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RESUMO

Alteracdes patologicas cutaneas tais como impetigo, acne, erisipela, celulite e furinculo séo
causados por agentes microbianos e afetam mais de 80% da populagdo mundial. A maioria
destas patologias € tratada topicamente com medicamentos que ndo apresentam custo-
efetividade satisfatorio. O presente estudo tem como objetivo principal avaliar o potencial
terapéutico do sesquiterpeno zerumbona, principal principio ativo do oleo essencial do
Zingiber zerumbet (L.) Smith, contra infec¢des cutaneas. Para a obtencdo da Zerumbona,
primeiramente o 6leo essencial foi submetido a hidrodestilacdo e seguido pelo processo de
recristalizacdo. Na sequéncia, analises cromatograficas e espectroscépicas foram realizadas
para verificacdo do grau de pureza da Zerumbona obtida. A atividade antimicrobiana da
Zerumbona contra 0s agentes microbianos Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Propionibacterium acnes e Candida albicans, foi verificada por meio dos
métodos de difusdo cavidade-placa e microdiluicdo. Para determinar a atividade bactericida
da Zerumbona em relacdo ao tempo, foi realizada a cinética de morte microbiana. O dleo
essencial obtido apresentou um alto teor de Zerumbona (87,95%), que apds passar pelo
processo de recristalizagdo, o grau de pureza da substancia aumentou para 98,79%,
apresentando uma excelente atividade antimicrobiana contra S. aureus (CIM >250pg/mL e
CBM >500ug/mL), P. acnes (CIM >125ug/mL ¢ CBM >250ug/mL) ¢ a levedura C. albicans
(CIM >100pg/mL e CFM >200ug/mL). A substincia natural apresentou efeito bactericida
entre 6 e 12 horas para S. aureus e em 30 horas para P. acnes. A zerumbona foi capaz de
inibir a formacdo de biofilme (S. aureus) a partir de >500ug/mL. O potencial citotoxico e
antioxidante foi avaliado através de ensaios in vitro, em cultura de células. A Zerumbona néo
apresentou efeitos citotdxicos em células eucaridticas normais (VERO). A Capacidade
Antioxidante Equivalente ao Trolox (TEAC) apresentou excelente atividade antioxidante
(100pg/mL equivalente & 0,65 nM/mL Trolox). Os resultados apresentados no referido
trabalho, elucidam o potencial antimicrobinado da Zerumbona, frente aos microrganismos
mais frequentes em infeccGes cutaneas. Tais dados, podem auxiliar no desenvolvimento de
fitotrerapicos de uso topico, direcionados a infec¢des de pele, a partir do principio biotativo
Zerumbona. Isto poderéa servir de base para a geracdo de esquemas terapéuticos mais seguros,

eficazes e de haixo custo.

Palavras Chave: Infeccbes Cutineas. Oleo Essencial. Zerumbona. Amazonia.

Antimicrobiano.



ABSTRACT

Pathological skin changes such as impetigo, acne, erysipelas, cellulitis and boils are caused by
microbial agents and affect more than 80% of the world’s population. Most of these
pathologies are topically treated with drugs that do not have satisfactory cost-effectiveness.
The present study has as main objective to evaluate the therapeutic potential of the
sesquiterpene zerumbone the main active ingredient of the essential oil from Zingiber
zerumbet (L.) Smith, against skin infections. For obtaining of zerumbona, the essential oil was
submitted of hydrodistillation, will be subjected to chromatographic and spectroscopic
analysis for verification of the degree of purity as the presence of zerumbone. For evaluation
of antibacterial activity of zerumbone, an adaptation of cavity-plate and agar dilution methods
were used to test different concentrations of zerumbone against main causative agents of
cutaneous  pathologies  Staphylococcus  aureus,  Staphylococcus  epidermidis,
Propionibacterium acnes e Candida albicans. For determine the bactericidal activity of
zerumbona in relation to time, the Time Kill curve were performed. The obtained essential oil
had a high zerumbone content (87.95%), after recrystallization process, the substance purity
increased to 98.79%, presenting an excellent antimicrobial activity against S. aureus (MIC
>250ug/mL and MIB >500 pg/mL), P. acnes (MIC >125ug/mL and MIB >250 ug/mL) and
yeast C. albicans (MIC >100pg/mL and MFC >200 pg/mL). The natural substance presented
bactericidal effect between 6 and 12 hours for S. aureus and 30 hours for P. acnes.
Zerumbone was able to inhibit biofilm formation (S. aureus) from of >500 pg / mL. The
potential antioxidant and cytotoxic of zerumbone will be analyzed in vitro through cell culture
assays. Zerumbone showed no cytotoxic effects on normal eukaryotic cells (VERO). Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) showed excellent antioxidant activity (100pg / mL
equivalent to 0,65nM/mL Trolox). The results obtained elucidate the antimicrobial potential
of zerumbone against the most frequent microorganisms in cutaneous infections. These data
can help for the development of new phytotropics of topical use, directed to skin infections,
with from bioactive principle Zerumbona. This can serve as a basis for therapeutic schemes

generation, more effective and cost-effective.

Key Words: Skin Infections. Essential Oil. Zerumbone. Amazon. Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

As infecges cutaneas causadas por bactérias patogénicas gram-positivas € um grave
problema mundial, principalmente em decorréncia do surgimento constante de cepas multi-
resistentes (KHAN; KHAN, 2016). Grande parte dessas infeccGes € causada pela bactéria
Staphylococcus aureus, responsavel pela maior parte das infecgdes de pele (DEL RIO et al.,
2009). Cepas resistentes de S. aureus apresentam toxinas que inibem o sistema imune,
conduzindo a infeccBes de formas mais cronicas, inflamacdes prolongadas e cicatrizacdo
demorada, podendo evoluir para bacteremia e consequentemente, septicemia (KEYNAN et
al., 2013; THANGAMANI et al., 2015).

Além deste microrganismo, podemos citar outras espécies que sdo frequentemente
encontradas em infecgbes cutaneas, como: Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium
acnes e a levedura Candida albicans. Esses microrganismos oportunistas geram grandes
prejuizos aos sistemas de salde publicos, pois apresentam dificuldade em seus tratamentos e
sdo responsaveis por infeccBes de diferentes graus de severidade (FRIEDMAN et al., 2013;
THANGAMANI et al., 2015).

Grande parte dos antimicrobianos comerciais disponiveis para o tratamento de
infeccbes cutaneas tem perdido gradativamente sua eficécia, devido ao constante aumento da
resisténcia, desencadeada principalmente pelos seguintes mecanismos: alteracdo da
permeabilidade da membrana, producdo de enzimas que degradam os farmacos e bombas de
efluxo (WAGENLEHNER et al.,, 2005; KUETE et al., 2013; NORTH JR, 2016). Esta
realidade tem se tornado um problema de satde publica global, o que motiva uma incessante
busca cientifica por novas formulacbes terapéuticas, com base em biomoléculas ativas
oriundas de fontes vegetais, principalmente aquelas provenientes da biodiversidade
Amazonica (AZEVEDO et al., 2014; SARRANZI et al., 2015).

Pesquisas por substancias naturais, com propriedades antibacterianas, sdo cada vez mais
frequentes no Brasil e em diversos paises detentores de flora diversificada (TORBATI et al.,
2013; PATRA et al., 2015; SHARIFI-RAD, 2015). No entanto, é necessario o conhecimento
farmacoldgico, etnobotanico, quimico e agronémico, pois em concentracdes inadequadas ou
em associacdo com outras drogas, podem causar efeitos toxicos irreversiveis (VEIGA JR,
2005).

A Floresta Amazonica abriga metade das espécies vegetais do mundo, sendo uma
importante fonte de insumos para o desenvolvimento de produtos fitoterapicos inovadores,

gue atendam as exigéncias desse crescente mercado (RIBAS & SMITH, 2009). Entretanto,



para que produtos oriundos de pesquisas sejam regularizados, faz-se necessario atender as
determinacOes legais da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA. Essa instituicdo
reguladora preveé diferentes formas de se comprovar a seguranca e eficacia dos medicamentos
fitoterapicos (RDC n° 48/04). Entre elas, ha a possibilidade de se utilizar as informacdes
disponiveis sobre a tradi¢cdo de uso da planta para as indicacfes propostas. Tal fato vem
despertando o interesse de diversos pesquisadores que buscam desde o historico de uso
tradicional a novas bases cientificas para o uso na industria farmacéutica.

A espécie medicinal Zingiber zerumbet (L.) Smith, vem sendo usado na medicina
tradicional asiatica ha cerca de dois mil anos (LE COINTE, 1947). Como muitas outras
espécies, esta foi introduzida no Brasil no periodo colonial, se adaptando muito bem ao clima
guente e Umido da regido Amazénica. No Japdo os rizomas sdo utilizados em conserva e na
arte culinaria, pois apresentam efeitos medicinais relacionados a doencas hepaticas e renais
(CORREA, 1968; ELLIOTT; BRIMACOMBE, 1987; SABU, 2003; BHUIYAN et al., 2009).
A espécie Z. zerumbet contém o sesquiterpeno zerumbona, substancia que apresenta diversas
atividades  farmacoldgicas, como: anti-inflamatério, antioxidante, gastroprotetora,
antinociceptivo e antibacteriana (PINHEIRO, 2005; YOB et al., 2011; SIDAHMED et al.,
2015).

Resultados prévios obtidos por nosso grupo de pesquisa demonstram a atividade anti-
inflamatoria e analgésica da zerumbona (substancia majoritaria do 6leo essencial) in vivo e em
ensaios clinicos de fase 1 (LADEIA, 2015), fato que permitiu a idealizacdo desse projeto, que
visa caracterizar o espectro da acao antimicrobiana de forma mais ampla da zerumbona, para
fins terapéuticos, em termos de infeccgdes cutaneas. Nesse sentido, é imprescindivel o estudo
com plantas medicinais, pois além de contribuir com a comunidade cientifica, podera trazer

beneficios diretos a todas as classes sociais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FAMILIA ZINGIBERACEAE

A familia Zingiberaceae possui cerca de 53 géneros e por volta de 1200 espécies. Esta
presente em todas as regibes dos trépicos (figura 1). Esta familia é bem representada pelo
género Zingiber, que é originario do sul e sudoeste da Asia (KHATUN et al., 2003).

Figura 1. Mapa da distribuicdo geogréfica da familia Zingiberaceae
Fonte: Discoverlife, 2015.

As espécies que pertencem ao género Zingiber sdo ervas rizomatosas, originarias do
sudoeste e norte da Asia. Nessas regides, diversas espécies sdo cultivadas e produzidas em
larga escala, pois além de atenderem o comércio local, exportam grande parte dessa matéria
prima para paises ocidentais, que consomem grandes quantidades de gengibre. O Zingiber
zerumbet (gengibre amargo) e Zingiber officinale (gengibre) sdo bastante utilizadas na
medicina tradicional, em diversos condimentos alimentares, e na forma ornamental.
(GOVINDARAJAN, 1982; CHEN et al., 1986; JAMAL et al., 2006; ANDREO; JORGE,
2011).



2.2 Zingiber zerumbet (L.) SMITH (GENGIBRE AMARGO).

O Z. zerumbet € uma planta perene rizomatosa e bastante ramificada, possui caules
eretos com uma meédia 90 cm de altura. Suas folhas sdo disticas, com glabras a pubescentes na
parte abaxial, sendo as basilares reduzidas a simples bainhas superiores, terminam com limbo
séssil, lanceolado, 25-28 cm de comprimento, 2-3 c¢cm de largura. Suas flores séo
hermafroditas, zigomorfas, dispostas em espigas elipsoides, como podem ser observados na
figura 2 (LE COINTE, 1947; CORREA, 1968).
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Figura 2. Flor da espécie vegetal Zingiber
zerumbet (L.) Smith. Suas flores usadas
tradicionalmente como ornamentais em
diversos paises. Possui um liquido viscoso
que é utilizad na producédo de cosméticos.

Os rizomas do Z. zerumbet apresentam corpo alongado, um pouco achatado, como
ramos fragmentados irregularmente de trés a 16 cm de comprimento, de trés a quatro
centimetros de largura e dois centimetros de espessura (figura 3). Externamente sua coloragao
vai do amarelo ouro ao marrom brilhante (BRISTISH HERBAL PHARMACORPEIA, 1983).
Além disso, outra caracteristica marcante & o seu odor caracteristico e seu intenso sabor
amargo, fato que deu origem ao seu nome popular (gengibre amargo), segundo Pinheiro
(2005). Apesar dos rizomas desta espécie vegetal serem morfologicamentes similarares ao
Zingiber officinale (gengibre comum), apresentam propriedades quimicas e farmacologicas
completamente diferentes (YOB et al., 2011).
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Figura 3. Rizomas do gengibre amargo. Similar ao
gengibre  comum, mas suas  propriedades
organolépticas e farmacolégicas sdo totalmente
diferentes. Apresenta ramificaces em todo o corpo do
rizoma.

Em relacdo ao uso terapéutico dessa espécie, sdo 0s rizomas que estdo associados a
diversas terapias de uso tradicional. Além do uso regular como aromatizante e condimento na
culinaria, em diversos paises da Asia, essa parte rizomatosa da planta é utilizada na medicina
popular asiatica no tratamento de diversas enfermidades, tais como: nauseas, asma, perda de
apetite, dispepsia, diarreia, colicas, cdibras, dores de estbmago, entorse, infestacdo por vermes
em criancas, tosse, resfriado, sinusite, dor de garganta, enxaqueca, dor de dente, diabetes,
inflamacGes, febre e Glceras (SULTANA; RIPA; HAMID, 2010 e BUTT; SULTAN, 2011).

