de 100 mg/Kg ndo apresentou um efeito desejavel como era esperado, ficando
abaixo do controle positivo testado. Apenas com 60 min. de experimento foi

significativo (p<0,05) quando comparado ao farmaco Ketamina (Figura 38).
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Figura 38: Comparacgédo do efeito antinoceptivo do extrato hidroalcodlico do rizoma
da Curcuma zerumbet com a ketamina (25 mg/kg) no modelo Analgesimetro,
administrada por via oral. * Diferenca significativa em relacdo ao controle positivo

(Ketamina) (p< 0,05).

Os resultados analisados dos extratos aquoso e hidroalcodlico demonstram
gue estes possuem atividade analgésica periférica e central a partir da dose de 500
mg/Kg.

As andlises dos resultados expressos nas atividades antinoceptivas podem
ser atribuidas aos curcuminoides encontrados tanto no extrato aguoso quanto no
hidroalcodlico do rizoma da C. zerumbet, pois estes alteram a ativacao do NFB pelo
blogueio da fosforizacdo do IKB, promovendo a redugdo na expressao genética de
TNF, IL e COX-2, aléem de reduzir a secrecdo de IL-6 e PGE,, substancias
envolvidas na patogenicidade da dor e inflamacdo (GONZALES; ORLANDO, 2008).



5.8.5.4. Determinacdo da atividade antiedematogénica do extrato da

Curcuma zerumbet — Edema induzido por carragenina

O processo inflamatério induzido pela carragenina é um processo agudo, ndo
imune, altamente reproduzivel e bem estudado. A carragenina quando injetada
subcutaneamente na regido plantar do animal, é capaz de produzir os sinais
cardinais da inflamagdo — edema (tumor), eritema (rubor) e hiperalgesia (maior
sensibilidade a estimulos dolorosos) — que se desenvolvem rapidamente em
decorréncia da acdo de varios mediadores pré-inflamatérios derivados do plasma ou
das células envolvidas na resposta inflamatéria (MORRIS, 2003)

A formacdo do edema na pata é o resultado do sinergismo entre varios
mediadores que aumentam permeabilidade vascular, provocam a vasodilatagdo com
aumento do fluxo sanguineo além da migracdo de células polimorfonucleares
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

A carregenina induz a inflamagcdo pela liberagdo de prostaglandina,
ocasionando a formacdo de edema. Nesse modelo pode ocorrer elevacao dos niveis
de COX-2, com um aumento concomitante da producdo de prostaglandinas
(NANTEL et al., 1999).

Neste modelo de edema de pata induzido pela carragenina, Vvarios
mediadores da inflamacdo operam em sequencia, em tempos jA bem definidos na
literatura, para produzir a inflamagdo. Na primeira fase de desenvolvimento do
edema (0-1 h) ocorre a liberagdo da histamina, da 5-hidroxitriptamina e da
bradicinina. A segunda fase (1-6 h) esta relacionada a producdo elevada de
prostaglandinas liberadas pela acéo conjunta da enzima ciclooxigenase 2 (COX-2) e
do NO (SALVEMINI et al., 1996).

Anti-inflamatérios néo esteroides, como a indometacina, inibem a
cicloexigenase, reduzindo a biossintese de prostaglandina (FARSAM et al., 2000).

A Tabela 21 mostra os efeitos do extrato aquoso no periodo de 120 min. de

analise frente ao controle indometacina.



Tabela 21: Percentual de tumefagdo das patas dos animais segundo acgdo anti-
inflamatoria do extrato aquoso de Curcuma zerumbet administrada por via oral.

Tratamentos Dose Via Percentual de Tumefacdo das Patas
(mg/Kg)

15 min. 30 min. 45 min. 60 min. 90 min. 120 min.
Basal - v.0. 42,20+2,5 50,95+2,0 51,99+1,8 48,15+1,7 45,35+1,9 40,24+2,1
Indometacina 5 i.p. 30,13+3,2 27,95+2,6 23,76+2,0 21,87+1,7 15,32+1,9 11,22+2,3
100 v.0. 43,32+2,3 44,46+2,1 44,67+2,5 43,23+1,5 24,24+1,7 14,04+1,8
CzA 500 v.o. 16,36x2,0 12,88+1,7 10,30+1,4 08,50+1,6 04,62+2,3 02,90+1,6
1500 v.o. 19,21+15 16,41+25 11,35+1,9 07,64+t1,9 05,86x1,7 02,62+1,8

CzA= extrato aquoso do rizoma da C. zerumbet. v.0.= via oral. i.p.

intraperitoneal. Os valores estao

representados como média + DP para 6 animais.

