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RESUMO

Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe é uma planta herbacea e rizomatosa da familia
Zingiberaceae. As folhas e os rizomas do género Curcuma sao fontes de 6leos essenciais
utilizados na industria quimica, farmacéutica e de alimentos devido a sua acéo
antioxidante. O éleo essencial de Curcuma zedoaria possui potente atividade citotoxica,
antioxidante e inibe a proliferacdo celular de diversos tipos de canceres. Apesar da sua
importancia bioldgica e econdmica verificamos auséncia na literatura de ensaios in vitro
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com método de difusdo em culturas de Escherichia coli BW9091 e AB1157 sob a acdo
de agentes oxidantes (SnCI2 e H202) que atacam 0 DNA cromossdmico e nucleotideos
livres e de estudos que descrevam a acdo do 6leo essencial com o antibiético amoxicilina.
Vale ressaltar que as cepas Escherichia coli AB1157 e BW9091 apresentam,
respectivamente, todos os mecanismos de reparos funcionantes para o reparo de DNA e
uma deficiéncia na exonuclease 111 (xthA-), isto é, deficiéncia nos sistemas envolvidos na
correcdo de danos oxidativos do DNA por excisdo de bases (BER). Ja o antibi6tico
amoxicilina tem mobilizado a atencdo e preocupacdo em servicos hospitalares devido ao
aumento de casos de resisténcia microbiana. Verificou-se, neste estudo que 6leo essencial
de Curcuma zedoaria inibiu as cepas Escherichia coli BW9091 nas concentracdes de 12
e 24 [1L. Contudo, a diferenca na concentracdo foi, ligeiramente, mais perceptiva em
Escherichia coli AB1157 (p<0,001) do que com a Escherichia coli BW9091 (p<0,01). E
provavel que a presenca do gene mutante na cepa Escherichia coli BW9091 tenha
promovido um aumento da resisténcia ao efeito inibitorio do 6leo essencial. Verificamos
que o Oleo essencial de Curcuma zedoaria nas concentracfes de 24 e 12 pL apresentou
potencial inibitério em ambas as cepas de Escherichia coli. Verificou-se, em Escherichia
coli AB 1157, que a associagdo entre o 6leo essencial e amoxicilina na concentragdo de
12 uL apresentou um halo de inibicdo maior do que quando administrado com o
antibidtico isolado. O teste Turkey Kramer demonstrou que houve uma diferenga
significativa (p<0.001) entre as médias desses halos. A associacdo de 6leo essencial com
o cloreto estanoso 12 pL teve seu efeito citotoxico potencializado com ambas as cepas.
Entretanto, em Escherichia coli AB 1157 o halo de inibi¢do foi menor, demonstrando que
0 0Oleo essencial pode exercer um efeito sinérgico quando associado ao cloreto estanoso.
Vale a pena ressaltar que essas diferencas foram significativas (p<0.01) tanto para a
Escherichia coli AB1157 e BW9091. Ja no controle positivo do peroxido de hidrogénio
(H202) + 12 pL do dleo essencial observamos aumento na agdo oxidativa na cepa
AB1157. Portanto, concluimos que o 6leo essencial tem potencial farmacoldgico como
principio ativo natural; exerceu atividades antioxidante e antimicrobiana sobre as cepas
de Escherichia coli testadas e potencializou o efeito inibitorio quando associado ao
antibiotico amoxicilina.

Palavras-Chave: Oleo essencial, Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe, Escherichia coli
BW 9091 e AB1157, antimicrobiano, antioxidante.

ABSTRACT

Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe is a herbaceous and rhizomatous plant of the
Zingiberaceae family. The leaves and rhizomes of the Curcuma genus are sources of
essential oils used in the chemical, pharmaceutical and food industries due to their
antioxidant action. The essential oil of Curcuma zedoaria has potent cytotoxic and
antioxidant activity and inhibits cell proliferation in several types of cancers. Despite its
biological and economic importance, we verified an absence in the literature of in vitro
assays with diffusion method in cultures of Escherichia coli BW9091 and AB1157 under
the action of oxidizing agents (SnCl2 and H202) that attack the chromosomal DNA and
free nucleotides and of studies that describe the action of the essential oil with the
antibiotic amoxicillin. It is noteworthy that the strains Escherichia coli AB1157 and
BW9091 have, respectively, all the repair mechanisms functioning for DNA repair and a
deficiency in exonuclease 111 (xthA-), that is, deficiency in the systems involved in the
correction of oxidative damage to DNA by base excision (BER). The antibiotic
amoxicillin has mobilized attention and concern in hospital services due to the increase
in cases of microbial resistance. In this study, it was found that essential oil of Curcuma
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zedoaria inhibited Escherichia coli BW9091 strains at concentrations of 12 and 24 [L.
However, the difference in concentration was slightly more noticeable in Escherichia coli
AB1157 (p<0.001) than in Escherichia coli BW9091 (p<0.01). It is likely that the
presence of the mutant gene in the Escherichia coli BW9091 strain promoted an increase
in resistance to the inhibitory effect of the essential oil. We verified that the essential oil
of Curcuma zedoaria at concentrations of 24 and 12 pL presented inhibitory potential in
both strains of Escherichia coli. In Escherichia coli AB 1157, it was found that the
association between the essential oil and amoxicillin at a concentration of 12 L presented
a greater inhibition halo than when administered with the antibiotic alone. The Turkey
Kramer test showed that there was a significant difference (p<0.001) between the means
of these halos. The association of essential oil with 12 pL stannous chloride had its
cytotoxic effect potentiated with both strains. However, in Escherichia coli AB 1157, the
inhibition halo was smaller, demonstrating that the essential oil can exert a synergistic
effect when associated with stannous chloride. It is worth noting that these differences
were significant (p<0.01) for both Escherichia coli AB1157 and BW9091. In the positive
control of hydrogen peroxide (H202) + 12 uL of the essential oil, we observed an increase
in the oxidative action of the AB1157 strain. Therefore, we conclude that the essential oil
has pharmacological potential as a natural active ingredient; exerted antioxidant and
antimicrobial activities on the tested Escherichia coli strains and potentiated the inhibitory
effect when associated with the antibiotic amoxicillin.

