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“PROCESSO DE OBTENGAO E AVALIAGAO DO POTENCIAL ANALGESICO, ANTIINFLAMATORIO E
TOXICIDADE PRE-CLINICA DE ZERUMBONA OBTIDA DE ZINGIBER ZERUMBET (L.) SMITH
(ZINGIBERACEAE).”

RESUMO

A substancia zerumbona é o principal sequiterpeno obtido dos 6leos essenciais dos rizomas de Zingiber
zerumbet (L) Smith, vem sendo estudado ha décadas, por apresentar potente atividade citotoxica contra
células tumorais de cancer de figado, célon e pele. A planta é rica em terpenos e flavonéides glicosilados
que apresentam atividades farmacologicas, destacando-se a potente atividade contra células neoplasicas
de cancer e antiviréticas para os virus EBV do Herpes e HIV. A presente tese diz respeito ao
aperfeicoamento do processo de obtencao e o estudo pré-clinico e toxicologicos do composto zerumbona
(ZER).O screening fitoquimico dos extratos foi através da metodologia de Mattos (1997). A Cromatografia
de camada delgada (CCD) em silica gel utilizando como reveladores o iodo, sulfato sérico e UV 254nm e
365nm. As fracOes e extratos obtidos foram caracterizados com relacdo ao rendimento e o teor do
composto sesquiterpeno por espectrofotometria de absorbancia UV-visivel, Cromatografia Liquida de Alta
Eficiencia (CLAE), por cromatografia gasosa e identificada por RMN de 'H e de **C.Para o estudo pré-
clinico dos extratos e ZER, foram utilizados camundongos e ratos, aprovado pelo Conselho de Etica em
Experimentacdo Animal - CEUA/INPA. Os testes de toxicidade aguda e subaguda dos extratos e ZER
foram avaliados durante 14 e 30 dias. Para o estudo da atividade antinociceptiva de extratos e ZER foram
utilizados os métodos quimicos e mecanicos, através dos testes de contor¢cdo abdominal. A atividade anti-
inflamatoria da atividade antinociceptiva foram avaliadas pelos métodos de edema de orelha e pata de
induzida por capsaicina, 6leo de créton, acido acético, teste de placa quente. Para o teste de citotoxicidade
de ZER foram realizados utilizando-se os testes com Artemia salina segundo Meyer (1982).0s resultados
obtidos com os 6leos essenciais obtidos por destilagdo por arraste a vaporfoi o que forneceu menor
percentual de rendimento, mas com elevado grau de pureza (99,95%), superior ao método anterior (97%),
postulado na patente de numero P10505343-9/28/11/2007.0 screening fitoquimico dos extratos DCM,
MEOH e ZER erevelou a presenca dos seguintes compostos: terpendides, xantonas, flavonoides, fenais,
taninos e alcaléides. Na CCD do EM e DCM indicou uma mancha revelada no iodo e sulfato cérico com o
fator de retencdo de aproximadamente 0,7cm semelhante ao da Zerumbona (0,8) e MEOH apresentaram
manchas reveladas em iodo e UV 254nm.Nos testes farmacoldgicosespecificos e toxicidade pré-clinica
detoxidade aguda e subcrbnica em camundongos e ratos, pode-se afirmar que os extratos e a ZER nas
doses superiores a 5g/kg ndoprovocaram mortalidade dos animais e ndo apresesentaram efeitos toxicos
p.o. Nos ensaios de avaliagdo da atividade analgésica da zerumbona (ZER) verificou-se potente efeito
analgésico em modelos quimicos e térmicos de dor em camundongos (Mus musculo).AZER, administrada
por via oral e intraperitonial, produziu atividade analgésica significativa e dependente da dose contra os
modelos da dor, como nos testes do &cido acético, formalina e capsaicina. Além disso, a ZER aumentou
significamente & laténcia dos animais no modelo de dor no teste da placa-quente (49-54°C) e por estimulo
mecénico da dor aplicado (analgesimetro). Os resultados dos efeitos da atividade anti-inflamatéria da
substancia zerumbona em modelo do processo inflamatorio edematogénico (carragenina, 6leo créton e
acido araquiddnico), produziu efeitos anti-inflamatdrios significativos e dependentes da dose na inibicdo da
resposta inflamatéria da carragenina no edema de pata de rato. Nos modelos da atividade
antiedematogénica de ZER na inibicdo da resposta inflamatéria, na aplicacdo tdpica de 6leo de créton e
acido aracdodnico em edema de orelha de rato, mostraram efeitos expressivos, mas que precisam ser
avaliadas com doses superiores a testada. Os efeitos da substancia zerumbona sobre o sono barbiturico,
utilizando o pentobarbital sédico (nembutal), mostraram que a ZER alterou o tempo de inducao (T.l) do
sono barbitlrico no tempo de recuperagdo (T.R) em + 600 minutos. Na avaliagdo e caracterizagdo da
toxicidade aguda e subcrdnica da zerumbona, revelou que a substancia ndo possui efeitos toxicos por via
oral em doses de até 5g/kg de peso durante 30 dias.Nas medidas bioquimicas e de células hematdcritas
do sangue de rato, os efeitos toxicos de doses-repetidas (subcrbnicas) de ZER a 1000 mg/kg durante 30
dias em ratos, os valores maximos nao foram alterados. Nos ensaios in vitro de citotoxicidade a zerumbona
produziu a mortalidade para a Artemia salina de CLs, - 45 pg/mL, mostrando uma correlacéo positiva entre
atividades antitumoral, anti-inflamatoéria.Os resultados mostraram que a ZER,apresentou potente efeito
antinociceptivel, anti-inflamatério, e ndo apresentou toxicidade em animais de laboratério por via oral
eintroduzindo um produto biotecnoldgico diferenciado no mercado e contribuindo para os estudos
cientificos desta valiosa planta medicinal.

Palavras-chave: 1. Z.zerumbet, Zerumbona 2.processo de obtencédo 3.estudo préclinico 4. Analgésico
6. Anti-inflamatério



"PROCESS OF OBTAINING AND EVALUATING THE ANALGESIC POTENTIAL,
ANTIINFLAMMATORY AND PRE-CLINICAL TOXICITY OF ZERUMBONE OBTAINED FROM
ZINGIBER ZERUMBET (L.) SMITH (ZINGIBERACEAE)."

ABSTRACT

Zerumbone is the main sesquiterpene extracyed from the essential oils of the rhizomes of Zingiber
zerumbet (L) Smith, which is being studied for decades on account of its antiinflammatory,
antisparmodic and cytotoxic analgesic activity against liver, colon and skin cancer tumor cells. The
plant is rich in terpenes and glycosylated flavonoides that present pharmacological activities,
highlighting its potent activity against cancer neoplastic and Herpes and HIV EBV virus antiviral cells.
The present thesis relates to the improvement of the obtaining process and the preclinical study of the
zerumbone compound (ZER). Thin layer chromatography (TLC) on silica gel using iodine, serum
sulfate and UV 254nm and 365nm as developers.Essencial oils extracted by hydrodistillation,
steam drag, dicloromethane (DCM) and metanol (MeOH) extracts were assessed and the DCM
extract showed to bear the highest, but less pure yield. The obtained extracts were characterized with
respect to the sesquiterpene compound vyield and content by UV-Visible Absorption
Spectrophotometry, High Performance Liquid Chromatography (HPLC), gas chromatography and
identified by 1 H and 13 C NMR.. The extracts’ phytochemical tests were performed by Mattos (1997)
methodology. Mice and rats were used for the preclinical study. For the use of pharmacological
animals in vivo and in vitro, the present project was submitted to the Animal Use Ethics Committee-
CEUA/INPA. The acute toxicity tests being evaluated during 14 and 30 days and cytotoxicity testing
were performed using the Artemia salina test according to Meyer (1982). The acetic acid-induced
abdominal contortion test, hot plate and hyperalgesic test were utilized for the study of antinociceptive
activity through the chrotonic and capsaicin oil models.The anti-inflammatory and antinociceptive
activity were evaluated by the methods of ear and paw edema induced by capsaicin, croton oil, acetic
acid, hot plate test.The results obtained with the essential oils extracted by steam distillation provided
the lowest, yet very pure, yield percentage (99.95%) purer than that of the previous method (97%),
postulated in the patent number PI0505343 -9/28/11/2007.DCM, MEOH and ZER extracts
phytochemical screening findings revealed the presence of the following compounds: terpenoids,
xanthones, flavonoids, phenols, tannins and alkaloids. EM and DCM TLC indicated a stain revealed in
iodine and ceric sulfate with the retention factor of approximately 0.7 cm similar to that of Zerumbona
(0.8) and MEOH showing stains in iodine and UV 254 nm. In specific pharmacological and preclinical
acute and subchronic toxicity tests in mice and rats, one may state extracts and ZER at doses greater
than 5 g / kg did not cause mortality of the animals and did not present toxic effects p.o. Tests of the
assessment of the analgesic activity of zerumbone (ZER) in the doses from 250 to 1000mg/kg,
showed a potent analgesic effect on pain thermal and chemical models in mice (Mus musculo). ZER
administered orally and intraperitoneally produced significant and dose-dependent analgesic activity
against the pain, acetic acid, formalin, and capsaicin models. In addition, ZER significantly increased
the dormancy of the animals in the hotplate test pain model (49-540C).The results of the effects of the
anti-inflammatory activity of zerumbone in a model of the edematogenic inflammatory process
(carrageenan, chrotonic oil and arachidonic acid) produced significant dose-dependent
antiinflammatory effects in inhibiting the carrageenan inflammatory response in the rat's paw edema.
The effects of the zerumbone substance on barbiturate sleep, using sodium pentobarbital (Nembutal),
showed that ZER altered the induction time (I.T) of barbiturate sleep at recovery time (RT) in + 600
minutes. In the in vitro cytotoxicity assays Zerumbone produced the mortality for Artemia saline of - 45
Mg / mL, showing a positive correlation between antitumor, anti - inflammatory activities. Findings
show ZER to present potent analgesic, antiinflammatory effects, but no toxicit in the laboratory
animals orally, to introduce a differentiated biotechnological product into the market and, to make a
vakuable contribution to the scientific studies on this rich medicinal plant.

Keywords: 1.Z.zerumbet, Zerumbone 2.obtainin process 3.preclinical study 4. Analgesic 6.
Antiinflammatory.



1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

No século XVII, descobriu-se que a casca do salgueiro era tdo amarga quanto a
de uma arvore do Peru, a quina (Cinchona magnifolia, Rubiaceae), cujo extrato era
tido como remédio supremo contra a malaria. Assim, uma infusdo da casca do
salgueiro passou a ser usada como medicamento antitérmico pelos europeus. Em
1928, o francés Leurox obteve da casca do salgueiro, uma substancia que
denominou salicina (acido salicilico). Anos depois, foi sintetizado o acido salicilico,
precursor do acido acetilsalicilico, que é consumido em grande escala em todo o
mundo, como analgésico e antitérmico (Pelt, 1979).

A capacidade de aliviar a dor, através do uso de plantas ou de preparacfes a
base delas, foi provavelmente a grande vitéria da medicina e precede em muito a
capacidade de curar. Plantas como meimendro (Hyokyamus albus, Solanaceae) e
papoula (Papaver somniferum, Papaveraceae), figuram nas primeiras farmacopéias
da Babilbnia e da Suméria (Pelt, 1979; Borsato, 2000).

Por suas propriedades terapéuticas ou toxicas, as plantas adquiriram
fundamental importancia na medicina popular (Martins et al., 2000). Com o
desenvolvimento das ciéncias naturais e do meétodo cientifico na medicina, 0s
medicamentos de origem vegetal tornaram-se objeto de analise cientifica. Esforcos
tém sido feitos no sentido de melhorar as substancias naturais aumentando as
propriedades desejadas e minimizando seus efeitos colaterais adversos (Schulz et
al., 2002). Inimeros sao 0s registros que mostram a busca incessante, nas plantas
medicinais, para a cura ou mesmo alivio de moléstias que tém atingido
impiedosamente a humanidade (Carlini, 1995). A procura por novos agentes
farmacologicamente ativos, obtidos de plantas tem levado a descoberta de muitas
drogas clinicamente ativas. Diversas plantas da flora brasileira sdo utilizadas na
medicina popular, mas muitas delas ainda necessitam de estudos que déem suporte
cientifico ao seu uso na terapéutica (Souza Brito e Souza Brito, 1993).

A atividade biolégica de plantas medicinais usadas na medicina popular com
finalidades terapéuticas tem sido investigada. Tais estudos visam a obtencdo de
substancias com potencial terapéutico e que possam ser futuramente usadas como

protétipos para a sintese de moléculas de interesse medicinal. Essa demanda exige



uma atenc&do mais acurada dos organismos de vigilancia oficiais. Por outro lado, o
namero de laboratdrios credenciados para realizar esses ensaios e a disponibilidade
de pessoal com conhecimento técnico necessario € bastante reduzido. Isso torna
morosa a introducédo de novos produtos ou, 0 que € pior, ha maior parte das vezes,
serve de justificativa para o lancamento de produtos, medicamentos, cosméticos
sem os estudos pré-clinicos necesséarios, usando como argumento a condi¢do de
pais em desenvolvimento e baseando-se exclusivamente nos resultados de testes
realizados em centros de pesquisa do exterior (Wilson, 1994).

As plantas arométicas, além de fornecedoras de 6leos volateis ou essenciais,
sdo também freqluentemente medicinais e estdo presentes no cotidiano das
pessoas. Pesquisas indicam que as substancias volateis delas extraidas tem tido
aumento regular no mercado de produtos naturais, apresentando a média anual de
crescimento estimada em 22%, nos setores industriais de perfumaria, aromatizantes,
produtos alimenticios, farmacéutica e cosmética, assim como em setores de
processamento de 6leos essenciais (Verlet, 1992).

Nos ultimos anos a biodiversidade ganhou mais importancia e passou a ser
muito mais valorizada. Observa-se que, quanto maior diversidade de vida possui um
pais, mais e variados produtos podem surgir, principalmente em termos
farmacolégicos. Com o desenvolvimento da biotecnologia comecaram a observar a
importancia da diversidade de vida para o desenvolvimento dos mais variados
produtos e principalmente os farmacologicos. A retirada de nossas riquezas naturais
ja vem desde o descobrimento, quando entdo se iniciou a evasao do noOSsO
patriménio. Por sua vez a crescente demanda por produtos quimicos e farmacos,
aumentou o interesse sobre a biodiversidade existente nas areas silvestres pouco ou
ainda ndo exploradas como no caso da Amazonia (Reid et al., 1993).

Plantas arométicas produtora de Oleos essenciais tem utilizagdo maior nas
areas de alimentos (condimentos e aromatizantes de alimentos e bebidas);
cosméticos (perfumes e produtos de higiene). Nas farmécias, as drogas vegetais
ricas em Oleo volateis sdo empregadas in natura para a preparacéo de infusdes e/ou
sob a forma de preparacfes galénicas simples. Muitos 0Oleos volateis séo utilizados
também em funcdo de suas propriedades terapéuticas e para aromatizar
medicamentos destinados ao uso oral (Furlan, 1998).

A industria farmacéutica recentemente retomou o entendimento de que a cura

de diversas enfermidades humanas pode estar nos produtos extraidos dos recursos



naturais biolégicos das florestas tropicais, 0 que esta fazendo com que suas
atencdes se voltem entdo para o nosso pais. Segundo varias estatisticas e estudos
amplamente divulgados na imprensa em geral, cerca de 30% dos medicamentos
existentes foram elaborados com ingredientes ativos extraidos de plantas, devendo
ser registrada a relagcdo de 119 substancias quimicas usadas regularmente na
medicina em todo o mundo, referidas por Wilson (1994), o que mostra a importancia
do uso da flora. Dessa forma, a matéria-prima, no caso a diversidade de vida,
passou a ter maior valor de mercado e consequientemente mais atencao dos paises
detentores, o que aliado a crescente consciéncia da valoracédo da biodiversidade fez
com que se buscassem regras para a sua exploracao.

Atualmente tem-se verificado um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que visam obter novos
compostos com propriedades terapéuticas. Isto pode ser claramente observado pelo
aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto em congressos como em
periddicos nacionais e internacionais, além do surgimento de novos periddicos
especificos sobre produtos naturais ativos, como Phytomedicine, Phytochemical
Analysis, Natural Product Letter entre outros (Martins et al., 2000).

Com o desenvolvimento de novas técnicas espectroscopicas, 0S quimicos
organicos tém conseguido elucidar mais rapidamente estruturas moleculares
complexas de constituintes naturais, até ha pouco tempo dificeis de serem
identificados. Constantemente sdo relatadas na literatura novas moléculas, algumas
de relevante acdo farmacolégica, como por exemplo, o taxol, a forscolina, a
artemisinina, etc. Neste contexto é importante mencionar que as plantas, além de
seu uso na medicina popular com finalidades terapéuticas, tém contribuido, ao longo
dos anos para a obtencdo de varios farmacos, até hoje amplamente utilizados na
clinica (Martins et al., 2000; Souza Brito, 1993). Como exemplo, podemos citar a
morfina, emetina, vincristina, colchichina, rutina, etc (Borsato, 2000).

Héa enorme interesse por parte de grandes empresas multinacionais neste setor
da indastria, uma vez que elas estdo capacitadas tecnologicamente para a nova
tendéncia do mercado. Como exemplo, pode-se citar no Brasil, a Merck, que possui
plantacdes proprias de jaborandi e fava-d’anta, para extragao de pilocarpina e rutina,

respectivamente, que sdo comercializadas no mercado externo (Simon, 1993).



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

= Avaliar o processo de obtencdo edeterminar os efeitos farmacologicos de

zerumbona obtida de Zingiber zerumbet (L.) Smith (Zingiberaceae).

2.2 ESPECIFICOS

Aprimorar o processo de obtencéo e determinacéo fitoquimica do éleo essencial dos

rizomas de Z. zerumbet.

Avaliar a citotoxicidade de zerumbona.

Avaliar a toxicidade in vivo de zerumbona.

Avaliar o efeito analgésico de zerumbona obtida dos Oleos essenciais de Z.

zerumbet em modelo da dor.

Avaliar a atividade anti-inflamatéria do composto zerumbona em modelo de

processos inflamatorios.

Examinar os efeitos sobre o sistema nervoso central e perfiférico de zerumbona em

camundongos.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Aspectos geograficos da familia Zingiberaceae e do género Zingiber

A familia Zingiberaceae de distribuicdo geografica Pantropical (figura 1), esta
incluida na ordem Zingiberales e compreende, cerca de 8 familias e 100 géneros. E
representada nos Tropicos e neotrdpicos pelo género Zingiber com cerca de 1.200
espécies.

As espécies do género Zingiber sao ervas rizomaticas originarias do sudoeste e
norte da Asia e do Arquipélago Malaio, onde a sua cultura tem grande importancia,
nao somente para o consumo local da populacdo indigena, como também para a
exportacdo, destinada a paises ocidentais que o consomem em grandes
guantidades (Govindarajan, 1982 e Chen et al., 1986).
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Figura 1: Mapa da distribuicao geografica de Z. zerumbet Smith

Fonte: Mapa obtido do Jardim Botanico do Missouri



3.2 Classifica¢fes botanica e gerais da familia Zingiberaceae

A classificacdo das primeiras familias foi proposta em 1889 e reorganizadas em
4 tribos (Globbeoe, Heddychieae, Alpinieae e Zingibereae) e a classificagéo
cientifica baseadas em sua filogenia morfolégica, conforme mostra a figura 2.

As investigacbes filogenéticas para a classificagdo das Zingiberaceae
obedecem a uma nova reorganizacdo, para 4 tribos e 4 subfamilias:
Siphonochiloideae (Siphonochileae), Tamijioideae (Tamijieae), Alpinioideae
(Alpinieae, Riedelieae) e Zingiberoideae (Zingibereae, Blobbeae). As caracteristicas
morfolégicas em varios géneros monotipicos da familia foram responsaveis pela sua

classificacdo taxonémica (Kresse et al., 2002).

usaceae

eliconiaceae

Strelitziaceae

Canaceae

arantaceae

ingiberaceae
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Figura 2: Classificacdo filogenética da familia Zingiberaceae
pertencente a ordem Zingiberales (Price et al.).