A Figura 39 mostra evolucéo do edema de pata induzido por carragenina para
os tratamentos de indometacina e doses do extrato aquoso. As melhores doses
utilizadas foram a de 500 e 1500 mg/Kg, onde os animais tratados apresentaram
nitida tendéncia a diminuir a intensidade do edema nos primeiros minutos do
tratamento, com 54 e 66 % de inibicdo respectivamente. No entanto, ndo houve
diferenca estatistica para os resultados encontrados, possuindo o mesmo efeito da

droga anti-inflamatéria utilizada.
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Figura 39: Percentual do aumento do volume da pata em funcdo do tempo (min) em
ratos inoculados com carragenina (30u/pata). Os animais foram tratados por via oral
com extrato aquoso do rizoma de Curcuma zerumbet 60 minutos antes apos a
aplicacao do estimulo.



Na Tabela 22 apresenta os valores de percentual de tumefacéo das patas dos
animais para analise anti-inflamatoria do extrato hidroalcodélico de C. zerumbet frente

ao controle indometacina.

Tabela 22: Percentual de tumefagdo das patas dos animais segundo agao anti-
inflamatoria do extrato hidroalcodlico de Curcuma zerumbet administrada por via

oral.

Tratamentos Dose Via Percentual de Tumefacdo das Patas
(mg/Kg)

15 min. 30 min. 45 min. 60 min. 90 min. 120 min.
Basal - v.0. 42,20+2,5 50,95+2,0 51,99+1,8 48,15+1,7 45,35t1,9 40,24+2,1
Indometacina 5 i.p. 30,13+3,2 27,95+2,6 23,76+2,0 21,87+1,7 15,32+1,9 11,22+2,3
100 v.0. 27,90+2,7 25,40+1,8 24,70+3,1 22,30+1,9 19,70+2,6 15,09+24
CzH 500 v.0. 22,90+2,7 23,41+1,8 20,73+3,1 20,32+1,9 17,71+2,6 15,09+2,4
1500 v.0. 23,02+1,9 19,42+15 16,88+2,5 12,63+2,1 08,98+2,5 05,87+1,5

CzH= extrato hidralcodlico do rizoma da C. zerumbet. v.0.= via oral. i.p.= intraperitoneal. Os valores estdo
representados como média + DP para 6 animais.

Observa-se na Figura 40 a evolucdo da turmefacéo nas patas dos animais
quando aplicada o extrato hidroalcodlico. O resultado demonstra que ndo houve
diferenca estatistica quando comparada ao controle Indometacina, no entanto,
percebe-se que a dose de 1500 mg/Kg de extrato reduziu a turmefacdo a partir dos

30 min. de reagao com 70 % de inibig&o.
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Figura 40: Percentual do aumento do volume da pata em funcdo do tempo (min) em
ratos inoculados com carragenina (30 p/pata). Os animais foram tratados por via oral



com extrato hidroalcodlico do rizoma de Curcuma zerumbet 60 minutos antes apoés a
aplicacdo do estimulo.

Segundo Behling e colaboradores (2004) citam que acdo de alguns
flavonoides inibem a acdo das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase, impedindo a
formacdo das prostaglandinas e leucotrienos, inibindo dessa forma o0s processos
inflamatorios, o que pode ter ocorrido neste estudo. Por outro lado, a atividade
antiinflamatdria pode estar associada ao efeito inibitorio de terpendides sobre o fator
nuclear kB (NAM, 2006). Saponina terpenoidica tem também exercido atividade
antinociceptiva via modulacdo dos receptores do GABA, NMDA, nao-NMDA,
serotonina e a-adrenérgico ao nivel da medula espinhal, o que pode justificar o efeito
dos extratos (SUH et al., 2000).

Diante dos resultados analisados, pode-se supor que 0 sinergismo dos
compostos secundarios presentes no extrato aquoso e hidroalcoolico testados pode
estd inibindo a liberacdo ou a acdo de mediadores envolvidos nas fases da resposta

inflamatoéria.

