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RESUMO

O gengibre tem sido amplamente usado na medicina tradicional ha muitos séculos
para aliviar diversos sintomas como: inflamacdo, doencas reumaticas e
gastrintestinais. Recentemente, destaca-se pelo seu potencial antimicrobiano de
amplo espectro, inibindo a acédo e crescimento de fungos, bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Tem potencial de inibir diversos patdgenos relevantes associados a
doencas transmitidas por alimentos como, Escherichia coli, Salmonella enteriditis e
Staphylococcus aureus. Tais patdgenos tem grande incidéncia de surgimento de
cepas resistentes aos antimicrobianos, principalmente os amplamente distribuidos e
indiscriminadamente usados. Assim surge a necessidade de se pesquisar compostos
de origem natural para a substituicdo dos agentes microbianos de origem sintética.
Este trabalho buscou avaliar a acdo antimicrobiana do extrato hidroalcéolico do
gengibre, obtido através do processo de maceracdo de seus rizomas em alcool 70%,
na proporcao de 1:10, durante 7 dias, seguido de filtracdo e concentracdo do extrato.
Foram isoladas cepas de E. coli a partir das fezes frescas de equinos do Hospital
Veterinario de Matipd para avaliar quantitativamente a capacidade antimicrobiana do
extrato em diferentes concentracbes. As amostras do extrato testadas nas
concentracbes de 50% e 25% apresentaram halo de inibicdo de 2mm e 1mm
respectivamente, contudo a amostra testada na concentracdo de 12,5% nao
apresentou inibicdo. A amostra bacteriana foi considerada resistente ao extrato,
manifestando ainda colbnias resistentes dentro do halo, dentre os antibioticos
testados no controle positivo apenas a gentamicina apresentou inibi¢ao.

PALAVRAS-CHAVE: Fitoterapicos; Gengibre; Resisténcia microbiana;
Antimicrobianos; Escherichia coli.
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O gengibre é amplamente empregado na medicina tradicional ha muitos
séculos para o alivio de sintomas como inflamag¢do, doencas reuméticas e
desconfortos gastrintestinais (CUTRIM et al., 2019).

Devido suas diversas propriedades farmacologicas, principalmente antifingica,
antibacteriana e antioxidante, tem despertado o interesse da industria farmacéutica e
alimentar para o uso dos seus rizomas na producdo de extratos, 6leos essenciais e
concentrados com propriedades fitoterapicas. (CUTRIM, 2017)

A acdo antioxidante do gengibre esta ligada a sua alta concentracdo de
compostos flavonoides e fendlicos. Os antioxidantes, como os presentes no gengibre,
agem protegendo as células, criando uma barreira para que os radicais livres ndo as
prejudiquem. Esses efeitos antioxidantes podem apresentar beneficios para a
conservacgao dos alimentos, apresentando a vantagem de ser mais seguro em relacao
aos antioxidantes sintéticos (SOUSA et al., 2019).

Além do seu potencial antioxidante, destaca-se também seu efeito
antimicrobiano de amplo espectro capaz de inibir a agdo e crescimento bacteriano e
fungico, agindo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (SOUSA et al.,
2019).

Os compostos antimicrobianos do gengibre tém um potencial de inibir alguns
dos patdgenos mais relevantes, associados a doencas transmitidas pelo consumo de
alimentos infectados, como Escherichia coli, Salmonella enteriditis e Staphylococcus
aureus (DHANIK et al., 2017).

A relevancia desses patdégenos esta relacionada ao surgimento de cepas
bacterianas resistentes aos antibioticos convencionais, principalmente os amplamente
distribuidos ou que sédo usados indiscriminadamente, tornando o tratamento mais
demorado, caro, mérbido e mortal. (FURTADO, 2019).

Nesse contexto surge a demanda por compostos de origem natural mais
seguros e ecoldgicos para a substituicdo dos agentes antimicrobianos de origem
sintética (CURTIM et al., 2019).