Fonte: Mapa obtido do Jardim Botanico do Missouri



O género Zingiber é nativo do Sudeste da Asia, mas foi cultivada extensamente
em area tropical e subtropical em torno do mundo, com frequéncia na india, Malasia
até a Polinésia. Gengibres de varios tipos séo cultivados comercialmente em todas
as regibes mornas, notadamente na Jamaica, que produz alguns dos melhores
rizomas frescos, adquiridos para tempero. Os rizomas podem ser cultivados em
recipientes como plantas de folhagens exoticas. O nome Zingiber vem do grego
“zingiberis” (gengibre), Zingiber officinale era cultivado desde tempos antigos para
fins medicinais e culinarios (Joly, 1985; Katzer, 2002). Na medicina Ayurvédica, Z.
officinale é conhecido como "medicamento universal’, e, tanto na medicina
Ayurvédica como na chinesa estd presente em aproximadamente todas as
prescricdes médicas. Enfim, o Z. officinale (gengibre) € uma planta utilizada com fins
medicinais ha muitos anos, com eficacia comprovada na medicina tradicional pelo
uso e por diversos trabalhos cientificos realizados. Gengibre € rico em 06leos
volateis, e seus principais constituintes quimicos sao: citral, zingibereno, bisaboleno,
geraniol, gigerdis, zingiberol, borneol, linalol, acetato de geranila que sdo produtos
da quebra do gingerol (Le Cointe, 1947).

Outras espécies usadas para fins culinarios incluem: as do sudoeste asiatico, Z.
cassumar, Z mioga (gengibre japonés) que tem um aroma parecido com o da
bergamota e Z. zerumbet (gengibre selvagem ou gengibre amargo) que é uma

espécie do Indo-Malasia (Corréa, 1968).

3.3 A Planta estudada

Zingiber zerumbet (L.) Smith (Zingiberaceae) € uma erva de rizoma perene
articulado, anguloso e muito ramoso, caules eretos, 30-120 cm de altura, 1-2 cm de
espessura, carnoso, com folhas disticas, 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 cm de largura. Bracteas
esverdeadas a avermelhadas. Flores hermafroditas, zigomorfas, dispostas em

espigas ovoides ou elipsoides (Figura 3).



Figura 3:Perfil da espécie Z. zerumbet cultivada. Manaus-AM. 2004.
Fonte:Felipe, F.M. (Herbario do INPA)

3.3.1 CAULE SUBTERRANEO (RIZOMA) DE ZINGIBER ZERUMBET

ELEMENTOS MORFOLOGICOS CARACTERISTICOS: O rizoma do Z. zerumbet apresenta

corpo alongado, um pouco achatado, com ramos fragmentados irregularmente, de 3
al6é cm de comprimento, 3 a4 cm de largura e 2 cm de espessura. Externamente,
sua coloracdo vai do amarelo couro a marrom brilhante, estriado na longitudinal,
algumas vezes fibroso, com terminagdes conhecidas como “dedos” que surgem
obliquamente dos rizomas; achatadas, obovatadas, curtas, de 1 a3 cm de
comprimento, conforme figura 4. O amido € o principal constituinte do cortex do
cilindro central. Internamente de cor marrom amarelado, apresentando umas

endodermes amarelas, que separa o coértex estreito do estelo largo, com numerosos



feixes fibrovasculares e abundantes células oleoresinosas com conteudos amarelos
e numerosos pontos acinzentados, feixes vasculares espalhados sobre toda a
superficie (Trease, 1966; British Herbal Pharmacopoeia, 1983; British
Pharmacopoeia, 1993; WHO, 1999).

Figura 4:Rizomas de Z. zerumbet cultivado em Manaus-AM. 2008
Fonte:Jorge Saldanha, INPA- Manaus, AM.

3.3.2 Aspecto quimico e farmacoldgico de Zingiber zerumbet (L.) Smith.

3.3.2.1 Zerumbona (ZER)

A Zerumbona (2,6,10-cy-cloundecatrien- 1-one, 2,6,9,9-tetramethyl), um
sesquiterpeno ciclico € o componente majoritario dos 6leos essenciais das raizes e
folhas de Zingiber zerumbet L. Smith, esta substancia apresenta atividade citotoxica
para células cancerigenas, possuindo atividade anti-inflamatoria, antioxidante e

atualmente este composto é recomendado para o tratamento do cancer e HIV.

Figura 4- Estrutura quimica da Zerumbona.
Fonte: SOFTWARE CHEMDRAW.
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Dai et al. (1997), demonstraram que Zerumbona teve atividade citotoxica e
inibiu o virus do HIV. Em estudos de Chien e col. (2008), utilizaram a Zerumbona
(10mgkg) para o teste do edema de pata, onde obteve uma excelente atividade
induzido por carragenina em camundongos, esta substancia demonstrou ser tao
eficaz quanto a indometacina (100 mgkg) um anti-inflamatério ndo esteroidal - AINE.

A ZER inibiu a proliferacdo da linhagem de células humanas de
adenocarcinoma, enquanto as células normais humanas: fibroblastos da derme e do
colo do utero, foram menos afetados. O a-humuleno, uma estrutura andloga
faltando apenas uma carbonila do grupo da Zerumbona, foi inativo em todos os
experimentos conduzidos, indicando que o grupo carbonilico a, B- insaturado da
Zerumbona que € responsavel pela atividade inibitoria (MURAKAMI et al., 2002).

Sulamain e colaboradores (2009) relataram que ZER foi responsavel por
inibir a liberacdo de mediadores responséaveis pela inflamacéo incluindo: histamina,
serotonina, bradicinina e prostaglandina, o autor cita que a zerumbona pode ser

utilizado em reacdes inflamatorias agudas (SULAMAIN, 2009).

A literatura relata o uso de uma substancia leitosa obtidas das flores de Z.
zerumbet (figura 5) na fabricacdo de shampoo comercial na Asia e Havai, além de
estar na medicina tradicional da Indonésia (Matthes, 1980).

Estudo quimico-farmacolégico dos extratos pentanicosnico dos rizomas Z.
zerumbet (rizomas),revelaramapresenca dos compostos, humuleno, zerumbona,
epoxi-zerumbona, diferuoilmetano, di-p-coumaroilmetano e kaempferol, que
apresentaram atividade citotoxica, para linhagens de células de figado de rato
neoplasica culturada in vitro. Outro estudo relata que os compostos zerumbona e
37,4”-O-diacetilafzelina, isolados dos extratos pentanico de Z. zerumbet e Z.
aromaticum (Zingiberaceae), mostraram atividades citotoxica e inibidora do HIV (Dali,
1997 e Matthes, 1980).

Em trabalhos recentes utilizando-se o Oleo essencial obtido por
hidrodestilacdo do rizoma de Z. zerumbet (L.) Smith, cultivado no Amazonas,
produziu um teor relativamente alto de zerumbona (97%), o qual mostrou-se ativo,
nos ensaios in vitro, para atividade contra S. aureus e E. coli, larvas de Artemia

franciscana e Aedis aegypti (Pinheiro et al., 2001; 2002).
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Estudos da composi¢cdo quimica, do 6leo essencial dos rizomas de Z. zerumbet
(L.) Smith da india, obtido por hidrodestilacao analisado espectroscopica CG/EM,
revelou a presenca de 36 compostos, curzerenona (14,4 %), zerumbona (12,6 %),
canfora (12,8%), Isoborneol (8,9%) e 1,8-cineol (7,1%) foram o0s que apresentaram
maiores teores (Srivastava e Srivastava et al., 1997).

Nos estudos fitoquimicos dos extratos pentanicos de Z. zerumbet, de origem
européia, foram isolados trés compostos e estes foram ativos para células
neoplasicas de figado de rato (Matthes, 1980). A analise dos dados
espectroscopicos de RMNde'H dessas substancias permitiu a elucidacdo dos
compostos humuleno, zerumbona e epoxi-zerumbona, conforme mostra a figura
5(a).
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Figura 5(a): Principais componentes quimicos de Z. zerumbet de origem
européia

A composicao quimica do 6leo essencial da espécie Z. zerumbet L. Smith
(Zingiberaceae), foi investigado por (Dev 1956 e 1960). Foram isolados e
identificados varios monoterpenos e sesquiterpenos ciclicos. A analise fitoquimica
mostrou uma mistura complexa para varios terpendides. Os estudos
espectroscopicos apontou a presenca de varios sesquiterpenos de importancia
medicinal: I=humuleno; ll=zerumbona; lll=epoxi-humuleno; IV=cariofileno; V=epoxi
cariofileno; VI=Y-epoxi-humuleno; VIl-4=epoxi-humuleno; VIli=diepdxi humuleno; 1X-
y=cardineno X-(+)=ar-curcumeno; Xl=dihidro-W-fotozerumbona y I; Xll=dihidro-¥-
fotozerumbona (a,b); XlIlI-W - fotozerumbona; XV - humulenol, como s&o vistos nas

figuras 5(b e c).



12

Os pesquisadores Mattes et al. (1980), isolaram seis compostos dos extratos
pentanicos dos rizomas de Z.zerumbet, Curcuma zedoaria e Curcuma domestica.
Os compostos mostraram potente atividade citotoxica para células neoplasicas. As
substancias sdo mostradas nos topicos: XVI - 1,8 “3”, “4” -O-diacetilazefzelin;
llepoxi-zerumbona jaA é conhecido em Z. zerumbet. Os curcuminoides e 0s
flavondides, difuloilmetano XVII; feruoloi-p-coumaroilmetano XVIII;-p-
coumaroilmetano XIX sédo conhecidas nas espécies de Curcuma zedoaria e

Curcuma domestica.

X N Xl xi -~
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Figura 5(b): Substancias identificadas dos rizomas de Z zerumbet Smith
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Figura 5(c). Constituintes flavonéides isolados dos rizomas de Z. zerumbet Smith

No quadro 1, estdo relacionados estudos realizados com varias espécies do género
Zingiber em varios paises 0s quais mostraram a presenca de varios compostos
sesquiterpénicos cetbnicos monociclicos, flavondides glicosilados, curcumindides e

diterpenos, além de trés flavondides glicosilados acetilados.
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Quadro 1: Espécies do género Zingiber estudadas quimicamente e os principais metabdlitos
secundarios.

Espécies L A .
Estr:Jdadas Local da coleta| Parte da Extratg vegetal | Principais substancias Referéncias
Quimicamente planta (Oleo isoladas
essencial)
Folhas 3 a,B, cariofileno, canfora,
Z. zerumbet Irlanda rores’ Oleo essencial | (E) -nerolidol, zerumbol, Chane-Ming
linalola, B pineno etal. 2003
. Zerumbona, cineola-
Z. zerumbet Japédo rizomas Oleo essencial | humuleno, canfora epdxi- Dev. 1956;
india zerumbona, cafeno, Dev. 1960
China curzerenona, cardineno,
isoborneol, zerumbol
DCM Humuleno,  Zerumbona,
Z. zerumbet Japéo rizomas Acetﬁnié:o, epoxi-zerumbona, Welankimet al., 1969;
China Pentanico difuloilmetano, Gupta et al. 1979
Flavonoides glicosideo
Jap&o ) Humuleno,  Zerumbona,
Z. cassumar india rizomas Oleo essencial | Flavondides,glicosideo, Srivastaet al., 2000;
‘ nerolidol, canfora, linalol, Masudaet al. 1991
China a, B pineno
Jap&o Acetilados flavonoides,
Z. cassumar indi rizomas Ext. pentanico : Humuleno,  Zerumbona, S_rivastaet al. 2000;
naia epoxi-zerumbona Kishore et al., 1992.
China Flavondides glicosideo
Jap&o ] Citral,gigerois,borneol
Z. officinal india rizomas Oleo Essencial | zingibereno,geraniol, Le Cointe, 1947
‘ bisaboleno, linalol. Correa, 1968.
China
Jap&o citral,linalol,zingibereno,bis
Z. officinale india rizomas Hidro-alcoolico | aboleno,geraniol, Le Cointe, 1947;
‘ gigerois, zingiberol, borneol Correa, 1968.
China

Os estudos farmacolégicos de sete extratos dos rizomas das espécies da familia
das Zingiberaceae (C. domestica, C. xanthorrhiza, Z. cassumunar Z., officinale
(variedade vermelha), C. xanthorrhiza, Kaenmpferia galanga, Z.officinale e
Z.zerumbet), em triagem para a atividade antitumoral, promoveram a inibicdo do
composto 12-O-tetradenoyl phorbol -13 - acetato (TPA) que induz a ativagdo precoce
do antigeno (EBV-EA), na célula de Ragi (Matthes, 1980; Dai, 1997).

Consequentemente, estes estudos mostram que diversas espécies da familia
Zingiberaceae, usadas na Malasia e outros paises Asiaticos, contém compostos nao-
toxico naturais com acgdes e efeitos na inibicdo e ativacdo do virus EBV que podera

atuar na prevencéao inicial do cancer em seu estagio inicial (Matthes, 1980).
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Foram isolados por Masuda et al. (1991) e Natakani & Jltoe (1991) diversos
derivados de cinamoilmetano dos rizomas de Z. zerumbet e o0s extratos
apresentaram como principais constituintes o tricinamoilmetano e triferuloilmetano.
Estes outros derivados mostraram atividade citotdxica para células neoplasicas.

A expansao do anel da zerumbona para 12 membros do anel foi estudada via
sistema em anel ciclico cadeia da zerumbona. O estudo teve como premissa na
sintese de derivado da zerumbona com 12 membros do anel, no tipo alleno
zerumbona. Para a primeira etapa foi adotado o método de sintese Doering -
LaFlame alleno e a estrutura foi confirmada por Difracdo de Raio X monocristal
(Takashi Kitayama, 2006). O resultado do processo de sintese foi a obtencdo do
composto zerumbona com 27,7% de rendimento.

Os oOleos essenciais dos rizomas frescos de Z ottensii Valet e Z. zerumbet (L.),
foram pesquisados por Malek et al. (2005), vinte oito componentes foram

identificados dos rizomas de Z. ottensii e dezoito de Z. zerumbet.

Zacaria e colaboradores (2011) avaliaram a atividade de contor¢cao
abdominal, utilizaram o Acido Acetil Salicilico - ASA (5 mg / kg) que produziu cerca
de 63% de anti-nocicep¢do em comparagdo com o extrato metandlico (100 mg / kg)
de Zingiber zerumbet resultando numa faixa entre 17-55% de antinocicepcao.
Também utilizaram a Morfina no teste nociceptivo, os resultados foram um aumento
de laténcia 90min ap6s a sua administracdo, enquanto o extrato metandlico de
Z.zerumbet (100 mg/kg) exerceu alta atividade antinociceptiva a 120 min apds a sua
administracdo. No teste da formalina, o ASA e a morfina produziram na primeira fase
8% e 63% de anti-nocicepc¢do, e na segunda fase 67% e 23%. Em comparacéao, o
extrato metandlico de Z.zerumbet produziu aproximadamente 27-45% e 34-62% de

anti-nocicepcdo em ambas as fases, respectivamente.

Khallid e col. (2011), relataram o efeito do 6leo essencial de Zingiber
zerumbet utilizando o teste de contor¢do abdominal induzido por acido acético nas
doses de 50, 100, 200 e 300 mg/kg. Na administracdo do o6leo essencial via
intraperitoneal, obteve-se uma boa inibicdo do efeito nociceptivo, a porcentagem de
inibicdo foram: 23.02, 53.89, 83.63 e 98.57% respectivamente, similar aos resultados
administrando via oral, 13.04, 28.30, 54.69 e 75.68% respectivamente. O Acido
acetil salicilico-ASA (100 mg/kg, i.p. e v.0), droga comercial utilizado para
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comparacao, produziu um efeito similar ao 6leo essencial de Z. zerumbet. A dose

intraperitoneal do 6leo essencial foi mais potente via intraperitoneal do que via oral.

O tumor de Ulcera e a doenca de Crohn's sdo uma desordem inflamatéria de
causa desconhecida e sdo dificeis de tratar. Alguns produtos quimicos sintéticos,
incluindo ligantes para receptores proliferativos-ativados peroxisomos (PPARS), sao
usados como drogas (Murakami et al., 2004). A atividade supressiva e a eficacia da
zerumbona (ZER), obtido dos rizomas de Z. zerumbet Smith, mostraram que a
zerumbona € uma fonte natural e um fator para exploracdo atenuante ao de uma
combinagcdo dos agentes, com as diferentes modalidades das acfes eficazes, que
podera ser uma estratégia na atividade anti-inflamatéria.

Rashid e Pihie (2005) investigaram os efeitos dos extratos de éter de petroleo,
aguoso e metandlico dos rizomas de Zingiber zerumbet para determinar a atividade
anticancerigena em linhagem de células humana com cancer de mama (MCF-7). Os
extratos exibiram um efeito anticancerigeno, produziram uma CEsp 4.25%0.05,
8.38+0.08, 21.31+0.43, respectivamente, em comparacdo com o tamoxifeno

(4.39£0.21) agente quimioterapeutico padréo para o cancer de mama.

Foram obtidos por Sadhu, Samir Kumar et al. (2007) nove sesquiterpenos e oito
flavondides isolados no extrato pentanico da espécie Z. zerumbet pela primeira vez.
As estruturas foram determinadas por métodos de espectroscopicos, sendo 0
composto mais importante zerumbona e humuleno, e estes foram testados para
células de cancer de colo sendo o composto zerumbona o mais ativo (IC50 13ug
/mL) inibindo células em crescimento SW480.

O composto bioativo zerumbona isolado dos rizomas de Z. zerumbet L. Smith
foi investigado para atividades e mecanismos em células de céncer de figado de
linhagem humana por Sakinah et al. (2007). O estudo comprova a indugao de
apoptose em células HepG2, inibindo a proliferacdo de células de cancer. A inibigéo,
segundo o mesmo autor, foi causada por diminuir os niveis da proteina anti-
apoptotica, do Bcl-2 e do regulamento de Bax (pre-apoptotica).

Os oleos essenciais dos rizomas frescos de Z ottensii Valet e Z. zerumbet (L.),
foram pesquisadas por (Malek et al.,, 2005). Vinte oito componentes foram

identificados dos rizomas de Z.ottensii e dezoito de Z. zerumbet. Os componentes
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foram identificados por comparacdo com padrbes existente a base do tempo de
retengdo com aqueles informados na literatura e comparados com os dados de
espectros de massa com aqueles espectros de massa de banco de dados.

Os extratos etandlicos, aquosos e 0s 0Oleos essenciais dos rizomas de seis
plantas Zingiberaceas selecionadas, incluindo C. mangga,Kaempferia galanga,
Kaempferia parviflora, Z cassumunar,Z officinale e Z zerumbet foram investigados
para atividades antialérgicas usando RBL-2H3 uma linhagem de células (Supinya et
al., 2006). O extrato etanolico de K. parviflora exibiu o mais potente efeito
antialérgico contra o antigeno hexosaminidase induzido marcador de desgranulacéo
em células RBL-2H3, com um valor de 10,9 pg/mL, seguido por Z. cassumunar
(EtOH, IC50 = 12,9 g/mL) e C. mangga (agua, IC50 = 36,1 g/mL). Os resultados
observados com os extratos das espécies foram inativos contra a atividade da
enzima de hexosaminidase no tratamento de doencas alérgicas.

Nos estudos quimico-farmacoldgico de Dai & Cardellina (1997); Murakami &
Takashi (1999), o extrato pentanico dos rizomas de Z. zerumbet cultivado na
india,revelouapresenca dos compostos humuleno, zerumbona, epoxi-zerumbona,
diferuoilmetano, di-p-coumaroilmetano e kaempferol e estes compostos quando
testados in vitro em linhagem de cepas de células neoplasicas de figado de rato
(CTH), apresentaram potente atividade citotoxica e ndo apresentou toxicidade para

célula de fibroblasto normais [3T3], 0 que sugere uma citotoxicidade seletiva.