5.9. Desenvolvimento do logurte

Os iogurtes formulados (Figura 41) com o extrato aquoso e hidroalcodlico
apresentaram caracteristicas organolépticas ideias para iogurte independente da
concentracdo e do extrato adicionado que é um dos aspectos fundamentais na

qualidade e aceitacao.



Figura 41: logurtes formulados com os extratos aquoso e hidroalcodlico da Curcuma
zerumbet. Fonte: Marcia Castro, 2015.

5.9.1. Andlises Fisico-quimicas dos logurtes

A composicdo do leite empregado na fabricacdo dos iogurtes estava de
acordo com os valores previstos na legislacdo (Acidez: 17°D, lipideos: 3,0% e
proteina total: 3,18%). Da mesma forma verifica-se na Tabela 23 que todos os
iogurtes avaliados estdo em conformidade com a legislagao vigente (BRASIL, 2007).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados
(BRASIL, 2007), classifica os leites fermentados quanto ao teor de gordura em:
creme, percentual de gordura de no minimo 6 %, integral, percentual de gordura
entre 3 a 59 %; semidesnatado, percentual de gordura entre 0,6 a 2,9 % e
desnatado, percentual maximo de gordura 0,5 %. Portanto, os iogurtes elaborados
com o extrato aquoso e hidroalcodlico do rizoma de C.zerumbet por apresentarem
um percentual de gordura entre 1,2 a 15 % foram classificados como

semidesnatados.



Tabela 23: Composicao fisico-quimica dos iogurtes formulados com os extratos
aguoso e hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet.

Formulacées Umidade % Cinza % Lipidio % Proteina %
I.N. 51+0,12° 35+0,04° 15+0,14° 14,0 + 0,42°
I.LE.A. 0,12% 5,5+ 0,02° 3,6+0,05° 1,4+0,09° 15,6 + 0,49°
I.LE.A. 0,25% 7.1+0,07° 38+0,14®> 1,2+0,06° 15,7 + 0,56°
I.E.H. 0,12% 3,3+0,07° 3,7+0,01° 1,4+0,06° 15,9 + 0,07°
I.E.H. 0,25% 4,6 +0,05% 3,8+0,08° 1,5+0,07° 16,0 + 0,09°

*Valor expresso em Kcal/100g; Média e desvio-padrdo; Médias, em mesma coluna, seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem significativamente no teste de Tukey (p<0,05). I.N.= controle; I.E.A.0,12 % = iogurte com 0,12
% do extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet; I.LE.A. 0,25 % = iogurte com 0,25 % do extrato aquoso do
rizoma da Curcuma zerumbet; .E.H. 0,12 %= iogurte com 0,12 % do extrato hidroalcodlico do rizoma da
Curcuma zerumbet; I.LE.H. 0,25 % = iogurte com 0,25 % do extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma
zerumbet.

Comparando os valores de proteinas encontrados com o determinado por
Brasil (2007), foi observado que tanto os iogurtes de extrato aquoso (15,6 — 15,7 %),
guanto o iogurte de extrato hidroalcodlico (15,9 — 16 %) apresentaram um teor
proteico mais elevado que o indicado pela legislacdo (minimo de 2,9% de proteinas
para o iogurte), enquadrando-se dentro do padrao estabelecido na mesma. Observa-
se também que os mesmos nao tiveram diferenca estatistica quando comparados ao

controle.

5.9.2. Analise Microbiol6gica dos logurtes

A analise microbiolégica (Tabela 24) realizadas nas amostras formuladas
apresentou-se satisfeitas, uma vez, que estavam todas de acordo com a Legislacéo
Sanitaria. A presenca de coliformes em iogurtes € limitada pelos valores de pH, pois
sua faixa de crescimento é atribuida a 4,4 a 9,0, logo sua auséncia nha maioria das
amostras formuladas, ja que esses microrganismos podem sofrer estresse e nao
serem detectados nas andlises (LIMA et al., 2009; JAY, 2005).



Tabela 24: Analise microbiologica dos iogurtes.