Isto posto, o presente trabalho buscou avaliar a acdo antimicrobiana, em
diferentes concentracdes, do extrato hidroalcéolico de Zingiber officinale sobre cepas
de E. coli, isoladas das fezes de equinos saudaveis do hospital veterinario de Matipo.
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FUNDAMENTACAO TEORICA
Escherichia Coli

A E. Coli, foi descrita em 1885 por Theodor Von Eschericht como uma bactéria
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Possui uma relevante variedade
comportamental e genética, além de estar presente na microbiota natural do sistema
digestério de diversos animais (MACIEL, 2017). Entretanto, alguns clones de E. coli
adquirem elementos genéticos que o0s permitiram expressar diversos mecanismos de
viruléncia e patogenicidade, além da capacidade de colonizacdo de outros nichos
bioldgicos (GUERRA, 2020).

Caracterizado morfologicamente como bastonete curto, gram-negativo, nao
formador de esporos, E. coli se movimenta através de seus flagelos petriquios
(CASALE, 2019).

Pertence a classe dos mesofilos, podendo crescer entre 18° e 44°C, e sao
anaerobicos facultativos, com a capacidade de fermentar glicerol, manitol, sorbitol e
diversos carboidratos monossacarideos, formando &cidos como produto do seu
metabolismo respiratério fermentativo. Produzem coldnias de formas lisas ou rugosas
em meio solido, sendo possivel o aparecimento de colénias mucoides (BEZERRA,
2017).

A E. Coli é recorrentemente associada a um dos principais agentes causadores
de diarreia e consequentemente mortalidade em animais de producdo como equinos,
bovinos e suinos nos primeiros dias de vida, podendo também causar prejuizos na
cunicultura e avicultura (MACIEL, 2017).

Inicialmente, a E. Coli pode ndo ser o patégeno primario responsavel por
diarreias, porém esta relacionada com o agravamento de quadros diarreicos, além da
possivel disseminacdo do patdégeno pelas fezes de animais e consequentemente
infeccéo de outros animais e até mesmo o homem (MADEIRA, 2021).

As cepas de E. coli podem ter sua classificacdo divididas em dois grupos
bésicos, que apontam sua localizacdo, sdo estes: E. coli patogénica intestinal (inPEC)
e E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) (GUERRA, 2020). Dos causadores de
infeccdo no trato intestinal, cita-se: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtoras
da toxina Shiga (STEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
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(EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC) e E. coli que adere difusamente as células
epiteliais (DAEC) (CASALE, 2019).

As cepas de E. coli causadoras de infeccao extraintestinal séo classificadas de
acordo com o sitio do qual foram isoladas. Amostras isoladas de infec¢do urinaria séo
denominadas como uropatogénica (UPEC), de septicemias como septicémicas
(SEPEC), de meningites como E. coli associada a meningite neonatal (MNEC), de
colibacilose aviaria como E. coli patogénica aviaria (APEC) e de mastite bovina como
E. coli patogénica mamaria (MPEC) (CASALE, 2019).

A transmissdo ocorre frequentemente por meio do consumo de agua
contaminada, sem tratamento, pelo consumo de carnes mal cozidas e vegetais ou
frutas mal esterilizados ou lavados, laticinios que ndo passaram por pasteurizacao ou
por via oro-fecal, quando ha contato direto com as fezes contaminadas. A presenca
de E. coli indicam contaminacéo fecal, sendo indicadores de grande importancia para
a avaliacdo da vida util de determinados alimentos e analise das medidas de higiene
empregadas, além do nivel de poluentes da agua (NORONHA, 2020).