3.4 Interagdes da Planta e Producéo de Metabdlitos Secundérios

A investigacdo da composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais foi iniciada no
século XIX e levou a descoberta de varios hidrocarbonetos: os terpendides. Os 6leos
essenciais sdo misturas complexas contendo carbono, oxigénio, hidrogénio e
ocasionalmente, nitrogénio e enxofre como mostra. Os Oleos essenciais mais
conhecidos e utilizados sao constituidos basicamente por duas classes de
compostos os fenilpropandides e os terpenos, sendo estes os mais abundantes
(Waterman & Hay, 1993).

A estrutura dos fenilpropandides consiste basicamente de um anel benzénico e
uma cadeia lateral com trés carbonos apresenta dupla ligagcdo, podendo conter
grupo funcional com oxigénio.

A proposta biossintética para os sesquiterpenos monociclicos € a obtengao dos

compostos a partir do cis trans farnesol nas plantas e que esta associada com a
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presenca de estruturas secretoras especiais, como células produtoras de resinas e
Oleos na epiderme glandular, que compartimentalizam todos 0s componentes
toxicos provenientes da atividade metabdlica das células, proposto por (Lewinson et
al., 1998).

As alteragbes secundarias nas estruturas dos terpenos (ligacdo-dupla,
iIsomerizacao e oxidagao) sdo bastante conhecidas para os compostos curcumeno,
lanceol e atlactono entre outros. Os ions dos compostos podemser transformados
por despronacdo ou por ataque na ligacdo dupla sendo importante para a obtencéo
dos compostos sesquiterpénicos: humuleno e cariofileno. Os sesquiterpenos obtidos
a partir do cis e trans farnesol tem como produto inicial o anel fechado do humuleno
e maliol.

Os produtos do metabolismo secundario apresentam vasta diversidade
estrutural, mas sao provenientes de quatro rotas biossintéticas conhecidas acetato,
mevalonato, chiquimato e desoxibilidade. Os terpenos de baixo peso molecular
podem acoplar para formar o geranil pirofosfato (GPP). Existem opcdes de futuras
modificacdes controladas por enzimas especificas, reacfes (condensacdo,
ciclizacéo, eliminacéo, adicdo nucleofilica e oxidacdo) e mecanismo idnico para a
formacao do primeiro sesquiterpeno farnesil pirofosfato.

A familia Zingiberaceae, onde se encontra classificada a espécie Z. zerumbet,
produz flavondides acetilados, e varios terpendides (monoterpenos, sesquiterpenos
e diterpenos).

Na Amazonia, elas se parecem com a mangarataia, bastante utilizada contra
inflamacBes na garganta. Em algumas areas rurais de Manaus, a espécie Z.
zerumbet € utilizada como: antiespasmadico, anti-inflamatério, contra coélicas, no
tratamento de doencas estomacais e j4 tem estudos de efeitos citotdxicos contra
células cancerosas (noticias inpa/ascom-2006-02-02-16:05:35).

A figura 6 mostra uma propostra biossintética para a zerumbona isolada de Z.
zerumbet (L.) Smith. O acido mevalbnico € um intermediario quimico com seis
carbonos que é formado na planta pela combinacdo de trés moléculas de acetato, o
qual é derivado da acetil-coenzima A. Inicialmente o acido mevalbnico é convertido
no isopentenilpirofosfato (IPP), que se isomeriza para 3,3-dimetilalilpirofosfato
(DMAPP), pela acdo da enzima isopentenil pirofosfatase que sob influéncia de

outras enzimas reagem com outra molécula de IPP.



19

OH
COSCoA jj\ OPP
Aceti-CoA — —_—
+ /4—)—-);\ o a i\
Acetoacetil-Cos A o hlewvalonato e
3-hidrdxi-3-metil-gluta isopentenilpirofosfato
nil o, (PP 1}
FI
%.:}L/ mMpPp PPO
\J\ OPP S ﬁ
= z- | c—— | |
. e FPO ‘\\'. f
) x “‘n. farnesilpirafosfato  geranilpirofosfato
1 \ {FF‘F‘) (e]=1=) dimetilalilpirofosfato
. (DFFF)
o e 0
o,
""-a.._\_\_HH
Germacrone
.--""rf
H
H
ZERUMBOMA,
""\-\.._H_‘ |
,d_,_,.,-"
Humuleno

Figura 6:Proposta de interacdo biossintética para compor o sesquiterpénico
Zerumbona

3.5 ESTADO DE ARTE DA ZERUMBONA

PROSPECCAO TECNOLOGICA DO POTENCIAL QuUiMICO E MEDICINAL DE ZINGIBER ZERUMBET

E DA ZERUMBONA:Neste estudo foi usada a zerumbona obtido de Z. zerumbet (L)

Smith, cultivada na Amazénia, com a finalidade de estudar seus principios ativos, ou
seja, a verificacdo do seu potencial farmacologico, mas, especificando as atividades
desenvolvidas com a mesma.

A possibilidade de empregar a zerumbona como precursor da paclitaxel na
utilizacdo para o tratamento do céancer foi verificada por (Kitayama et al., 2007).
Sendo a zerumbona uma substancia naturalaquiral, eles introduziram assimetria
através da aplicacdo da hepoxidacdo assimétrica Sharpless - Katsuki do alcool

atilico racémico, zerumbol. Estas epoxidacdoes sdo agora estabelecidas como um
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dos métodos mais poderosos para introducdo de centros estereogénicos em uma
variedade de alcoois etilicos pré-quirais.

Novos substratos opticamente ativos, como os blocos de construcdo quiral da
zerumbona contendo trés duplas ligacGes, podem possivelmente ser usados em
variedades de campos industriais, tais como, na medicina, perfumaria, industria de
cristal liquido e na industria eletrénica. Entretanto, espécies oxidadas de zerumbona
tém o potencial para ndo somente serem convertidas em derivados de acgUcares
naturais, mais também serem incorporadas em materiais como um auxiliar quiral. Do
ponto de vista da diversidade, a zerumbona tem um grande potencial, ja que, uma
variedade de compostos estereoquimicamente distintos podem ser teoricamente
gerados da epoxidacdo da zerumbona, providenciado que cada isbmero possa ser
sintetizado e isolado como um composto opticamente ativo. Uma rota versatil para
obtencdo de compostos isomericamente puros vem da utilizagdo de enzimas para a
resolucdo de epodxidos opticamente inativos da zerumbona, por exemplo, se a lipase
reconhece seletivamente o0s estereoisomeros diferentes e se ela catalisa
transesterificacdes com alta eficiéncia essa técnica pode ser aplicada para a sintese
e isolamento dos epoxidos enantiomericamente puros da zerumbona (Damodaran,
1965).

As enzimas séo catalisadores altamente seletivos e vém sendo empregadas
na biotransformacdo de moléculas bioativas. As modificacdes estruturais podem
levar ao aumento da atividade bioldgica ou a inibicdo de efeitos indesejaveis. A
reducdo enantiosseletiva de compostos carbonilicos mediada por leveduras tornou-
se uma valiosa ferramenta para a preparacao de alcoois quirais (Ishige e Shimizu,
2007). A levedura Saccharomyces cerevisiae, conhecida como fermento de pao, tem
sido o microrganismo mais empregado pelos quimicos sintéticos, principalmente na
redugéo assimeétrica de carbonilas. Esta levedura tem sido relatada ha muito tempo
como catalisador de transformacdes que geram produtos quirais e pode ser
considerada como um biocatalisador ideal pelo fato de estar amplamente disponivel

e ser de facil manuseio (Faber, 2007).
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3.6 PATENTES PUBLICADAS DA ZERUMBONA

Foi feito levantamento de dados sobre as patentes de zerumbona. Usou-se 0

site Devent Innovations Index a partir do portal periodicos CAPES.
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Figura 7:Publicagdes sobre a substancia zerumbona entre os anos de 1971 a 2007.
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Figura 8:Distribuicdo das patentes da substancia zerumbona nos anos (1971 a 2007).

Fonte: “Derwent Innovations Index”.
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Figura 9:Distribuicao das patentes de zerumbona por area(data)

Fonte: “Derwent Innovations Index”
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Figura 10:0Origem e distribuicdo das Patentes de zerumbona (data)

Fonte: “Derwent Innovations Index”
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Figura 11: Distribuicdo das patentes da zerumbona por paises(data)

Fonte: “Derwent Innovations Index”

Figura 12: Paises que mais publicaram patentes da zerumbona (data)

Fonte: “Derwent Innovations Index”

23



18

16

14

12

10

Figura 13: Documenos de publicacfes das patentes da zerumbona (data)

1969 1981 1999 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Figura 14: indices anuais dos maiores nimeros de publicacbes da
7. zerumbet (data)

2007

24



Figura 15:Revistas e Jornais que publicaram as patentes da Z.
zerumbet (data)

LN NN T

Bioscience Biotechnology and Biochemistry

Indian Journal of Chemistry Sectione-Organic Chemistry Including Medicinal Chemistry
Tetrahedron

Carcinogeneses

Chemistry S. Industry

Biochemical Pharmacology

Biorganic S. Medicinal Chemistry Letters

Chemical S. Pharmaceutical Bulletin

Indian Journal of Chemistry

Journal of Essential Oil Research

25



26

|
¢]
°]

B Biochemistry & Molecular Biolo

oOncology _

B Chemistry Medicinal

Figura 16. Areas de estudos que a zerumbona foi publicada
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Esta tese aborda a otimizacao de processos quimicos e farmacol6gicos dos rizomas
de Z.zerumbet (L.) Smith, cultivada em Manaus-AM. Os estudos poder&o explicar as agdes
e efeitos ainda ndo esclarecidos a partir de zerumbona obtido dos rizomas de Z. zerumbet.
Baseado nessas informacdes, diante das diversas comprovagdes cientificas das

propriedades medicinais da espécie Zingiber zerumbet L. Smith.

Estes estudos sdo importantes a medida que se descobriram varias atividades
farmacologiacas para essa substancia, sendo as elimina a geracao de radicais livres; anti-
inflamatério, analgésica e possui atividades citotdxicas contra para varias linhagens células
cancerosas acelerando apoptose. E possivel que o estudo com a espécie Z. zerumbet

esteja associado ao seu potencial para pesquisas no desenvolvimento de novas drogas.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 PARTE EXPERIMENTAL
4.1.1 Obtencéo do Zingiber zerumbet (L.) Smith

Os rizomas de Z. zerumbet foram coletados em éarea rural do municipio de Manaus-
AMe a exsicata foi enviada ao herbario do INPA para ser identificada pelo Prof. Dr. Paul
Maas (Departament of Plant Ecology and Evolucionary Biology) - herbarium University of

Utrecht. O material encontra-se depositado no herbério sob n® 186913 (Figura 18).

NACEONAL D ¥ s aseazdoca |

Tharts be Accactens

DITANS Va1

Figura 18.Exsicata de Z. zerumbet (L.) Smith

Foto:Felipe, F.M. (Herbario do INPA)
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4.1.2 Técnicas de utilizadas nas extracdes de Oleos essenciais de Zingiber

zerumbet

a) Arraste por vapor d'agua

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Farmacologia da Coordenacao de
Pesquisas em Produto Naturais do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazodnia-INPA
(Manaus/Amazonas).

A técnica utilizada na extragdo dos 6leos essenciais foi a producdo de vapor por uma
panela de pressdo acoplada a um manbmetro e tubo galvanizado conectado um frasco
Mariott (contendo o material vegetal triturados rizomas verdes ou secos) e conectado por um
tubo de vidro ligado ao condensador acoplado a aparelho modificado tipo Clevenger,
Craveiro et al. (1981), conforme figura 19.A obtencédo de Zerumbona dos 6leos essenciais
dos rizomas de Z. zerumbet (L.) Smith aclimatada em Manaus-AM, foi realizada utilizando-
se por processo dehidrodestilagéo e arraste a vapor. Do rizoma de Z. zerumbet (20 Kg),
foram triturados com ajuda de moinho elétrico e ralador manual e pesados em balanca semi-
analitica.Os materiais frescos e secos foram extraidos de forma qualitativa e quantitativa
visando obter os 6leos essenciais em duplicata dos rizomas, provenientes da mesma coleta
ou lote. Dos rizomas frescos (10 Kg.), os 6leos essenciais foram extraidos por
hidrodestilacdo e sistema arraste a vapor, utilizando-se um aparelho Clevenger modificado.
Parte do material foi submetida & determinagdo da umidade relativa (UR) da biomassa
fresca e a outra foi colocada em um baldo de fundo redondo com capacidade de 12 litros. O
volume de &gua foi proporcional a quantidade de material para Hidrodestilacdo e Arraste a
Vapor. A temperatura inicial na destilacéo foi de 100°Ce reduzida posteriormente a 80°C e o
tempo de extracdo foi de 8 horas. Os volumes foram retirados e medidos diretamente no
aparelho Clevenger graduado e os seus rendimentos de O6leos foram expressos em
percentagem (mL/100g e g/100g de planta verde ou seco). Ap6s os arrastes, os 6leos
essenciais das amostras das coletas do Zingiber, foram centrifugados e secos com sulfato
de sddio anidro (Na,SO,), para a eliminagéo total da umidade (Silva et al., 1995; Siqueira et
al., 1986).
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Figura 19. Extrator de 6leo essencial por arraste-vapor utilizado na obtencdo do 6leo

essencial de Z. zerumbet Smith.
b) Hidrodestilagéo

Para a extracdo por hidrodestilagédo foi utilizado o aparelho de Clevenger acoplado a
baldo de 2000 mL (figura 20). O Zingiber em p6 (2 kg) e 4 L de agua foram colocados no
baldo e levado para manta aquecedora. A extragéo foi feita durante 6 h contadas a partir da
ebulicdo da amostra. O 6leo essencial foi coletado do condensador (AOAC, 1995). Todo o
sistema foi protegido da luz por meio de papel aluminio e o 6leo essencial foi armazenado

em frascos ambar sob congelamento.
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Figura 20. Hidrodestilador acoplado ao refrigerador circulador de agua
¢) Extracéo por Solventes

O material vegetal (rizomas) foi seco em estufa a 45°C(72 horas) e triturado em
moinho elétrico. Ao po, foi colocado em um recipiente de vidro, foi adicionado diclorometano
(volume suficiente para submergir o material e formar uma camada de aproximadamente 6
cm acima do material vegetal). A partir desse ponto fizemos dois tipos de extracdo. No
primeiro, o material foi deixado em repouso, por aproximadamente 5 dias. Terminado esse
periodo, o material foi filtrado e concentrado em rotaevaporador e determinado o teor
extrativo, fornecendo o extrato diclorometanico (DCM). Apdés a extragdo com DCM, o
material vegetal foi submetido a extracdo com metanol.Adicionamos metanol suficiente para
submergir o material, formar uma camada de aproximadamente 6 cm acima do material
vegetal. Ap6s 72 horas o material foi filtrado e o extrato MeOH, foi concentrado e
determinado o teor extrativo - (Figura 21).

Material Vegetal (triturados)

Processos para extracdes:

1. Maceragéo (72 h)

2. Filtracao
DCM Residuo vegetal
1. Secagem
Extrato DCM
2. Maceracao com MeOH p/ 2 dias
Anélises emCCDC e CG MeOH

Extrato MeOH

Analises em CCDC

Figuras 21. Processo de obtencéo dos extratos DCM e MeOH de Z. zerumbet
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O material foi colocado em um frasco Mariott e com capacidade de 12 litros, conectado
a uma panela de pressdo semi-industrial (20 L), adicionou-se um volume de +15 litros de
agua. O controle da temperatura (10°C) e pressdo na destilacdo dos 6leos esséncias foi
registrado em circulador de 4gua digital Tecnal conectado ao condensador (temperatura e
pressdo aclopado a um mandmetro adaptado a tampa da panela) conectado ao aparelho
Clevenger. Para a coleta e verificacdo dos rendimentos dos 6leos essenciais foi utilizado o
separador graduado.A temperatura inicial da destilagdo por vaporizac&o inicial foi de 80°Ce
reduzida posteriormente a 70°C e a temperatura de condensacao foi de + 5 - 15°C. O tempo
de extracdo foi de 4 horas. Os rizomas foram submetidos a hidrodestilacdo e arraste a
vapore o0s volumes de 6leos essenciais foram retirados e medidos em tubo de ensaio
graduado e o rendimento foi expresso em percentagem/peso (mL/100g/g/100g de planta
seca).

A extragdo com uma sequéncia de solventes de polaridade crescente na seguinte
ordem; Diclorometano (DCM) e Metanol (MeOH). Zingiber em p6 (500 a 1000g) foi
adicionada de 2000 mL de DCM e MeOH. Esta mistura foi mantida a temperatura ambiente
por 72 horas sob maceragao mistura foi filtrada em funil de Buchner utilizando papel de filtro.
O solvente foi eliminado em evaporador rotatério (Tecnal TE 184) a 45 - 50°C (Singh et al.,
2002b).

4.2 Perfil Fisico-Quimico dos Oleos Essenciais dos rizomas de Z. zerumbet

Perfil fisico-quimico das amostras de 6leos essenciais foi realizado as seguintes
andlises: rendimento na extracdo dos 6leos essenciais, peso especifico e quantificacdo dos

teores de zerumbona (ZER) e perfil cromatogréfico das amostras de Oleos.

a) Rendimento

O rendimento foi determinado em trés amostras pela relacdo massa/massa e em oito
amostras pela relagdo volume/massa. As massas dos 6leos essenciais foram determinadas
em balanca analitica e seus valores comparados as respectivas massas do Zingiber em p6
utilizada e os volumes foram determinados pela leitura no aparelho de Clevenger (Tallon-
Netto, 2004).
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b) Determinagéo do peso especifico

O célculo do peso especifico dos 6leos essenciais foi feito aplicando-se a formula
d=ml/v, fixando-se um volume constante de Oleo essencial (lmL) e determinando-se a
massa. A razdo entre a massa do 6leo e o volume constante da amostra, em g/mL foi
determinada em balanca analitica seguindo a metodologia descrita no IAL (1985) a

temperatura de 25°C.

c) Teores de zerumbona nos 6leos essenciais dos rizomas de Z.zerumbet

Os teores do composto zerumbona (ZER) das amostras de 6leos essenciais foram
determinados por espectrofotdbmetro Ultravioleta (UV) com leitura em absorbancia a 252 a
254 nm de acordo com o método de (Takahashi, 1987). Foram pesadas inicialmente 0,05 g
das amostras de 6leo essencial em balanca analitica diretamente em bal6es volumétricos
para os 6leos obtidos por hidrodestilacdo, arraste a vapor e DCM, respectivamente. As
amostras foram diluidas em metanol grau cromatogréfico. Estas solu¢des foram diluidas e
homogeneizadas de forma a se obter concentragdes de 0,57 mg/mL e 0,002 mg/mL dos
Oleos obtidos por hidrodestilacdo, arraste a vapor e, respectivamente. Em seguida, as
amostras foram novamente diluidas de forma que as leituras pudessem ser interpoladas em
curva-padrao. Foi construida a curva padrao utilizando-se o padrdao de zerumbona com grau
de pureza de 97%, de acordo com a patente n° PI-0505343-9/28/11/2007 (Pinheiro, 2005). A
solucdo padréo estoque foi preparada pesando-se 0,077g para baldo volumétrico de 50 mL
(0,154 mg/mL). Em seguida foram feitas cinco diluicdes da solucdo padrdo estoque (2,5 a
8,75 mL) em bal6es de 25 mL o que correspondem as concentra¢des de: 0,015; 0,030;
0,038; 0,045 e 0,053 mg/mL. Essas solu¢des foram lidas em espectrofotbmetro. UV-VIS
(Shimadzu, Kyoto, Japao) em absorbancia a 252 a 254 nm, em triplicata. Para o calculo das
concentracdes (mg/mL) os valores encontrados para as leituras, foram comparados a curva

padrdo. O resultado foi expresso e mg de Oleo essencial por 100g de amostra.

d) Andlises dos Oleos essenciais

Os 0leos essenciais e 0s extratos e foram analisados por cromatografia comparativa
em camada delgada, utilizando-se solventes ou mistura de solventes de diversas

polaridades e reveladores como iodo-ressublimado, luz ultravioleta e sulfato cérico e
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anisaldeido, para a verificagdo da presenca de terpendides (Dai et al., 1997; Ohe et al.,
2000; Tanaka et al., 2001).