Keywords: Essential oil, Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe, Escherichia coli BW
9091 and AB1157, antimicrobial, antioxidant.
1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tém-se observado um crescente interesse pelas espécies que
apresentam propriedades antioxidantes. Diversos estudos tém demonstrado que o
consumo diério e o uso de substancias antioxidantes, podem promover uma agao protetora
efetiva contra as espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidos por doengas virais,
como a COVID-19 (ZHANG, 2020) e/ ou resultante do metabolismo célular produzidos
por diversos estimulos fisioldégicos e ambientais (SILVA et al., 2020). As principais
substancias com alta capacidade antioxidantes e anti-inflamatdrias sdo: as vitaminas C e
E, carotendides, fenolicos e oOleos essenciais (IDDIR et al., 2020). Curcuma zedoaria
(Christm.) Roscoe € uma planta herbacea e rizomatosa nativa do Ceil&o, Indonésia, China
e India (NADKARNI, 1999). As folhas e os rizomas do género Curcuma s&o fontes de
Oleos essenciais (DOSOKY & SETZER, 2018). Singh et al., (2013) observaram em
ensaios in vitro que 0leo essencial de rizomas de C. zedoaria é um antioxidante eficaz
quando comparado aos compostos antioxidantes convencionais, como hidroxianisol
butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT) e galato de propila (PG). O éleo essencial
de C. zedoaria possui potente atividade citotoxica; inibe a proliferagdo de canceres de
células estreladas hepaticas, células do melanoma de camundongo (B16BL6), células de
hepatoma humano (SMMC-7721) e células HL-60 (DOSOKY & SETZER, 2018). O 6leo
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essencial de C. zedoaria apresentou efeitos citotdxicos contra células de carcinoma
pulmonar de células ndo pequenas (NSCLC) via apoptose; inibiu a angiogénese induzida
pelo fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) in vitro e a angiogénese tumoral in
vivo através de metaloproteinases de matriz de regulacdo negativa (DOSOKY &
SETZER, 2018). O 6leo essencial do rizoma de C. zedoaria é composto, principalmente,
de sesquiterpendides (80-85%) e monoterpenodides (15-20%) (DOSOKY & SETZER,
2018). Apesar da importancia econdmica e biologica deste 6leo, verificamos na literatura
a auséncia de ensaios in vitro que avaliem: a interferéncia deste na sobrevivéncia de
culturas da mutante Escherichia coli BW9091 deficiente na exonuclease 111 (xthA-), isto
€, nos sistemas envolvidos na correcdo de danos oxidativos do DNA por exciséo de bases
(BER) e AB1157 (cepa selvagem que apresenta todos os mecanismos de reparos
funcionantes para o reparo de DNA; ensaios que descrevam a acdo de agentes oxidantes
(SnCI2 e H202) que atacam 0 DNA cromossémico e nucleotideos livres e de estudos que
descrevam a acdo do 0Oleo essencial quando utilizado conjuntamente com o antibidtico
amoxicilina, uma vez que que este antibidtico mobiliza a atencdo e preocupacdo em
servigos hospitalares devido ao aumento de casos de resisténcia microbiana (COLE &
BARNARD, 2021; O’NEILL . 2015; BRASIL, 2012).

2 MATERIAIS E METODO
2.1 OBTENCAO DA MATERIA PRIMA

O presente estudo foi realizado no Laboratdrio de Analises Quimicas e Biologicas
(LAQB) Fundacao Centro Universitario Estadual da da Zona Oeste (UEZO) em Campo
Grande. Os rizomas frescos de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe (Zingiberaceae)
foram coletados e enviadas pelos pesquisadores Dr. Jonas Alves e Dra. Rute Alves
(Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso Campus Céceres —
Professor Olegario Baldo).