O uso tradicional desta espécie na medicina popular vem estimulando os estudos
com o0s rizomas do Z. zerumbet. Alguns desses trabalhos apresentam a diversidade
farmacologica do composto majoritario, a zerumbona (2, 6, 10 - Cicloundecatrien-1-one (2E,
6E, 10E) -, 2, 6, 9, 9-tetrametil), um composto sesquiterpeno monociclico relatado como o
componente farmacologicamente ativo nos 6leos essenciais, obtidos a partir dos rizomas desta
espécie vegetal (WAHAB et al., 2009).

O gengibre amargo apresenta uma vasta distribuicdo geogréafica, pois é bem adaptado
aos climas tropicais, como pode ser obervado no mapa abaixo (figura 4). No Brasil é
encontrado na regido do Taruma-Mirim e no Puraquequara, areas rurais da cidade Manaus,
Amazonas (KOGA et al., 2016).



Figura 4. Herbarios que armazenam a planta Zingiber zerumbet L. Smith. Os
pontos amarelos representam a localizacdo de cada herbario ao redor do
mundo.

Fonte: Discoverlife, 2015.

2.3 ZERUMBONA OBTIDA DO OLEO ESSENCIAL DO Zingiber zerumbet (L.) SMITH.

Os Oleos essenciais (OE) sdo fontes de matéria prima para diferentes tipos de
industrias, tais como a farmacéutica, de alimentos e perfumaria. A maioria destes dleos sdo
constituidos de monoterpenos, sesqueterpenos, fenilpropandides, estéres e outras substancia
de baixo peso molecular (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993). A obtencdo desses 0leos € na
maioria das vezes pelo método de arraste a vapor. Folhas, caules, flores, sementes e rizomas,
sdo as matérias-primas para a producédo dos 6leos (BIZZO et al., 2009).

O sesquiterpeno monociclico Zerumbona obtido dos rizomas do gengibre amargo
(figura 5), é o composto majoritario do 6leo essencial, sua porcentagem variando de entre
12,6% a 99,99% de pureza (SRIVASTAVA et al., 1997; PINHEIRO, 2005; YU et al., 2008;
DAL et al., 2013). Essas grandes variacdes entre 0s percentuais de obtencdo desse principio
ativo estdo diretamente relacionadas aos fatores climaticos, tipos de solo e periodo de colheita
(VENSKUTONIS et al., 1996).
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Figura 5. Resumo das propriedades farmacoldgicas do composto Zerumbona descritas
na literatura.

Atualmente, diversos estudos estdo sendo direcionados a propriedades farmacoldgicas
da Zerumbona, tais como: antinociceptiva, anti-inflamatdria, gastroprotetora, antioxidante,
antitumoral e antimicrobiana (MURAKAMI et al., 2002; HUANG et al., 2005; TAKADA et
al., 2005; PERISMAL et al., 2010; SIDAHMED et al., 2015). Tais resultados descritos na
literatura evidenciam o potencial farmacoldgico da zerumbona e vem despertando o interesse
industrial por startups, que sdo empresas inovadoras, que vem desenvolvendo varios produtos

a partir desse principio ativo (KOGA et al., 2016).

2.4 BACTERIAS GRAM-POSITIVAS E NEGATIVAS.

O reino monera é composto por dois grandes grupos, bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Essas bactérias apresentam diversa formas: cocos, bacilos e espiraladas. Essas
formas podem se agrupar em arranjos, que iram depender do plano de divisdo celular
(DAVIS, 1979). Esses microrganismos dependem de fatores quimicos e fisicos para o seu
crescimento, como a presenga ou auséncia de oxigénio e nutrientes béasicos para sua
replicacdo (FERREIRA, 2001). As células bacterianas sdo desprovidas de organelas no seu
interior, sendo denominados seres procaridticos. Sdo compostas basicamente de parede
celular, membrana plasmatica e citoplasma, onde estara disperso o material genético
(MURRAY, 2006).



Essas bactérias estdo presentes no nosso cotidiano, uma vez que fazem parte da
microbiota normal do nosso organismo, dos vegetais, solo e estdo presentes em diversos
substratos. E ao contrario do que se pensa, grande parte desses microrganismos sdo benéficos
ao homem e ao meio ambiente. Além disso, apresentam uma grande importancia econémica,
pois a partir de substratos ou até mesmo o proprio microrganismo, sdo usados na elaboracdo
de bebidas, alimentos, farmacos e em diversas atividades biotecnoldgicas (SHOKRYAZDAN
etal., 2014; DI CERBO et al., 2016).

No entanto, as bactérias patogénicas ao homem, sdo responsaveis por uma diversidade
de infecces, que vado desde uma simples acne ou até mesmo uma septicemia. Tais
enfermidades sdo causadas tanto por bactérias gram-positivas quanto bactérias gram-negativas
(DONKER et al., 2012; LINHARES et al., 2013).

As bactérias gram-positivas sdo caracterizadas pela presenca de uma camada espessa de
peptideoglicano e acidos teicoicos presentes na parede celular, diferentemente da morfologia
celular das bactérias gram-negativas (TORTORA, 2005), como podem ser observados na
figura 10. Tais caracteristicas auxiliam na identificacdo bacteriana, através da técnica de
coloracdo de gram. Dentre os géneros de importancia médica das bactérias gram-positivas,

destacam-se o Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus (KLINE; LEWIS, 2016).

Gram-positivo Gram-negativo

Peptideoglicano Espago periplasmatico Parede celular
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] Membrana celular

Figura 6. Diferencas morfoldgicas de bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Bactérias gram-positivas apresentam uma espessa camada
de peptideoglicano. Ja as bactérias gram-negativas sdo caracterizadas
pela presenca do espaco periplasmatico e uma membrana externa
composta por lipopolissacarideos (LPS), fator que aumentar o potencial
de viruléncia desse grupo bacteriano. (Adaptacéo do Site-ANVISA).



Cepas bacterianas desses géneros sdo frequentes em infecg¢fes hospitalares, pois além de
fazerem parte da microbiota normal, algumas cepas possuem a caracteristica de formarem
biofilmes, como Staphylococcus aureus, podendo colonizar diversos substratos, como 0s
materiais cirdrgicos e iss0 se torna uma via de acesso para €sses microrganismos
(PERLROTH et al., 2008). Algumas cepas dessa espécie apresentam resisténcia aos
antimicrobianos disponiveis no mercado, gerando uma preocupacao global, como S. aureus
meticilina resistente (MRSA) (KLEVENS et al., 2007; DELEO et al., 2010)

Ja as bactérias gram-negativas possuem uma membrana externa, que consiste de
lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos, substancias que apresentam papel importante, pois
aumentam o fator de viruléncia e diminuem a fagocitose por células apresentadoras de
antigenos (OPLUSTIL et al.,, 2004). Além disso, possuem uma fina camada de
peptideoglicano e um espaco periplasmatico, que fica entre a membrana externa e a interna.
Esse grupo bacteriano apresenta uma familia que é composta por espécies que podem causar
diversas doencas ao homem, causando graves infeccdes, até mesmo em ambientes
hospitalares (SOULI et al., 2009).

A familia Enterobactereaceae é composta por microrganismos ubiquos, ou seja, estdo
presentes em varios substratos, como: no solo, na 4gua e na vegetacao, além de fazerem parte
da microbiota normal da maioria dos animais, incluindo os seres humanos (TORTORA,
2010). Essa familia constitui a maior e mais heterogénea familia de bacilos gram-negativos
(MURRAY et al., 2002). Essas bactérias causam uma variedade de doencas, tais como
infeccdes intestinais, bacteremia, podendo avancgar para uma septicemia, causadas geralmente

por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis (MARCHAIM et al., 2011).

2.5 INFECCOES CUTANEAS.

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, composta pela epiderme que apresenta
epitélio estratificado, logo abaixo encontra-se a derme constituida por tecido conjuntivo e
subjacente a hipoderme, tecido conjuntivo frouxo e adiposo (figura 7). A pele recobre a
superficie externa do corpo e apresenta-se como uma barreira fisica e quimica contra
microrganismos oportunistas como o Staphylococcus aureus (LOWY, 1998). O tecido
cutdneo também protege o0 organismo contra a perda de agua por dessecacdo, garantindo o
equilibrio de fluidos e minerais no organismo (homeostasia), liberam secrecfes através de
glandulas exdcrinas, mantém a regulacdo térmica e possuem receptores que comunicam 0
corpo com o ambiente externo (OVALLE, et al., 2008; JUNQUEIRA e CARNEIRO 2013;
LOWE et al., 2015).
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Figura 7. Sistema tegumentar humano e anexos. (Adaptado de American
Cancer Society).

O sistema tegumentar humano é colonizado principalmente por bactérias gram-
positivas, que fazem parte da microbiota normal, como por exemplo bactérias do género
Staphylococcus (GELATTI et al., 2009). Estas bactérias ndo apresentam um alto grau de
viruléncia. No entanto, espécies oportunistas tais como Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Propionibacterium acnes e a levedura Candida albicans podem
causar infeccbes em diferentes niveis no tecido cutdneo (FRIEDMAN et al., 2013;
THANGAMANI et al., 2015). As infecgdes cutaneas representam cerca de 9% das consultas
médicas, e podem variar de quadros leves a graves, como a septicemia, podendo resultar em
6bito (SAMPAIO, 2007; CAMPOS, 2008; DEL RIO, 2009).

No final da década de 50, surgiram as primeiras cepas de S. aureus resistente aos
antimicrobianos presentes na época, como a penicilina (KLUKA, 2011). Para contornar essa
situacdo foi desenvolvido um antimicrobiano sintético, a meticilina, que é um beta-lactamico,
gue age impedindo a sintese de peptideoglicano, componente principal da parede celular
bacteriana (GELATTI et al., 2009). No entanto, surgiram cepas resistentes a esses
antibioticos, denominadas de Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA)
(MANAREY et al., 2004). Com o passar do tempo a resisténcia se expandiu a tal ponto que
algumas cepas sdo resistentes a praticamente a todos os antimicrobianos disponiveis no
mercado (KHAN; KHAN 2016).

A espécie bacteriana Staphylococcus aureus € o principal microrganismo encontrado em

infeccOes cutaneas, fato € relacionado principalmente aos seus mecanismos de viruléncia e
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resisténcia aos antimicrobianos (FOURNIER; PHILPOTT, 2005; KEYNAN; RUBISTEIN,
2013). Entre os mecanismos de viruléncia, podemos destacar a secrecdo de toxinas que
dificultam a acéo do sistema imunoldgico levando a um processo lento de cicatrizacdo que
podem progredir para uma infeccdo generalizada, uma vez que ndo for tratada corretamente
(MONTGOMERY etal., 2013).

Outra espécie do género Staphylococcus, o Staphylococcus epidermidis que € principal
responsavel pela rosacea, uma doenca de pele comum, caracterizada pela vermelhidao no
rosto, muitas vezes confundida com queimaduras (WILKIN, 2002). Esta doenca acomete
cerca de 45 milhdes de pessoas em todo o mundo, e se ndo for tratada pode gerar uma série de
complicacdes, como a baixa autoestima pelo paciente (WHITFELD, 2011).

A espécie bacteriana Propionibacterium acnes é encontra em culturas de tecidos
cutaneos com rosacea (BOJAR; HOLLAND, 2004). No entanto P. acnes é o principal agente
etiologico da acne, doenca que atinge cerca de 80% a 90% dos adolescentes e 5 a 30 % dos
adultos (SAKAMOTO et al., 2010). Apesar de aparentemente ndo apresentar riscos diretos a
salde, estdo ligadas a disturbios psicossociais que afetam a autoestima, levando a depresséo e
até mesmo o suicidio (STERN et al., 2011).

Outro microrganismo frequentemente observado em infecc¢Ges cutaneas, principalmente
por pacientes portadores com diabetes mellitus e HIV, é a levedura Candida albicans. A
candidiase cutdnea, doenca ocasiona por esse fungo, ocorre com frequéncia em regibes
guentes e hamidas, principalmente de climas tropicais, pois essas condi¢fes sdo favoraveis
para o seu desenvolvimento (BARBEDO; SGARBI, 2010).

Diante do exposto, fica evidente a necessidade da busca constante de novos
antimicrobianos em decorréncia principalmente ao progressivo aumento da resisténcia
bacteriana aos farmacos comerciais disponiveis, fato que tem prejuticado a custo-efetividade

de diversos tratamentos para infec¢bes microbianas.

2.5.1 PRINCIPAIS INFECCOES CUTANEAS.
2.5.1.1 Acne vulgar

A acne vulgar € uma doenca dermatoldgica que é comum entre os adolescentes, no entanto
em alguns casos pode permanecer até a fase adulta. Cerca de 80% da populagdo mundial é
acometida por esta doenca, podendo gerar um desconforto entre os pacientes, como marcas
permanentes na face, alterando a autoestima, fato que pode interferir na vida social
(HALVORSEN et al., 2011; ELSAIE, 2016). A acne é caracterizada pelo entupimento do foliculo
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sebdceo, que apresenta fisiopatologia decorrente de diversos fatores, tais como: genético,
hormonal, hiperproducdo sebacea, hiperqueratinizacdo folicular. Esses fatores favorecem o
aumento da colonizacdo de bactérias gram-positivas, como Propionibacterium acnes no ducto
glandular, como pode ser observado na figura 8 (SIMPSON; CUNLIFFE, 2004; COSTA et al.,
2007; SILVA et al., 2014; SUH et al.; KWON 2015).