Microorganismos Formulag6es
I.LE.A. 0,12% I.LE.A. 0,25% I.LE.H. 0,12% I.E.H.0,25%

Coliforme total (NMP/g) 0,0 0,0 0,0 0,0
Coliforme fecal (NMP/g) 0,0 0,0 0,0 0,0
Mesofilos (UFC/g) 4x10* 2 x 10* 4x10* 3 x 10*
Bolores e Leveduras (UFC/g) <10 <10 <10 <10
Stafilococus aureus (UFC/qg) <10 <10 <10 <10
Salmonella sp. Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

I.E.A.0,12 % = iogurte com 0,12 % do extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.A. 0,25 % = iogurte
com 0,25 % do extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.H. 0,12 %= iogurte com 0,12 % do extrato
hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.H. 0,25 % = iogurte com 0,25 % do extrato hidroalcodlico do
rizoma da Curcuma zerumbet.

Contudo, a auséncia de coliformes, pode ser indicativa de boas condicbes
higiénico-sanitarias, durante o processo de elaboracao (LIMA et al., 2009).

Com relacédo aos microrganismos aerdbios mesdofilos, sabe-se que a Instrucao
Normativa N° 16 de 23 de Agosto de 2005 ndo estabelece padrées microbioldgicos
para estes, mas, as analises foram realizadas para se ter uma nocéo da qualidade
higiénico-sanitaria do produto e os resultados interpretados baseando-se nos
padrées microbiolégicos, onde as amostras com qualidade aceitavel apresentam
contagens de até 7,5x10* (UFC/ml) (BRASIL, 2005).

A contagem da populacdo de leveduras e bolores e Stafilococus aureus nos
iogurtes avaliados, sendo em condicfes satisfatria para o consumo. Este resultado
demonstra a qualidade do produto foi obtido em condigbes adequadas de sanidade

sem que pudessem conferir ao produto caracteristicas microbiologicas indesejaveis.

5.9.3. Contagem Total de Bactérias Lacteas

A sobrevivéncia das bactérias lacteas durante o armazenamento até o
consumo € considerada importante, pois os efeitos promotores da saude dos
produtos lacteos fermentados podem ser relacionados com a atividade bioldgica das
bactérias empregadas na producdo desses alimentos e os metabdlitos gerados
durante o processo de fermentacao (GALLINA et al., 2011).



Para alcancar um efeito terapéutico, o numero de bactérias até o consumo
deve ser de no minimo 10° a 10° UFC/mL (CRUZ et al., 2012; ILLUPAPALAYAM;
SMITH; GAMLATH, 2014). Os resultados da viabilidade das bactérias lacteas nos
iogurtes formulados durante a estocagem a 4 °C por um periodo de 35 dias, estédo
apresentados na Figura 42.

A média da sobrevivéncia das bactérias lacteas (UFC/mL) nos dias 1, 7, 14 e
no final do periodo de vida util (dia 35) sdo mostrados na Figura 42. Observa-se que
as bactérias lacteas a partir do 14 dia de armazenamento para o iogurte com 0,25 %
de extrato aquoso do rizoma da C.zerumbet apresentaram um pico de crescimento

com efeito significativo quando comparado ao iogurte natural.
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Figura 42: Comparacdo da viabilidade das bactérias lacteas nos iogurtes
formulados durante 35 dias de armazenamento mantidos sob refrigeracéo (4° C).
I.LE.A.0,12 % = iogurte com 0,12 % do extrato aquoso do rizoma da Curcuma
zerumbet; .LE.A. 0,25 % = iogurte com 0,25 % do extrato aquoso do rizoma da
Curcuma zerumbet; I.LE.H. 0,12 %= iogurte com 0,12 % do extrato hidroalcodlico do
rizoma da Curcuma zerumbet; I.LE.H. 0,25 % = iogurte com 0,25 % do extrato
hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet.

Os iogurtes com extrato aquoso e o hidroalcoodlico apresentaram crescimento
das bactérias lacteas com picos caracteristicos para 35 dias de armazenamento o
que ndo € comum em iogurtes fabricados. Pode-se verificar que estes apresentaram
efeitos significativos quando comparados com o controle (iogurte natural). Esta

sobrevivéncia pode esta relacionada com as proteinas presentes nos extratos onde



desempenham importante funcdo na liberagdo de aminoacidos, essencial para o
crescimento das mesmas.

Ao avaliar os resultados obtidos na Figura 42 observa-se que os iogurtes
formulados apresentaram contagens de bactérias lacticas durante todo o periodo de
estocagem compativel a legislacao vigente, a qual preconiza para leites fermentados
contagem de bactérias laticas totais de no minimo de 10° unidades formadoras de
colénia por grama (UFC/g) do produto (BRASIL, 2007).