Resisténcia & Antimicrobianos

A resisténcia antimicrobiana faz referéncia a capacidade de um microrganismo
de resistir frente ao tratamento com principios antimicrobianos. Existem diversos
modos de resisténcia, cujos mais importantes sdo a diminuicdo da permeabilidade da
membrana celular, bombas de efluxo, modificacdo ou inativacdo enzimética e
protecdo ou alteracédo dos alvos. Considera-se uma cepa bacteriana como resistente
a algum antibiotico quando esse antibidtico deixa de eliminar ou inibir a sua
multiplicacdo, podendo outras cepas da mesma espécie serem susceptiveis
(FERREIRA, 2022).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fendmeno natural nos microbiomas,
gquando 0s microrganismos s&o continuamente expostos a acdo de substancias
agressoras. A disputa dos microrganismos pelo seu espaco ecologico, possibilita a
selecdo dos sobreviventes que conseguem manifestar algum mecanismo de
resisténcia, permitindo sua multiplicagdo e consequente dispersdo (FERREIRA,
2022).
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Segundo Tissiani et al. (2023), algumas das classes de medicamentos mais
utilizadas em casos de E. coli patogénicas sdo os B-lactamicos, aminoglicosideos e o
sulfametoxazol-trimetoprim.

A penicilina pertence a classe de antibidticos p-lactamicos e séo responsaveis
por inibir a sintese da parede celular e de peptidoglicanos na sua fase final,
consequentemente causa o entrecruzamento dos polimeros e autélise bacteriana
(ARAUJO, 2020).

A gentamicina é descrita como um antibiético do grupo dos aminoglicosideos
com efeito bactericida e que atua na inibicdo da sintese proteica de forma irreversivel,
portanto, apds penetrar no citoplasma bacteriano, a gentamicina se liga aos
polissomos e causa a interferéncia na sintese das proteinas (GE, 2020).

O trimetoprim € um farmaco derivado das sulfonamidas que, quando usado de
forma isolada pode apresentar resisténcia bacteriana, portanto é comumente
associado a sulfonamida devido ao efeito sinérgico. O trimetoprim atua como um
inibidor seletivo da diidrofolato redutase microbiana, necessario em reacdes de
transferéncia de troca de carbono (PLAZZA, 2013).

E importante citar que, até cerca de 90% das doses dos antibiéticos ingeridas
pelos animais podem ser excretadas pela urina ou fezes, metabolizadas apenas de
maneira parcial, colaborando para a contaminacao do meio ambiente por residuos de
antibioticos, e para o consequente aparecimento de bactérias comensais resistentes,
como E. coli (AMADOR et al., 2019).

Portanto, ttm-se buscado por novas drogas e consequentemente, estudado as
plantas que possuem propriedades farmacoldgicas antimicrobianas, além de diversas
outras jA empregadas na medicina popular apresentando em sua grande maioria,

menos efeitos adversos em relacédo as drogas sintéticas (SOUSA et al., 2019).

Zingiber officinale Roscoe

O gengibre € uma planta herbacea pertencente a familia Zingiberaceae,
originaria do sudeste asiatico e do arquipélago Malaio, que pode chegar até 1,5 metros
de altura. Foi descrito pela primeira vez em 1807, pelo boténico inglés William Roscoe.

Seus rizomas sao uma especiaria muito comercializada, por possuirem grande
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emprego na alimentacdo, medicina popular e inddstria, como matéria prima para a
confeccgéo de diversos produtos. (MORAIS FILHO, 2019).

Embora suas condic¢des ideais de crescimento sejam clima umido e tropical, o
gengibre é cultivado em muitos paises, prosperando em solos bem drenados e ricos
em matéria organica, em temperaturas de 190 a 280C e com umidade relativa de 70
a 90%. Atinge total maturidade em 210-240 dias apds seu plantio. Destacam-se como
0s maiores produtores em escala global, a China, Indonésia, Nigéria, Filipinas,
Tailandia e india (SHARIFI-RAD et al., 2017), e seus maiores produtores brasileiros
sdo os estados de Santa Catarina, Sdo Paulo, Espirito Santo e Parana (MORAIS
FILHO, 2019).