2.2 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL (OE) DA CURCUMA ZEDOARIA

Os rizomas frescos de C. zedoaria (1,243 Kg) foram cortados, introduzidos em
baldes de fundo redondo de 500 mL e submetidos a hidrodestilacdo por periodo de 4
horas, no aparelho do tipo Clevenger. A temperatura foi mantida a 100 °C, até que agua
entrasse em ebulicdo, em seguida reduziu-se a temperatura para 70 °C. Esta temperatura
(700C) foi mantida até a total obtencdo do 6leo essencial. O 6leo obtido (7,5 mL) foi

dividido em 5 frascos de 1,5 mL. Os frascos foram vedados com papel aluminio,

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.11, p. 108743-108760 nov. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

108747

acondicionados em um Becker e levados ao freezer (-20 oC), para posterior ensaio

bioldgico.

2.3 DETERMINAC}AO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIOXIDANTE -
ENSAIO IN VITRO CEPAS BACTERIANAS ESCHERICHIA COLI BW9091 E AB
1157

Foram pesados 45,6 g do meio desidratado Agar Nutrient em balanca semi
analitica (Bel Engineering, Modelo M 5202, Italia) e adicionou-se 1050 mL de &gua
destilada. O meio de cultura foi homogeneizado sob aquecimento até a sua inteira
dissolucdo. A solucdo preparada foi vertida em 3 vidros com rosca, ambos com
capacidade de 400 mL. Em seguida foram embaladas e autoclavada a 121 °C por 15
minutos a pressdo de 1 atm. Em uma cabine de seguranca bioldgica (Pachane, Modelo,
Pa 400 ECO, Brasil), 50 mL do meio de cultura foi vertido em 15 placas de Petri de vidro
de 150 mm, e resfriados a temperatura ambiente, até sua completa solidificacdo. As
amostras de cada cepa bacteriana utilizada no experimento foram retiradas do estoque
refrigerado do LAQB e colocadas cada qual em um tubo de ensaio com tampa de rosca
contendo 3 mL de caldo soja tripticaseina (TSB), para posterior reativacdo das cepas. Os
tubos foram homogeneizados e incubados em estufa bacterioldgica (Solab, Modelo SL-
101, Brasil) & 37 °C por 24 horas. Ap6s o tempo de incubacéo, os tubos com as cepas ja
ativadas foram retirados da estufa foi feita a semeadura em meio seletivo agar Miller
Hinton, através da técnica de esgotamento em placa de Petri, com a finalidade de isolar
as colonias. As placas foram incubadas a 37 °C durante 24 h em estufa bacterioldgica.
Apbs esse periodo, as amostras de unidades formadoras de coldnias (UFC) foram
introduzidas em tubos de ensaio com tampa, contendo 5 mL de solucéo fisiol6gica (NaCl
0,9 %), seguindo a padronizacdo de turbidez da escala de McFarland, cujo indice 0,5
equivale a 1,5x108 UFC. mL-1. Com o auxilio de swabs estéreis, essas suspensdes foram
semeadas por técnica de esgotamento em placas de Petri preparadas em temperatura
ambiente. O procedimento experimental com as cepas foi todo realizado em cabine de
seguranga bioldgica (Pachene, Modelo Pa 400ECO, Brasil) higienizada com alcool 70%
e luz UV por 15 minutos e em triplicatas. A preparacdo das amostras seguiu a seguinte
ordem: amoxicilina 50 mg em pd na concentracdo de 250 mg. 5mL-1 (Laboratério
Neoquimica), dissolvida em eppendorf com 1 mL de &gua destilada e cloreto estanoso 5
mg acondicionado em eppendorf, diluido com 1 mL de &gua destilada, sob agitacdo

manual. Foram preparados também eppendorfs contendo OE puro de C. zedoaria, e
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peroxido de hidrogénio na concentracdo de 3%. Em placas de petri (150 mm) foram
adicionados discos, com o auxilio de pinca estéril. Posteriormente, foram aplicadas as
amostras com auxilio de pipetas graduadas, de acordo com a ordem e concentracdes
estabelecidas na tabela 1. O experimento foi realizado em triplicata. Apds vinte quatro
horas de incubacéo das placas a 37 °C, os halos de inibicéo total foram mensurados. Para
a leitura dos resultados foi utilizada uma régua para medicdo de halos em antibiograma
da marca Laborclin. A anélise estatistica com os resultados obtidos, foi realizada com
auxilio do GraphPad (GraphPad Software, Inc., Estados Unidos) e teste correlativo de

Tukey-Kramer, a fim de determinar diferengas estatisticas significantes (p < 0,01).

Tabela 1. Esquema de Placas e Discos

Placa | Disco  Soluc¢do

1 24 plL de solucdo salina a 0,9%
2 24 pL de amoxicilina a 50mg/ mL
3 12 pL de amoxicilina a 50mg/ mL
4 12 uL de amoxicilina a 50mg/ mL + 12 ul de 6leo essencial (OE)
5 12 ulL de OE
Placa Il Disco  Solucdo
6 24 ul de OE
7 8 uL de OE
8 24 ulL de de cloreto estanhoso (SnCly)
9 12 uL de de cloreto estanhoso (SnCly)
10 8 uL de de cloreto estanhoso (SnCly)
Placa Ill Disco  Solucdo
11 12 pL de cloreto estanoso (SnCly) + 12 ul de OE
12 2 plL de peroxido de hidrogénio + 12 uL de cloreto estanoso
13 12 ulL de cloreto estanho + 12 ulL de OE
14 8 uL de perdxido de hidrogénio + 8 uL de cloreto estanhoso + 8 uL de OE
Placa IV Disco  Solucdo
15 24 pL de perédxido de hidrogénio (H,0,)
16 12 pl de H,0,
17 12 pl de H,0;