Hiperaueratinizacdo Foliculo canilar  Leve inflamacao Inflamac&o acentuada
Glandula
sehAcea

Acumulacéo de sebo Proliferacdo de P. acnes

Figura 8. Formagdo da acne vulgar. Proliferacdo do Propionibacterium acnes (P. acnes),
regido sebacea resultando em inflamacéo local e formacédo de pUstulas caracteristicas.
(http://rejuvimed.com/acne.php).

O Propionibacterium acnes (P. acnes) é o principal agente etiolégico da acne. Cerca de 50
% das infeccbes da face sdo desencadeadas por este microrganismo (DESSINIOTI,
KATSAMBAS, 2010). Esta espécie bacteriana é gram-positiva, fastidiosa, anaerdbica,
caracterizada microscopicamente por bacilos curtos e imoéveis (SIMPSON et al., 2011,
ALEXEYEV; JAHNS, 2012). P. acnes utiliza carboidratos como fonte de energia, produzindo
acido propiobnico como produto final de fermentacdo, caracteristica que determinou o nome
cientifico desta espécie (MARTIN DWORKIN, 2006). O P. acnes € uma bactéria oportunista, que
se prolifera mediante ao aumento de sebo nesses foliculos, produzindo acidos graxos livres que
causam irritacdo a parede folicular distendida (VAZ et al., 2003; GRICE; SEGRE, 2011).

O tratamento da acne pode ser realizado através de antimicrobianos, tanto por via oral ou
formulacBes dérmicas. No entanto, esses medicamentos alteram a microbiota normal da pele,
causando efeitos colaterais expressivos. Além disso, estudos realizados por Dessinioti et al. (2010)
mostram que 0 uso dos antimicrobianos convencionais séo eficazes nas primeiras aplicac6es, pois
em seguida esses microrganismos adquirem resisténcia, diminuindo a efetividade do produto. Isso
vem contribuindo para o surgimento de cepas bacterianas resistentes aos antibacterianos

disponiveis no mercado. Esta situagdo tem desencadeado uma busca constante por novos
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principios ativos com atividade antimicrobiana, principalmente os derivados de produtos naturais
(VIYOCH, 2006; ZU et al., 2010; SINHA et al., 2014).

2.5.1.2 Furunculo

O furdnculo é uma doenca de pele, ocasionada pela infec¢do do foliculo capilar, levando a
formagéo de abcessos, comprometendo os tecidos subcuténeos adjacentes e que em sua grande
maioria, ocasionados pela espécie bacteriana Staphylococcus aureus (DAHL, 1987). Outras
espécies do género Staphylococcus sdo encontrados nessas infeccBes cutaneas como
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus pyogenes (EL-GILANY, 2009). Essa infeccédo
cutanea é caracterizada pela formacdo de um eritema, bastante doloroso, em decorréncia do
processo inflamatdrio, que quando se rompe libera um contetdo necrotico e purulento (DEMOS et
al., 2012).

O aparecimento de furdnculos em vérias regides do corpo é denominado furunculose. Os
locais de maior prevaléncia séo as regides intertriginosas, como: as axilas, nddegas e as coxas, € a
face (IBLER, 2014). Esses sintomas podem persistirem por semanas e até meses, apresentando
uma dificil resolucéo clinica. Isso prejudica a vida social do paciente, pois além de fortes dores,
afeta a estética corporal, levando a baixa autoestima (ONDERDIK, 2013).

No trabalho realizado por El-Gilany et al. (2009), com um nimero de 74 pacientes, divididos
em com furunculose recorrente e ndo recorrente, apontam que o contato fisico direto com
pacientes infectados, principalmente familiares, é fator de risco para o desenvolvimento de
furunculose. Infeccdes cutaneas estabelecidas na literatura como as dermatites atopicas, Ulceras
nos membros inferiores e feridas cronicas, aumentam a susceptibilidade da colonizagéo bacteriana
nesses tecidos, tornando esses individuos mais propensos ao aparecimento de furinculos
(HOEGER, 2004). Outro aspecto discutido é a deficiéncia da proteina Lectina Ligante de Manose
(MBL), esta apresenta um papel fundamental no sistema imunol6gico, uma vez que € a proteina
central da ativacao da via de lectinas do sistema complemento (CARVALHO, 2005; DEMIRCAY
et al.,, 2005). Tal situacdo prejudica a acdo dos neutrofilos aumentando a predisposicdo a
furunculose (KARS et al., 2005; GILAD et al., 2006).

Uma preocupacdo em relacdo a essa doenca é o surgimento de S. aureus MRSA, pois estas
cepas bacterianas possuem um alto grau de resisténcia, apresentando geralmente uma furunculose
persistente (MORAN, 2006; MOELLERNING, 2008; JENKINS et al., 2015). Estas bactérias

representam um grave problema de salde publica em vérios paises, inclusive o Brasil, pois a
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dificuldade no tratamento e a potencial evolugdo para infeccGes graves em decorreéncia do alto
grau de viruléncia apresentados por estes microrganismos (FRAZEE et al., 2005).

2.5.1.3 Impetigo nédo bolhoso

O impetigo ndo bolhoso é uma doenca de pele causada por bactérias, geralmente por
Staphylococcus aureus. Essa doenca € caracterizada por lesdes superficiais na pele, com pustulas e
eritema no centro da lesdo, formando crostas ao redor do ferimento (figura 9), caracteristicas

bésicas que auxiliam na resolugdo do quadro clinico (PEREIRA, 2014).

Figura 9. Impetigo-Ulceras na face, com eritema no centro das lesdes.

Fonte: Pereira, 2014.

O impetigo é uma infeccdo cutdnea muito comum, afetando principalmente criancas maiores
de dois anos de idade, mas podem acometer adultos (CHILLER et al., 2001). Essa infeccdo
superficial pode ser derivada de um ferimento preexistente, picadas de insetos, pela falta de
higiene, desnutricdo ou até mesmo o simples ato de cocar. Abrindo uma porta de entrada para a
proliferacdo desses microrganismos (MANCINI, 2000; RODRIGUES et al., 2010).

Os pacientes acometidos com impetigo devem manter os ferimentos limpos, fazer assepsia
no local com agua morna, sabdo comum, com o auxilio de antissépticos, tais recomendacdes sao
realizadas por grande parte dos dermatologistas (PEREIRA, 2014). No entanto, os estudos
realizados por Koning et al. (2012) ndo recomendam o uso de antissépticos, nessas lesdes. Uma
vez que 0s usos desses produtos podem auxiliar na resisténcia bacteriana.

A antibioticoterapia é usada no tratamento do impetigo, tanto por via oral como o uso tépico.
Todavia, cepas resistentes de S. aureus, vem dificultando o tratamento desta doenca, devido
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principalmente a produgdo de enzimas que degradam os antibioticos, como as beta-lactamases
(KLUYTMANS-VANDENBERGH et al., 2006; DEL GIUDICE et al., 2010). O aumento
significativo de cepas produtoras de beta-lactamases nos dltimos anos tem gerado grande
preocupacdo em relacdo ao tratamento desta e de outras infeccBes cutaneas (BANGERT et al.,
2012; PETRY etal., 2012; TONG et al., 2015).

2.5.1.4 Septicemia causada por Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus é composto por espécies bacterianas gram-positivas, apresentando
uma morfologia de cocos, estes por sua vez se dividem em planos perpendiculares, formando
frequentemente agrupamentos irregulares, como cachos de uvas (OWENS; NICKERSON, 1989;
KONEMAN et al., 2008). Este género é formado por 33 espécies de importancia médica,
destacando-se Sthaphylococcus aureus (S. aureus) como a espécie de maior interesse médico
(CASSETARI et al., 2005; TRABULSI; ALTHERTHUM, 2005).

O S. aureus esta presente na microbiota normal dos seres humanos, podendo ser encontrado
fossas nas nasais, intestino e a pele (CAVALCANTI, 2005). No entanto, quando as barreiras
naturais do organismo sofrem algum trauma, como uma lesdo cutanea, isso propicia a entrada
desse microrganismo no tecido, podendo levar a uma infeccdo simples ou até mesmo atingir
diversos 6rgaos, ocasionando uma septicemia (VAN HAL et al., 2012; CREECH et al., 2015).

Septicemia ocasionada por S. aureus é muito frequente em Unidades de Tratamento
Intensivo (UTIs), pois estes pacientes estdo muito vulneraveis, considerando que este
microrganismo possui mecanismos de adesdo, formando biofilmes em materiais cirurgicos, como
sondas e cateteres (FOSTER, 1998; ARCHER et al., 2011). Uma vez que o S. aureus atinge a
corrente sanguinea, este microorganismos pode atingir e danificar diversos érgdos vitais como: o
coragdo, pulmao, rins e até mesmo o cérebro (DAVIS, 2005; PARKER; PRINCE, 2012).

Por apresentar estruturas de adeséo e fixacdo, como as adesinas, 0 S. aureus é capaz de
colonizar diversas superficies. Esta bactéria é frequente em infeccOes 0sseas, ou até mesmo em
proteses, isso dificulta o tratamento, levando a um longo periodo de antibioticoterapia
(CRAMTON et al., 1999; KRISTIAN et al., 2004; PRABHAKARA et al., 2011). A dificuldade
no tratamento de infec¢es causadas pelo S. aureus, ocorre devido ao surgimento de cepas multi-
resistentes (MANAREY et al., 2004; ROBB; BENDIG, 2010).

Esses microrganismos possuem mecanismos que driblam a acdo dos antibidticos, como a
producdo de enzimas, que degradam as moléculas com o potencial antimicrobiano (HERIGON et
al., 2010). Essa situacdo € observada em diferentes espécies bacterianas, como em cepas de S.
aureus (JANG et al., 2004; THOMASON et al., 2007; PARK et al., 2008; KLEIN; CHAN, 2010;
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TOMMASI et al., 2015). Tal fato vem impulsionando o desenvolvimento de novos farmacos, uma
vez que essa situacdo é uma preocupacao de carater mundial (MOHAMED et al., 2016; VUONG
etal., 2016).

2.5.1.5 Candidiase cutanea

A candidiase é uma doenca causada por leveduras do género Candida, com maior incidéncia
da espécie Candida albicans, com cerca de 60% das espécies isoladas de andlises clinicas
(NIEWERTH; KORTING, 2002; DUGGAN et al., 2015). Espécies desse género apresentam um
pseudomicélio e se reproduzem por brotamento. Suas col6nias apresentam uma coloracdo branca,
caracterizadas por uma membrana de superficie rugosa ou lisa (MENDES et al., 2005). Essas
leveduras apresentam uma grande importancia clinica, uma vez que causam frequentes infeccoes
ao homem (BARBEDO et al., 2010).

As micoses causadas por C. albicans apresentam trés tipos de manifestacBes clinicas:
monocutaneas, cutanea e sisttmica. A monocutanea, conhecida como ‘“sapinho” acomete a
cavidade vaginal e oral, sendo a forma mais comum em seres humanos, como podem ser
observadas na figura 10 (KONEMAN et al., 2008). Cerca de 30% das mulheres apresentam uma
colonizagdo assintomatica por Candida na cavidade vaginal, no entanto, cerca de 70% dessas
mulheres ja apresentaram algum sintoma durante a vida (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). Apesar de
fazer parte da microbiota normal, € um agente etiolégico oportunista, onde alteragdes do pH no
canal vaginal, lesbes ou até mesmo cirurgias invasivas, propiciam a proliferacdo desse fungo
(RIBEIRO et al., 2004; MAYER et al., 2013).

Figura 10. Infecgdes mucosais ocasionadas por Candida-sp. A Infec¢do monocutanea
na cavidade oral; B. Infeccdo na cavidade vaginal, ambas causadas por Candida sp.

Fonte: Armstrong et al., 2016.
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As infeccbes cutaneas causadas por essas leveduras ocorrem geralmente em regides
intertriginosas, como: axilas, virilha, nos seios, e nadegas. Em neonatos é muito frequente, pois o
uso de fraldas pode gerar erupgdes, causadas por esse fungo (RUHNKE, 2002). Outro ponto a ser
discutido é a prevaléncia em pessoas com algum disturbio genético, relacionados as funcdes de
leuctcitos e do sistema endocrino (PAPPAS et al. 2009). Apesar de ser um microrganismo
comensal, o desequilibrio imunolégico resulta na proliferagdo deste microorganismo e,
consequentemente, em danos ao hospedeiro (DIEKEMA, 2007; PFALLER; DIEKEMA, 2010).

Apesar de ndo serem muito observadas, essas infeccdes podem se agravar, principalmente
em pacientes imunodeprimidos, levando uma infecgéo sistémica, atingindo varios érgdos, como: o
coracdo, pulmdes, figado, rins e até mesmo os olhos (MENEZES et al., 2004; NOBILE;
JOHNSON, 2015). Nos trabalhos realizados por Larbcharoensub et al. (2010) e Ariff et al. (2011),
0s autores mostram que essas infecces micoOticas podem ocorrer a partir dos tratos
gastrointestinais, respiratérios ou valvulas cardiacas, podendo alcancar as meninges, levando o
paciente a uma meningite.