4.3 Verificacdo do grau de pureza das substancias

O grau de pureza de cada substancia foi verificado preliminarmente através de
Cromatografia Camada Delgada Comparativa (CCDC), utilizando-se como fase movel,
solventes puros ou em mistura de solventes de diversas polaridades reveladas com o0s

reveladores citados.

Nos casos de substancias Isoladas que se apresentaram no estado sélido, foi

determinado o seu ponto de fuséo (PF).

4.3.1 Especificacdo dos equipamentos utilizados na identificacdo estrutural dos
cristais obtidos dos Oleos essenciais dos rizomas de Z. zerumbet: Solventes
Reagentes e Materiais Cromatogréficos.

a) Solventes

Os solventes e os reagentes comerciais utilizados nos processos cromatograficos e
para os ensaios, foram produtos das marcas Carlo-Erba, Merck, Aldrich. O grau de pureza

variou dependendo da finalidade do uso.
b)Suportes e reveladorespara cromatografia

Silica-gel G 60 Merck, para cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC).

As revelacdes foram efetuadas com vapores de iodo, irradiagdo ultravioleta de 254 e

366 nm de comprimento de onda, DPPH CSO4, anisaldeido, quimicos.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H) foram
registrados em espectrdmetro Varian-Mercury 500 MHz.(Centro de Biotecnologia da
Amazbnia - CBA). As amostras foram dissolvidas em CDCl;, CD;0OD, D,0O e usado TMS
como padrao interno. Os espectros Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono treze (RMN
3C) foram registrados em espectrdmetros da Briiker mod. AC-200 operando a 50,3 MHz o
solvente utilizado foram o CDCl; e o padrédo utilizado como referéncia interna foi TMS. Os

espectros na regido do infravermelho (I.V), foram realizados em espectrobmetro 1420 da
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Perkin-Elmer utilizando-se pastilhas de Brometo de Potassio (KBr). Os Espectros de Massas
(EM) foram registrados espectrometros da Finnigan, modelo 4020.

O perfil cromatografico das amostras foi também determinado por técnica analitica de
separacao por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em fase estacionaria liquido-
sélido. Os cromatogramas obtidos da zerumbona obtida dos rizomas de Z. zerumbet, foram
analisados utilizando-se um cromatografo marca Simazu coluna p-Bondapack CN, 100x8
mm tendo como fase mével em &gua; metanol (80;20) a 6mL/min e detectado por
absorbéancia e UV (254 nm). Essas andlises foram realizadas em triplicata.

4.4 Parte Farmacolégica

Para a determinacdo da atividade analgésica, antiinflamatoria e a determinagédo dos
efeitos toxicos do composto zerumbona, utilizamos varios modelos teste estabelecido pela
Organizagao Mundial da Saude - OMS e de acordo com as normas técnica estabelecida.

4.4.1 Testes de Atividade Analgésica, Anti-inflamatoria e analise pré-clica
(toxicidade aguda dose simples e dose repetida) de Zerumbona obtida de Zingiber
zerumbet (L.) Smith.

4.4.1.1 Animais Experimentais

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos albinos (Mus
musculus - variedade albinus) pesando entre 18 a30 g, ratos albinos, machos e fémeas do
Biotério do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazénia - INPA, com peso variando entre
150 a300 gramas; e Artemia salina através de ovos adquiridos no comércio de Manaus-AM,
provenientes da cidade do Arraial do Cabo-RJ e comercializado pela Maramar Aquacultura
Ltda.

4.4.2 Teste deAtividade analgésica do composto sesquiterpénico zerumbona

(ZER) obtida dos rizomas de Z. zerumbet.

a) Teste de contor¢do abdominal induzida pelo &cido acético em camundongos

O efeito analgésico central e periférico da substancia foi avaliado pelo teste de
contor¢des abdominais em 5 grupos de camundongos (n=5), induzidos pelo &acido acético
1% (0,01 mL/100 g; i.p.). O produto ZER dos rizomas de Z. zerumbet (50 a 1500 mg/Kg) foi

administrado por via oral (p.0) 1 hora antes do agente nociceptivo. Dez minutos apos a
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administracao do 4cido observamos o numero de contor¢des durante 15-120 min. Dipirona
e indometacina (50 e 25 mg/kg, p.o.), foram utilizadas como padrbes do teste (Koster,
1959).

b) Teste da contor¢céo abdominal induzida pela formalina

O efeito antinociceptivo foi também avaliado pelo teste da formalina. Neste
experimento observamos grupos de 5 camundongos que permaneceram lambendo a pata
posterior esquerda ap6s administracao, via subcutanea, de 0,02 mL de formalina 2,5%. O
composto Zerumbona, dos rizomas de Z. zerumbet (50 mg/Kg; p.o.) foi administrado 1 hora

antes da injecdo de formalina.

¢) Atividade nonceptiva produzida pela Capsaicina

Acdo do efeito analgésico foi também avaliado pela via da Capsaicina. A
determinacédo da acao analgésica da Zerumbona foi testada na dor neurogénica +-Para isso,
cada animal foi colocado individualmente dentro de um funil de vidro transparente, por um
periodo de adaptacdo de 20 min. ApGs este periodo, os camundongos foram tratados p.o.
com a Zerumbona na dose de 50 mg/kg por 1 horaantes da injecdo intraplantar de
capsaicina (20 ul; 1,5 pg/pata). Registrou-se, entdo, durante 5 min, o periodo em que o
animal permaneceu lambendo ou mordendo as patas injetadas, medida esta indicativa de
dor. Foi preparada a solugdo de capsaicina que é instavel e ndo deve ser usada por mais de

20-30 minutos. A po6s este periodo, preparou-se uma nova solugéo (Calixto et al., 1990).

4.5 Teste da placa quente

Este teste caracterizou-se pela colocacao do animal sobre uma superficie aquecida a
mais de 50°C que determinard uma resposta caracteristica, na qual o animal troca
rapidamente o apoio dos pés, levanta ou lambe as patas. O aparecimento destas respostas
pode ser indicativo da intensidade da resposta nociceptiva a um estimulo térmico (Lapa, A.J.
et. al., 2005). Os animais foram colocados individualmente no equipamento HOT PLATE
F361-INSIGHT (figura 22) com temperatura constante de 52 a54°C e dois valores basais
sdo obtidos com intervalos de 30 minutos. Apds a obtencdo de dois valores basais os
camundongos foram tratados, por via oral com doses (250 - 1500 mgKg p.0) e intraperitonial
(150 - 500 mg/kg i.p), com o produto ZER, veiculo (salina 0,9 % + tween 20 1%), com as
diferentes doses do composto ZER e fentanest (20ug;kg; controle positivo). A resposta e

novamente avaliada decorridos 30, 60, 120, 180 e 360 minutos da administracdo das
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drogas. O tempo maximo de contato do animal com a placa quente foi mantido em 25s,
(tempo de corte) com o objetivo de evitar lesdes nas patas dos animais.

A reducdo da temperatura da placa quente associada a aplicacdo de um estimulo
inflamatorio intraplantar forneceu um modelo simples e sensivel para a avaliagdo da
hiperalgesia térmica. Para tanto, apds a obtencao dos valores basais (tempo de corte = 15
segundos), os animais foram tratados por via oral com o veiculo (grupo controle, 10

mL/kg),com as diferentes da ZER ou fentanest 20 p/kg; controle positivo).

Figura 22. Aparelho HOT PLAT utilizado no modelo experimental de atividade

analgésica.

451 Modelo de medida da Hiperalgesia utilizando o aparelho

analgesimetro

Neste ensaio foram realizadas as inje¢cdes subcutaneas de carragenina na pata
de camundongos, induzindo o aumento agudo e progressivo do volume desta,
evidenciando a intensidade da resposta inflamatéria, sendo um parametro Gtil na
avaliacdo da atividade analgésica e antiinflamatoria de novos compostos (Lapa, A.J.
et al., 2005).

Quatro a cinco grupos de camundongos foram estudados com cerca de cinco
animais cada. Em todos, os animais era realizada a medida do volume basal de



39

ambas as patas, utilizando o aparelho LE 7306 Analgesy Meter. Em seguida os
camundongos foram tratados por gavagem (v.0) e parenteral (i.p), sendo que os
grupos tratados receberam ZER nas doses de 150 a 1500 mg;kg nas vias
escolhidas, o grupo controle recebeu (10 mL/Kg) e o controle positivo recebeu
opidide sintético fentanest (20 ug;kg), Indometacina (25mg/Kg) e.salina (0,9 % +
Twen 20 1%).

Uma hora apés a gavagem (p.o.) ou via i.p o edema foi induzido nas patas
traseiras dos animais, injetando uma solucdo de carragenina a 1 % e na pata

contralateral injetado o mesmo volume de solugéo de salina (0,9 %).

Com o auxilio do aparelho foi possivel determinar a resposta a estimulacao da
dor através da pressdo aplicada a pata dos camundongos. Esta forca € aplicada
através de uma ponta conica que pressionava o0 membro do animal posicionado em
uma plataforma abaixo da ponta. Esta ponta move-se para baixo (aumento da forca)

e para cima (libera o estimulo) através de um motor controlado por um pedal.

Esta ponta conica foi conectada a uma célula extensiométrica (medidor de
forca), que fazia a determinacdo da forca real (g), que é exercida ho momento da
estimulacdo da ponta. No modelo de medicdo da atividade analgésica utilizando este
equipamento permitiu uma rapida e precisa na medida da atividade nociceptiva nos
animais utilizados nas avaliagbes (Figura 23).

Figuras 23. Aparelho Analgesimetro Digital utilizado no modelo experimental de
hiperalgesia em ratos e camundongos.
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4.5.2 Atividade antiedematogenica;Edema de Pata Induzido por Carragenina

Para este teste utilizamos Ratus novergicus machos ou fémeas (200-300g) em
grupos de cinco animais por grupo experimental tratados por gavagem (v.0) e parenteral
(i.p) com a zerumbona 250 a 1500 mgkg, grupo com salina (0,9% + tween20 2%) em volume
igual ao do composto e um terceiro grupo com indometacina (25 mg/kg), escolhido como
padrao positivo. Ap6s uma hora dos tratamentos, injetamos nos animais na regido suplantar
(s.c) nas patas traseiras direitas com 0,01 mL de carragenina (1%) igual volume de salina
(0,9%) na pata contra lateral. Imediatamente apés a inje¢do, medimos o volume das patas e
repetimos a medida a cada hora até completar 5 horas da inje¢do da carragenina. Para a
medida dos volumes imergimos as patas traseiras até o maléolo lateral em um
Pletismémetro Digital marca PAN LAB (Figuras 24 e 25). O volume liquido deslocado
traduziu de forma digital o valor do edema ¢é a diferenca de volumes das patas injetadas. Ao
final da experiéncia, representou-se a evolugdo do edema em funcéo do tempo e testou-se

estatisticamente a diferenca entre os grupos (Winter, 1962).

Figura 24. Aparelho Plestimometro Digital utilizado no modelo experimental
para medir o processo inflamatério em edema de pata de ratos e

camundongos.
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Figura 25. Processo de medi¢éo de edema de patas de ratos e camundongos.

4.6 Edema de orelhainduzido por 6leo de créton

O efeito antinociceptivo foi também avaliado para este modelo, sendo utilizados
cinco camundongos por grupo experimental (Calixto et al., 1990). Para este teste aplicamos
topicamente 20 mL das substancias testes (indometacina 50 mg/mL ou zerumbona 1 a 2 %)
nas orelhas direitas e os veiculos nas orelhas esquerdas dos animais, mantendo as
solucdes em contato com a orelha por 5 min. Uma hora apds os tratamentos foi aplicado
também topicamente 10 mL de 6leo de créton (5%v/v em acetona) na orelha direita e o
mesmo volume de acetona na orelha esquerda. ApGs 4 horas, sacrificamos 0s animais por
deslocamento cervical, retiramos os fragmentos de 6 mm de didmetro de cada orelha e

pesamos em balanga analitica.

4.6.1Testes gerais de atividade farmacoldgica e toxicidade aguda de
zerumbona (ZER) e extratos obtidos dos Oleos essenciais de Zingiber
zerumbet (L.) Smith

Os efeitos gerais de toxicidade do composto ZER e extratos diclorometanico (DCM) e
metandlico (MeOH) obtidos dos Oleos essenciais dos rizomas de Z. zerumbet, foram
realizados utilizando-se camundongos (Mus musculus) e ratos (Ratus novergicus) machos e
fémeas, com peso de 20-30 g e 200-300g. Dez (10) grupos de cada animal contendo 6
animais foram injetados nas via intraperitonial (i.p) e por via oral (p.0), com o produto ZER e
com os extratos, DCM e MeOH, nas doses de 10 a 5000 mg/Kg e um animal de cada grupo
serviu de controle, injetando-se solucdo salina (0,9%) e Tween 20 (1%). Apés, injecdo de

zerumbona,os animais foram observados acuradamente por 180 minutos sobre uma
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superficie plana e deixados em observacdes posteriores de 24, 48 horas e 14 dias. Os
parametros observados foram anotados em tabela adaptada da descrita por (Rocha et al.,
1968). Todos os efeitos observados foram comparados imediatamente com 0s animais
controle (Figura 26). Os testes gerais de atividades foram repetidos em ratos injetados com
as mesmas dosagens e vias, sendo um deles reservados para controle (Rocha Silva, 1968 e
Salustiano et al., 1966).
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Figura 26. Aquario adaptado a medir a atividade exploratoriade animais a nivel campo
aberto.

Com os resultados obtidos, outros grupos de animais foram tratados com doses
maiores ou iguais por via oral (v.0). Os resultados foram representados por testes
estatisticos, médias, erros e desvios padrao (Sokal et al., 1969).

4.7 Analise pré-clinica em animais de laboratdrio

v' Teste de toxicidade aguda (DLsp) - doses: simples e repetidas
A toxicidade aguda sera avaliada via oral e/ou intraperitoneal pela determinacdo, em
camundongos, da dose letal 50% (DLsy) segundo o método de (Morrison et al., 1998;
Litchfield, Wilcoxon, 1949). Doses crescentes de extratoforam administradas em diferentes
grupos de camundongos apds uma noite de completo jejum. No caso da via oral o extrato
serd suspenso em agua (= PEG) e introduzido no esbéfago do animal por meio de uma

canula e no caso da via intraperitoneal o extrato foi suspenso em solu¢do salina e
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administrado por injecdo. Grupos controle (um grupo por dose e por via) receberam volumes
dos respectivos veiculos. Os animais permaneceram em observacao diaria por 14 dias,
periodos durante o qual foi contabilizado o niumero de morte em cada grupo. A DLs, foi
determinada a partir da representacdo grafica da porcentagem de mortes observada em
fung&o da dose administrada.

Nesses estudos foram realizadas as avaliagbes estimativas e preliminares das
propriedades toxicas dos extratos ou substancia Chan et al. (1982), isolada dos oOleos
essenciais dos rizomas de Z. zerumbet (L.) Smith. Nestes experimentos as analises
farmacologicas nos forneceram informagfes importantes, acerca dos riscos para a saude
resultante de uma exposicao de curta duracdo pela via escolhida em ratos e camundongos
(Figura 27). A toxicidade aguda dos efeitos produzidos pelo ZER ou extratos foi avaliada em
um curto periodo de tempo através da administracao das substancias diluidas em diferentes
concentracdes e vias diferenciadas por um periodo de 24-48 h, com acompanhamentos
posteriores de 14 dias (Stoughton et al., 1964). Os animais que tiveram mortes, foram
necropsiados para analise anatomopatolégica e determinando a causa mortis. Apds a
tabulagdo dos dados obtidos, foram utilizadas as andlises estatisticas de ANOVA uma via,
seguida do teste ANOVA, teste Student-Newman-Kelus. Os valores foram considerados
estatisticamente significativos em nivel de 5% (P<0,05) das dosagens letais em valores de
probitos (DLsyp).
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Figura 27.Aquario adaptado a medir a atividade de toxicidade aguda em
camundongos e ratos.
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4.8 Teste de toxicidade aguda doses: repetidas ousubcrénica

Foi avaliada através da exposicdo Unica e diaria de ratos Wistar, ao veiculo (1 mL/100
g pc) ou zerumbona nas doses de 500 e 1000 mg/Kg por um periodo de 30 dias.O peso
corporal e a quantidade de agua e racdo foram monitorados diariamente ao longo dos 30
dias estabelecidos, assim como, a presenca de sinais e sintomas de toxicidade (Wilson,
1994; Morrison et al., 1998). Ao final desse periodo os animais foram anestesiados e o
sangue coletado através da veia cava inferior, para a realizagdo de exames hematdcritos
(contagem de leucdcitos, plaquetas, hemécias, Hb, Ht, VCM, HCM, CHCM e linfécitos) e
bioquimicos (glicoses, TGO, TGP, albuminas, colesterol total, uréia e creatinina) em seguida
os animais foram sacrificados e seus Orgdos foram pesados e retirados para analises
anatomopatolégicos. Os exames foram analisados em laboratério de andlises clinicas

particular.

4.9Teste de toxicidade geral: Artemia salina

O bioensaio envolvendo Artemia salina consiste em avaliar a exposi¢cdo de um
determinado composto frente a esse crustaceo (Figura 28). A andlise é feita mediante o
calculo da Concentracao Letal Média (CL50), ou seja, a concentracdo que dizima metade de
uma populagéo. O efeito toxico de ZER e extratos naturais foram testados pelo método para
se adequar as condi¢des de nosso laboratério. O modelo utilizado consistiu em dissolver as
amostras em determinado solvente e aplica-las conforme concentragéo desejada nas placas
de tratamento onde também foram colocadas 10 larvas de Artemia salina, em volume final
de 4 mL. O controle continha somente o veiculo e as larvas. Uma placa contendo um grupo
controle para cada tratamento foi incubada a 28°C, sendo feita apés 24 horas a leitura do
nimero de individuos sobrevivente e morto. Os valores de CL>® 24 horas, com limite de
intervalo de confianca de 95% foram calculados de acordo com o método (Meyer et al.,
1982).

Para cada amostra, os testes foram realizados em triplicata, numa concentracéo inicial
de 500ug/mL do extrato ou substancia isolada. As atividades foram determinadas pelas
porcentagens de mortalidades observadas apos 24 horas de incubacdo. Para cada amostra
ativa os testes foram repetidos em triplicatas, reduzindo a concentragcédo para 250, 125, 65,
35 e 25 ug/mL de ZER ou extratos. As atividades foram determinadas pelas porcentagens

de mortalidades observadas apos 24 horas de incubacado. Os resultados foram tabelados e
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os valores da Concentracéo Letal Média (CLsg), foram avaliados pela andlise estatistica pelo
método em nivel de 10% (Gomes et al., 1970).

Figura 28. Materiais utilizados nos ensaios para a atividade citotoxica em
Artemia salina.