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os didmetros do halo de inibicdo da amoxicilina, 6leo essencial (OE) de C.
zedoaria, OE + amoxicilina e a media e desvio padréo dos halos sdo descritos nas tabelas
1 e 2 e nos graficos 1 e 2. As andlises estatisticas dos resultados dos testes
microbioldgicos, observados na Tabela 5 e 6. Os gréaficos (1 e 2) foram obtidos pelo
programa Graphpad (GraphPad Software, Inc., Estados Unidos) e apresentam a
correlacéo entre os diferentes didmetros do halo formado pela amoxicilina, 6leo essencial
de C. zedoaria e o resultado da associacdo entre o 6leo essencial e o antibidtico. Os ensaios
de difusdo sdo métodos quantitativos, onde o efeito pode ser graduado. Seu fundamento

estd na difusdo da substancia a ser ensaiada, em um meio de cultura sélido e inoculado
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com o microrganismo. Os resultados do teste de disco-difusdo sdo interpretados
comparando o valor do halo de inibicdo com os critérios publicados pelo CLSI
(OSTROSKY et al., 2008; CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2005). Portanto, quanto maior o didmetro do halo de inibi¢do bacteriana,
maior a acdo da substancia utilizada. O 6leo essencial de C. zedoaria inibiu ambas as
cepas E. coli BW9091 (mutante do gene xthA) e AB1157 (cepa do tipo selvagem) nas
concentracfes de 12 e 24 [1L (Tabela 3-4; Graficos 3-4). Contudo, a diferenca na
concentracdo foi, ligeiramente, mais perceptiva pela cepa selvagem E. coli AB1157
(p<0,001) do que com a E. coli BW9091 (p<0,01) (Tabela 5 -6). A linhagem da espécie
E. coli AB1157 apresenta todos os mecanismos genéticos de reparo de DNA eficientes A
E. coli BW9091 séo sensiveis ao perdxido de hidrogénio que produz lesdes oxidativas no
DNA. A natureza das lesbes responsaveis por tal fendtipo ndo é conhecida, mas, 0s
radicais livres produzidos pelo perdxido de hidrogénio podem gerar quebras simples com
terminais 3°’PO4 e a 19 Exonuclease III ¢ responsavel por mais de 99% da atividade 3’-
fosfatase em E. coli. A Exonuclease Il também ataca DNA contendo produtos de
fragmentacédo de timina como residuos de uréia, sugerindo que esta enzima tem um papel
no reparo de lesBes oxidativas do DNA em fase exponencial de crescimento
(FRIEDBERG et al., 2005). E provavel que a presenca do gene mutante xthA na cepa E.
coli BW9091 tenha promovido um aumento da resisténcia ao efeito inibitério do dleo
essencial. A literatura sugere que o mecanismo de acdo dos Oleos essenciais
(TONGNUANCHAN & BENJAKUL, 2014) sobre as bactérias é obtido devido a
inativacdo das enzimas, lesbes ao DNA, a formacdo de complexos com proteinas
extracelulares, com proteinas sollveis e com a parede das células, destacando que a
ruptura total das membranas bacterianas que pode ser atribuida a presenca de compostos
fendlicos e pequenos terpenos (DOSOKY & SETZER, 2018; CHAMPAKAEW et al.,
2007; LAI et al. 2004; SINGH et al. 2003). Verificou-se que o antibidtico amoxicilina
quando associado ao 6leo essencial 12 pL ndo influenciou no crescimento da cepa E. coli
BW9091 (Tabela 2-5; Grafico 1). Sendo interessante para a farmacologia, uma vez que
ambos poderiam ser administrados juntos sem detrimento da resposta farmacoldgica e,
concomitantemente, promover a diminui¢éo da dose do antibidtico. Na cepa selvagem E.
coli AB1157, observou- se que a associa¢do entre o 6leo essencial de C. zedoaria 12 pL
com a amoxicilina 12 pL, obteve um halo de inibicdo maior do que quando administrado
o0 antibidtico isolado (Gréfico 2). Os dados indicam que houve um efeito sinérgico, isto