Composicao Quimica

Liu et al. (2019) relatam mais de 300 componentes quimicos identificados em
extratos do gengibre, expondo 194 tipos de éleos volateis, 85 tipos de gingerdis, e 28
tipos de Curcuminoides. Quanto aos fitoquimicos, destacam-se os flavonoides e
constituintes fenolicos, por possuirem propriedades terapéuticas, com destaque para
sua capacidade antioxidante de estabilizar os radicais livres de oxigénio, causadores
do estresse oxidativo, tendo um papel importante em processos anti-inflamatdérios,
além de atuar na via genética como anticancerigeno, ativando o gene supressor do
tumor e modulacdo da apoptose. Possui ainda atividades antimicrobianas
(CONCEICAO, 2019).

Os principais compostos fendlicos sdo o0s gingerdis, que se encontram
presentes no gengibre fresco; shogadis, que sao formados a partir da desidratacédo
dos gingerdis; e paradols, que se formam a partir da hidrogenacdo dos shogaais.
Existem diversos outros compostos fendlicos, como a zingerona, quercetina,
gingerenona e desidrogingerdiona. Possui ainda diversos componentes terpenos,
indicados como principais constituintes dos 0leos essenciais de gengibre, entre eles:
B-bisaboleno, a-curcumeno, zingibereno, a-farneseno e B-sesquifelandreno (MAO et
al., 2019).
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O gingerol, paradol, shogaol, zingerona, zerumbone, além de terpendides e
flavonoides, manifestam os efeitos antioxidante, anti-inflamatorio, antitumoral,
antimicrobiano e antidiabético do gengibre (CONCEICAOQ, 2019).

A relacao sinérgica entre os compostos fendlicos e componentes terpenos do
gengibre, como: B-sesquifelandreno, cis-cariofileno, zingibereno, a-farneseno, a- e -
bisaboleno, s&o os principais responsaveis pela atividade antimicrobiana encontrados
nos extratos e 6leos essenciais do gengibre (BERISTAIN-BAUZA et al. 2019).

Acédo Antimicrobiana

Um dos mais importantes fitocompostos do gengibre, o 6-gingerol € descrito na
literatura como o composto bioativo presente em maior abundancia nos rizomas
frescos de Z. officinale, com diversos efeitos farmacologicos, dentre eles,
propriedades  antipiréticas, analgésicas, antioxidante e anti-inflamatorio
(SHAHRAJABIAN et al., 2019). Estudos relatam também, efeitos antimicrobianos do
6-gingerol (COUTINHO, 2019).

Este, foi capaz de reduzir a viruléncia e a formacdo de biofilme de
Pseudomonas aureginosa e Chromobacterium violaceum, impedindo a deteccéo de
quorum sensing de P. aureginosa (ALMEIDA et al., 2018). O 6-gingerol foi capaz de
reduzir a formagédo de biofilme, o crescimento de hifas e viruléncia de Candida

albicans, demonstrando acéo antifungica (LEE, et al., 2018).

METODOLOGIA
Producéo do Extrato Hidroalc6olico Do Gengibre

O extrato de gengibre foi obtido através de uma amostra de gengibre adquirida
num estabelecimento de Matipd. 660g da amostra foi encaminhada para o laboratério
do hospital veterinario Univértix, onde foi limpa, fatiada e passou pelo processo de
desidratacdo em estufa a 45°C, durante 5 dias. Apds esse periodo o material foi
triturado e peneirado, produzindo 47g de um fino p6 dos rizomas desidratados.

O produto passou por maceragdo em alcool etilico 70%, sendo 47g do p6 dos
rizomas deixado em descanso durante 20 dias em 470ml de &lcool, num local

protegido da luz (ANVISA, 2021). Posteriormente a solucgéo foi filtrada em filtro de
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papel e o extrato bruto foi deixado em banho-maria na temperatura de 45°C para até
a eliminacdo total do solvente (SUFFREDINI et al., 2007). Ap6s a eliminacdo do

solvente, restaram 8g do extrato concentrado.