4.9.1 Anédlises estatisticas dos experimentos

Os resultados, expressos através de MédiatDP (ou EPM) e Mediana, seréo
organizados e resumidos na forma de graficos, tabelas, quadros e figuras. A distribuicao de
freqUiéncia sera obtida por meio da aplicacdo do teste do Qui-quadrado (+2) sob 1C95%.
Todas as variaveis sob estudo serdo testadas para a hipotese de normalidade. Para verificar
diferencas significativas entre os grupos estudados (toxicidade, antiinflamatério e
antitumoral), aplicar-se-8o, por meio de software validado (OriginTM 5.0 ou SigmaStatTM),
os testes de analise de variancia(ANOVA). Quando detectada diferenca significativa entre os
grupos, abicar-se-a o teste “t” de Student e o teste de contraste de Tukey. Para a curva de
sobrevida dos grupos portadores do tumor e portadores/tratados utilizaremos o teste Log-
rank. A variabilidade ou dispersdo dos dados obtidos para um determinado pardmetro sera
medida através da faixa de variagcdo ou range (diferenca entre o valor maximo e o valor
minimo), desvio-padrdo da média e variancia. Para todos 0s grupos consideram-se

estatisticamente significativos quando P<0,05 (Malone et al.,1996).
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5.1 Obtenc&o dos Oleos Essenciais

5.1.1 Processo de Extracdo e Rendimentos de Oleos Essenciais dos Rizomas de
Zingiber zerumbet (L.) Smith.

Nas andlises de variancia dos percentuais de rendimentos dos 6leos essenciais
obtidos dos rizomas de Z. zerumbet (L.) Smith, verifica-se que nas médias dos rendimentos
em funcdo dos tratamentos aplicados nas extracbes, houve aumento significativona
extracdo com DCM (35,50mL/100g.), comparado aos obtidos (32,66mL/ 20,45¢g.) e arraste a
vapor fresco e seco (17,17mL; 11,27g.) - Tabela 1.

Tabela 1. Métodos de obtencédo dos 6leos essenciaisde Z. zerumbet (L.) Smith

Rendimento (mL/100g) -Método de Extragcao

TRATAMENTOSPOR LOTES ARRASTE A VAPOR HIDRODESTILAGAO DCM MEOH
Frescos MASSA(G) *R/OE *R/OE *R/OE *R/OE *R/OE *R/OE *R/OE *R/OE
(oml)  (%g)  (eml)  (%g)  (%mL)  (%g)  (%ml)  (%g)
1 1.671,50 12,00 *1,71 28,00 1,89 - - - -
2 2.560,10 17,50 1,66 37,50 **1,86 - - - -
3 2.260,00 22,00 *1,97 32,50 **1,88 - - - -
Médias 17,17 1,78 32,66 1,88 = = = =
Secos Massa(g) *R/OE *R/IOE  *R/OE *R/OE *R/OE *R/OE *R/OE *R/OE
(oml)  (%g)  (eml)  (%g)  (%mL)  (%g)  (%mL)  (%g)
1 155,00 13,01 *8,38 18,00 *11,61 - - - -
2 165,00 10,95 *6,63 17,95 *10,30 - - - -
3 225,50 9,84 *4,37 25,40 **11,28 - - - -
Médias 11,27 6,60 20,45 11,10 = = = =

Extratos secos Massa(g) *RIOE *R/IOE *R/IOE *R/IOE *R/OE *R/OE *R/IOE *R/IOE
(YomL)  (%g)  (%mL)  (%g) (%mL) (%g) (%omL) (%g)

1 210 - - - - 35,00 **16,66 - -
2 229 - - - - 39,50 **17,24 - -
3 210 - - - - 32,00 *15,23 - -
Médias Massa(g) - - - - 35,50 16,38 - -

* Rendimento dos 6leos

** VValores das médias e erros padrao iguais indicam diferenca significativa (ANOVA, P<0,05)
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Os 6leos essenciais obtidos quando adicionados a uma mistura de alcool 96°C (10%),
agua destilada (90%) e sequencialmente nos métodos de extracdo por arraste a vapor,
hidrodestilacdo e por DCM, apresentaram caracteristicas fisico-quimico semelhante, mas,
diferenciaram-se pela cor dos obtidos por arraste a vapor d’agua e mostraram coloracao
amarela clara, enquanto que, o obtidos com solvente DCM apresentam cor amarela mais

intensa.

Ao avaliar os rendimentos em volume do 6leo essencial por massa fresca e seca
triturada de Z. zerumbet, obtidos pelos quatro métodos de extracdo, os resultados foram
significativos, ou seja, os maiores rendimentos nas extragdes com DCM, hidrodestilagéo e
arraste a vapor. A extracdo por diclorometano (DCM), além de fornecer um maior
rendimento, foi mais simples e rapida, mas com menor grau de pureza, enquanto que o
extrato metandlico (MeOH) apresentou apenas uma matéria bruta, diferente dos outros
processos de extragao - (Figura 29).

Figura 29. Oleo essencial obtido por arraste a vapor dos rizomas de Z. zerumbet de
Manaus-AM

5.1.2Teores da substancia zerumbona dos 6leos essenciais de Z. zerumbet

As analises dos cromatogramas de CLAE e gasoso dos 6leos essenciais obtidos dos
rizomas de amostras do produto zerumbona revelaram que as mesmas apresentam

percentuais expressivos que variaram de 74,78 a 99,95% e banda de absorcdo em UV de
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252 a 254 nm, com caracteristicas e composi¢céo quimica semelhante de seus constituintes.

Tabelas e seus respectivoscromatogramas, a seguir.

Tabela 2.Tempo de retencao e percentual de area do cromatograma dos cristais obtidos por

arraste a vapor do 6leo essencial de Z. zerumbet

Detector A-252 NM

Sinal Nome *T. R Area % da area
1 3.886 5550 0.05
2 Cristais - ZER 6.062 99.95
Total 12100330 100.00
*Tempo de retencéo
. o~
1500
1000 -
500 —
i . \
| i
07 ]
i T N I — ‘
0 10 20 30

Minutes

Figura30(a). Cromatograma liquido (CLAE) da zerumbona e dos rizomas de Z. zerumbet

por amostras
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Figura 30(b). Espectro de absorbancia obtido na regido do ultravioleta (UV) dos cristais da

zerumbona

Tabela 3. Tempo de retencdo no cromatograma a gas e percentual de area do

cromatograma dos cristais obtidos do 6leo essencial de Z. zerumbet

Detector A-222 NM

Picos Nome *T.R Area % da area
1 3.868 6204 0.07
2 4.741 74551 0.80
3 Cristais - ZER 5.809 9204396 98.27
4 6.541 30826 0.33
5 10.319 50064 0.53
Total 9366041 100.00

*Tempo de retencdo
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Figura 31.0 cromatograma apresenta tempo de retengao e percentual dos cristais obtidos

do 6leo essencial de Z. zerumbet

Tabela 4. Tempo de retengéo e percentual de area do cromatograma dos cristais obtidos

hidrodestilacao do 6leo essencial dos rizomas de Z. zerumbet

Detector A-252 NM

Picos

Nome *T.R
4.276

4.587

Cristais - ZER 5.274
12.665

Total

Area % da area
9507 0,16
75914 1,31
5667707 97,87
37905 0,65
5791032 100,00
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*T. R = Tempo de retencéo
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Figura 32.Cromatograma a gas e percentual dos cristais obtidos do 6leo essenciais de Z.

zerumbet por hidrodestilagéo

Tabela 5.Tempo de retencdo no cromatograma a gas e percentual da zerumbona do 6leo

essencial obtido por hidrodestilagdo dos rizomas de Z. zerumbet

Detector A-222 nm

Picos Nome *T.R Area % da area
1 1.133 20442 0.20
2 3.881 7474 0.07
3 4.859 88020 0.87
4 Zerumbona 6.062 9880287 97.95
5 6.894 47197 0.47
6 11.313 43995 0.44
Total 10087415 100.00

*T. R = Tempo de retengéo.
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Figura 33. Processo de extracdo por Hidrodestilagdo: O cromatograma apresenta tempo de

retencdo e percentual dos cristais obtidos do 6leo essencial de Z. zerumbet.

Tabela 6.Tempo de retencdo e percentual de area do cromatograma de cristais de Z.

zerumbet obtidos do 6leo essencial por extragdo com DCM.

Detector A-222 NM

Picos Nome *T.R Area % da area

1 - 2.192 4008 1.23

2 - 3.850 7433 2.29

3 - 4,734 66864 20.60

4 Cristais-ZER 5.840 242688 74.78

5 - 10.523 3560 1.10
---------- 324552 100.00
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Figura 34.Processo de extragdo por solvente (DCM) - Espectro de absorbancia obtido na

regido do ultravioleta (UV) dos cristais obtido por extracdo dos 6leos essenciais de Z.

zerumbet.
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Figura 35. Espectro de absorbancia na regido do ultravioleta (UV) dos cristais obtido

por DCM dos 0leos essenciais de Z. zerumbet



55

7
1 ]
| i
t | - &Dn
| i ‘ TON
1) i o
1 J\ . L v, |_L_L_\|__,__\M‘
\I
= - e P— ] e —— - e —
|

Figura 36.Cromatografia a gas dos cristais obtidos do Oleo dos
zerumbet.

rizomas de Z.
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Os dados especificados nos espectros de massas, figura 37, mostram o ion molecular
(m/z) 218, com férmula molécular C,5H,,0, confirmadas com os dados da literatura (Dai et

al.,1997 e Mattes et al., 1980).
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Figura 37. Espectro de fragmentacdo de massas (EM) da substancia recristalizada dos

6leos essenciais

A figura 38 mostra o espectro de infravermelhodos cristais obtidos dos 6leos

essenciais dos rizomas de Z. zerumbet, apresentou, bandas de absor¢cbes em 967, 1.656,14
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e 1.456,92 cm™ atribuidas aos estiramentos - C=0 e C=C de carbonila e duplas conjugadas
e em 2969,31 e 1463,35 cm™ indicativas de estiramentos C-H alifatico, A auséncia de
absorcdo em aproximadamente em 1520, 1600 e 3020 cm™ comprova a caracteristica
alifatica do composto (Mattes et al., 1980 e Murakami et al., 1999).

wn
125990 n

T 1

“ Pm \
%T " 136485
| 96,38

nen Ny

=
o

CENTRAL ANALITICA UA

Figura38.Espectro na regiao do infravermelho (IV) da Zerumbona obtida dos cristais do 6leo
essencial.
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Conforme a figura 39, observamos que o Japdo € o maior detentor de patentes, mas,

no que diz respeito ao rendimento de zerumbona, o Brasil € maior detentor.

16

14

12

10

13,63

Brasil Japao

DOHidrodestilagdo BArraste a vapor OoDCM

Fonte: Pinheiro (2005) e Chane & ming (2003)

Figura 39. Comparativo de patentes e rendimento da Z. zerumbet (L.) Smith

A revelacdo da placa cromatogréfica com o sulfato cérico com anisaldeidocorou a

substancia recristalizada e o extrato DCM como uma mancha de coloragéo laranja escuro

com Rf=0.7, todas positivas para o reagente utilizado, sugerindo-se que as substancias

testadas possuem caracteristicas para terpendides. A revelacdo da cromatografia em iodo o

composto cristalizado dos 6leos essenciais e 0 DCM, mostraram manchas com Rf iguais.

Enquanto que o MeOH mostrou varias manchas com espectro de absor¢do em U.V a 354

nm com deslocamento do Rf diferentes das outras substancias. Os cristais obtidos por

hidrodestilacdo e arraste-vapor, e extrato DCM, quando revelados no UV mostraram

coloracdo azul nas faixas de absorcdo em 252 a 254 nm, que pode ser indicio da presenca

do sesquiterpeno zerumbona, pois este apresenta um grupo cromoéforo, conforme mostram

as figuras 40(a, b, c e d).
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Zer MeOH DCM

Zer MeOH DCM

Figura 40(a). Cromatografia em camada delgada dos cristais e extratos diclorometanico
(DCM), metandlico (MeOH) obtidos dos 6leos essenciais de Z. zerumbet
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Figura 40(b). Cromatografia dos cristais e extratos diclorometanico (DCM),metandlico

(MeOH) obtidos dos 6leos essenciais de Z. zerumbet
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I Visivel ANISAI DEINO

Zer MeOH DCM Zer MeOH DCM
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Zer MeOH DCM Zer MeOH DCM
Figura 40(c). Cromatografia em camada fina de silica gel do composto recristalizado da

zerumbona, 6leos essenciais dos rizomas de Z. zerumbet
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Visivel UV 254

Zer MeOH DCM Zer OMeOH DCM

Zer OMeOH DCM

Figura 40(d).Cromatografia em camada fina de silica gel do composto recristalizado

da zerumbona, 6leos essenciais dos rizomas de Z. zerumbet
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5.2Determinacao estrutural dos cristais recristalizados obtido dos 6leos essenciais

dos rizomas de Z zerumbet (L.) Smith

A tabela 7 exibe os espectros de RMN de 'H que exibiram sinais de hidrogénios

olefinicos a & 5,25; 6,02; 5,99 e 5,87 com as multiplicidades semelhantes. Os espectros de

RMN de **C apresentaram sinais de 15 carbonos, sendo como 11 carbonos hidrogenados (4
CHs, 3 CH, e 4 CH), dados fornecidos pelo espectro DEPT-135.

Tabela 7. Comparagfes entre os sinais dos deslocamentos quimicosobtidos de dados

espectroscopicos de RMN de *3C e de 'H da literatura e de zerumbona obtida do 6leo

essencial dos rizomas de Z. zerumbet (L.).

Ref: Zerumbona em CDCl3 Ref: Zerumbona.
RMN.C ™ pai et al., 1097) RMN *°C Hidrzgéni (Dai et al., 1997) RMN de *H
CDCl38 em CDCl; .RMN ‘H &
c-1 42,2 42,37 CH, H-1 1,9 (d,J=16Hz) 1,9 (d; J=16Hz)
2,2-2,5(m) 2,17-2,36 (m)
c-2 125,0 124,97 CH H-2 5,25 (dlJ= 16 Hz)  5,25(dl; J=16 Hz)
C-3 136,1 136,21 C e —
C-4 39,4 39,39 CH;, H-4 2,17-2,36 (m) 2,17-2,36 (m)
C-5 24,3 24,34 CH, H-5 2,2-2,35 (m) 2,17-2,36 (m)
C-6 148,5 148,74 CH H-6 6,02 (dI;JJ=11Hz) 6,02 (dI;J=11Hz)
C-7 137,8 137,39 C ----
C-8 203,8 204,27 C=0 -
c-9 127,1 127,11 CH H-9 5,93 (d;J=16,5Hz) 5,99 (d;J=16,5
Hz)
C-10 160,4 160,68 CH H-10 5,87 (d;J=16,5Hz) 5,87(d;J=16,5 Hz)
C-11 37,8 3780 C -
C-12 15,2 15,14 CH, H-12 1,55 (s) 1,55 (s)
C-13 11,7 117,1 CHs H-13 1,80 (s) 1,80 (s)
C-14 24,1 24,13 CH, H-14 1,08 (s) 1,07 (s)*
C-15 29,4 29,37-CHj H-15 1,21 (s) 1,21 (s)*
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As figuras 41 e 42, mostram as placas contendo a zerumbona, extratos metandlico e
diclorometanico eluidos com DCM/ACOEt (7:3). Os reveladores utilizados foram foi o sulfato
cérico e anisaldeido, que tem alta especificidade para revelar inclusive pequenas
guantidades de terpendides. Nessas condi¢des foi possivel detectar terpendides como os
principais constituintes para a zerumbona e extrato DCM, mostrando também que o extrato

MeOH, apresentou coloracdo branda com pequena quantidade de terpendides.

Figura 41.Espectro RMN de *H dos cristais obtidos dos 6leos essenciais dos rizomas de

Z. zerumbet (500 m/z CdCls)
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Figura 42. Espectro de COSY -'H 'H acoplado dos cristais obtidos dos 6leos essenciais
f0 de z. zerumbet (D Clx 500 m/z)
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Tabela 10.Comparacdo entre 0s sinais dos deslocamentos quimicos obtidos de dados
espectroscopicos de RMN de *C e de 'H da literatura e de zerumbona obtida do 6leo

essencial dos rizomas de Z. zerumbet

5. Resultados: parte farmacoldgica

v Teste da atividade antinociceptiva da substancia zerumbona (ZER) nas

contor¢cBes abdominais, induzidas pelo acido acético em Camundongo.

Os resultados obtidos apresentados nas tabelas 8 e figuras abaixo mostram que o
sesquiterpeno ZER administrado intraperitonial (i.p.) e por via oral (v.0) causaram inibi¢cao
dependente da dose das contor¢des abdominais induzidas pela injecdo de acido acético

(0,8-2%) em camundongos.

Os testes de contor¢do foram estatisticamente significativos tanto para a substancia
ZER quanto para o controle como fentanest (opibide sintético), os quais inibiram em 98,7%
a 99,5% a dor (i.p ou v.0). Este efeito também foi observado, porém com maior intensidade
com o aumento da dose e a via administrada para o composto ZER, o qual inibiu 100 a dor.
O valor médio da DLs (juntamente com seus intervalos de confianca de 95%) foi de 150,6
(200-500) mg/kg via i.p. e inibicdo foi de 97% nas doses de 250 a 1500 mg/kg, por via oral

(v.0.).

O modelo inespecifico de dor foi utilizado para avaliar a atividade de drogas
analgésicas quanto a acao central e periférica. O grupo de pesquisa de Duarte et al. (1988);
Borsato et al. (2000)que descreve a quantificagcdo de prostaglandinas por radio-imunoensaio
no exudato peritoneal de ratos, obtidos apds injecdo i.p de &cido acético, observando-se
altos niveis de prostaglandinas PGE2a e PGF2a durante os primeiros 30 minutos apds sua
administracdo. A administracdo intraperitoneal de &cido acético induz a liberacdo de
prostaglandinas, mas também a liberacdo de mediadores do sistema nervoso simpatico.
Portanto, pode-se concluir que substancias com atividade antiinflamatéria podem estar

envolvidas na atividade analgésica periférica - (Tabela 8).
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Tabela 8. Efeito da substancia ZER nas doses de50-1500 mg/kg v.o e fentanest (20 pg/kg

i.p) na resposta dor induzidas pelo acido acético 2%

Tratamentos Drgsg(/eltlé]; Via (%) de Inibicéo, contorcgdes.
Tempo: 2 horas

Veiculo AA 2% i.p 4,11 + 0,36 3,82+0,35 4,68 + 0,55 5,70 + 0,36
Fentanest 20 i.p 9,45 +1,14 12,4 +1,59 12,1+1,7 12,8 + 2,20
ZER 250 V.0 11,64 + 1,77 8,64 + 2,16 8,04 +2,52 8,53 +2,034
ZER 500 V.0 16,39 +1,02 10,18 + 2,06 10,86 + 1,78 18,01 + 2,32
ZER 1000 V.0 17,04 +195 13,67 +2,33 13,45+ 1,55 19,51 + 0,49
ZER 1500 V.0 15,15+0,35 16,55+1,17 19,37 + 0,16 20,86 + 0,14

Os resultados obtidos no teste de contorcdo usando acido acético foram
estatisticamente significativos para a substancia ZER v.o. e i.p e controle positivo dipirona,
indometacina e fentanest (opidide sintético). Em dose-dependente inibiram 61,96 a99,80% da
dor duas a quatro horas apés. Este efeito também foi observado, porém, com menor
intensidade, com doses inferiores 50 mg/kg para a substéncia zerumbona, o qual inibiu

47,7% da dor em relacdo ao controle, como mostrado nas figuras 43, 44, 45.

N
o
1

= Controle (A. Acético 2%)
I Controle Positivo (Fentanest 20ug/Kg)
m Z7ER 150mg/Kg
mmm ZER 200mg/Kg
mmm 7ER 220mg/Kg
s ZER 250mg/Kg
ZER 500mg/Kg

n de contorcdes
H
o
]

*
0- i";;* I.*-"_*_**
| |

1 2
Tempo (h)

Figura 43. Percentual de inibicdo por i.p., obtida no teste de contor¢do induzida por acido

acético e expressa durante 3 horas. Os simbolos e linhas indicam as médias + erro
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padrdo das médias do tempo (minutos) de reatividade ao estimulo térmico. *indica
diferenca significativa em relacéo ao controle (p<0,05)

b I Controle (Acido Acético 2%)
& I Controle Positivo (Fentanest)
S 10/ B ZER 250mg/Kg
g . I ZER 500mg/Kg
9 " Il 7ER 1000mg/Kg
9 'I i ZER 1500mg/Kg
C k% N— .