é, 0 OE potencializou o efeito do antibiotico. A tabela 5 mostrou que ha uma diferenca
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significativa entre as médias desses halos confirmando, portanto, o efeito sinergético do
oleo essencial com o antibidtico amoxicilina na concentracdo 12 (1L para E. coli AB1157.
KAR et al. (2003) avaliaram o potencial antimicrobiano do éleo essencial de Curcuma
longa. Eles observaram que o citoesqueleto de bactérias € um alvo importante na terapia
antimicrobiana, visto que suas proteinas sdo essenciais para viabilizar a vida destas
bactérias. Os resultados deste estudo mostraram que a curcumina, principal componente
majoritario do OE do acafrdo (Curcuma longa L.), inibiu a formacéo do citoesqueleto das
espécies Bacillus subtilis e Escherichia coli, e consequentemente seu crescimento em um
determinado meio. E possivel que este efeito inibitorio as proteinas que compdem o
citoesqueleto bacteriano estejam ocorrendo também em C. zedoaria. Lai et al. (2004)
avaliaram, também, o potencial antimicrobiano do 06leo essencial de C. zedoaria em
microrganismos Gram positivos (Bacillus cereus) e Gram negativos (Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Vibrio parahaemolyticus). Os autores constataram que,
Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Vibrio
parahaemolyticus foram mais sensiveis, enquanto a cepa de E. coli apresentou maior
resisténcia. Vale ressaltar que o OE de C. zedoaria potencializou a acdo da amoxicilina
12 [0OL do (Grafico 2). Este resultado € bastante promissor pois a resisténcia
antimicrobiana (AMR, da sigla em inglés para antimicrobial resistance) é considerada um
dos desafios aos sistemas de satide contemporaneos (O’NEILL, 2015). Em 2020, Rawson
et al. encontraram uma prevaléncia de 8% de coinfec¢fes bacterianas ou fingicas em
pacientes diagnosticados com Covid-19. Os autores destacaram que esse numero é menor
do que o encontrado em estudos com outros coronavirus. Para 0 SARS-CoV-1, por
exemplo, a prevaléncia de coinfeccBes foi de 31% e para outros coronavirus, de 13%.
Outros autores encontraram uma proporgdo maior de infecgbes por microrganismos
multirresistentes em pacientes diagnosticados com Covid-19, quando comparados com
pacientes internados por outras causas. Uma hipotese levantada € o uso aumentado de
antibidticos de amplo espectro nessa populacdo, levando a pressdo seletiva de
mecanismos de resisténcia. Nesse ponto, a potencializacdo de medicamentos existentes
pelo OE de C. zedoaria podera se tornar Util, em breve, no combate aos microrganismos
multirresistentes (BENTIVEGNA et al., 2021; RAWSON, et al., 2020; COLE &
BARNARD, 2020). Nas tabelas 3 (Escherichia coli BW 9091) e 4 (Escherichia coli AB
1157BW) sdo descritos os diametros do halo de inibigéo do cloreto estanoso (SnCl2),
6leo essencial (OE), OE + SnCI2 e as suas respectivas médias e desvio padrdo. A acdo

antioxidante do 6leo essencial da C. zedoaria foi determinada pelo método de difusdo em
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agar em que os controles positivos utilizados foram o cloreto estanoso (SnCl2) e o
perdxido de hidrogénio(H202). As médias aritméticas (Tabelas 3-4), foram comparadas
no intuito de avaliar a proporcionalidade entre o diametro do halo de inibi¢éo, volume e
tratamentos dos compostos associados 6leo essencial de C. zedoaria. As analises dos
resultados dos testes microbiolégicos sao descritas na Tabelas 3 e 4 e nos graficos 3 e 4.
Os graficos foram obtidos pelo programa Graphpad (GraphPad Software, Inc., Estados
Unidos) e apresentam a correlacdo entre os diferentes diametros dos halos formado na
exposicao aos agentes oxidantes e as suas respectivas associa¢cdes com o 6leo essencial.
Os resultados das cepas, individualmente, foram comparados entre si e submetidos a
analise de variancia e as médias (Tabelas 3 — 4) foram comparadas pelo teste de Tukey e
determinado o nivel de significancia entre eles (Tabelas 5 — 6). Observou-se que quando
associado ao 0leo essencial (Tabelas 3-4; Graficos 3-4), o cloreto estanoso 12 pL teve seu
efeito citotdxico potencializado sobre ambas as cepas (E. coli BW9091 e E. coli AB1157),
essas diferencas foram significativas de acordo com o teste de Tukey-Kramer (p<0.01
para E. coli AB1157 e p < 0.001 para E. coli BW9091; Tabela 5-6). Entretanto, na cepa
E. coli AB1157 (Tabela 4; Gréafico 4) o halo de inibigdo foi menor, demonstrando que o
oleo essencial pode exercer um efeito sinérgico quando associado ao cloreto estanoso. Ja
no controle positivo do perdxido de hidrogénio (H202) + OE 12 L, observamos que o
6leo essencial aumentou a acdo oxidativa do (H202) significativamente frente a cepa
AB1157 e BW90 91 (Tabela 5-6). Em relagéo a associacdo entre, OE 8 puL + SnCI2 8 pL
+ H202 8 pL, a acdo antioxidante obteve resultado positivo frente ambas as cepas
(Tabelas 3 - 6; Gréaficos 3 e 4) utilizadas no experimento, demonstrando que o 6leo
essencial atua como um antioxidante, caracterizado dessa maneira por inibir a agéo
oxidativa tanto do SnCI2, quanto do H202. Os efeitos citotoxicos e genotdxicos do agente
oxidante SnCl2 tém sido demonstrados em diferentes modelos experimentais e estes
parecem ser mediados por radicais livres (ALMEIDA, 2012; EL-DEMERDASH et al.,
2005). Moreno et al. (2004) relataram que um extrato de Ginkgo biloba foi capaz de
proteger o DNA plasmidico das lesdes induzidas pelo por SnCl2. De acordo a literatura,
o cloreto estanoso provoca lesdes, mediadas pela producdo de espécies reativas de
oxigénio, tanto in vivo quanto in vitro, os danos induzidos pelo SnCl2 provocam
diminuicdo da capacidade transformante do plasmideo pUC9.1. O numero de lesdes
acarretadas ao DNA ¢é diretamente proporcional ao tempo de incubagdo com o SnCI2.
Além disso, o ion estanoso é capaz de se associar a molécula de DNA, induzindo a