O tratamento para candidiase € a base de antifungicos de administracdo sistémica, tais como
fluconazol e cetoconazol, ou de administracdo tépica tais como, nistatina, terconazol, tioconazol e
miconazol (BERGER; SHELBERNE, 2013). O tratamento pode ser de dose Unica ou durar
quatorze dias, dependendo do tipo de manifestacdo clinica (SOGINIG, 2012).

2.5.2 RESISTENCIA BACTERIANA AOS ANTIMICROBIANOS

A frequéncia com que os microrganismos estdo adquirindo resisténcia esta cada vez
mais rapida e isso ocorre principalmente em decorréncia de um fenémeno genético,
relacionado com alteracdo de genes contidos nos microrganismos, que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a agdo das drogas, como podem ser observadas na
figura 11 (GOLL; FARIA, 2014).
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Figura 11. Mecanismos classicos de resisténcia bacteriana aos antibioticos. 1-
Plasmideo, pequeno fragmento do DNA bacteriano contém genes de resisténcia
bacteriana. 2-Enzimas ligando-se aos antibidticos, degradando-os. 3-Enzimas
inativando o potencial de agdo dos antimicrobianos. 4-Bomba de e fluxo, a substancia
entra no meio intracelular bacteriano, no entanto é expulso por este mecanismo de
resisténcia.

Estes mecanismos de acdo podem ser: interferéncia na sintese da parede celular; inibicdo
da sintese de proteina; interferéncia na sintese de acido nucléico; diminuicdo da
permeabilidade ao agente antimicrobiano e destruicdo da estrutura da membrana celular
(TENOVER, 2006; ANVISA, 2016).

Apesar da vasta quantidade de antibi6ticos comerciais, a velocidade com que a
resisténcia bacteriana aumenta € muito maior do que o surgimento de novas drogas eficientes.
O grande numero de microrganismos gram-positivos e gram-negativos multi-resistentes de
importancia clinica representa um grande desafio terapéutico (ROSSI et al., 2005). Nas
ultimas décadas o enfoque dado para o controle de infec¢Bes causadas por bactérias gram-
negativas, pode ter contribuido para o surgimento de bactérias gram positivas
multirresistentes, principalmente Staphylococcus resistentes a meticilina (MRSA) (LOWY et
al., 1998; SANTOS et al., 2002; SHENG et al., 2013).
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Essa situagdo vem dificultando os tratamentos de diferentes enfermidades, como as
infeccOes cutaneas, causadas por esses microrganimos multi-drogas resistente (MORAN et
al., 2006; FURUKAWA et al., 2008; TONG et al., 2015). Isso vem dificultando os
tratamentos, tornando-os mais longos e dolorosos ao paciente, além de gerar altos custos aos
sistemas publicos de satde (GELLATI et al., 2009; RAZERA et al., 2009). Dessa forma, fica

evidente a importancia de estudo ciéntificos, como base para novas alternativas terapéuticas.

2.5.3 MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

Desde a antiguidade, as plantas sdo classificadas como comestiveis, as que aliviavam as
dores e combatiam as doencas. Este fato é evidenciado em diversas culturas onde 0 homem
passou a dominar o conhecimento de plantas e ervas, e este conhecimento foi passado de
geracédo em geracao.

As plantas passaram por um longo processo evolutivo, e diversos mecanismos foram
adaptadas para competir e se defender de herbivoros. Dessa forma, passaram a produzir suas
defesas quimicas, produzindo metabolitos secundarios que atuam em alvo especifico dos seus
predadores (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Em contrapartida, essas biomoléculas podem ser utilizadas no tratamento de diversas
doengas que acometem o homem, inclusive contra infec¢fes cutdneas (FERREIRA, et a.,
2010). O cochecimento tradicional sobre as propriedades medicinais das plantas tem sido
essencial para o desenvolvimento de pesquisas cientificas como as realizadas por Garros et al.
(2006) e Kacerovska et al. (2008), que demonstram a importancia da utilizacdo de extratos
vegetais, para o tratamento in vivo de lesbes cutdneas. Assim o0 conhecimento técito é
essencial nas pesquisas que utilizam produtos naturais, pois servem de base paraos
pesquisadores elucidarem quais moléculas possuem efeitos benéficos ou nocivos ao
organismo (DUAILIBE et al., 2005; BARBOSA et al., 2009).

Os fitoterapicos sdo caracterizados pela acdo de moléculas bioativas, compostos
exclusivamente de matérias-primas de origem vegetal, caracterizado pelo conhecimento da
eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
gualidade (CARVALHO et al., 2008). No Brasil a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) normatiza os produtos fitoterapicos. Para atingir esse objetivo, a ANVISA
determinou o registro dos fitoterapicos, de acordo a Resolucéo de Diretoria Colegiada (RDC)

48/2004, que determina os aspectos essenciais ao registro, como identificacdo botanica das
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espécies vegetais utilizadas, padrdo de qualidade e identidade e provas de efic&cia e seguranca
que validem as indicacOes terapéuticas propostas (BRASIL, 2004).

O mercado de fitoterapicos € crescente em todo 0 mundo, pois 0s produtos naturais tém
como caracteristica principal os poucos efeitos colaterais, sendo requeridos cada vez mais
como uma alternativa terapéutica. 1sso vem representando uma boa parcela na inddstria de
medicamentos, que movimenta bilhdes de dolares em todo o mundo. No Brasil este setor é
promissor, pois o pais apresenta uma grande biodiversidade ainda ndo explorada (SIMOES,
2002; BRASIL, 2004; KLEIN et al., 2010; DE LIMA et al., 2013).

Em contrapartida, os poucos investimentos governamentais e a falta de pesquisa e
desenvolvimento nesse setor, atrasam o crescimento de fitoterapicos no Brasil. Outro ponto a
ser abordado é a parceria com de institui¢cbes privadas com o meio académico. Ao contrario
dos paises desenvolvidos, poucas parcerias sdo encontradas em pesquisa e desenvolvimento, e
muitos trabalhos ndo passam de uma patente, sem qualquer perspectiva de langar um produto
ou processo no mercado (ALVES, 2013; BHAGAVATHULA; ELNOUR, 2016).

E importante ressaltar que atualmente, mesmo com um conhecimento tradicional bem
consolidado, e com estudos descritos na literatura em relacdo da eficacia de fitoterapicos
disponiveis no mercado, grande parte dos profissionais da salde ndo usa essa alternativa
terapéutica. Contudo, para que haja uma utilizacdo responsavel, faz-se necessario a promogao
de estudos cientificos que permitam a utilizacdo de produtos fitoteratipicos de forma eficiente
e segura, pois 0 uso arbitrario desses medicamentos, em sua grande maioria indicados por
terceiros, pode resultar em graves consequéncias a salde. Essa pratica € comumente
evidenciada pela midia, que exalta o uso de medicamentos naturais, sem o cuidado necessario.
Tal fato pode levar a efeitos colaterais severos, pois apesar de ser um produto natural seus
compostos ativos se administrado em concentra¢fes inadequadas podem causar sérios danos a
salde do individuo ou até mesmo resultar em Obito (VEIGA JR. et al., 2005; VARELA;
AZEVEDO, 2014).

Diante do contexto apresentado acima, este estudo tem como principal objetivo
fonercer base cientifica relacionada ao potencial terapéutico do sesquiterpeno zerumbona,
visando o desenvolvimento futuro de fitoterapicos para o tratamento tépico de infeccdes
cuténeas. Desta forma, além do beneficio cientifico, este estudo também tem um apelo social
uma vez que a sociedade sera beneficiada, pois a maioria das pomadas, cremes ou locao
utilizada no tratamento de muitas patologias dermatoldgicas ndo apresentam custo-beneficio

satisfatorio.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar o potencial antimicrobiano do sesquiterpeno zerumbona como principio bioativo para

o0 tratamento de infecgdes cutaneas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Obter o principio ativo zerumbona, para a realizacdo dos ensaios bioldgicos;

Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) da zerumbona obtida do Zingiber zerumbet para as seguintes espécies
microbianas: Propionibacterium acne, Staphylococcus aureus, Staphylococcus

epidermidis e Candida albicans;

Avaliar a eficacia da zerumbona como agente antimicrobiano por meio da avaliacdo

da atividade bactericida em funcao do tempo;

Verificar o potencial antioxidante da zerumbona in vitro;
Avaliar a atividade citotoxica da zerumbona sobre células de linhagem continuas;

Avaliar a atividade anti-biofilme da zerumbona.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO do Zingiber zerumbet (L.) SMITH.

Os rizomas de Z. zerumbet foram coletados em é&rea rural da cidade de Manaus/AM,
situado na BR-174, Km 21, ramal do Pau-Rosa, conforme a localizacdo geografica, nos
pontos PO1 a P04 Latitude 2; Latitude 24132,03789 S e Longitude: 600931,40854 W. Em
seguida uma exsicata foi enviada ao herbario do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia
(INPA), para sua identificacdo. Esta foi comparada com a exsicata identifica pelo Prof. Dr.
Paul Maas (Departament of Plant Ecology and Evolucionary Biology; Herbarium University

of Utrecht), que esta depositada no herbario sob n°186913.

4.2 TECNICAS DE EXTRACAO.
4.2.1 Hidrodestilacéo

A extracdo do 6leo essencial (O.E) foi realizada no Laboratério Tematico de Quimica e
Produtos Naturais/INPA. Para a obtencdo O.E foram utilizados os rizomas da espécie vegetal,
usando a técnica de extracdo por hidrodestilacdo. Apos a identificacdo do material botéanico,
foi realizada a higienizacdo, em seguida este material foi triturado e seco em temperatura
ambiente. Foi utilizado o aparelho Clevenger, acoplado ha um baldo de 2000 mL, utilizando a
proporcdo de 1:4 do material triturado em agua destilada, sendo aquecido em uma manta
aquecedora. A extracao foi feita durante 6 h contadas a partir da ebulicdo da amostra. O 6leo
essencial foi coletado do condensador. Todo o sistema é protegido da luz por meio de papel
aluminio e o 6leo essencial foi armazenado em frascos &mbar, de acordo com a metodologia
de Matos (1980). Os dleos essenciais foram submetidos a recristalizagdo e submetidos as

analises cromatogréaficas e espectroscopicas, para a determinacdo dos teores de zerumbona.

4.2.2 Cromatografia Gasosa Espectrometria de Massa

As identificagdes dos constituintes do 6leo essencial foram realizadas calculando os
tempos de retencdo obtidos nas analises da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massa (CG-EM) correlacionando-os com os tempos de retencdo dos n-alcanos (C9-C30),
encontrando-se assim os indices de retencdo dos constituintes presentes nos 6leos esséncias.
Os indices foram comparados com os dados disponiveis na biblioteca NIST/WILEY,
juntamente com a literatura Adams (ADAMS, 2007). Para o célculo dos indices foi utilizado a
férmula de Kovatz (IRK) descrita a seguir (AL-TAMEME, et al., 2015):
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IR, = 100.n ((TRsub-TRhidant) / (TRhidpost-TRhidant)) + 100.n° Chigant
Onde:

= |Ry= Indice de retencéo de Kovatz

= n = Diferenca entre 0 numero de carbonos imediatamente anterior e posterior a
substancia que se quer determinar.

» TRsp = Tempo de retencdo da substancia que se deseja encontrar.

*  TRnigant = Tempo de retencdo do hidrocarboneto anterior a substancia que se deseja
encontrar.

*  TRuigpost = Tempo de retencdo do hidrocarboneto posterior a substancia que se deseja
encontrar.

*  Chidant = NUmero do carbono anterior a substancia que se deseja encontrar.

4.2.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-CLAE

Ap0s o processo de recristalizagdo do O.E (n° P1-0505343-9/28/11/2007), os teores de
zerumbona foram determinados por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia-CLAE,
no equipamento Accela High Speed LC (Thermo Scientific®), coluna Hypersil Gold (50 x 2,1
mm) e fase movel metanol agua (85:15, v/v) a 1 mL/min. A identificacdo foi feita por
comparacdo do tempo de retencdo dos picos e confirmada pelo espectro de absor¢do no UV
(~252 nm) (PINHEIRO, 2005).

3.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
4.2.4 Cepas bacterianas

Para a atividade antibacteriana foram utilizadas cepas padrdes das seguintes bactérias:
Staphylococcus aureus ATCC 80958, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984,
Propionibacterium acnes ATCC 11827 e isolados clinicos de S. aureus. A atividade
antimicrobiana da zerumbona foi avaliada pelo o método difusdo por cavidade-placa e
microdiulicdo (MCCUTCHEON, et al., 1992; BAUER, et al., 1966; HABSAD, 2000;
HERNANDEZ, 2000; CLSI, 2012).
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4.2.5 Padronizacgéo do Indculo

As cepas bacterianas foram inoculadas em 3 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI)
em um tubo de ensaio estéril (LORIAN; 1979; WALUSCHKA, 1979). A cepa de
Propionibacterium acnes ATCC 11827, foi incubado a uma temperatura de 37°C por 120
horas em condigOes de anaerobiose. As demais cepas testadas foram incubadas na mesma
temperatura por 24 horas, em aerobiose.