. [T Ii-*:

1 2 3
Tempo (h)

Figura 44.Percentual de inibigcdo por v.o., obtida no teste de contor¢édo induzida por acido
acético e expressa durante 3 horas. Os simbolos e linhas indicam as médias + erro
padrdao das médias do tempo (minutos) de reatividade ao estimulo térmico. *indica

diferenca significativa em relacéo ao controle (p<0,05)

S0-
L)
-]
[T 1
[+
£
5 a0 - T
[-1)
= 20-
[+ ]
= L[]
E 104 — —
-
L+ —7 ¥
Dipirona Zerumbona
E0 mgliKg 50 mglKg
p.o1h ro1h

Figura 45. Efeito do produto Zerumbona 50 mg/Kg v.0., 1 hora no numero de contor¢des
induzidas pelo &acido acético 0,6% em camundongos.Os simbolos e linhas indicam as
médias + erro padrdo das médias do tempo (minutos) de reatividade ao estimulo

térmico. *indica diferenca significativa em relacao ao controle (p < 0,05).
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Atualmente, o interesse para o uso de novas substancias com atividade analgésica
utilizadas principalmente para o tratamento de vérios tipos de dor (tanto de origem
neurogénica como inflamatdria), vem aumentando significativamente. Varios modelos de dor
em animais de laboratérios podem ser utilizados para verificar atividade analgésica de
extratos e compostos. No entanto, de uma maneira geral, esses modelos possuem
caracteristicas préprias que devem ser consideradas, tais como simplicidade,
reprodutibilidades e validade dos resultados obtidos e principalmente, a possibilidade de

serem correlacionados com os estudos clinicos (Dickenson e Besson, 1997).

Dentre os modelos de dor utilizados neste trabalho de contor¢cbes abdominais
induzidas pela injec&o intraperitonial de acido acético € um modelo relativamente simples e
com pouca especificidade, mas de facil observacéo, rapido e com boa sensibilidade a varias
drogas analgésica e antiinflamatéria ndo esteroidais, bem como a drogas semelhantes a
outros analgésicos que atuam centralmente. Além disso, 0s resultados obtidos
correlacionam com varias classes de drogas analgésicas correlacionaram com outros
estudos pré-clinicos, bem como em estudos clinicos (Siegmund et al, 1957 a, b; Koster et
al., 1959; Blumberg et al., 1965).

Foi postulado por Whittle (1964) que o &cido acético atua diretamente, causando a
liberacdo de mediadores enddgenos envolvidos na modulacdo de dor, incluindo a

bradicinina, serotonina, histamina e as prostaglandinas.

Recentemente Ribeiro et al. (2000), mostraram que a nocicepcao induzidas pelo acido
acético depende da liberacdo de citosinas, como IL-B e a IL-8, a partir de macrofagos e
bazéfios residentes na cavidade abdominal, e que em conjunto com outros mediadores

podem induzir a nocicepgao caracteristica observada nesse modelo.

Utilizando esse teste foi possivel demonstrar pela primeira vez que a substancia ZER
guando administrada por via oral produziu inibicdo de mais de 100 %, do numero de
contor¢cdes abdominais provocadas pelo acido acético. Esse modelo descrito inicialmente
em gatos e em ratos, por Dubuisson e Dennis (1977), vém desde entdo sendo

sistematicamente empregado para o estudo de drogas analgésicas.

5.2.2 Teste de atividade analgésica de zerumbona (ZER), por estimulo quimico do

formol
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No teste da formalina 1%, a substancia ZER na dose de 50 mg/kg, inibiu
expressivamente os estimulo nociceptivo quimico da formalina quando comparado com
controle padrao. Neste modelo foi possivel explicar os mecanismos da dor e analgesia, com
melhores resultados nos testes de estimulos mecéanicos ou térmicos. Os resultados
mostrados na figura 46, apresentam inibicdo na primeira fase que representa o efeito

irritante da formalina nas fibras sensorial.
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Figura 46. Efeito da substancia ZER 50 mg/Kg v.0 1 h no modelo de dor induzido por
formalina 2,5% (primeira fase) em camundongos. Os simbolos e linhas indicam as

médias + erro padréo das médias do tempo (minutos) de reatividade ao estimulo térmico

Os efeitos da atividade analgésica da substancia ZER na segunda fase, mostraram-se
mais evidentes apés duas horas. Os dose de 50 mg/kg (figura 47), no estimulo nociceptivo
da resposta a dor inflamatéria, mostrou uma acédo analgésica de acdo central tal como as
drogas, aspirina e opidides que afetam as duas fases do teste; drogas de acao central,
como os antiinflamatérios nao-esteroidais e corticosteroides, inibem somente a segunda

fase.
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Figura 47. Efeito do produto Zerumbona 50 mg/Kg v.o 2 h no modelo de dor induzida por
formalina 2,5% (segunda fase) em camundongos. Os simbolos e linhas indicam as
médias * erro padrdo das médias do tempo (segundos) de reatividade ao estimulo

térmico

O modelo de dor induzida pela formalina consistiu na injecao intraplantar de solucdo
de formaldéido na pata posterior do animal a qual desencadeia intensa a dor por
estimulacdo direta dos nociceptores. A dor causada pela formalina é caracterizada por
vigorosas lambidas, mordidas e batidas na pata injetada como irritante. A maioria dos
estudos realizados com esse modelo utiliza roedores, predominantemente ratos e
camundongos. Este teste é caracterizado por apresentar duas fases distintas a dor, que
parecem envolver diferentes mediadores (Dubuisson e Dennis, 1977; Hunskaar et al., 1985;
Hunskaar e Hole, 1987; Rosland, 1991).

Na primeira fase a dor inicia imediatamente apds a injecdo da formalina, estendo-se
pelos primeiros cinco minutos, o que acredita-se, ser devido a estimulacdo quimica direta
dos nociceptoresDubuisson e Dennis, (1977); Hunskaar et al. (1985), predominantemente
das fibras aferentes, em parte, de acordo com Heapy et al. (1987) e esta associada a

liberagdo de aminoacidos excitatdrio, 6xido nitrico entre outros.

A segunda fase desse modelo ocorre entre 15-30 minutos apés a injecéo de formalina,
e esta relacionada principalmente com liberacdo de varios mediadores proé-inflamatérios
como bradicininas, histamina, prostaglandinas e serotoninas, entre outros (Hunskaar e Hole,
1987; Santos e Calixto, 1997).

Os resultados deste estudo mostram que, quando avaliado no teste da formalina, a

substancia ZER, administrado via oral causou atividade analgésica méaxima em 1lhora,
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sendo significativa em até 6 horas apds sua administracdo, em relagdo a segunda fase da

dor induzida pela formalina.

Além disso, os dados desta pesquisa, também demonstram que a substancia ZER,
administrada v.o, produziu efeito analgésico significativo em dose dependente em relacdo a
ambas as fases da dor induzida pela formalina, sendo, contudo mais efetivo em relacéo a
segunda fase desse modelo. Dessa forma, os resultados reforcam a hipotese da importante

atividade analgésica e/ou antiinflamatéria.

5.2.3 Atividade analgésica de zerumbona (ZER), induzida pela dor da capsaicina

O tratamento dos animais com a substancia ZER (1-3%), causou reducao significativa e
dependente da dose da dor neurogénica induzida pelo edema de orelha através da injecéo
intraplantar de capsaicina.Os resultados indicam que a substancia zerumbona (ZER) na dose
de 50 mg/kg quando comparado com o controle inibiu 70+5% da dor provocado pela

capsaicina, conforme e mostrado na figura 48.
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Figura 48. Efeito do Produto ZER 50 mg/Kg v.o., 1 h no modelo de dor induzido por
capsaicina 1,6 pg/pata em camundongos. Os simbolos e barras verticais representam as
médias + erro padrdo de n=10 animais do tempo (segundos) de reatividade ao estimulo

térmico

O resultado dessa resposta neurogénica mostra 0 composto possui um potencial
analgésico a ser estudado como produto em dose dependente. Outro aspecto importante no
presente estudo foi o fato que o ZER apresentou a mesma eficacia e poténcia nas doses

dependentes administradas por via oral como por via i.p., sugerindo que a substancia ZER
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apresenta uma boa disponibilidade, o que torna este composto importante para um futuro
farmaco com atividade analgésica.Os dados obtidos no modelo, revelam que a substancia
ZER, quando administrado v.o, foi capaz de inibir a nocicepcdo neurogénica causada pela
capsaicina, abrindo, portanto, novas perspectivas para a utilizagdo terapéutica neste tipo de
dor.

5.2.4 Atividade analgésica de zerumbona (ZER) no estimulo da placa quente (PQ)

A tabela 9 mostra a inibicdo da substancia ZER, nos efeitos das respostas ao estimulo
termoceptivo no modelo teste da placa quente (PQ) por via intraperitonial (i.p) e por via oral
(v.0), utilizado para medir a resposta a laténcia que de acordo com o método descrito por
(Eddy & Leimback, 1953). Os camundongos (n=10) foram tratados com Tween 20 0,2% (0,1
mL/ 10kg), fentanest 10 20 pg/kg (i.p.) e 250-1500 mg/kg (v.0) de ZER. Foi colocado,
individualmente, cada animal sobre a placa quente PQ (50+1)°C.

Tabela 9.Efeito da substancia ZER no teste da placa quente, em camundongos. Dados
expressam média + EPM; a p < 0,05 em relacdo ao controle; p< 0,01 em relagdo ao

controle; n =10

TEMPO DE REAGAO (S)

Basal
Tratamento ;g;i?g Via 30 60 90 120 180
Veiculo - i.p 4,11+ 0,36 3,82+0,35 4,68+0,55 5,70+0,36 7,45+0,16
Fentanest 20 i.p 3,62+0,58; 3,62+0,61; 8,78+0,41 9,38+0,57 10,70+0,26
ZER 250 V.0 6,39 +1,10 7,59+1,98 10,18+2,06 10,86+1,78 8,01+2,33
ZER 500 V.0 8,09 +1,29 11,20+ 2,26 12,67+ 2,33 13,45+ 14,51+ 0,49
1,55
ZER 1000 V.0 5,15+ 0,36 9,39+ 0,32 12,85+ 0,31 13,49+ 14,95+ 0,05
0,26
ZER 1500 V.0 7,18 + 0,39 14,39+ 1,34 15,05+ 0,39 15,49+ 15,95+ 0,85

0,29
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A medicdo do tempo foi interrompida quando o animal apresentou 0 comportamento
instintivo de saltar sobre a placa e, logo em seguida, lamber as patas ou com 35 segundos,
para evitar injaria tecidual. Foi realizada uma observacdo basal apés 30, 60, 90 e 180

minutos dos tratamentos.

As temperaturas da PQ inferiores a 54°C elevam a variabilidade da medida devido ao
aumento no tempo de laténcia. Em contrapartida, esta elevagdo permite uma melhor
caracterizacdo da resposta e uma reducdo da possibilidade de ocorrer lesdo do tecido
plantar, isto aumenta a confiabilidade e compensando a variabilidade (Lapa, 2005).

Os resultados obtidos no teste da PQ da substancia ZER obtido de Zingiber por via i.p
ou v.o (150-1500 mg/Kg) aumentou significamente o tempo de laténcia dos camundongos
em relagdo ao controle basal e positivo (fentanest) respectivamente. Em todos o0s
experimentos, verificou-se aumento significativo no tempo de laténcia, minutos, em todas as
doses via v.0 ou i.p nas doses de 150 e 1500 mg/kg, propiciaram potencial efeito analgésico
pelo aumento significativo do tempo de reagdo a PQ. Os resultados obtidos as doses de 500
a 1500 mg/Kg por v.0., mostrou potente efeitos significativos, aumentando o tempo de
laténcia 99% dos animais a estimulacdo da dor. As doses 150 a 250 mg/kg por via i.p, apés
180 minutos, mostraram-se extremamente significativas quando comparado com o controle

basal e positivo,como sdo mostrados nas figuras 49 e 50.

N Basal
= ** Il Fentanest 20ug/Kg
N /ER 250mg/Kg

*%* *9 **k
s ZER  500mg/kg
mmm 7ER 1000mg/Kg
I I ZER 1500mg/Kg
J 0L ol |

0 1 2 3

Laténcia (s)
H
<

Tempo (h)

Figura 49. Teste da placa quente por via oral (v.0). Os simbolos e linhas indicam as médias
+ erro padrdao das médias do tempo (minutos) de reatividade ao estimulo térmico. *indica
diferenca significativa em relagédo ao controle (p<0,05).
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Figura 50.Efeitos da administracdo da substancia ZER (150-500 mg/Kg, i.p, fentanest
20 pg/kg, i.p. ou salina (basal), em camundongos expostos a um estimulo
termoceptivo em modelo da placa quente. Os simbolos e linhas indicam as médias +
erro padrdo das médias do tempo (minutos) de reatividade ao estimulo térmico.

*indica diferenca significativa em relagéo ao controle (p<0,05).

A metodologia escolhida mostrou-se reprodutivel e capaz de detectar variacbes
induzidas pelo pré-tratamento com drogas nao-esteroidais (DAINES) ou analgésicos
opidides, estando de acordo com o padrdo de resposta relatado na literatura. Além disto,
observamos que o0 numero de medidas realizadas ndo interfere com o tempo de
permanéncia na PQ, além de ndo ocorrerem modificacdes nos valores de patas normais
(sem injecdo de carragenina) afastando a possibilidade de que ocorra aprendizado da
resposta ou de que a repeticdo do estimulo térmico cause lesdes tissulares capazes de
alterar a resposta. O padrdo das respostas hiperalgésica e edematogénica induzidas pela
dose escolhida de carragenina (CG), 500 pg/pata foram consistentes em todos os
experimentos realizados. A vantagem do uso desta dose é que ela, por si s6, ndo induziu

postura anti-algica nos animais, o que inviabilizaria o teste da PQ - modificado.

As citocinas constituem uma ligacdo entre a injuria celular e o desenvolvimento de
sinais e sintomas locais ou sistémicos da inflamacdo. Neste contexto, foi demonstrado em
um modelo de hiperalgesia mecéanica que a CG induziu uma resposta derivada da liberacao
combinada de produtos da ciclooxigenase e aminas simpaticomiméticas. Uma cascata de
citocinas precede a geracdo destes mediadores. Tanto a CG quanto o lipopolissacarideo
bacteriano causam liberacdo de bradicinina, que estimula a liberacdo de TNF - Por sua vez

0 TNF - induz a liberacdo de IL-1 e IL-6, que estimulam a producédo de produtos da COX e
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de IL-8 que libera mediadores simpaticomiméticos). Esta sequéncia de eventos foi
confirmada em outros modelos experimentais. Por exemplo, as contor¢cdes abdominais
induzidas pela inje¢é@o i.p. de &cido acético ou zimosam, em camundongos, também s&o
mediadas por produtos da COX e aminas simpaticomiméticas (Ferreira e cols., 1972; 1979;
1985;). Estas citocinas parecem ser liberadas, inicialmente, pelos macréfagos peritoneais
residentes e mastocitos, uma vez que a deplecdo destas células da cavidade abdominal de
camundongos aboliu a resposta de contor¢des induzida pelo acido acético ou pelo zimosam;
além disto, 0 aumento no nimero destas células na cavidade peritoneal aumentou o0 nimero

de contor¢éo induzido por ambos os estimulos (Ribeiro e col., 2000).

A hiperalgesia é um fenémeno distinto da dor, embora ambas resultem da estimulagdo
de um nociceptor (receptor de dor). No primeiro caso, o estimulo ndo chega a ativar o
nociceptor, induzindo apenas a sua sensibilizacdo, de modo que outros estimulos fracos,
anteriormente ndo dolorosos, passam agora a produzir a sensacao de dor. Por exemplo,
ap6s uma queimadura uma ligeira friccdo da roupa sobre a area queimada pode ser

dolorosa.

O estimulo algésico ativa os nociceptores porque abre os canais de sd6dio em sua
membrana, causando uma variagcdo em seu potencial eletroquimico derepouso. Desta
forma, induz a geragdo de atividade elétrica que € conduzida pelos nervos sensitivos até o
sistema nervoso central (SNC) é interpretada como dor. Na inflamacéo, ocorre a formacgéo
local de substancias que podem causarestimulacdo dolorosa (bradicinina e histamina) ou

hiperalgesia (prostaglandinas I, e E,).

Segundo hipétese de Ferreira (1985), a hiperalgesia resulta de um aumento da
concentracdo de AMPc e de Ca'" (importantes reguladores de varios processos fisioldgicos
e patolégicos) nos nociceptores. A acdo das prostaglandinas I, ou E, em receptores
especificos existentes nas membranas dos nociceptores ocasiona este evento, que modula

as “bombas idnicas” da membrana e facilita a atividade elétrica do nociceptor.

5.2.5Modelo de medida do efeito analgésico da substancia ZER na hiperalgesia

causado por estimulo mecéanico (Analgesimetro)

O tempo de reatividade ao estimulo mecénico da dor dos animais tratados com salina
permaneceu estavel, durante as trés horas de observagdo, com resultados similares aqueles
determinados no tempo zero (3,44+1,8 minutos). O tratamento dos animais com Zerumbona
(150-1500 mg/kg, i.p ou v.0.) alterou a resposta ao estimulo até 3 horas apés a

administracdo (3,52+ 0,21 minuto). A aplicacdo de fentanest (20/Kg, s.c.) e zerumbona
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aumentou o tempo de reatividade a aplicacdo do estimulo (forca) em 660 % (figuras 51 a e
b). Tais resultados demonstram que o composto zerumbona possui atividade analgésica

periférica e central, a semelhanc¢a dos hipnoanalgésicos.
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Figura 51(a).Efeitos da administracdo do composto zerumbona (150 a 1500 mg/Kg, i.p.),
fentanest 20 pg/kg, i.p. ou salina (basal), em camundongos expostos a um estimulo
mecénico de 50 Watts. Os simbolos e linhas indicam as médias + erro padréo das médias
do tempo (minutos) de reatividade ao estimulo térmico. *indica diferenca significativa em
relacdo ao controle (p<0,05)
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Figura 51(b).Efeitos da administracdo do composto zerumbona (150 a 1500 mg/Kg, v.0.),
fentanest 20 pg/kg, i.p. ou salina (basal), em camundongos expostos a um estimulo
mecéanico de 50 Watts. Os simbolos e linhas indicam as médias + erro padréo das
médias do tempo (minutos) de reatividade ao estimulo térmico. *indica diferenca

significativa em relagéo ao controle (p<0,05).
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5.3 Resultados e Discussdes dos efeitos analgésico e antiinflamatério da substancia

zerumbona (ZER)

Os experimentos realizados com agonistas e antagonistas farmacol6gicos sugerem
que os efeitos analgésicos causada pela substédncia ZER obtido de Z. zerumbet esta
provavelmente relacionada com uma interacdo com os sistemas opidide ou glutaminérgico
sem envolver a via L-arginina-6xido nitrico e efeitos relaxante musculares ou sedativos

sobre o sistema nervoso central e/ou periférico.

Os resultados desta tese mostram que, a substancia ZER quando avaliada no teste da
formalina, por administragdo via oral causou atividade analgésica maxima em lhora, sendo
significativa em ate 6 horas ap6s sua administracdo, em relacéo a segunda fase do estimulo
quimico induzido pela formalina.Além disso, os dados deste estudo, também demonstram
que o composto ZER, administrado v.o, produziu efeito significativo analgésico de forma
dose-dependente em relacdo a ambas as fases pela formalina, sendo, contudo, mais efetivo
em relacdo a segunda fase desse modelo. Dessa forma, os resultados reforcam a hipotese
da importante efeito analgésico e/ou antiinflamatério.