geracdo de espécies reativas de oxigénio proximo ao local de ligacdo, promovendo
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modificacOes na estrutura da macromolécula; essa associacdo parece acarretar um ataque
preferencial as bases nitrogenadas, fato que poderia estar associado a uma potencialidade
mutagénica do estanho (EL-DEMERDASH et al, 2005). A E. coli BW9091 ndo apresenta
a producéo das exonuclease 111, mas produzem endonuclease 1V. Friedberg et al. (2005),
observou que as endonuclease IV, produto do gene nfo, seja mais importante que a
exonuclease 111, produto do gene xthA na reparacéo de sitios AP (AP endonucleases —
endonucleases que reconhecem sitios apurinicos ou apirimidinicos) gerados durante o
reparo das les6es induzidas pelo SnCl2. Essa afirmagdo se sustenta uma vez que a cepa
BW9091 ndo se mostrou sensivel ao tratamento realizado, fato que pode ser explicado
pela presenca da proteina endonuclease IV funcionante. J& o perdxido de hidrogénio, por
sua vez, ndao é considerado um agente oxidante, entretanto, possui facilidade em se
difundir por membranas e é capaz de induzir danos as moléculas de DNA, através de
reacOes enzimaticas (LIOCHEV, 2013) e liberacdo de radicais livres, como OH. O radical
hidroxila (OHe) ¢ o mais reativo e, de natureza nao seletiva, assim ¢ um produto reativo
e, via reagdo de Haber Weis (Fe2+ + H202 — Fe+3 + HO. + HO-) ou reagdo de Fenton
(02.- + H202 — 02 + OH. + OH-) pode servir como importante precursor de HO-
(ASGHAR, RAMAN, DAUD, 2015). O OH- tem a capacidade de inativar varias
proteinas, inclusive as das membranas, estando também relacionado ao processo de
peroxidagdo lipidica (FERREIRA &MATSUBARA, 1997). Friedberg et al. (2005)
verificou que as bactérias mutantes para xthA sao sensiveis a lesdes oxidativas produzidas
por agentes como as radiacdes UVA e UVB e o H202, sugerindo que esta enzima
participe do reparo de lesGes oxidativas. Esta evidéncia foi corroborada pela
demonstracdo que a exonuclease Il retira produtos da fragmentagdo de timinas, como,
por exemplo, residuos de uréia. A agdo antioxidante é comum nos compostos bioativos
das plantas. Esta acdo deve-se ao potencial de 6xido-reducao de determinadas moléculas,
apos cederem ou receberem um elétron de outras moléculas instaveis, ou ainda, pela
capacidade na modulacdo da expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas em
mecanismos intracelulares de defesa contra processos oxidativos degenerativos de
estruturas celulares, como os acidos nucléicos (ALMEIDA, 2012). Oleos essenciais em
geral atuam como antioxidantes (TONGNUANCHAN & BENJAKUL, 2014), devido sua
capacidade em combater radicais livres, pela doacdo de um atomo de hidrogénio de um
grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aromética. Atuando como quelantes, inibidor da
peroxidacéo lipidica e da oxidagdo do DNA (ALMEIDA, 2012). Muitas espécies da