Isolamento e Cultura de Escherichia coli

Amostras de fezes frescas de equinos do hospital veterinario de Matip6 foram
coletadas do ambiente, e armazenadas num pote coletor, as amostras foram entéao
encaminhadas para o laboratério de microbiologia da Univértix, onde foram diluidas
em solucéo salina e, entdo, inoculadas em placas de petri com o auxilio de um swab,
contendo agar EMB e incubadas a 37°C por 24 horas em estufa bacterioldgica. Apés
o crescimento, foi realizada a identificacdo presuntiva das coldnias tipicas de E. coli
(verde metalico no EMB). O processo foi repetido até a obtencéo de col6nias isoladas.
(CORREA et al., 2013).

Amostras das coldnias isoladas foram coradas no processo de coloracao de
gram, sendo identificados bastonetes gram negativos na microscopia oOptica. Para
confirmacéo definitiva, as amostras das colbnias isoladas passaram por triagem com
os testes de Indol, Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato, os resultados

atestaram a presenca de Enterobacteriaceae (VERMELHO et al., 2019).

Avaliacao do Efeito Antimicrobiano

No laboratério de microbiologia do hospital escola veterinario Univértix, o
extrato concentrado foi diluido em solucao salina, a fim de se obter concentracfes de
12,5%, 25% e 50%. 100ul de cada amostra do extrato foram aplicados em um orificio
de 9mm feito no centro da placa. A solucdo com a bactéria E. coli foi vertido sobre
placa de petri contendo meio agar Mueller-Hinton e espalhada com auxilio de um swab
sobre toda a superficie do agar (MIRANDA et al., 2015); (OSTROSKY et al., 2008).

As placas foram entéo incubadas a 37° C, em condi¢cdes aerobicas. Apos 24
horas, foram medidos, com auxilio de uma régua, os halos de inibicdo promovidos

pelas diferentes concentracdes dos extratos (MIRANDA et al., 2015).
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Foi realizado o controle negativo com solucao salina e controle positivo com
gentamicina, penicilina e trimetoprim, a fim de se caracterizar o perfil de resisténcia &

antimicrobianos da bactéria.

Analise e Processamento De Dados

O presente trabalho busca avaliar o efeito antimicrobiano do extrato
hidroalcoolico do gengibre frente a cepas de E. coli ndo patogénica. Os resultados do
teste de disco-difusdo foram interpretados comparando os halos obtidos, com os
critérios publicados pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) (2005),
para os principios ativos ja conhecidos, categorizando as amostras bacterianas em
sensiveis, resistentes ou intermedidrias e avaliando de maneira quantitativa a

eficiéncia inibitoria de acordo com os valores dos halos apresentados.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Foi avaliada a capacidade de inibicdo do extrato hidroalcoolico do gengibre, em
3 diferentes concentracdes (1g/ml, 500mg/ml e 250mg/ml), frente a cepa isolada de
E. coli, (Tabela 1 e Figura 1). Também foram utilizados alguns dos principais
antibiéticos indicados para a familia Enterobacteriaceae que foram a Gentamicina, a
Penicilina e o Trimetoprim (Tabela 1 e Figura2).

Tabela 1. Halo de inibicdo, em milimetros, gerado por cada concentragdo do extrato e
dos antibi6ticos testados na amostra de E. coli

CONCENTRACAO Halo de Inibicdo (mm) Classificacéo de acordo
com o CLSI
Extrato 250mg/ml 0 Resistente
Extrato 500mg/ml 1 Resistente
Extrato 1g/ml 2 Resistente

Gentamicina 15 Sensivel

Penicilina 0 Resistente
Trimetoprim 0 Resistente

O extrato testado nas concentragdes de 1 g/ml e 500 mg/ml manifestaram
algum efeito inibitério no crescimento da cepa de E. coli testada, gerando halos de 2

mm e 1 mm, respectivamente (Figura 1).
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Em comparagéo com a literatura existente, sdo valores pouco expressivos,
CUTRIM et al., (2019) ja demonstrou a eficiéncia do extrato hidroalcdolico, obtendo

um halo de 9,7 mm sobre cepas de E. coli

Figura 1. Testes do efeito inibitério do extrato hidroalcéolico do gengibre nas concentragfes de 1 g/ml
(1), 500 mg/ml (2) e 250 mg/ml (3), frente amostras isoladas de E. coli no patogénica, feitos por difuséo
em disco em placas de petri contendo agar Mueller-hinton.