Nesta pesquisa procurou-se analisar também a possivel acdo analgésica da
substancia ZER no estimulo quimico da nocicep¢do neurogénica induzida pela injecao
intraplantar de capsaicina em camundongos, Sakurada et al. (1992), foram os primeiros a
demonstrar que a capsaina na pata posterior de camundongos, causou vigorosa
nocicepcdo, caracterizadas por lambidas e mordidas na pata injetada, sendo esse efeito

relacionado com o estimulo de origem neurogénica.

Os resultados obtidos no modelo revelaram que a substancia ZER quando
administrada por via oral foi capaz de inibir os estimulos neurogénicos causado pela
capsaicina, abrindo, portanto, novas perspectivas para a utilizacao terapéutica do composto

ZER nestes tipos de dores.

Outro aspecto importante no presente estudo foi o fato que a ZER apresentou a
mesma eficacia e poténcia, tanto na administracdo em dose dependente por via oral, como
por viaintraperitonial, sugerindo que esta substancia, apresenta uma boa disponibilidade, o

gue torna este composto importante para um futuro farmaco com atividade analgésica.

A andlise conjunta dos resultados obtidos com a ZER, nos modelos de nocicepcao

induzida pelo acido acético, formalina, capsaicina, indicam que este composto apresenta
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potencial terapéutico para o desenvolvimento de farmacos analgésicos, tanto que se refere

ao controle da nocicepc¢ao de origem neurogénica como inflamatéria.

Considerando que a nocicepcao de origem neurogénica é muito complexa, e que até o
momento ndo h& alternativas terapéuticas satisfatérias para seu tratamento, esses
resultados podem abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de novas moléculas
com potencial interesse terapéutico no tratamento da dor (Macfarlane et al., 1997; Furst,
1999; Millan, 1999).

Outro aspecto importante analisado no presente estudo foi a possibilidade do
sesquiterpeno ZER em produzir efeito analgésico em modelo de nocicepg¢éo que utilizam
estimulo nocivos térmico, como e o caso do modelo da placa quente. Este modelo foi
descrito e modificado por Eddy e Leimback (1953), sendo bastante sensivel para drogas que
atuam em nivel central. Além disso, este teste pode determinar hiperalgesia térmica bem
como, pode servir de ferramenta para pesquisa de drogas analgésicas e anti-hiperalgésicas
(Hwang e Wilcox, 1997; Carter, 1991).

E importante mencionar que as doses efetivas no teste da placa quente, a 50 °C, foram
semelhantes aqueles necessario e eficaz efeito analgésico em modelo de estimulo quimico,
como no teste da formalina e da capsaicina em camundongos. Além disso, pode-se
observar na presente tese que o controle positivo fentanest (opioide sintético), foi efetivo em
aumentar também o tempo a laténcia dos animais no estimulo da nocicepgdo térmica
independente da temperatura utilizada. Isso talvez seja reflexo da diferenga consideravel
dos estimulos, da integracdo das respostas a diferentes temperaturas (Julius e Basbaum,
2001).

Neste experimento ressaltamos que o resultado positivo no teste da placa quente,
sugere uma importante participacdo de mecanismo supra-espinhais na mediacéo da potente

efeito analgésico por via oral e parenteral (v.0 ou i.p) demonstrada pela substancia ZER.

5.3.1 Modelos de determinacéo da atividade antiinflamatéria da substancia zerumbona
(ZER).

a) Medida do edema de pata induzido por carragenina em ratos

A tabela 10 e as figuras 52, 53 e 54, mostram os efeitos dos efeitos antiinflamatério de

ZER (50-1500 mg/kg via i.p e v.0.), obtido dos 6leos essenciais dos rizomas de Z. zerumbet
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Smith. A indometacina reduziu o edema apés 2, 3, 4 e 5 horas em 85,7%; 78,7%; 70,2% e
87,2%, respectivamente, em relacédo ao controle. Estes resultados sdo indicativos de que a
substancia zerumbona esteja inibindo a liberagdo de mediadores quimicos da inflamacéo via

prostaglandinas, indicando assim que o composto possui potente acdo antiinflamatoria.

Tabela 10.Percentual dos efeitos antiinflamatério em edema de pata de rato da

substancia zerumbona (ZER) por via intraperitonial (i.p). e por via oral(v.0.)

Tratamento Carragenina Fentanest ZER ZER
(i.p.) (1%) (20pg/KQ) (250 mg/KQ) (500 mg/Kg)
Tempo (h) Média + EP (mL)
0 0,36 + 0,012 0,12 +0,006 0,07 +0,014 0,03 +0,010
1 0,11 +0,016 0,15 +0,016 0,14 +0,011 0,07 +0,010
2 0,28 +0,016 0,12 +0.023 0,16 +0,021 0,16 +0,041
3 0,46 +0,027 0,12 +0,024 0,20 +0,040 0,16 +0,037
4 0,54 +0.,025 0,10 +0,014 0,14 +0,060 0,12 +0,026
5 0,38 +0,026 0,06 +0,015 0,31 +0,068 0,08 +0,017
0.9 Via Oral

'—g —s— Controle

> = Cont. Positivo

= (Indometacina)

B =¥ ZER 500 mg/Kg

o —+— ZER 1000 mg/Kg
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Figura 52.Efeitos da administracdo v.0. de zerumbona (500-500 mg/kg), indometacina
(Indom, 25 mg/kg) ou salina (controle) em ratos injetados com carragenina 1% (s.c.) na

pata traseira esquerda e salina na direita. Os simbolos e linhas indicam as médias * erro
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padrdo das diferencas de volumes entre as patas direita e esquerda de cada animal.
*indica diferenca significativa em relagc&o ao controle (p < 0,05)

Via Intraperitonial
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Figura 53. Efeitos da administracdo i.p de zerumbona (150-500 mg/kg), indometacina
(Indom, 25 mg/kg) ou salina (controle) em ratos injetados com carragenina 2% (s.c.) na pata
traseira esquerda e salina na direita. Os simbolos e linhas indicam as médias * erro padrao
das diferencas de volumes entre as patas direita e esquerda de cada animal. * indica
diferenca significativa em rela¢do ao controle (p<0,05)
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Figura 54. Efeitos da administracéo v.o de zerumbona (50mg/kg), em ratos injetados com
carragenina 300p/pata (s.c.) na pata traseira esquerda e salina na direita. Os simbolos e
linhas indicam as médias terro padrédo das diferencas de volumes entre as patas direita

e esquerda de cada animal. *indica diferenca significativa em relagdo ao controle (p <
0,05).
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5.3.2 Edema de orelha induzido por 6leo de créton

O resultado da zerumbona em formulacdo cremosa, com as aplicacfes tépicas de 1 a
3%, provocou inibicdo do edema de orelha, de forma significativa quando comparado ao
controle (negativo 6leo de créton) e o controle padréo (placebo alfa-humuleno), apenas na
dose de 1mg/orelha, sendo esse efeito observado tanto pelo método de medicdo utilizando
0 paquimetro, como por punc¢do auricular. A substancia controle positivo também inibiu o

edema em ambos os métodos.

O modelo de edema induzido na orelha de camundongos por agentes irritantes, como
o 6leo de créton (Croéton tigilum L.), e &cido araquiddnico utilizado na pesquisa da atividade
de agentes antiinflamatdrios de uso topico, responde também a administracao sistémica de
antiinflamatérios esteroidais (Schiantarelli e col., 1982). A fisiopatogenia do edema induzido
pelo TPA (acetato de tetradecanoil-forbol), um dos componentes responsaveis pela acao
irritante ao 6leo de créton, parece ser exercida entre outros mediadores, pelos produtores da
ciclo-oxigenase, histamina e serotonina - Figuras 55 (a e b).
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Figura 55(a). Efeito do produto zerumbona creme 1% (30 minutos) no modelo de edema de

orelha induzido por 6leo de créton 1mg/orelha (6horas) em camundongos
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Figura 55(b). Efeito do produto zerumbona creme 3% (30 minutos) no modelo de edema de
orelha induzido por 6leo de créton 1mg/orelha (6horas) em camundongos.

5.3.3 Modelo de edema de orelha induzido por acido araquidénico

O resultado segundo a figuras 56 (a e b), mostra que a substéncia ZER nas aplicacoes
tépicas de 1 a 3%, provocou inibicdo do edema de orelha em + 50,5%, de forma significativa
quando comparado ao controle (negativo acido araquiddnico) e o controle padréo (placebo-
alfa humuleno), apenas na dose de 1 mg/orelha, sendo esse efeito observado tanto pelo
método de medicdo utilizando o paquimetro, como por puncao auricular. A substancia
placebo também inibiu 0 edema em ambos os métodos. Mesmo em altas concentracdes
(3%) ele ndo apresentou efeito antiinflamatério tépicos nos dois modelos de inflamag&onédo

foram efetivos quando comparados com o controle.

Figura 56(a). Efeito da substancia ZER creme 1% (30 minutos) no modelo de edema de
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orelha induzido por &cido araquidénico 2 mg/orelha (1hora) em camundongos
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Figura 56(b). Efeito do produto Zerumbona creme 3% (30 minutos) no modelo de edema

de orelha induzido por &cido araquid6nico 2 mg/orelha (1 hora) em camundongos

5.4Efeito da substancia zerumbona (ZER) na potencia¢&o do sono induzido por

barbiturico.

Os camundongos controle, tratados com salina 0,9% + Tween20 5% (i.p ou v.0) e 30
minutos depois de injetado com pentobarbital sédico (50 mg/kg i.p), apresentaram tempos
de induc&o do sono (TI), de respectivamente 2,6 +0,2 e 2,9+ 0,1 minuto. A recuperacao do
sono ocorreu apos 66 + 5 e 56 +10 minutos respectivamente. A administracdo prévia do
composto zerumbona de 250-1500 por via oral (v.0) ou 150-500 mg/kg por via intraperitonial
(i.p), ndo alterou significamente o tempo de inducdo do sono barbitirico em comparacdo ao
valor do controle (i.p - 2.1+0,1 minuto, 2,3+0,2 minuto respectivamente). A duragdo do sono
foi aumentada significamente pela administragcdo previa de 150 a 500 mg/kg i.p de
zerumbona e para 317,40 + 192,72; 321 + 73,09; 430 + 95,41; 678,80 + 156,29 minutos, em
respectivamente em relagdo ao controle139,40+ 29,30 min.(figuras 57 e 58). Os tratamentos
prévios dos animais com zerumbona em doses 150-1500 mg/kg potencializaram a duracéo

de sono barbitarico em relagéo ao controle.
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Figura 57. Efeito de zerumbona por v.o, obtida dos 6leos essenciais dos rizomas de Z.

T.L(s)

zerumbet Smith (150-1500 mg/kg) no tempo de inducdo do sono barbitarico (T.I). Os
simbolos e linhas indicam as médias terro padréo das diferengas de volumes entre as
patas direita e esquerda de cada animal. *indica diferenca significativa em relacéo ao

controle (p<0,05)
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Figura 58.Efeito da substancia ZER obtido dos 6leos essenciais de Z. zerumbet (150-500
mg/kg) via intraperitonial no tempo de inducéo (T.I) e o tempo de recuperagdo do sono
(T.R), induzido em camundongos pela injecdo de pentobarbital. As colunas e barras
representam as medias +erro padrdo das médias de 10 animais. **indica diferenca

significativa em relac&do ao grupo controle (p< 0,005)
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5.4.1 Efeitos gerais de ZER e DCM e MeOH de Z. zerumbet(rizomas) via intraperitonial

(i.p) em camundongos e ratos

As injecdes de 10-5000 mg/kg em camundongos e ratos por via oral (v.0) e
intraperitonial (i.p) de Zerumbona e DCM e MeOH, produziram uma diminui¢ao
inicial da motilidade, seguida de uma depressdo com reclusdo dos animais as
bordas da caixa, aumento da freqliéncia respiratoria, dispnéia, analgesia, cianose,
piloerecdo, ataxia e morte dos animais por paralisia respiratoria. Todos os efeitos
foram proporcionais as doses mais intensas apés administracé@o intraperitonial (i.p)
em doses superiores a 1500 mg/Kg, ao mesmo tempo o aparecimento convulsdes e
de morte dos animais por paralisia respiratoria. Em doses de 2500 e 5000 mg/kg de
Zerumbona de extrato diclorometanico (DCM) e de metandlico (MeOH) de Z.
zerumbet em camundongos e ratos, estes apresentaram parametros intensos tais
como: aumento da frequéncia respiratoria, dispnéia, analgesia, tremores finos e
grosseiros e morte dos animais por paralisia respiratoria (Salustiano et al., 1966;
Rocha e Silva, 1968). Os efeitos observados na via i.p, ndo foram os mesmos
qguando injetado com solucéo salina (0,9%) + tween 20 (5%), nos animais controle

conforme é indicada nas tabelas 11 (a, b, c e d).
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Tabela 11(a). Parametros toxicol6gicos observados, nas doses de 10 - 1000 mg/kg
por via intraperitonial (i.p) em camundongos (CAM) de Zerumbona (ZER), dos
extratos diclorometano ( DCM) e metandlico (MeOH) de Z. zerumbet.

L Peso Dose Droga/ via Pardmetros
Grupos Animais
(9) mg/kg/mL Veiculo observados

CAM 20-30 10 ZER **ip 1 motilidade, 1 freq. respiratoria,
piloerecéo.

I -CAM 20-30 100 ZER i.p | motilidade, 1 freq. respiratdria,
piloerecéo.

Il -CAM 20-30 1000 ZER i.p | motilidade, 1 freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia.

IV -CAM 20-30 10 DCM i.p | motilidade, 1 freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia.

V -CAM 20-30 100 DCM i.p | motilidade, 1 freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia.

VI-CAM 20-30 1000 DCM i.p | motilidade, 1 freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia, cianose.

VIl - CAM 20-30 10 MeOH i.p | motilidade, 1 freq. respiratoria,
piloerecéo.

VIl - CAM 20-30 100 MeOH i.p | motilidade, 1 freq. respiratoria,
piloerecéo.

IX -CAM 20-30 1000 MeOH i.p | motilidade, 1 freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia, cianose.

X/Controle 20-30 Salina 0, i.p | motilidade, depressédo as borda

CAM 9%-+tween 20 da caixa.

1%
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Tabela 11(b). Parametros toxicolégicos observados, nas doses de 1500; 2500 e
5000 mg/kg via intraperitonial (i.p) em camundongos de Zerumbona e dos extratos
DCM e MeOH dos rizomas de Z. zerumbet.

Grupos Peso Dose Droga/ via Parametros
Animais (90 mg/kg/mL veiculo Observados
ICAM 20-30 1500 ZER *i.p  |motilidade,t freq. respiratoria, piloeregéo,

analgesia, contor¢des abdominais, ataxia
convulsdes e morte dos animais por paralisia
respiratoria.

Il - CAM 20-30 2500 ZER *i.p  |motilidade, 1freq. respiratdria, piloerecéo,
analgesia, contor¢cdes abdominais, ataxia
convulsdes e morte dos animais por paralisia
respiratoria.

Il - CAM 20-30 5000 ZER *l.p  |motilidade, 1freq. respiratoria, piloeregao,
Dispnéia, analgesia, contor¢fes abdominais,
ataxia convulsGes e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

IV - CAM 20-30 1500 DCM *i.p  |motilidade,tfreq. respiratéria, piloeregéo,
Dispnéia, analgesia, contor¢des abdominais,
ataxia convulsdes e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

V- CAM 20-30 2500 DCM *l.p  |motilidade, 1freq. respiratéria, Piloeregéao,
Dispnéia, analgesia, contor¢fes abdominais,
ataxia convulses e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

VI - CAM 20-30 5000 DCM *i.p  |motilidade, 1freq. respiratéria, Piloeregao,
Dispnéia, Cianose, analgesia, contor¢des
abdominais, ataxia convulsdes e morte dos
animais por paralisia respiratoria.

VIl - CAM 20-30 1500 MeOH *i.p  |motilidade, 1freq. respiratéria, Piloeregéao,
dispnéia cianose, depressdao as borda da
caixa e morte dos animais por paralisia
respiratoria.

VIIl - CAM 20-30 2500 MeOH *i.p  |motilidade, 1freq. respiratéria, dispnéia,
piloerecéo, cianose, depressdo as borda da
caixa, e morte dos animais por paralisia
respiratoria.

IX - CAM 20-30 5000 .MeOH *i.p | motilidade, 1freq. respiratoria, dispnéia,
piloerecdo, contor¢es abdominais , cianose,
ataxia, convulsées, e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

X -CAM 20-30 0,5 Salina *i.p  Tmotilidade, depressédo as borda da caixa.
0,9%+tween20
(1%)
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Tabela 11(c). Parametros toxicologicos observados, nas doses de 10; 100 e 1000 mg/Kg via

intraperitonial (i.p) de Zerumbona (ZER) em Ratus novergicus (ratos) e dos extratos

DCM e MeOH dos rizomas de Z. zerumbet.

Grupos Animais Peso Dose Droga/ via Parametros
(9) mg/kg/mL veiculo observados

| - Ratos 200-280 10 ZER *.p 1 motilidade, tfreq. respiratéria,
ploerecéao.

| - IRatos 200-280 100 ZER *L.p | motilidade, tfreq. respiratéria,
piloerecéo.

Il - Ratos 200-280 1000 ZER i.p | motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecao, dispnéia.

IV - Ratos 200-280 10 DCM i.p  |motilidade, tfreq. Respiratoria,
piloerecao, dispnéia.

V - Ratos 200-280 100 DCM i.p | motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecao, dispnéia.

VI - Ratos 200-280 1000 DCM i.p | motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia, cianose.

VIl - Ratos 200-280 10 MeOH i.p | motilidade, 1freq. respiratdria,
piloerecao.

VIII - Ratos 200-280 100 MeOH i.p | motilidade, 1freq. respiratdria,
piloerecéo.

IX - Ratos 200-280 1000 MeOH i.p | motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia, cianose.

X - Controle / Ratos 200-280 0.5-0,9 SALINA i.p  Ttmotilidade, depressdo as

0,9%+twe borda da caixa.
en 20
(1%)

*.p= intraperitonial
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Tabela 11(d). Parametros toxicolégicos observados, nas doses de 1500; 2500 e 5000 mg/kg

via intraperitonial (i.p) em Ratus novergicus, de Zerumbona e dos extratos DCM e MeOH de

Z. zerumbet.

Grupos Peso Dose Droga/ Via Parametros
Animais ()] mg/kg/mL veiculo observados

| - Ratos 200-280 1500 ZER *L.p 1 motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecéo, analgesia, contorgdes
abdominais, ataxia convulsdes e morte
dos animais por paralisia respiratoria.

Il - Ratos 200-280 2500 ZER *l.p |  motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecéo, analgesia, contor¢oes
abdominais, ataxia convulsées e morte
dos animais por paralisia respiratoria.

Il - Ratos 200-280 5000 ZER i.p |  motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia, analgesia,
contorcoes, abdominais, ataxia
convulsdes e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

IV - Ratos 200-280 1500 DCM *i.p T motilidade, 7freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia, analgesia,
contorcdes abdominais, ataxia
convulsdes e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

V - Ratos 200-280 2500 DCM *i.p ! motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia, analgesia,
contor¢des abdominais, ataxia
convulsdes e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

VI - Ratos 200-280 5000 DCM i.p | motilidade, Tfreq. respiratoria,
piloerecdo, dispnéia, cianose, analgesia,
contor¢des abdominais, ataxia
convulsdes e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

VIl - Ratos 200-280 1500 MeOH *L.p 1 motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecéo, cianose, contorgdes
abdominais.