Uma caracteristica fisioldgica diferenciadora das bactérias laticas € sua alta
tolerancia a acidez. A diminuicdo do pH em um produto pode ser devido a Vvarios
fatores incluindo: pH inicial, tempo de fermentacao, variacdo de temperatura e niveis
de acidos organicos produzidos no final da fermentacdo e durante o armazenamento
(DONKOR et.al., 2006).

Um pH adverso afeta pelo menos dois aspectos de uma célula bacteriana
viva: o funcionamento de suas enzimas e o transporte de nutrientes para o interior
da célula. Além da interferéncia da acidez na viabilidade, as bactérias laticas exigem
complexos fatores de crescimento como: vitaminas do complexo B, aminoacidos e
bases purinicas e pirimidinicas (LIN et.al., 2005).

Os estudos de Amirdivani e Baba (2011) reportam iogurte de ervas reduzem
de forma rpida o pH, diferente do observado por Singh e colaboradores (2011) que
em seus estudos a faixa de pH ficou entre 4,5 a 4,1 (ILLUPAPALAYAM; SMITH,;
GAMLATH, 2014), corroborando com este trabalho como observado na Figura 43.
No total, a conversao da lactose em &cido lactico, a composi¢do da cultura fermento
de bactérias, e a duracdo de armazenamento e temperatura de fermentacdo pode

ser a razao para a diminuicdo no pH durante o armazenamento.
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Figura 43: Valores de pH dos iogurtes em refrigeracéo (4° C) durante 35 dias de
armazenamento. I.N. (iogurte natural); I.E.A.0,12 % = iogurte com 0,12 % do extrato
aguoso do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.A. 0,25 % = iogurte com 0,25 % do
extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.H. 0,12 %= iogurte com 0,12 %
do extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.H. 0,25 % = iogurte
com 0,25 % do extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet.

Producdo de acido por microrganismos provoca uma diminuicdo no pH
durante fermentacdo a 42 °C, e esta diminuicdo continua durante o armazenamento
a 4 °C (SHAH, 2000). Como resultado, verificou-se uma diferenca de pH nao
esperado ap6s 28 dias de armazenamento, nos quais 0s iogurtes com extratos
apresentaram uma variagcado de pH de 4,4 a 4,5.

A diminuicdo dos niveis de pH foi maior no controle produto do que nas
amostras suplementadas com os extratos durante o periodo de armazenamento.
Este fendmeno pode ser atribuido & presenca de compostos com capacidade de

tamponamento nos extratos aquoso quanto hidroalcodlico.

5.10. Avaliacao da Atividade Antitulcera dos logurtes

A Figura 44 mostra analise de um estdmago in natura do rato Wistar sem

tratamento onde se observa caracteristicas anatomo-histolégicas do 6rgdo: (a)



apresenta o estbmago em visdo macroscépica com as pregas presentes e coloracdo
padrdo da sua mucosa; (b) apresenta a microscopia do estdbmago: mucosa (Mc),
apresenta pregas que sao as evaginacfes da mucosa, com glandulas gastricas
contendo células parietais e principais, lamina prépria € limitada pela muscular da
mucosa (Mmc). A submucosa (SMc) é composta por tecido conjuntivo propriamente
dito. Observa-se ainda no canto inferior esquerdo da foto a muscular prépria (Ms).

Figura 44: (a) Imagem macroscopica do estémago in natura do rato albino Wistar;
(b) fotomicrografia do estbmago (10x), coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular
da mucosa); SMc (submucosa); Ms (muscular propria). Fonte: Marcia Castro, 2015.

A Figura 45 mostra analise de um estdbmago do rato Wistar tratado por
ranitidina. Em analise macroscopica apresenta leve edema, cor da mucosa rosa
(normal) com presenca de pregas e algumas microhemorragias. Na analise
microscopica, a mucosa apresenta de forma discreta a presenca de infiltrado
inflamatorio e vasos congestos. Ndo € possivel observar na foto area da leséo
(didtese) hemorragica.



Figura 45: (a) Imagem macroscopica do estbmago in natura do rato albino Wistar
tratado por ranitidina com areas microhemorragicas (setas); (b) fotomicrografia do
estbmago (20x), coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular da mucosa); SMc
(submucosa); Ms (muscular prépria); Vc (vasos congestos); Inf (infiltrado
inflamatdrio). Fonte: Marcia Castro, 2015.