ApOls esse periodo, por meio de espectrofotometria, foi determinada a turbidez
adequada dos indculos, que foi ajustada para corresponder ao tubo n°® 0,5 da escala de
MacFarland (1,5x10° UFC/mL) no intuito de se obter concentracBes bacterianas finais de
1x10° UFC/mL, as quais foram utilizadas para determinacdo da atividade antimicrobiana da

zerumbona.

4.2.6 Determinagédo da Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana da zerumbona foi avaliada pela determinacdo da
Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) por meio
de uma adaptacédo da técnica de difusdo por cavidade-placa e microdiluicdo de acordo com as

normas preconizadas pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI).

4.2.6.1 Microdiluicdo em placa de 96 pocos

Em resumo, realizou-se a diluicdo seriada dos cristais de sesquiterpeno zerumbona em
microplaca de polietileno de 96 pocos, iniciando a partir da concentra¢do de zerumbona de
2000 pg/mL. As concentragdes testadas foram, 2000; 1000; 500; 250 e 125 pg/mL. Apds a
dilui¢do, 100uL dos inoculos bacterianos (1x10° UFC/mL) foram adicionados aos pogos
contendo as concentragfes de zerumbona acima descritas. Tween 20 (10%) que corresponde
ao veiculo de dissolugdo dos cristais utilizados, assim como meio de cultura apenas com
indculo, foram utilizados como controle.

As placas de microdiluicdo foram entdo incubadas em estufa com plataforma de
agitacdo orbital (shaker) a 150 RPM/37°C durante 120 horas em condic¢Ges anaerobicas (jarra
anaerdbica), para a cepa P. acnes e para demais cepas bacterianas, no periodo de 24 horas em
condicdes aerobicas. Apos esse periodo, a placa foi submetida analise de espectrometria (600
nm) para a avaliacdo do crescimento bacteriano com base na turbidez da amostra. Em
seguida, uma aliquota de 50uL de cada poco foi coletada e semeada em placas contendo agar

BHI, que foram posteriormente incubadas, nas condic¢Bes descritas acima. Ao fim do periodo
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de incubacédo, as placas foram analisadas quanto ao crescimento bacteriano por meio da
quantificacdo das unidades formadoras de colénia (UFC) para determinagdo da CIM e CBM.

Todos os testes foram realizados o minimo de trés ensaios em triplicata.

4.2.6.2 Método de difusdo cavidade-placa

Foram feitos orificios equidistantes em placas de Petri, com meio &gar triptona de soja
(TSA), para a cepa de P. acnes e meio agar BHI (Brain Heart Infusion) para as demais cepas
bacterianas testadas. Diferentes concentracfes da zerumbona foram incorporadas ao meio (2000;
1000; 500; 250 e 125 ug/mL). Em seguida 3-4 microlitros dos inéculos previamente preparados
(aproximadamente 10° UFC) foram dispensados nos orificios. Posteriormente, as placas foram
incubadas a temperatura de 37°C durante 7 a 10 dias em condicGes de anaerobiose, para P. acnes e
em condicBes aerdbicas (24 horas, 37°C) para as demais cepas testadas. Apos este periodo, foi

realizada a leitura das placas.

4.2.6.2.3 Cinética de morte microbiana

Para avaliar a eficacia da atividade bactericida da zerumbona em funcdo do tempo foi
realizada a curva da cinética de morte microbiana apenas para as cepas bacterianas de P.
acnes e S. aureus, devido ter sido mais sensiveis a atividade antimicrobiana da zerumbona.
Em resumo, um inéculo bacteriano equivalente a 1x10° UFC/mL foi cultivado em aerobiose
ou anaerobiose a 37°C por 120 horas ou 18/24horas, em 3 mL de caldo BHI em estufa com
rotacdo orbital de 150 RPM, na presenca da zerumbona nas concentracdes correspondentes a
CIM e CBM.

Uma aliquota de 100uL dos indculos foi coletada, centrifugadas (21.952 G/5min) e
ressuspendidas em solugéo salina nos seguintes intervalos de tempo de incubacdo: 0; 30; 60;
120 e 150 horas, para P. acnes. E para a cepa de S. aureus, nos intervalos de tempo 2, 4, 6, 12,
24, 48 e 72 h. Essas aliquotas foram ent&o serialmente diluidas em solucéo salina e semeadas
em placas de agar BHI, que foram posteriormente incubadas nas condi¢cdes descritas acima.
Apbs esse periodo, o nimero viavel de células bacterianas foi estimado por meio da contagem
das Unidades Formadoras de Col6nias (UFC), presentes na placa, multiplicado pelos fatores
de diluicdo. A contagem das col6nias foi realizada em triplicata e a curva da cinética de morte
microbiana foi construida de acordo com o método que utiliza logio UFC/mL versus o tempo
(KUMAR et al., 2014). A atividade bactericida foi definida pela reducao de 99,9% (>3l0g10)
do namero total de UFC/mL do in6culo original.
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4.2.6.2.4 Acéo antibiofilme da zerumbona

Para este teste, foram selecionadas as cepas bacterianas que tiveram seu crescimento

inibido pela zerumbona e que séo formadoras de biofilmes.

4.2.6.2.5 Interferéncia na formacao de biofilme

Apbs a padronizacdo, uma aliquota de 100pL (1x10° UFC/mL) do indculo bacteriano
foi cultivado em 100uL do meio de cultura (BHI) contendo diferentes concentragdes de
zerumbona (2000; 1000; 500; 250 e 125 pg/mL) em microplaca de 96 pocos, para verificar a
interferéncia na formagéo do biofilme.

A placa de 96 pogos foi incubada em estufa com rotacdo orbital a 150 RPM, na
temperatura de 37°C, no periodo de 24/48 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, o
sobrenadante foi aspirado e lavado 3 vezes com PBS e em seguida, foi adicionado 150uL de
metanol, com posterior incubacdo em temperatura ambiente por 30 minutos. Apés o periodo
de incubacdo, o metanol foi descartado e foi adicionado 150uL de violeta de genciana (2%),
seguida por incubacéo a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, a placa foi lavada
com agua destilada, para retirada do excesso de corante. Apds a lavagem, 100uL acido acético
(33 %) foi adicionado. Ap6s 20 minutos, foi feita a leitura em espectrofotdmetro ELISA ~630
nm.

4.2.6.2.6 Degradacédo do biofilme

Para verificar a degradacdo do biofilme j& formado, 200uL do indculo bacteriano
(1x10° UFC/mL) foram adicionados em microplaca de 96 pocos que foi incubada por um
periodo de 48 horas, para que pudesse ocorrer a formacdo do biofilme. Apos a formacao do
biofilme, o sobrenadante foi aspirado e os pocos foram tratados (200uL) contendo diferentes
concentragOes de zerumbona de (2000; 1000; 500; 250 e 125ug/mL).

A placa de 96 pocos foi incubada em estufa com rotagdo orbital a 150 RPM, na
temperatura de 37°C, no periodo de 48 horas. Como controle negativo, foi utilizado Tween 20
(10%) que corresponde ao veiculo de dissolucdo utilizado ou apenas meio BHI. Apds esse
periodo, o sobrenadante foi descartado e 0s pogos submetidos ao ensaio de coloragdo de gram,

descrito acima.
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4.3 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

4.3.1 Cepa fungica

Para a atividade antifingica utilizou-se a cepa padrdo de Candida albicans ATCC
36232. Tal atividade, avaliada através do metodo de microdiluicdo, de acordo com as normas
preconizadas pelo CLSI (2012).

4.3.2 Padronizacdo no inoculo

A levedura Candida albicans (ATCC 36232) foi cultivada em Agar Sabouraud Dextrose
- ASD (Difco® - France), durante 24 horas a 35°C. Apds esse periodo, foram selecionadas
duas coldnias com didametro de 1mm e suspensas em 5ml de PBS estéril. Em seguida, a
suspensdo foi agitada no vortex por 15 segundos, apos esse periodo foi coletada uma aliquota
de 10uL e levada para cdmara de Newbauer, onde realizou-se a contagem de Unidades
formadoras de Coldnias (UFC), com intuito de obter uma concentragdo final de 2,5x10°
células/mL, conforme descrito previamente (KONEMAN et al., 2008; CLSI, 2012).

4.3.3 Determinacao da atividade antifungica

A zerumbona foi testada nas seguintes concentracdes: 0,8; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05 e
0,025mg/mL, com a solucdo estoque contendo dimetilsuféxido (DMSO) a 10%, diluido em
meio de cultura RPMI. Para avaliagdo da Concentracdo Inibitdéria Minima (CIM), a
zerumbona foi diluida de forma seriada, mediante emprego da técnica da microdiluicdo
(CLSI, 2012).

A determinacdo da CIM foi realizada em placas de microdiluicdo com 96 pocos. Meio
de cultura sem zerumbona e com DMSO (10%) foram utilizados como controles. Os testes
para determinacdo da CIM foram realizados em triplicata. Em cada um dos pocos das placas
de microdiluicdo, foram inseridos 100 uL de meio RPMI. Em seguida, 100 pL das
concentragdes da zerumbona, derivado das diluigOes seriadas. Posteriormente, 10 uL da
suspensdo dos microrganismos (2,5x10° células/mL) sdo inseridas em todos os pocos. As
placas foram incubadas a 35° C, por 24 horas. A CIM corresponde a ultima dilui¢do da na
qual ndo foi verificada a presenca de precipitado microbiano ou turvacdo no meio de cultura

apos o periodo de incubacao.
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4.3.4 Ensaios preliminares dos mecanismos de agéo

4.3.5 Ensaio protecao do sorbitol

Com o objetivo de avaliar a interferéncia da zerumbona na formacao da parede celular
fangica foi avaliada a influéncia do sorbitol, que é um osmoprotetor, no crescimento de uma
levedura oportunista. Valores da CIM foram determinados utilizando a levedura Candida
albicans (ATCC 36232), pelo método de microdiluicdo padrdo, descrito acima. Foram
preparadas placas em duplicata, contendo diferentes concentracdes de zerumbona (8; 0,4; 0,2;
0,1; 0,05 e 0,025 mg/mL), mais 0,8M de sorbital, em cada po¢o, como suporte osmético.
Apbs incubacdo a 35° C, as CIM foram lidas em 24 h. Este ensaio foi realizado com o0 minimo

de trés repeticdes em duplicatas e os valores médios foram calculados (FROST et al., 1995).

4.3.6 Ensaio do efeito ergosterol

A CIM da zerumbona frente a levedura Candida albicans (ATCC 36232) foi
determinada seguindo as diretrizes do CLSI M27-A2 (NCCLS, 2002), na presenca ou
auséncia de diferentes concentragdes (200-800 pg/mL) de ergosterol (Sigma Chemical Co.)
adicionando ao meio de ensaio, em linhas diferentes da mesma placa. A CIM foi lida apds um

periodo de 24 h, de acordo com o controle do crescimento de fungos (LUNDE, et al., 2000).

4.3.7 ENSAIOS in vitro

4.3.8 Avaliacéo da citotoxicidade da zerumbona em células de linhagem continua

O ensaio MTT (3-4,5-dimetil, tiazol-2-yl)-2,5-difenil tetratazolium bromide) foi
utilizado para determinar a citotoxicidade da zerumbona, em células eucaritticas de linha
continua. Para este ensaio, foram utilizadas células da linhagem VERO, gentilmente cedidas
pela Fiocruz, Manaus/AM.

O objetivo deste experimento, foi verificar se a zerumbona apresenta alguma acdo
citotoxica para células eucariéticas de linhagem continua. As células (2,6 x 10* por poco)
foram cultivadas em 0,2 mL de meio (DMEM enriquecido com 10 % SFB e streptomicina e
fungisona a 1%) em uma placa de 96 pocos, por 48 horas a 37° C em 5% CO, até a formacéo

da monocamada.
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Apo6s o periodo de incubacéo, o meio foi descartado, as células foram tratadas com
zerumbona em diferentes concentragdes (200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,1 pg/mL) e
incubadas por 24 e 48 horas a 37° C em 5% CO,. Ap6s o periodo de incubacdo, o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, 10 pL de solugcdo de MTT (5 mg/mL em PBS) e
100 pL de meio completo sem vermelho de fenol foram adicionados aos pogos (néo tratada e
tratada) e incubadas por 4 horas a 37° C em 5% CO,. Ap0s esse periodo de incubacdo, o
tampédo de lise, MTT, foi adicionado aos poc¢os (0,1 ml por poco) e incubadas por mais 10
minutos a 37 ° C em 5% CO,. No final da incubacdo, a densidades Otica foram medidas,
utilizando-se um espectrofotdbmetro em um filtro de 570 nm. A viabilidade relativa das células
foi calculada em porcentagem, por meio da seguinte formula: (Asz;o de amostras tratadas) /
(As70 de amostras ndo tratadas) x 100. Essas analises foram expressas por meio do programa
Prism 4 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

4.3.9 Atividade Antioxidante

O potencial antioxidante do Z. zerumbet foi avaliado por meio dos sobrenadantes das
culturas de células (VERO) tratadas com as diferentes concentracdes de zerumbona. Foi
testada a capacidade antioxidante total, observando o comportamento in vitro, na cultura de
células e in natura da substancia. Para avaliar a capacidade antioxidante total, foi utilizado um
kit comercial Total Antioxidant Capacity (TAC) Assay kit ab65329 (Abcam, USA). Seguindo
as recomendacOes do fabricante, foi preparada a curva padrdo adicionando 0, 4, 8, 12, 16 e
20pL de Trolox em pocos individuais (microplaca de 96 pocos). Em seguida o volume final
dos pocos foi ajustado a 100uL, utilizando &gua destilada. Na sequéncia, a solucdo de
trabalho foi preparada, usando uma 1/49 Cu2+ em diluente do ensaio. Apos isso, foram
adicionados 100uL da solucdo de trabalho nos pogos com o padréo (Trolox) e nas amostras
(100uL dos sobrenadantes: 3,1; 6,2; 12,5; 25; 50; 100; 200ug/mL). A placa foi coberta e
incubada por 1h e 30 minutos. Apo6s esse periodo de incubagdo, foi feita a leitura no
espectrofotémetro (~630 nm) e plotagem dos dados.