VIl - Ratos 200-280 2500 MeOH *L.p l motilidade, 1freq. respiratéria,
piloerecéo, cianose, contor¢Bes
abdominais, e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

IX - Ratos 200-280 5000 MeOH *L.p l motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecéo, dispnéia, cianose,
contor¢des abdominais, ataxia
convulsdes e morte dos animais por
paralisia respiratoria.

X - Controle / Ratos  200-280 0,5-0,9 Salina *L.p | motilidade, depressdo as borda da

(0,9%)+Twee
n 20 (1%)

caixa.
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5.4.2 Teste geral de atividade por via oral (v.0) em ratos e camundongos de
Zerumbona (ZER), extrato diclorometanico (DCM) e metanélico (MeOH), dos rizomas
de Z. zerumbet

A administracdo de ZER e dos extratos DCM e MeOH, por via oral (v.0) em
camundongos e ratos nas doses 500; 1000; 1500; 2000; 2500 e 5000 mg/Kg produziu
progressivamente, quietacdo, sonoléncia e diminuicdo da motilidade.Todos esses efeitos
foram de intensidades proporcionais as doses mais elevadas (Salustiano et al., 1966; Rocha
e Sllva, 1968). A recuperacdo, dos animais foi dependente da dose aplicada tornando-se
evidente apds aplicagdo das doses mais altas utilizadas. Nos animais controles (solug&o
salina 0,9% + Tween 20 a2%), os efeitos gerais observados ndo foram 0s mesmos, pois, 0s
animais apenas tiveram uma leve depressao passageira recuperando-se ap0s 5 minutos
das aplicacdes, mostrando assim, que as substancias obtidas dos rizomas de Z. zerumbet
ndo foram observadas efeitos toxicos quando injetado por via oral, mesmo em doses de

5000 mg/Kg, como pode ser observada na tabelas 12.
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Tabela 12. Parametros toxicolégicos observados, em camundongos nas doses de 1500;
2500 e 5000 mg/kg por via oral (v.0) de Zerumbona (ZER) e dos extratos DCM e MeOH
de Z. zerumbet.

Grupos Peso Dose Droga/ Via Pardmetrosobservados
Animais
(9) mg/kg/m  veiculo
L

|- CAM 20-30 1500 ZER V.0 T motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecao.

Il - CAM 20-30 2500 ZER V.0 { motilidade, 1freq. respiratéria,
piloerecéo.

Il - CAM 20-30 5000 ZER V.0 I motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecao, dispnéia.

IV - CAM 20-30 1500 DCM V.0 T motilidade, 1freq. respiratoria,
piloerecao, dispnéia.

V - CAM 20-30 2500 DCM V.0 { motilidade, tfreq. respiratéria,
piloerecao, dispnéia.

VI - CAM 20-30 5000 DCM V.0 { motilidade, tfreq. respiratéria,
piloerecéo, dispnéia, cianose.

VIl - CAM 20-30 1500 MeOH V.0 T motilidade, tfreq. respiratéria,
piloerecao, dispnéia.

VIl - CAM 20-30 2500 MeOH V.0 { motilidade, tfreq. respiratéria,
piloerecao.

IX - CAM 20-30 5000 MeOH V.0 { motilidade, tfreq. respiratéria,
piloerecéo, dispnéia, cianose.

X - CAM 20-30 0.5-0.9 Salina V.0 T motilidade, depressdo as borda

0,9%+twe da caixa.
en 20

(1%)
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Tabela 13.Parametros toxicoldgicos observados, em Ratus novergicus (ratos) nas doses de
1500; 2500 e 5000 mg/kg por via oral (v.0) de Zerumbona (ZER) e dos extratos DCM e
MeOH de Z. zerumbet

Grupos Peso Dose Droga/ Via Parametros
Animais
(9) mg/kg/mL veiculo observados

| - Ratos 200-280 1500 ZER V.0 T motilidade, tfreq. respiratoria,
piloerecao.

Il - Ratos 200-280 2500 ZER V.0 { motilidade, tfreq. respiratoria,
piloerecao.

Il - Ratos 200-280 5000 ZER V.0 { motilidade, tfreq. respiratoria,
piloerecao, dispnéia, cianose.

IV - Ratos 200-280 1500 DCM V.0 T motilidade, tfreq. respiratéria,
piloerecao, dispnéia.

V - Ratos 200-280 2500 DCM V.0 { motilidade, tfreq. respiratoria,
piloerecao, dispnéia.

VI - Ratos 200-280 5000 DCM V.0 { motilidade, tfreq. respiratéria,
piloerecéo, dispnéia, cianose.

VII - Ratos 200-280 1500 MeOH V.0 T motilidade, tfreq. respiratoria,
piloerecao.

VIII - Ratos 200-280 2500 MeOH V.0 { motilidade, tfreq. respiratoria,
piloerecao.

IX - Ratos 200-280 5000 MeOH V.0 { motilidade, tfreq., respiratoria,
piloerecao, dispnéia, cianose.

X/Controle 200-280 0.5-1,0 Salina v.o T motilidade, depressdo as

Ratos 0,9%+twe borda da caixa.

en
20(5%)

5.4.3 Estudo toxicoldgico agudo

Comparacdes dos efeitos toxicos agudos do composto ZER e extratos DCM e

MeOH, foram feitas usando-se a DL50, foi calculada, ap6s serem administrados via

intraperitonial (i.p) em camundongos e ratos nas doses 1500-5000 mg/kg. Para isso,
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contamos 0 numero e calculamos a percentagem de animais mortos em cada grupo, 4 e 48

horas e 14 dias apoés as injeces, (figura 59). Através da andlise de probito Salustiano et al.,

(1966); Rocha e Silva, (1968), foi possivel determinar a dose letal (DLsy). A analise

toxicolégica (DLsp) em camundongos de ZER dos extratos DCM e MeOH, por via

intraperitonial (i.p) dos rizomas de Z. zerumbet, mostram efeitos mais intensos com doses
superiores 1500 mg/kg. A DLsg de ZER e DCM para 24, 48 e 14 dias. Colocando-se foram
de: 1526,9 e +0,017mg/kg; 1666,84 e + 0,239 mg/kg; 6829,10 e de 1829,10 mg/Kg,

respectivamente, como sdo mostrados nas tabelas de 13 a 16.

Tabela 14. Prova de toxicidade aguda via intraperitonial (i.p) em camundongo de

Zerumbona(ZER) e dos extratos DCM e MeOH dos rizomas de Z. zerumbet.

Peso médio

Dose

Via

. ) ) Mortalidade
GRUPOS N°animais animal (g) Veiculo Ext. Subst. mg/kg/ml adm.
14
24 h % 48h % dias %
salina/
| 30 22,0 Tween80 ZER 5000 i.p* 26 86,66 27 90 27 100
salina/
1l 30 26,8 Tween80 ZER 2500 i.p* 18 60,00 21 70 21 80,0
salina/
n 30 22,3 Tween80 ZER 1500 i.p* 13 43,33 16 5,33 16 53,3
salina/
\Y 30 25,9 Tween80 DCM 5000 i.p* 20 66,66 26 86,6 26 100
salina/
\Y 30 26,3 Tween80 DCM 2500 i.p* 14 46,66 17 56,6 17 60
salina/
VI 30 27,8 Tween80 DCM 1500 i.p* 11 36,66 13 43,3 13 33,3
salina/
Vil 30 26,80 Tween80 MeOH 5000 i.p* 8 26,66 12 40,00 12 56,66
salina/
Vi 30 26,4 Tween80 MeOH 2500 i.p* 5 16,60 9 30,00 9 30,00
salina/
IX 30 28,6 Tween 80 MeOH 1500 i.p* 2 6,60 3 10,00 3 10,00
salina/Tween
Controle 30 23,7 salina/Tween80 80 0,9 i.p* 0 0 0 0 0 0
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Tabela 15.Toxicidade aguda (DLs) via intraperitonial em camundongos dose simples de
Zerumbona (ZER) e dos extratos DCM e MeOH obtidos dos rizomas de Z. zerumbet (L.)
Smith cultivada em Manaus/AM.

Peso
médio
animal (g) .
Grupos Ext.Subst Log. 48h Pro. 14 dias Prob.
codigo dose 24h (%) Prob. (%). (%)
| ZER 5000 3.69 86,66 6.08 90,00 6.08 100 7,4
1] ZER 2500 3.39 60,00 525 70,00 5.2 80,00 5,82
1] ZER 1500 3.17 46,66 4.4 5333 4.47 53,33 4,90
v DCM 5000 369 66,66 541 86,66 6.17 100 7,4
\% DCM 2500 3.39 46,66 4.35 56,66 4.47 60 4,56
VI DCM 1500 3.17 36,66 4.35 43,30 4.47 33,33 4,46
Vi MeOH 5000 3.69 26,66 4.26 40,00 457 56,66 4,57
VIlI MeOH 2500 3.39 1660 4.00 30,00 4.19 30,00 419
IX MeOH 1500 3.17 6,60 3.44 10,00 7.71 10,00 7.71
X-controle salina/ 50 1.69 0 2.6 0 2.6 0 2.6

Tween 20
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Tabela 16.Toxicidade Aguda DLs, via intraperitonial em camundongos de Zerumbona (ZER)

DCM e MeOH dos rizomas de Z. zerumbet

Grupos Ext.Subst. Dose (mg/Kg) Animais Resultados Grupos Ext.Subst. Dose Animais

codigo mL Mortos cdédigo (mg/Kg) mL  Mortos

24h 48h 72h 24h 48h

DL50 DL50 DL50

ZER 5000 26 27 27 e e

Il ZER 2500 18 21 21 L e e

] ZER 1500 13 16 16 1526,91 0,017 0,017

v DCM 5000 20 26 26 h e e,

\% DCM 2500 14 17 17 L s e

VI DCM 1500 11 13 13 1666,84 0,239 0,239

Vil MeOH 5000 8 12 12 4861,46 0,577 0,772

VIl MeOH 2500 5 9 9 e e

IX MeOH 1500 2 3 3 e,
salina/

X-Controle  Tween20 50 0 0 0 e e
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Tabela 17.Variacéo de toxicidade aguda (DLso) via intraperitonial (i.p)em camundongos

de Zerumbona ZER obtida dos rizomas de Z. zerumbet

DLso(mg/KQg) Lim. Conf.
Drogas
24 h 48 h 14 dias Max. Min.
ZER 1526,91 0,017 0,017 1675,00 2789,00
DCM 1666,00 0,239 0.239 0,114 0,313
MeOH 4841,74 0,577 0.577

100

an—r
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percentual de mortalidade
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2600 aO0n

Dose ( maflkg)

Figura 59. Percentual de mortalidade via intraperitonial em camundongo do composto

Zerumbona (ZER) obtidos dos 6leos essenciais dos rizomas de Z. zerumbet.

5.5 Toxicidade subcrénica do composto zerumbona (ZER) obtido dos 4leos

essenciais de Z. zerumbet

Os resultados representados nas tabelas abaixo,mostram que o sesquiterpenico

zerumbona (ZER), obtido de Z. zerumbet quando administrado por via oral (v.0) as doses de

500 e 1000 mg;kg por um periodo de 30 dias ndo alterou significativamente os niveis de
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hematdcritos e bioquimicos principalmente das Transaminases (TGO ou TGP) e os niveis
da massa corporal durante periodo de tratamento dos animais em experimentacdo. Esses
dados indicam que o composto ndo possui efeitos toxicos por via oral em nivel de érgaos

como coracdao, figado,baco e outros em doses de até 1000 mg/kg.

Tabela 18. Efeito da Administracdo oral de zerumbona (ZER) obtido dos 6éleos
essenciais dos rizomas de Z. zerumbet Smith (500 e 1000 mgKg)

Peso (média +E.P.M) - ZER (mg/Kg)

Veiculo 500 1000
M1 20,78 + 3,2 20,60 + 3,60 19,36 + 2,29
M2 16,53 + 3,45 16,31+ 2,66 25,88+ 4,63
M3 7,71 + 1,88 9,51+1,91 11,95+ 2,96
M4 6,7 +1,18 4,96 + 1,43 1,75+ 1,31
M5 3,15+3,4 -3,15 + 1,42 -1,54+ 1,32

ANOVA: uma via, seguida do teste t de student, M (1-5), ganho médio de peso dos animais a cada 6
dias n = 6 animais /grupo

Tabela 19. Efeito da Administracdo oral de zerumbona (ZER) obtido dos o6leos

essenciais dos rizomas de Z. zerumbet Smith (500 e 1000 mgKg).

Peso (média + E.P.M)" - ZER (mg/Kg)

Veiculo 100 1000
M1 88,66 + 4,64 84,25 + 5,69 85,87 + 5,23
M2 119,52 + 8,98 114,98 + 6,87 115,85 +7,07
M3 113,79 +1,88 104,98 + 6,07 105,11 + 5,78
M4 123, 67 + 5,48 114,49 + 6,98 117,89 + 4,67
M5 128,31 + 3,48 128,65 +2,57 125,76 + 1,45

ANOVA: uma via, seguida do teste Student Newman — Kelus
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Tabela 20. Efeito da administracdo oral de zerumbona (ZER) em doses de 500 e

1000 mg/Kg 1 vez ao dia por 30 dias sobre o consumo de agua em ratos

Peso (média + E.P.M)" " ZER (mg/Kg)

Veiculo 100 1000
M1 134,66 + 8,64 131,29 + 7,69 137,86 + 5,23
M2 159,52 + 8,98 166,98 + 6,87 176,85 + 7,07
M3 171,79 + 9,88 174,98 + 6,07 180,11 + 5,78
M4 173,67 +6,4 164,4 + 6,98 165,89 + 4,67
M5 178,31 +6,4 178,65 + 2,57 195,76 + 4,45

ANOVA: uma via, seguida do teste Student Newman Kelus / N =6 animais; grupo

Tabela 21. Efeito da administracdo oral de zerumbona em doses de 500 e 1000

mg/Kg 1 vez ao dia por 30 dias sobre os parametros hematolégicos em ratos

Zerumbona - Controle

Medida
(mg/kg)
500 100
Leucocitos(10%; pL) 7,45 % 0,84 7,68 % 5,34 8,36 +1,04
Hemacias totais (10°%; pL) 7,18 + 0,62 7,03+ 0,21 6,92 0,20
Hemoglobina (g;dl) 14,47 + 0,49 14,46 + 0,29 14,56 + 1,40
Hematdcritos 38,90+1,19 41,35+ 1,205 40,63 £ 1,40

Plaquetas totais (10°; pL) 567,05 + 28,56 605,17 + 23,98 534 17 + 61,41

Linfécitos absolutos (mm3) 6,53 + 0,53 6,16 + 0,73 6,67 + 0,82

Linfécitos relativos (%) 82,43 + 2,57 80,25+1,54 80,74 + 2,83

ANOVA: uma via, seguida do teste Student Newman - Kelus. N=6 animais; grupo.
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Tabela 22. Efeito da administracdo oral do veiculo (controle) do composto sesquiterpenico

zerumbona (500 e 100 mgKg 1 vez ao dia por 30 dias ) sobre os pardmetros bioquimicos em

ratos.
PESO (MEDIA + E.P.M)"

Zerumbona

Medida
Controle 500 1000

Glicose (mg; dL) 80,0 +5,34 84,50 + 7,27 78,83 + 3,60
Uréia (mg; dL) 37,00 + 4,43 41,17 + 5,02 39,00 + 4,73
Acido Urico 1,70 + 0,34 1,08 + 0,12 2,00 + 0,61
TGO (U;l) 179,50 + 12,36 181,33 + 11,25 182,83 + 16,63
TGP (U;l) 50,16 + 2,24 61,83 +12,21 56,50 + 7,797
Colesterol total (mg; dL) 70,50 + 10,67 78,16 + 9,62 71,66 + 2,33
Triglicerideos (mg; dL) 81,33 + 6,02 77,00 + 10,2 75,83 + 10,16
Linfocitos relativos (%) 80,25 + 1,54 80,75 + 2, 83 82,43 + 2,57
Albumina 4,08 + 0,11 4,31 + 0,07 4,28 + 0,13
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Tabela 23. Efeito da administragdo oral do veiculo (controle) do composto

sesquiterpenico zerumbona (500 e 100 mg Kg 1 vez ao dia por 30 dias) sobre os

pesos relativos de 6rgdos internos, em ratos.

(Peso tmido do 6rgéo; Peso do animal) x100 (média +E.P.M)"

Controle FiGADO CORAGAO PULMAO RINS BAGO
15,73 + 2,02 1,88+ 0,23 2,63+ 0,28 3,76+ 0,60 1,01 +0,13
Zerumbona |500 14,32 +1,73  1,68+0,25 2,57+0,32 3,64+0,50 0,85+0,12
1000 12,21+0,85 1,46+0,11 2,16+0,14 3,16 +0,30 0,69+0,026

ANOVA: uma via, seguida do teste Student Newman - Kelus - N = 6 animais; grupo

5.6 Andlises Estatisticas dos resultados

Todos os resultados obtidos foram efetivados por meio de analises estatisticas de

variancia (ANOVA); com média, erro e desvio padrdo,com significAncia ou insignificAncia

dos dados tabulados.Considerando as diferencas entre os grupos significativos para p<0,05,

foram organizados e resumidos na forma de graficos, apresentados nos resultados a seguir.
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6. CONCLUSOES

A pesquisa permitiu chegar as seguintes conclusées:
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A extracdo com DCM foi mais simples e rapida e apresentou um rendimento maior
guando comparada com arraste a vapor e hidrodestilagdo, mas com menor grau de

pureza da substancia zerumbona.

Os Oleos essenciais obtidos por extracdo por arraste-vapor, hidrodestilagdo e DCM
apresentaram valores significativamente maiores para o teor do sesquiterpeno

zerumbona.

Foram detectados cinco picos com tempo de retengdo diferente e absorbancia em
222-254 nm relacionadas a substancias volateis por CLAE e CG-EM sendo um na
extracdo por arraste-vapor com um percentual de area (99,95%) e trés no extrato
hidrodestilado e cinco no extrato DCM. Uma substancia foi identificada sendo esta da

classe dos terpenos. No extrato MeOH foi descartado para a determinacédo de ZER.

O processo de obtencdo do composto sesquiterpénico ZER dos 06leos essenciais de
Z. zerumbet (L.) Smith, nos forneceu um percentual de 99,95% de cristais puros,
translicidos e claros. O composto puro foi identificado como o sesquiterpeno

Zerumbona.

Com base na interpretacdo dos dados espectroscopicos (RMN de 'H e *C, PF, IV,
UV, EM) quando comparado com os dados da literatura nos forneceu subsidio na

guantificacéo e identificagdo composto sequiterpénico.

Quanto aos rendimentos da biomassa e dos 6leos essenciais na produgdo vegetal
de Z. zerumbet, estes foram significativos para os rizomas pelo teste de ANOVA.

Uma analise econdmica custo/beneficio devera ser realizada.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram claramente que 0 composto
sesquiterpenico zerumbona (ZER) obtido dos Oleos essenciais dos rizomas de Z.
zerumbet apresentam uma importante acédo analgésica por v.o e i.p, tanto na agao

neurogénica e inflamatoéria quando avaliada em camundongos e ratos.
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v" O mecanismo envolvido nas acbes do composto ndo estd completamente
esclarecida, contudo foi demonstrado que a acéo antinociceptiva causada pelo ZER
€ particularmente interessante, tendo em vista que ele parece interagir com o

sistema opidide.

v Neste sentido, no presente estudo foi obtido avanco significativo acerca do
mecanismo de acdo do composto ZER um principio ativo importante e atraente para
0 aproveitamento de um novo produto com potencial agdo antinociceptiva por via oral

e intraperitonial.

v" Os resultados do presente estudo indicam que o sesquiterpeno zerumbona obtido de
Z. zerumbet terd um lugar importante na descoberta de novas drogas analgésicas e

antiinflamatorias de acado central e periférica
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