A administracdo oral de etanol produziu lesdes na mucosa gastrica dos ratos
que puderam ser visualizadas macroscopicamente na forma de hemorragias (Figura
46). As principais caracteristicas da Ulcera gastrica induzida pelo etanol sdo a perda
epitelial, edema da mucosa e a hemorragia sub-epitelial. O etanol penetra
rapidamente na mucosa gastrica, a lesdo € caracterizada por danos na membrana
celular, erosdo hemorragica, areas com necrose de coagulacdo difusa e congestao
vascular e formacado distinta de Ulcera (FARIA et al., 2012). Observa-se na
fotomicrografia do estbmago a presenca de vasos congestos, infiltrado inflamatorio,
hiperemia capilar na mucosa e perda epitelial.

As lesbes causadas pelo agente necrosante (etanol) em roedores nao
simulam integralmente as caracteristicas da Ulcera que se desenvolve em humanos,
pois essas lesdes nos roedores sdo temporalmente agudas e, consequentemente
superficiais. Entretanto, esse modelo ulcerogénico possui respaldo para a pesquisa
de novos protétipos de drogas potencialmente efetivas para o carater clinico
(SZABO; GOLDBERG, 1990).



Figura 46: (a) Imagem macroscépica do estbmago in natura do rato albino Wistar
com lesBes evidentes (setas) induzidas por etanol; (b) fotomicrografia do estdmago
(20x) coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular da mucosa); SMc (submucosa);
Vc (vasos congestos); Inf (infiltrado inflamatdrio); Hp (hiperemia). Fonte: Marcia
Castro, 2015.

Neste estudo, foi observado que o pré-tratamento com o iogurte contendo
0,12 % de extrato aquoso de C. zerumbet diminuiu o dano gastrico produzido pelo
etanol. Observa-se na Figura 47 que macroscopicamente a parede do estdmago
apresenta reducdo da area de lesdo causada pelo etanol quando comparada com o
estbmago do animal que foi induzido a ulceragdo por etanol (Figura 46) sem
tratamento. Na fotomicrografia (Figura 47), a mucosa apresenta intenso infiltrado
inflamatério, vasos congestos e afluxo sanguineo. Nessa imagem néo é possivel
observar &rea ulcerada.



Figura 47: (a) Imagem macroscopica do estbmago in natura do rato albino Wistar
tratado por via oral com I.E.A. 0,12 % (iogurte com 0,12 % de extrato aquoso); (b)
fotomicrografia do estdbmago (10x) coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular da
mucosa); Vc (vasos congestos); Inf (infiltrado inflamatorio); Hp (hiperemia). Fonte:
Marcia Castro, 2015.

Na Figura 48, no animal tratado com L.E.A. 0,25 % (iogurte com 0,25 % de
extrato aquoso), nota-se que ndo houve alteracdo macroscopica ha mucosa
gastrica. A mucosa continua apresentando pregas com coloracdo normal, sem
lesbes causadas pelo etanol. Observa-se que a concentracdo de 0,25 % do extrato
aguoso no iogurte obteve uma melhor protecdo quando comparada a concentracao
de 0,12 % do extrato. Na analise microscopica ocorre a presenca de infiltrado
inflamatorio proveniente da agéo lesiva do etanol, alguns vasos congestos e sem

lesdo na mucosa.



Figura 48: (a) Imagem macroscoépica do estdbmago in natura do rato albino Wistar
tratado por via oral com I.E.A. 0,25 % (iogurte com 0,25 % de extrato aquoso); (b)
fotomicrografia do estdmago (10x) coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular da
mucosa); SMc (submucosa); Ms (muscular prépria); Vc (vasos congestos); Inf
(infiltrado inflamatdrio). Fonte: Mércia Castro, 2015.