5 RESULTADOS

5.1 TEORES DA ZERUMBONA PRESENTES NO OLEO ESSENCIAL DE Zingiber zerumbet (L.) SMITH
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A analise da Cromatografia Gasosa acoplada a Espectometria de Massa (CG-EM) do 6leo essencial, extraidos dos rizomas de Z. zerumbet

demonstrou que composto majoritario do 6leo é a zerumbona, com um teor de 87,93% (figura 12).
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Figura 12. Perfil cromatografico do 6leo essencial de Z. zerumbet. No tempo de retencdo 18 (37,8 min) esta presente 0 composto

maioritario zerumbona. apresentando um percentual de area de 87.95%.
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Para purificacdo da zerumbona, o dleo essencial foi submetido a recristalizacdo, de acordo com a patente n° P1-0505343-9/28/11/2007.

Em seguida foi observado o grau de pureza dos cristais zerumbona, via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando banda de

absorcdo em UV de ~252 nm, de acordo. Apo6s o processo de recristalizacdo do O.E, obteve-se um grau de pureza de 98,79% de zerumbona,

como pode ser observado na cromatografia abaixo (figura 13).
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Figura 13. Cromatograma Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) dos cristais obtidos o dleo essencial. Tempo de retencdo 1, com o percentual
de &rea de 98,79%, referente a0 composto zerumbona, de acordo com a curva padrdo estabelecida na patente n° P1-0505343-

9/28/11/2007.
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5.2 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA ZERUMBONA

Inicialmente, testes preliminares utilizando a técnica de microdilui¢do em agar
demonstraram que a zerumbona possuia a¢cdo antimicrobiana contra cepas de S. aureus,
evidenciada por CIM > 250ug/mL ¢ CBM > 500pg/mL. Os resultados também
confirmaram que a atividade antimicrobiana da zerumbona ¢ mais eficiente contra
bactérias gram positivas do que gram-negativas, visto que esta biomolécula nao inibiu o

crescimento das enterobactérias (Figura 14).

Figura 14: Atividade antimicrobiana da zerumbona contra cepas gram-positivas e
negativas a). Inéculos bacterianos 1x10° UFC/mL (3- 4 uL) foram semeados em orificios
de placas de &gar Muller Hinton contendo zerumbona na concentracdo de 500ug/mL.
al/a2: ETEC- Escherichia coli enterotoxigenica ST-Butantd; bl: Staphylococcus aureus
(isolado clinico) / b2: Staphylococcus aureus ATCC 80958; cl/c2: Pseudomonas
aeruginosa-CDC EDL-1284. Auséncia de crescimento bacteriano em bl e b2 (CBM).

A atividade antimicrobiana da zerumbona contra P acrnes, foi ainda mais eficiente do
que a observada contra a as cepas de S. aureus, visto que a zerumbona apresentou CIM
>125ug/mL ¢ CBM >250ug/mL contra a cepa padrdo (ATCC 11827) de P acnes
testada ( Figura 3).
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controle 250 pg/mL

Figura 15. Concentragdo Bactericida Minima (CBM) da zerumbona frente P. acnes.
Método Diluicdo em &gar com a Zerumbona. Setas indicam crescimento bacteriano.
*: auséncia de crescimento bacteriano

Em seguida, com intuito de confirmar e verificar a reprodutibilidade dos
resultados obtidos por meio da microdiluicio em agar foi realizado o teste de
microdiluicdo em caldo de acordo com o que recomenda o CLSI. Os resultados
confirmaram os mesmos valores de CIM e CBM demonstrados pela microdiluicao em
Agar, evidenciando que ambos os métodos apresentavam sensibilidade e precisdo
similares.

Diante disso, os testes subsequentes que demonstraram auséncia de atividade
antimicrobiana da zerumbona contra a cepa Staphylococcus epidermidis ATCC 35984,
foram feitos apenas por meio da microdiluicio em caldo considerando fatores como
precisdo, praticidade e economia de reagentes. Assim, os dados apresentados pelo
presente estudo demonstram que a zerumbona apresenta atividade antimicrobiana contra
os agentes etioldgicos de infeccdo cutanea S. aureus e P acnes, porém nao foi verificada

acdo antimicrobiana contra S. epidermidis (Tabela 1).
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana da zerumbona contra bactérias gram positivas

causadoras de infecgdes cutaneas

Concentracgdes (g/mL)
CEPAS 62,5 125 250 500 1000
S. aureus (padrao) + + +* _kk .
S. aureus (isolado + + +* _kk -
clinico)
P. acnes + +* k% _ _
S. epidermidis + + + + +

Nota: (+): Crescimento bacteriano (-): Auséncia de crescimento bacteriano

(*): Concentragdo Inibitéria Minima-CIM
(**): Concentragdo Bactericida Minima-CBM
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5.2.1 Cinética de morte microbiana

Como a biomolécula zerumbona demonstrou consideravel acdo antimicrobiana
contra as cepas S. aureus (padrdo e isolado clinico) e P. acnes, esta atividade foi
avaliada e caracterizada em funcdo do tempo, por meio do teste de cinética de morte
microbiana. Os resultados demonstram que no 1° intervalo de tempo (2h) de exposicao a
zerumbona, houve uma reducéo de (44%) na concentracdo de 250 pg/mL e de (66%) na
concentracdo de 500 pg/mL em relacdo ao inoculo original, para ambas as cepas
testadas. A atividade bactericida (redugdo de > 99,99% ou > 3 logl0 UFC/mL) foi
evidenciada no intervalo de tempo entre 6 e 12 horas de exposicdo as duas
concentragOes de zerumbona utilizadas (Figura 16).

Apds 12 horas de exposicao, foi verificado que a zerumbona comecou a perder
seu efeito antimicrobiano, havendo um aumento do crescimento bacteriano até o
intervalo de tempo de 24 horas, onde este crescimento se estagnou (figura 16). Estes
dados demonstram que acgdo antimicrobiana da zerumbona ocorre durante a fase
logaritmica do crescimento bacteriano. Uma vez que a bactéria entra em sua fase
estacionaria, a zerumbona passa a perder seu efeito inibitério/bactericida. Experimentos
adicionais seriam necessarios para verificar se adicdo de mais zerumbona no intervalo

de tempo 12 horas poderia promover maior reducdo do crescimento bacteriano.

Cinética de morte bacteriana

i -8— controle S. aureus (padrao)
5 -8 controle S. aureus (isolado)
g 10- —— S. aureus (padréo) 500ug/mL
Q —-* S. aureus (isolado) 500ug/mL
Do —— S. aureus (padr&o) 250ug/mL
g‘;' 5 -©- S. aureus (isolado) 250ug/mL
|

0

0 6 12 24 48

tempo (hrs)

Figura 16. Avaliagéo da atividade antimicrobiana em funcdo do tempo. Cepas de S.
aureus tratadas com zerumbona nas concentragdes 250 e 500 pg/mL em diferentes
intervalos de tempo.
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Em relacdo a P. acnes, foi observado que a zerumbona exerceu sua atividade
bactericida durante o primeiro intervalo de tempo testado (30 horas), promovendo uma
reducdo de aproximadamente 99,9% (> 3 logl0 UFC/mL) das col6nias bacterianas em
relagdo ao inoculo inicial, na concentracdo de 250 pg/mL (CBM). A atividade
bactericida para a concentracdo de 125 pg/mL (CIM) foi atingida ap6s 60 horas de

exposicéo a zerumbona, como demonstrado na figura abaixo (Figura 17).

Cinética de morte bacteriana

- 125ug/mL
- 250pg/mL
—— controle

Log1o UFC/mL

30 60 90 120 150
Tempo (hrs)

Figura 17. Inibicdo do crescimento bacteriano (P. acnes) nas concentracdes de
125 pg/mL (CIM) e 250 pg/mL (CBM) de zerumbona, em funcéo do tempo.
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5.3 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DA ZERUMBONA

Como mencionado anteriormente, para determinar a atividade antibiofilme da
zerumbona, foi realizado ensaios de inibicdo de formacdo de biofilme e de degradacéo
do biofilme formado. Para estes ensaios, foram selecionadas apenas as cepas de S.
aureus uma vez que somente estas cepas demonstraram ser capazes de formar biofilme.
De acordo com os resultados obtidos, verificou-se a zerumbona foi capaz de inibir a
formacéo de biofilme nas concentracdes de 500, 1000 e 2000ug/mL. Na concentracdo
de 500ug/mL foi observado uma reducdo de 55,8 % no biofilme formado pelo isolado
clinico e de 48,04% pela cepa padrdo, em comparacdo com o controle. A reducdo
maxima observada ocorreu na concentracdo de 2000ug/mL, que foi capaz de reduzir a
formacdo de biofilme em 79,24% e 72,45%, no isolado clinico e cepa padrdo,

respectivamente, figura 18.

Atividade Antibiofilme

" L - EE controle S. aureus (padrao)
g ' 5 controle S. aureus (isolado)
§ 104 E= S. aureus (padrio) 2000ug/mL
;’ _ IR S. aureus (isolado) 2000ug/mL
g S. aureus (padr&o) 1000ug/mL
“_é‘ 0.5 5553 7 S. aureus (isolado) 1000ug/mL
2 Z S. aureus (padrdo) 500ug/mL
- = Z S. aureus (isolado) 500ug/mL
0.0 = Z

Figura 18. Inibicdo da formagéo de biofilme de S. aureus pela zerumbona. Isolado
clinico e cepa padrdo de S. aureus foram expostos as concentracGes de 500, 1000 e
2000pg/mL de zerumbona. Leitura dos resultados foi feita por espectrofotometria
(600nm)
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5.4 ATIVIDADE ANTIFUNGICA DA ZERUMBONA

A atividade antifungica da zerumbona foi avaliada de acordo com as diretrizes
preconizadas pelo CLSI, utilizando a técnica de microdiluicdo, como mencionado
anteriormente. A zerumbona apresentou CIM de > 100ug/mL e Concentracdo Fungicida
Minima (CFM) equivalente a > 200ug/mL contra a cepa Candida albicans ATCC
36232(Tabela 2).

Tabela 2. Atividade antifangica da zerumbona

Concentragdes (png/mL)

CEPA EUNGICA 50 100 200 400 800
Candida albicans ATCC 36232 + +* *% - -
Nota: (+): Crescimento fungico (-): Auséncia de crescimento flngico

(*): Concentracdo Inibitéria Minima-CIM

(**): Concentragdo Fungicida Minima-CFM

Ap0s constatar que a zerumbona apresentava atividade antifingica contra a cepa
Candida albicans ATCC 36232, investigou-se possiveis mecanismos de a¢do por meio
dos ensaios de protecdo de sorbitol (para verificar se 0s mecanismos de acdo da
zerumbona estavam relacionados a interferéncia da formacdo da parede celular) e o
efeito do ergosterol (para avaliar se atividade antifingica da zerumbona estava
relacionada a interagdo com membrana celular).

Os resultados obtidos demonstraram que o mecanismo de acdo da atividade
antifungica da zerumbona ndo estd relacionado com a formagdo da parede celular
fangica e nem tampouco com a degradagdo da membrana celular. Testes adicionais
serdo necessarios para determinar os mecanismos de acdo da atividade antifingica da

zerumbona.

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA DA ZERUMBONA

Para avaliar o efeito citotoxico da zerumbona sobre células eucaridticas de
linhagem continua, foi utilizado o ensaio colorimétrico de MTT. O composto bioativo
zerumbona, ndo apresentou efeito citotoxico consideravel até a concentracdo de

100pg/mL, como pode ser observado na figura 21.
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Nas concentragdes de 25, 50 e 100pug/mL o percentual de viabilidade celular foi
de 100, 97 e 92%, respectivamente, ap0s 24 horas de tratamento. No periodo de 48
horas, houve pouca mudanga na viabilidade celular na concentra¢do de 50pg/mL (95%)
e 100ug/mL (85%). Tais resultados demonstram que provavelmente a zerumbona nédo
apresenta efeito citotoxico em células humanas normais. Contudo, testes adicionais com
células ndo-cangerigenas de linhagem humana sdo necessarios para melhorar

caracterizar o efeito citoxico da zerumbona. .
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Figura 19. Viabilidade celular relativa. Concentragfes testadas para verificar a
toxicidade da zerumbona em células normais de linhagem continua.