familia Zingiberaceae como por exemplo, a Curcuma longa, apresentam propriedades
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antioxidantes. Singh et al. (2010) afirmaram que o 6leo essencial de Curcuma longa tem
atividade antioxidante significativamente maior que os antioxidantes comerciais. Oleos
essenciais e extratos de Curcuma longa (LI et al., 2011; LIJU et al., 2011) atividade
antioxidante in vitro e CL50 para sequestros de superdxidos, radicais hidroxil, e
peroxidacdo lipidica de 135 pg/ml, 200 pg/ mL, e 400 ug/ mL, respectivamente (LIJU et
al., 2011). Os valores de CL50 pelo método DPPH para 6leos essenciais rizomas de
Curcuma longa frescas, secas e curadas foram 4,4, 3,5 e 3,9 mg/ml, respectivamente
(GOUNDER & LINGAMALLU, 2012). O o6leo essencial de C. longa exibiu atividade
antioxidante de 10,30 mg/ mL pelo método de DPPH (AVANCO et al., 2016).
Tabela 2. Comprimento dos halos no Disco 1, em culturas de E. coli BW9091 e AB1157 na presenca de
diferentes solugdes.
Disco 1 Escherichia coli BW9091 - Comprimento dos halos
(mm)
A B C Meédia + Desvio | Solugdo puL
Padréo
1 0 0 0 0,0+£0,00 Soro fisioldgico 24
2 40 40 40 40 £ 0,00 Amoxicilina 24
3 45 40 40 41 +2,88 Amoxicilina 12
4 40 40 30 36 £5,77 Amoxicilina + OE 8
5 15 16 15 15+ 0,57 Oleo essencial (OE) 12
Escherichia coli AB1157 BW
Comprimento dos halos (mm)
1 0 0 0 0,0 £0,00 Soro fisioldgico 24
2 35 40 30 350,00 Amoxicilina 24
3 34 30 35 331,77 Amoxicilina 12
4 30 35 35 33+£1,70 Amoxicilina + OE 12
5 9 8 8 8+ 0,50 Oleo essencial 12
Tabela 3. Avaliacdo dos halos formados na exposi¢éo a agentes oxidantes e as respectivas associa¢fes ao
oleo essencial de Curcuma zedoaria sobre a cepa de E. coli BW9091.
Comprimento dos halos dos halos Média dos halos pL
(mm) Solugéo (mm) + Desvio
Disco 2 A B C padréo
6 10 10 10 OE 10 + 0,00 24
7 0 0 0 OE 000,00 8
8 7 7 7 SnCl, 7+1,00 24
9 5 6 6 SnCl, 6 +£0,57 12
10 0 0 0 SnCl, 000,00 8
Disco 3
11 10 11 10 SnCl,+OE 11+1,00 12
12 30 33 30 H,0,+SnCl; 32+£173 12
13 20 19 26 H.0,+0E 21+ 3,78 12
14 30 25 25 SnCl; + H,0,+ OE 26 + 2,88 8
Disco 4
15 30 25 30 H20; 28 + 2,88 24
16 20 30 30 H20; 26 + 5,77 12
17 25 25 25 H20, 25+ 0,00 8
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Tabela 4. Avaliacdo dos halos formados na exposi¢do a agentes oxidantes e as respectivas associa¢fes ao
6leo essencial de Curcuma zedoaria sobre a cepa de E. coli AB1157.

Comprimento dos halos dos halos (mm) Solucéo Média dos halos pL
Disco 2 A B C (mm) % Desvio
padréo
6 10 10 11 OE 10 + 0,57 24
7 0 0 0 OE 00 + 0,00 8
8 7 7 7 SnCl; 7+£1,00 24
9 5 6 6 SnCly 7+1,15 12
10 0 0 0 SnCl; 00 £ 0,00 8
Disco 3
11 9 8 9 SnCIl,+OE 9+0,57 12
12 40 33 31 H,0,+SnCl, 35+4,72 12
13 38 35 35 H,0,+0OE 34+£5,13 12
14 35 28 25 SnCl, + H,0,+0E 29+£5,13 8
Disco 4
15 38 41 42 H,0, 40 +£2,08 24
16 26 25 28 H,0, 26 £1,52 12
17 19 21 23 H,0, 21+£2,00 8

Gréfico 1. Resultado da acéo antimicrobiana do dleo essencial de Curcuma zedoaria frente as cepas de E.
coli BW 9091 (em associa¢do com a amoxicilina e puro).
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Gréfico 2. Resultado da a¢do antimicrobiana do 6leo essencial de Curcuma zedoaria frente as cepas de E.
coli AB1157 (em associagdo com amoxicilina e puro).
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Gréfico 3 Resultado do teste de genotoxicidade e citotoxicidade do 6leo essencial frente as cepas de E. coli
BW9091.
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Gréfico 4 Resultado do teste de genotoxicidade e citotoxicidade do 6leo essencial frente as cepas de E. coli
AB1157
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Tabela 5. Comparacéo e diferenga entre os halos obtidos na cepa de E. coli AB1157. Teste de Tukey-
Kramer e a determinacdo da significancia.

Comparacio entre: Soluggo - Solugao Diferenca dos p
Halos (mm)
Solucdo salina - Amoxicilina 24 mL -35.000 p<0.001
Solu¢do salina - Amoxicilina 12 mL -33.000 p<0.001
Solugio salina - Amoxicilina 12mL + 12 mL de Oleo essencial -33.333 p<0.001
(OE)
Solugdo salina - 12 mL de OE -8.333 p<0.05
Amoxicilina 24 mL - Amoxicilina 12 mL 2.000 p>0.05
Amoxicilina 24 mL - Amoxicilina 12 mL + 12 mL de OE 1.667 p>0.05
Amoxicilina 24 mL - 12 mL de OE 26.667 p<0.001
Amoxicilina 12 mL - Amoxicilina 12 mL + 12 mL de OE -0.3333 p>0.05
Amoxicilina 12 mL - 12 mL de OE 24.667 p<0.001
Amoxicilina 12 mL + 12 mL de OE - 12 mL de OE 25.000 p<0.001
24 mL de OE - 12 mL de OE 10.000 p<0.001
24 mL de OE - cloreto estanoso (SnCl,) 24 mL 3.333 p>0.05
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24 mL de OE - SnCl, 12 mL 4.667 p>0.05