A Figura 49 apresenta os resultados da atividade antitlcera dos tratamentos
realizados com iogurtes contendo 0,12 e 0,25 % do extrato aquoso do rizoma da C.
zerumbet. Estes administrados por via oral apresentaram atividade antiulcerogénica
de 65 a 86 % respectivamente, quando comparados com 0 controle positivo a
ranitidina, o iogurte com maior concentracdo do extrato ndo apresentou diferenca
estatistica (p < 0,001).
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Figura 49: Atividade antitlcera dos iogurtes contendo 0,12 e 0,25 % de extrato
aguoso do rizoma da Curcuma zerumbet administrado via oral. 1.E.A.0,12 % =
iogurte com 0,12 % do extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet; I.E.A. 0,25
% = iogurte com 0,25 % do extrato aquoso do rizoma da Curcuma zerumbet.

A Figura 50 apresenta a mucosa do estdbmago do animal que foi tratado com
iogurte contendo 0,12 % do extrato hidroalcodlico, a mucosa do estdbmago
macroscopicamente com poucas lesdes, apresentando alguns focos de hemorragia,
mas preservando as pregas e a coloracdo da mucosa. Na analise microscépica, a
mucosa observa-se integra, apresentando infiltrado inflamatério e vasos congestos,

além de hipotrofia da mucosa gastrica.



Figura 50: (a) Imagem macroscoépica do estdbmago in natura do rato albino Wistar
tratado por via oral com I.E.H. 0,12 % (iogurte com 0,12 % de extrato hidroalcodlico);
(b) fotomicrografia do estdbmago (10x) coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular
da mucosa); SMc (submucosa); Ms (muscular propria); Vc (vasos congestos); Inf
(infiltrado inflamatdrio). Fonte: Mércia Castro, 2015.

Observa-se que 0s animais pré-tratados com o iogurte contendo 0,25 % de
extrato hidroalcodlico ndo apresentaram lesdes macroscopicas na mucosa do
estbmago dos animais (Figura 51). A mucosa apresenta pregas e coloracao résea
(normal), o agente lesivo (etanol) ndo promoveu alteragdes visiveis na mucosa do
estbmago dos animais experimentais. Na andalise microscépica verificou-se a

presenca de discreto infiltrado inflamatério sem alteracdo na mucosa gastrica.



Figura 51: (a) Imagem macroscopica do estbmago in natura do rato albino Wistar
tratado por via oral com I.E.H. 0,25 % (iogurte com 0,25 % de extrato hidroalcodlico);
(b) fotomicrografia do estémago (10x) coloracdo HE. Mc (mucosa); Mmc (muscular
da mucosa); Inf (infiltrado inflamatorio). Fonte: Marcia Castro, 2015.

A Figura 52 apresenta os resultados da atividade antitlcera dos tratamentos
realizados com iogurtes contendo 0,12 e 0,25 % do extrato hidroalcodlico do rizoma
da C. zerumbet. Estes administrados por via oral apresentaram atividade
antiulcerogénica de 76 a 86 % respectivamente, quando comparados com o controle
positivo, a ranitidina, o iogurte com maior concentracdo de extrato ndo apresentou

diferenca estatistica (p < 0,001).



100 -

Indice de ulceracao
L= [=)] o0
[an] [an] [an]

-

[
<
1

F*k
FH

. n 1

Basal Ranitidina [.E.H.0,12% |.E.H. 0,25%

Figura 52: Atividade antitlcera dos iogurtes contendo 0,12 e 0,25 % de extrato
hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet administrado via oral. I.E.H. 0,12 %=
iogurte com 0,12 % do extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet; |.E.H.
0,25 % = iogurte com 0,25 % do extrato hidroalcodlico do rizoma da Curcuma
zerumbet.

O resultado anatdbmico e histopatolégico da avaliagdo gastrica induzida por
etanol apresentou semelhancas com estudos anteriores que também utilizaram esse
lesionante (agente estressante). O etanol é altamente corrosivo para a mucosa
gastrica, sua acao abrange erosao superficial, liberacdo de histamina via mastécitos
de mucosa e submucosa e leucotrienos, ocorrendo assim geracdo de edema. Seu
mecanismo de acdo se baseia no seu efeito solvente, dissolvendo lipideos da
membrana celular e, também reduz o nivel de proteinas dos tecidos, que por sua
vez, levam a diminuir o fluxo sanguineo gastrico, resultando em necrose (BHARTI;
WAHANE; KUMAR, 2010; MAHMOOD; AL-BAYATY; SALMAH, 2011; AL-
QARAGHULL, et al., 2013).