5.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O potencial antioxidante da zerumbona, foi avaliado pela Capacidade
Antioxidante Total Equivalente ao Trolox (TEAC). O TEAC é um ensaio colorimétrico,
gue avalia a capacidade da substancia-teste em capturar o ion Cu2+ e converter em Cu.
Neste ensaio a zerumbona apresentou uma excelente atividade na concentracdo de
50ug/mL (400mM Trolox), resultado que aumentou quando a concentracao foi elevada

a 100ug/mL (650mM Trolox). Estes dados demonstram que zerumbona apresenta a
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capacidade antioxidante ao induzir a producgdo de pequenas molélucas (GSH, ascorbato,
Vitamina E, etc.) e proteinas (albumina, transferina, etc) antioxitantes. Vale ressaltar
que esta concentracdo nao apresentou efeitos citotoxicos em células normais de

mamiferos, como demonstrado no teste de citotoxidade.

Capacidade antioxidante total
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Figura 20. Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao Trolox (TEAC),
medida dos sobrenadantes das culturas celulares, na presenca da
zerumbona.



41

6 DISCUSSAO

A pesquisa por biomoléculas naturais ativas com potencial antimicrobiano tem
se tornado a principal alternativa na luta contra o crescente aumento de resisténcia a
antimicrobianos comerciais disponiveis (BRESOLIN e CECHINEL FILHO, 2010;
HANEEF et al., 2013; SOLIMINI; JUTTE et al., 2017).

Extratos obtidos de diferentes partes da planta, como os 0Oleos essenciais, sao
usados empiricamente & séculos para o tratamento de diversas doencas, até mesmo as
causadas por microrganismos. No entanto, é necessario identificar o composto bioativo
responsavel pela acdo farmacol6gica, uma vez que em um extrato hd dezenas de
substancias presentes (VEIGA-JUNIOR; WAGENLEHNER et al., 2005; KUET et al.,
2013). Todavia, o isolamento de uma substancia costuma ser dificultoso, pois na
maioria das vezes, esses compostos se apresentam em pequenas quantidades. Diferentes
métodos podem ser utilizados para o fracionamento de um 6leo essencial (cromatografia
delgada, cromatografia em coluna, cromatografia gasosa e liquida), mas cada extrato
apresenta uma peculiaridade especifica, sendo necessario identificar o melhor método
de purificacdo, em relacdo ao grau de pureza e o rendimento obtido (COLLINS et al.,
1990; ANSEL et al., 2000; FANGUEIRO, 2014).

O 6leo essencial dos rizomas de Z. zerumbet obtido neste estudo pelo método de
hidrodestilacdo, apresentou como composto majoritario o sesquiterpeno zerumbona,
com o teor de 87,95%. Dai e colaboradores (2013) analisaram a composi¢do quimica do
6leo essencial obtidos dos rizomas do Z. zerumbet em Nghe, uma provincia do Vietna.
Neste trabalho destacaram-se como 0s principais componentes o z-citral (26,1%),
canfeno (16,13%), sabineno (14,6%) e a zerumbona com o teor de 1,2%. Batubara e
colaboradores (2013) avaliaram o perfil cromatografico do O.E do Z. zerumbet oriundo
da Indonésia, obtendo um teor de zerumbona de 11,05%, o segundo componente de
maior predominancia neste Oleo essencial, atras somente do sabineno (32,96%).
Resultado semelhante foi obtido por um grupo da Mal&sia e do Japdo que obtiveram um
teor de zerumbona de 36,12% e 48,13%, respectivamente (Yu et al., 2008; Sulaiman et
al., 2010).

Esses dados demonstram que a hidroestilacdo realizada neste estudo foi mais
eficiente em obter maior teor de zerumbona na composicao O. E., em comparagdo com
estudos anteriores. Contudo, € importante ressaltar que essas diferencas na composicao

quimica dos 6leos essenciais relacionadas ao teor de zerumbona podem ser atribuidas a
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diversos fatores, tais como clima, periodo de colheita e a qualidade do solo
(PIRBALOUTI et al., 2013; FORMISANO, 2015). O clima amazonico de alta umidade
e elevadas temperaturas, funcionando como uma “estufa natural”, pode ser responsavel
pelo elevado teor de zerumbona encontrado no O.E descrito neste estudo (NOBRE;
BHUIYAN; ROUT et al., 2009; YOB et al., 2011).

Isolar e purificar uma substancia de um extrato natural nem sempre é uma tarefa
simples. Em um estudo realizado na Malasia, por Baby e colaboradores (2009), o dleo
essencial obtido dos rizomas do Z. zerumbet, utilizando o método de hidrodestilacéo,
obtiveram um 6leo com um elevado teor de zerumbona (68,9%). Em seguida, esse 6leo
foi submetido ao processo de recristalizacéo e os cristais foram submetidos a analises de
identificacdo cromatograficas e espectroscopicas. No entanto, o autor ndo descreve o
grau de pureza obtido nos cristais, apenas descreve que a massa molecular obtida,
corrobora com os dados da literatura.

Li e Song (2017) avaliaram o efeito da zerumbona comercial (Sigma®, New
York, NY, USA) com o grau de >98% de pureza, como uma alternativa terapéutica no
tratamento de Ulceras gastricas, induzidas em ratos (ratos SD, 48 semanas). Os autores
apresentam a zerumbona como uma possivel alternativa terapéutica no tratamento de
Ulceras gastricas. Vale ressaltar que a zerumbona comercial utilizada pelos autores,
apresenta o grau de pureza igual ao obtido no presente estudo. No entanto, o valor
comercial é muito elevado, podendo inviabilizar a elaboracédo de farmacos.

O dleo essencial obtido foi submetido ao processo de recristalizagdo, obtendo
cristais de com um elevado teor de zerumbona (98,79%) de acordo com a metodologia
utilizada na patente de n° P1-0505343-9/28/11/2007, descrita por Pinheiro (2007). Neste
estudo, Pinheiro (2007) obteve um alto grau de pureza da zerumbona (99,95%), com
baixo custo beneficio, através da adaptagdo do método de recristaliza¢do, processo que é
amplamente utilizado na purificagdo de biomoléculas, derivadas de O.E (ANSEL et al.,
2000; FANGUEIRO, 2014).

Dentre os diversos potenciais farmacologicos da zerumbona, a atividade anti-
inflamatdria e antimicrobiana sdo possivelmente as atividades mais passiveis de agregar
valor econdmico a esta biomolécula. Este estudo demonstrou importante atividade
antimicrobiana da zerumbona contra as cepas bacterianas S. aureus (isolado clinico e
cepa padrdo) e P. acnes, principais agentes etioldgicos de infeccBes cutaneas. A
zerumbona apresentou a CIM na concentragdo de >125ug/mL e >250pg/mL contra P.

acnes e S. aureus respectivamente. A CBM foi verificada na concentracdo de
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>250ug/mL frente ao P. acnes e >500ug/mL para as cepas e S. aueus testadas. A
zerumbona ndo apresentou atividade antibacteriana contra S. epidermidis nas
concentragdes testadas.

Na literatura, ndo ha uma classificacdo consensual estabelecida sobre os valores
da CIM e CBM de extratos, fragdes ou substancias isoladas de plantas para determinar
sua eficacia antimicrobiana (BARBOSA, 2010). No entanto, alguns autores classificam
a atividade antimicrobiana desses agentes naturais como forte, moderada e fraca,
quando apresentam CIM até 500, entre 500 e 1500 e acima de 1500 pg/mL,
respectivamente (Bagramian et al., 2009; Sartoratto et al., 2004). J& Webster e
colaboradoes (2008) afirmam que agentes antimicrobianos com valor de CIM até 1000
pg/mL podem ser empregados na terapéutica de processos infecciosos.

Segundo essas classificacdes a biomolécula zerumbona apresenta atividade
antimicrobiana forte frente as cepas S. aureus e P. acnes testadas e contra a levedura
Candida albicans (ATCC 36232) visto que apresentou valores de CIM que variaram
entre 200 e 500 pg/mL para estes agentes etiologicos e podendo representar uma
alternativa profilatica e de tratamento para infecges cutaneas causadas por esses
microorganismos. Estes dados sdo de grande importdncia médica, visto que
atualmente existem poucos antibiéticos comerciais de uso tdpico utilizados para o
tratamento de infeccbes de pele (impetigo, foliculite e furunculose) causadas por S.
aureus e P. acnes. Além do mais, boa parte dos antimicrobianos disponiveis no
mercado estdo perdendo sua eficdcia devido o surgimento constante de cepas
multirresistentes (LUNA et al., 2010; SHITTU; UDO; LIN, 2009).

Poucos estudos investigam a atividade antimicrobiana da zerumbona,
principalmente para as espécies bacterianas utilizadas no presente estudo. No entanto,
os dados aqui apresentados confirmam os apresentados por Liu et al., (2017), que
demonstraram a atividade antimicrobiana da zerumbona contra S. aureus (ATCC
29213) e C. albicans (ATCC 90028) com valores de CIM de 200 e 250 pg/mL,
respectivamente. Outro estudo realizado por Chan e colaboradores (2013) avaliaram a
atividade antimicrobiana do timol (99,5% de pureza), que é empregado como principio
ativo na pratica médica como antisséptico e carvacrol (99% de pureza), dois terpenos
fendlicos presentes em algumas espécies vegetais que possuem acdo fungicida,
bactericida e antioxidante, onde os valores de CIM e CBM encontrados foram de 625 e

1250 pg/mL respectivamente contra S. aureus (NCIMB 6571). Valores acima dos
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apresentados pela zerumbona. Vishwanatha e colaboradores (2012) demonstraram CIM
de 5000 pg/mL da zerumbona contra S. epidermitis. No presente estudo ndo foi

verificada nenhuma atividade antimicrobiana contra S. epidermitis.

Até 0 momento, ndo hé relatos sobre a atividade antimicrobiana da zerumbona
frente P. acnes. No entanto, ja foi documentada a atividade antimicrobiana de outras
substancias naturais contra esse agente etioldgico. Por exemplo, a brazilina,
protosappanina A e protosappanina B, substancias isoladas a partir do extrato
metandlico da espécie Caesalpinia Sappan Wood, conhecida como pau-brasil-da-india
mostraram atividade antibacteriana com valores de CIM de 500, 1000 e 2000 pg/mL,
respectivamente contra P. acnes (BATUBARA; MITSUNAGA; OHASHI, 2010).

Em um levantamento recente, realizado por Orchad e Van Vuuren (2017), sobre
substancias naturais com atividade antimicrobiana contra P. acnes, foi verificada a acédo
bactericida de 90 compostos naturais. A CBM variou entre 0,75 e 9,38 mg/mL,
evidenciando assim o potencial da zerumbona demonstrada por este estudo para
elaboracdo de formulacbes de uso topico para o tratamento de infeccBes cutaneas

causada por esse microrganismo.

As maiorias dos estudos que investigam a atividade antimicrobiana de Oleos
essenciais ou seus compostos isolados demonstram que eles sdo mais ativos sobre as
bactérias gram-positivas. Em nosso estudo também foi verificado que a zerumbona
apresenta atividade antimicrobiana mais eficiente contra microorganismos gram
positivos. Isto pode esta relacionado com o0 mecanismo de acdo da zerumbona que pode
esta diretamente associado com o morfosiologia das bactérias gram positivass (BURT,
2004). No entanto, estudos realizados por Sidahmed e colaboradores (2015) verificaram
qgue a zerumbona apresenta forte atividade antimicrobiana contra a espécie gram-
negativa Helicobacter pylori, apresentando CIM de 250 pg/mL para duas linhagens
desta especie (NCTC 11637 e J99). Estudos adicionais sdo necessarios para melhor

caracterizar o espectro e 0 mecanismo de ac¢ao antimicrobiano da zerumbona.

Além de determinar a atividade antimicrobiana de uma biomolécula, para que a
mesma seja considerada na elaboragdo de novos farmacos de carater antimicrobiano, é
essencial caracterizar sua acdo em funcdo do tempo. Desta forma, € possivel verificar
em quanto tempo o composto esta agindo nas células bacterinas e se é dose dependente

(LEITE, 2007). Este ensaio também € crucial para avaliar a dindmica da acao
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antimicrobiana frente as caracteristicas de crescimento dos microorganismos testados
(DE OLIVEIRA, 2010; CLANCY et al., 2014).

Ao analisar a atividade da zerumbona em funcdo do tempo, verificou-se que a
concentracdo 250ug/mL (CIM) causou a reducdo maxima (> 99,99%) do crescimento
bacteriano das cepas de S. aureus testadas no intervalo de tempo entre 12 a 18 horas.
Quando as bactérias foram tratadas com a concentragdo de 500pug/mL (CBM), a reducéo
méaxima ocorreu no intervalo de 6 a 12 Em relacdo a P. acnes, a acdo bactericida
ocorreu em 60 horas de tratamento com zerumbona na concentracdo de 125ug/mL
(CIM) e em 30 horas, quando tratados com zerumbona na concentragdo 250ug/mL
(CBM). Um estudo realizado por Sales e colaboradores (2014) com O.E de Hymenaeae
coubaril L. verificou que este extrato apresentava atividade bactericida contra S. aureus
na concentracdo de 560ug/mL, a partir de 24 horas de tratamento Silva (2015) avaliou a
acdo bactericida em fungdo do tempo do linalol, composto majoritario do O.E de
Ocimum basilicum. O linalol apresentou a agdo bactericida frente a cepa microbiana S.
aureus, a partir de 8 horas de tratamento na concentracdo de 1024pg/mL. Ambas as
concentragdes mencionadas acima sdo mais elevadas do que apresentada pela

zerumbona contra as cepas S. aureus neste estudo.