24 mL de OE - SnCl> 8 mL 10.333 p<0.001

24 mL de OE - SnCl,+ OE 12 mL 1.667 p>0.05
24 mL de OE - SnCl, + 4gua oxigenada (H,O,) 12 mL -24.333 p<0.001
24 mL de OE - H,O,+ OE 12 mL -25.667 p<0.001
24 mL de OE - SnCl, + H,0, 8§ mL -19.000 p<0.001
24 mL de OE - 24 mL de H,0O» -30.000 p<0.001
24 mL de OE - 12 mL de H,0O» -16.000 p<0.001
24 mL de OE - 8 mL de H,O, -10.667 p<0.001

12 mL de OE - SnCl,24 mL -7.00 p>0.05

12 mL de OE - SnCl, 12 mL -5.667 p>0.05

12 mL de OE - SnCl, 8 mL 0.000 p>0.05

12 mL de OE - SnCl, + OE 12 mL -8.667 p<0.01
12 mL de OE - SnCl, + H,O, 12 mL -34.667 p<0.001
12 mL de OE -H,0; + OE 12 mL -36.000 p<0.001
12 mL de OE - SnCl, + H,O, § mL -29.333 p<0.001
12 mL de OE - 24 mL de H,O, -40.333 p<0.001
12 mL de OE - 12 mL de H,O, -26.333 p<0.001
12 mL de OE - 8 mL de H,O, -21.000 p<0.001

Tabela 6. Comparacédo e diferenca entre os halos obtidos na cepa de E. coli BW9091. Teste de Tukey-

Kramer e a determinacdo da significancia.

Comparacio entre: Solucao - Solucdo Diferenca p
dos Halos
(mm)
Solugdo salina - Amoxicilina 24 mL -40.000 p<0.001
Solugdo salina - Amoxicilina 12 mL -41.667 p<0.001
Solugio salina - Amoxicilina 12mL + 12 mL de Oleo essencial -36.667 p<0.001
(OE)
Solugdo salina - 12 mL de OE -15.333 p<0.001
Amoxicilina 24 mL - Amoxicilina 12 mL -1.667 p>0.05
Amoxicilina 24 mL - Amoxicilina 12 mL + 12 mL de OE 3.333 p>0.05
Amoxicilina 24 mL - 12 mL de OE 24.667 p<0.001
Amoxicilina 12 mL - Amoxicilina 12 mL + 12 mL de OE 5.000 p>0.05
Amoxicilina 12 mL - 12 mL de OE 26.333 p<0.001
Amoxicilina 12 mL + 12 mL de OE - 12 mL de OE 21.333 p<0.001
24 mL de OE - 12 mL de OE 10.00 p<0.01
24 mL de OE — cloreto estanoso (SnCl,) 24 mL 3.000 p>0.05
24 mL de OE - SnCl, 12 mL 4.333 p>0.05
24 mL de OE - SnCl, 8 mL 10.000 p<0.01
24 mL de OE - SnCl,+ OE 12 mL -0,3333 p>0.05
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24 mL de OE - SnCl, + agua oxigenada (H>O,) 12 mL -21.000 p<0.001
24 mL de OE - HO,+ OE 12 mL -11.667 p<0.001
24 mL de OE - SnCl,+ H,0; 8 mL -16.667 p<0.001

24 mL de OE - 24 mL de H,O, -18.333 p<0.001
24 mL de OE - 12 mL de H,O, -16.667 p<0.001
24 mL de OE - 8§ mL de H,O, 15,000 p<0.001
12 mL de OE - SnCl,24 mL -7.00 P<0.05

12 mL de OE - SnCl, 12 mL -5.667 P<0.05

12 mL de OE - SnCl, 8 mL 0.000 P<0.05

12 mL de OE - SnCl,+ OE 12 mL -10.333 p<0.001
12 mL de OE - SnCl, + H,0, 12 mL -31.000 p<0.001
12 mL de OE -H,0, + OE 12 mL -21.667 p<0.001
12 mL de OE - SnCl,+ H,0, 8 mL -26.667 p<0.001
12 mL de OE - 24 mL de H,0, -28.333 p<0.001
12 mL de OE - 12 mL de H,O, -26.667 p<0.001
12 mL de OE - 8 mL de H,O» -25.000 p<0.001

4 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que o
Oleo essencial de Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe tem um grande potencial
farmacoldgico como principio ativo natural pois potencializou o efeito inibitério do
antibiotico amoxicilina (E. coli AB1157). Além disso, ele exerceu atividades
antioxidantes, antimicrobianas in vitro sobre as cepas de E. coli testadas. Este estudo
preliminar ressalta a importancia da realizagdo de novos estudos com o 6leo essencial de
Curcuma zedoaria a fim de verificar: a sua acdo frente a outros antibidticos tais como
oxacilina, carbapenémico e a Polimixina B que assim como a amoxicilina, ja
mobilizavam a atencdo e a preocupacao em servigos hospitalares, devido ao aumento de
casos de resisténcia microbiana a esses medicamentos; avaliar a acdo microbicida do 6leo
frente a novos microoganismo tais como: Staphylococcus aureus resistente a oxacilina,
Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémico e
Klebsiella pneumoniae resistente a Polimixina B e finalmente avaliar a acdo inflamatoria,
contribuindo assim no melhoria da qualidade de vida de individuos acometidos por

doenga microbiana e viral.
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