Os iogurtes analisados nao alteraram a permeabilidade microvascular apés
administracdo de etanol, indicando que o efeito gastroprotetor do mesmo nao se
deve a manutencédo da integridade microvascular da mucosa gastrica, como foi
observado, mas, por sua vez, reduziu a agao erosiva.

Existem dois mecanismos de acdo para as drogas antiulcerogénicas. O
primeiro refere-se aos mecanismos que controlam o processo de secrecdo acida
gastrica e atuam como potentes antioxidantes. O segundo refere-se aos que

aumentam a resisténcia das células da mucosa gastrica aos fatores agressivos pelo



aumento da sintese de prostaglandinas e/ou estimulando a secrecdo de muco e
bicarbonato (BARROS et al., 2008).

A atividade antiulcerogénica promovida pelos iogurtes sugere o envolvimento
de fatores citoprotetores da mucosa gastrica como: as prostaglandinas, que tem o
papel de estimular a secrecdo de bicarbonato e muco e manter o fluxo sanguineo da
mucosa regulando a renovacédo e o reparo celular (BATISTA et al.,, 2004); a
presenca de compostos fendlicos, saponinas, triterpenos encontrados nos extratos
da C. zerumbet sdo compostos bioativos que oferecem protecdo a mucosa gastrica,
com acgao relacionada a indugcdo da producdo do muco (VASCONCELOS et al.,
2010).

5.11. Avaliacao Sensorial dos logurtes

Para a analise sensorial, os provadores escolhidos ao acaso avaliaram o
sabor global das amostras de iogurtes obtidos comparando-os entres si. Os
resultados obtidos foram analisados através da andlise de variancia e demonstraram
gue houve diferenca de sabor global entre as amostras analisadas ao nivel de
significancia 5 %. As médias da aceitacdo das amostras estao representadas na

Figura 53.
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Figura 53: Médias de aceitagdo dos iogurtes obtidos na analise sensorial. Pares de
médias com a mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
I.LE.A.0,12 % = iogurte com 0,12 % do extrato aquoso do rizoma da Curcuma
zerumbet; I.LE.A. 0,25 % = iogurte com 0,25 % do extrato aquoso do rizoma da



Curcuma zerumbet; I.LE.H. 0,12 %= iogurte com 0,12 % do extrato hidroalcodlico do
rizoma da Curcuma zerumbet; I.LE.H. 0,25 % = iogurte com 0,25 % do extrato
hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet.

Verificou-se que as amostras C1 e C2 diferiram significativamente, podendo-
se, assim, dizer que apresentam diferenca de sabor mesmo sendo do mesmo
extrato aquoso de C.zerumbet. Mas por serem de concentracdes diferentes (0,25 e
0,12 %), o sabor do extrato aquoso atenuou-se no iogurte - as meédias de aceitacdo
variaram entre 3,3 (C1) e 5,4 (C2), ficando entre os termos heddnicos “indiferente” e
‘normal”. No entanto, a amostra C2 (iogurte + extrato aquoso), observa-se que a
mesma nao diferiu significativamente da amostra C3 (iogurte + extrato
hidroalcodlico). Por conterem mais extratos (0,25 %) os provadores avaliaram como
“‘indiferentes”.

Ao se comparar os valores obtidos das andlises, pode-se afirmar que a
amostra C4 recebeu a maior nota na andlise sensorial 7,2 com valor termo heddnico
“‘bom”, sendo a mais aceita entre os provadores. logurte com extratos do rizoma de
C. zerumbet se torna, portanto, em mais um produto com tendéncia a entrar no

mercado, com boa aceitacdo do publico e com propriedade terapéuticas.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir:

O extrato aquoso e hidroalcodlico apresentam componentes bioativos de
interesse para a indastria alimenticia funcional e farmacéutica;

O extrato aquoso e hidroalcodlico do rizoma da Curcuma zerumbet apresentaram
atividade antitllcera, analségica e anti-inflamatéria em dose dependente;

Os iogurtes formulados apresentaram gastroprotecdo com concentracfes de 0,25
% de extrato aquoso e hidroalcodlico;

Os iogurtes formulados apresentaram boa aceitabilidade;

Extrato aquoso e hidroalcodlico de Curcuma zerumbet sao potentes suplementos
ou ingredientes para serem adicionados em iogurtes e obterem propriedades
terapéuticas.

Os iogurtes formulados apresentam mais uma alternativa terapéutica na profilaxia
de vérias enfermidades.
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