A eficiéncia antimicrobiana do extrato etanoico de Z. officinale também foi
demonstrada em outros trabalhos como no de Aleem, et al. (2020) manifestando halos
de inibicdo de até 13.00 mm sobre cepas de E. coli Este autor indica as saponinas,
taninos, alcaloides e flavonoides como principais principios ativos responsaveis pelos
resultados.

J4 em outros trabalhos como o de Akintobi et al. (2013) demonstraram
resisténcia das cepas de E. coli testadas, sem formacdo de halo de inibig&o.
Resultados estes mais compativeis com os obtidos no presente trabalho, onde a
bactéria testada foi resistente ao extrato que demonstrou atividade antimicrobiana
limitada, gerando um halo de inibicdo pequeno em relacdo aos resultados relatados
e, com a presenca de algumas coldnias resistentes em seu interior.

O teste de controle positivo (Figura 2) buscou identificar o perfil de resisténcia
a antimicrobianos da cepa de E. coli isolada, utilizando-se de trimetoprim, penicilina e
gentamicina. Estes principios ativos foram escolhidos com base nas classes de
antibiéticos indicados para o tratamento de cepas de E. coli patogénicas (B-
lactamicos, aminoglicosideos e o sulfametoxazol-trimetoprim) (TISSIANI et al., 2023).
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Figura 2. Controle negativo (1) feito com solugéo salina, atestando a inércia desse diluente.
Controle positivo (2) feito com gentamicina (a), penicilina (b) e trimetoprim (c).

A amostra bacteriana testada foi resistente ao Trimetoprim e a Penicilina, mas
foi sensivel para gentamicina, gerando um halo de 15mm. O trimetoprim é um farmaco
derivado das sulfonamidas que, quando usado de forma isolada pode apresentar
resisténcia bacteriana (PLAZZA, 2013), causando a resisténcia demonstrada no
presente trabalho.

A resisténcia de E. coli frente a penicilina se justifica pelas mutac¢des adquiridas
por esses microrganismos, pelo uso indiscriminado da penicilina, desenvolvendo a
capacidade de codificar a penicilinase e inativar a acdo das penicilinas nos

microrganismos resistentes (MARIA, 2019).

CONSIDERACOES FINAIS

O extrato hidroalcoolico do Z. Officinale testado nas concentracdes de 50% e
25% apresentaram halo de inibicdo de 2 mm e 1 mm respectivamente, porém fraco e
insuficiente para criar um halo de inibicdo livre de colbnias resistentes. A amostra com
concentracéo de 12,5% nao apresentou halo, contudo, é evidente que o extrato nao
foi efetivamente eficaz para inibir cepas de E. coli. No controle positivo apenas a
gentamicina se mostrou efetiva, inibindo o crescimento da amostra de E. coli num

didmetro de 15mm.
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Porém, é possivel testar e utilizar novas concentracdes de fitoquimicos através
de diferentes metodologias de extracdo, ja que fatores externos como tempo de
colheita, exposicdo ao sol, clima, tempo de armazenamento, temperaturas e agua
podem afetar as concentra¢cfes e influenciar na acdo antimicrobiana. O presente
trabalho demonstra a importancia de se explorar a tecnologia e a ciéncia na utilizagcéo
de plantas uma vez que, diante do uso excessivo de antibiéticos, compostos naturais
podem surgir como alternativa para futuros tratamentos, visto que ja se comprovou a

presenca de acdo antimicrobiana nas plantas.
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