No trabalho recente de Kanayama e colaboradores (2017), foi avaliado a acéo de
antibidticos comerciais (ozenoxina, nadifloxacina, levofloxacina e clidamicina) em
funcdo do tempo frente ao P. acnes. A CBM da ozenxina, nadidloxacina e levofloxina
foram superiores a 256pug/mL obtendo a redu¢do maxima (> que 3 logl0 UFC/mL do
indculo inicial) no periodo de 48 horas contra P. acnes. J& a clidamicina, apresentou a
acdo bacteriostatica (= que 2 logl0 UFC/mL do indculo inicial) na concentragdo de
256pg/mL no mesmo intervalo de tempo. Resultados que evidenciam o alto potencial
antimicrobiano da zerumbona contra P. acnes, visto que a zerumbona na concentragao
250 pg/mL matou todas as bactérias em apenas 30 horas de tratamento. Estes dados
além de promissores sdo inéditos, quando se refere ao espectro de acdo bactericida da

zerumbona contra o P. acnes.

Além de apresentar uma forte atividade antimicrobiana, a zerumbona foi capaz
de reduzir a formacdo de biofilme em até 55% na concentracdo de 500ug/mL (CBM) e
78% na concentracdo de 2000ug/mL. Diferentemente dos dados obtidos neste estudo,

Nader e colaboradores (2014), quantificaram a interferéncia na formacéo de biofilme de
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S. aureus, utilizando o antibidtico (sulfato de gentamicina) na sua concentracdo
comercial (30000pg/mL) e demonstraram que o antibidtico foi capaz de reduzir
somente 13,9% da formacédo de biofilme. Vale ressaltar que os biofilmes tém como a
sua principal caracteristica a resisténcia a fatores externos, como os antibiéticos, luz
ultravioleta (UV), aumento ou diminuicdo do pH e até mesmo o calor (DE LA
FUENTE-NUNEZ et al., 2016). Isso proporciona o aumento de 10 a 1000 vezes a
resisténcia bacteriana em relacdo antibidticos convencionais, que sdo utilizados no
tratamento de células bacterianas planctonicas (natacéo livre) (HALL-SOODLEY et al.,
2006; KOSTAKIOTI et al., 2013). Estes dados evidenciam que além da atividade
antibacteriana, a zerumbona também apresenta importante acdo antibiofilme, o que
potencializa sua atividade antimicrobiana.

O presente estudo também avaliou a acdo antifingica da zerumbona contra
Candida albicans ATCC 36232, fungo de grande importancia médica como umas das
principais causas de infec¢Bes cutaneas. A zerumbona demonstrou atividade antifungica
sendo verificada uma CIM de > 100pg/mL ¢ CFM >200pg/mL contra a cepa fungica
Candida albicans ATCC 36232. Oliveira e colaboradores (2016) avaliaram a acdo
antifunfica do eugenol, obtido do O.E da alfavaca (Ocimum gratissimum) frente a
levedura Candida albicans. No referido estudo os autores obtiveram a CIM 1250
pug/mL. Concentracdes dez vezes maiores do que os obtidos neste estudo. Outro estudo
realizado por Freitas (2013) avaliou a atividade antifungica do carvacrol ontra a
levedura C. albicans, encontrando CIM > 1024 pg/mL, enquanto que Vasconcelos
(2013) avaliou a atividade antifingica do timol demonstrando CIM 350 pg/mL,
concentracdes muito maiores do que a apresentada pela zerumbona em nosso estudo.

Até recentemente ndo havia estudos da acdo antifungica da zerumbona contra a
C. albicans. Liu e colaboradores (2017) investigando a acdo cicatrizante da zerumbona
comercial (>98%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em ratos (Wistar), verificaram
a acdo antifungica da zerumbona contra C. albicans, obtendo a CIM de 250ug/mL.
Neste estudo ndo foi avaliada a Concentracdo Fungicida Minima (CFM). Mesmo
utilizando zerumbona comercial com alto grau de pureza, tais resultados continuam
sendo inferiores aos dados apresentados pelo presente estudo.

Com intuito de investigar o mecanismo de acdo da atividade antifungica da
zerumbona, frente a C. albicans, foram realizados ensaios Protegdo do Sorbitol e Efeito
do Ergosterol. O ensaio conhecido como “Protecdo do Sobitol” foi realizado para

determinar a interferéncia da zerumbona, sobre a integridade da parede celular fungica



47

(C. albicans), enquanto que o “Efeito Ergosterol”, é utilizado para verificar se a
substancia é responsavel por alteracdes na membrana plasmatica. Um composto que
interfere negativamente na parede celular dos fungos, aumentara a CIM devido a
protecdo do sorbitol, assim como um composto que apresenta afinidade com o
ergosterol também aumentard a CIM ao se ligar ao ergosterol externo (FROST et al.,
1995). Nesse caso, a CIM (100ug/mL) foi a mesma em ambos os testes, apds o periodo
de incubacdo (24 horas) de interacdo do fungo com a zerumbona. Sugerindo que a
zerumbona nao atua sobre esses mecanismos de agéo.

Ferreira (2013) avaliou o mecanismo de acgdo de novas naftoquinonas
(semissintéticas) em C. albicans, desenvolvidas na Universidade Federal Fluminense
(UFF), no Rio de Janeiro. Apds a determinacdo da CIM (50ug/mL), foi analisado a
interferéncia da naftoquinona sobre a parede celular. A CIM permaneceu a mesma,
concluindo-se que a molécula ndo age sobre a parede celular dessa levedura, assim
como a zerumbona. Por outro lado, Mangoyi e colaboradores (2015) verificou que
atividade antifangica para cloramina, um agente antisséptico frequentemente usado para
a assepsia oral, na concentracdo 783ug/mL (CIM), apresentado como mecanismo de
acdo a degradacdo da membrana plasmatica evidenciada pelo aumento da CIM em 4
vezes no teste do efeito do Ergosterol.

Como os dois ensaios realizados (disponiveis) para determinar o mecanismo
antifangico da zerumbona evidenciaram que a atividade desta biomolécula ndo esta
relacionados com a degracdo da membrana e tampouco com a parede celular, novos
ensaios que avaliem outros mecanismos de acdo, como o fluxo de potassio e o
extravasamento de substancia que absorvem a 260 nm devem ser realizados
(FERREIRA, 2013).

Para que uma substancia seja considerada para ser usadas em formulagdes
farmacéuticas, além de sua eficiéncia é necessario garantir sua seguranga. A
citotoxicidade da zerumbona foi avaliada in vitro, utilizando células eucaridticas de
linhagem continua (células Vero). Os resultados mostram claramente que a zerumbona
ndo apresenta efeitos citotoxicos consideraveis, mesmo apos 48 horas de tratamento.
Jyothilakshmi e colaboradores (2017) avaliaram a citotoxicidade da zerumbona em
células hepaticas (Chang Liver) e compararam com um agente quimioterapico,
doxorrubicina, nas mesmas concentracdes. A doxorrubicina apresentou efeitos
citotoxicos em 31pg/mL, diferentemente da zerumbona, pois essa biomolécula na

concentragdo de 150ug/mL ndo apresentou efeitos citotoxicos contra células hepaticas.
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Outros trabalhos mostram que a zerumbona apresenta uma baixa ou nenhuma
citotoxicidade em células endoteliais e fibroblastos, mas induz a apoptose de muitas
linhagens de células cancerigenas (MURAKAMI et al.,, 2002; XIAN et al.,2007;
PRASANNAN et al., 2012) Estes resultados que confirmam os dados obtidos no
presente estudo que demonstram que a zerumbona ndo é citotoxica para células
normais.

Como o objetivo central deste estudo foi verificar o potencial da zerumbona
como agente antimicrobiano contra infec¢Ges cutaneas, o presente estudo também
avaliou o potencial antioxidante desta biomolécula, visto que esta atividade potencializa
o efeito curativo de antimicrobianos, principalmente os de uso topico. Este potencial foi
expresso pela Capacidade Antioxidante Total Equivalente ao Trolox (TEAC). A
zerumbona apresentou uma alta atividade antioxidante, na concentracdo de 50ug/mL
(400mM Trolox), resultado que aumentou quando a concentracdo foi elevada a
100pg/mL (650mM Trolox). No trabalho realizado por Lin e colaboradores (2013) foi
avaliado o potencial antioxidante de extratos aquosos de seis plantas medicinais, nativas
de Taiwan (Bidens alba L., Lycium chinense Mill.,, Mentha arvensis L., Plantago
asiatica L., Houttuyni acordata Thunb., and Centella asiatica L. Urban). Dessas seis
plantas, foram avaliados a capacidade antioxidante total dos extratos, utilizando o
ensaio TEAC. A Houttuyni acordata Thunb apresentou melhor atividade antioxidante
(231,16mM Trolox), na concentracdo de (100pg/mL), valor de Trolox muito inferior ao
induzido pela zerumbona.

Outro estudo realizado por Gilca e colaboradores (2014), com o objetivo de
elucidar o potencial antioxidante das plantas mais utitilizadas na medicina tradional
chinesa, analisou a capacidade antioxidante total de cinco espécies vegetais (Symphitum
officinalae , Inula helenium, Calendula officinalis, Angelica arhanghelica, e Ecbalium
elaterium). O extrato aquoso obtido das folhas da espécie vegetal Symphitum
officinalae, obteve o maior percentual antioxidante (413 mM Trolox). Nesse estudo nédo
foi determinado a concentragdo dos extratos e nem isolado o possivel composto
bioativo, impedindo a determinacdo do composto responsavel pelo potencial
antioxidante deste extrato.

Assim, os dados obtidos demonstram a alta atividade antioxidante da
zerumbona, 0 que aumenta seu potencial como biomolécula a ser explorada em
formulagdes de antimicrobianos de uso topico contra infecgdes cutaneas. Além disso, é

importante ressaltar que substancias antioxidantes sdo responsaveis pela remocao das
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espécies reativas de oxigénio (ROS), cofatores de muitas modifica¢bes celulares,
gerando danos irreverssiveis, sendo responsaveis por diversas patologias, inclusive o
cancer (NEMEC et al., 2000; SOARES et al., 2008; DASTAN et al., 2016).

Os resulados alcangcados no referido trabalho, mostram a diversidade
farmacoldgica da zerumbona, molécula que vem sendo cada vez mais estudada em
diversas partes do mundo. Em um recente estudo realizado por Liu e colaboradores
(2017), em Taiwan, foi desenvolvida uma pomada contendo 1% de zerumbona
comercial (>98%; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) utilizada no tratamento de
feridas induzidas em camundongos. Apresentando resultados satisfatérios, onde no
periodo de 15 dias, obtiveram a cicatrizacdo total do ferimento.

Em um estudo clinico de fase 1, realizado por nosso grupo de pesquisa, na
cidade de Manaus/AM, Brasil, Ladeia (2015) avaliou a a¢do cicatrizante da zerumbona
em Ulceras de pacientes com pés-diabéticos. Nesse estudo, a zerumbona foi mais eficaz
que o tratamento convencional (alginato de calcio), sendo capaz de promover a
cicatrizacdo em um curto intervalo de tempo, quando comparado com o tratamento
convencional (dados sob sigilo e ainda ndo publicados).

Isso reforga os dados obtidos, uma vez que foi observada uma excelente
atividade antimicrobiana, frente aos principais microrganismos causadores de infec¢oes
cutaneas, aliado a acdo antioxidante, além de ndo apresentar efeitos citotoxicos em
células eucaridticas normais.

Portanto, os dados apresentados por este estudo demonstram o potencial do uso
da zerumbona como agente antimicrobiano a ser utilizado em formulagdes fitoterapicas
contra infecgdes cutaneas de uso topico. Além disso, a auséncia de efeitos citotoxicos e
a atividade antioxidante confirmam ainda mais o grande potencial farmacéutico e o
grande valor econémico agregado a esta biomolécula. Assim, os dados apresentados por
estudo, demonstrando o espectro de acdo farmacoldgica da zerumbona, abrem caminho
para utilizagdo desta biomolécula na concepcdo de novas alternativas terapéuticas de
uso topico para tratar infeccbes cutaneas, com excelente custo-beneficio. Entretanto, é
importante lembrar que estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos

de acdo antimicrobiano da zerumbona.
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7 CONCLUSOES:

A zerumbona obtida dos Oleos essenciais do Z. zerumbet apresentou excelente
atividade antimicrobiana contra os microorganismos S. aureus P. acnes e C. albicans,

agentes etioldgicos de infecgdes cutaneas.

A zerumbona interfere na formacdo de biofilmes, o que potencializa sua agéo

antimicrobiana.

Além da atividade antimicrobiana, a zerumbona possui capacidade de neutralizar ou
reparar atividades de radicais livres, demonstrada por meio de sua capacidade
antioxidante verificada neste estudo. Este potencial antioxidante é de grande

importancia no combate de infecgfes cutaneas.

A zerumbona nas concentracdes estudadas, ndo apresenta atividade citotdxica para
células eucaridticas de linhagens continuas, o que demonstra que possivelmente esta

biomolécula ndo tem efeito toxico em células humanas normais.

Os resultados obtidos no referido trabalho, aliados ao baixo custo e a diversidade
farmacoldgica atribuidas a zerumbona, apresentam esta molécula bioativa como uma
forte candidata na elaboracdo de formulacdes fitoterdpicas, para o tratamento de

infeccdes cutaneas.
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