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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E MODULADORA DO
EXTRATO METANOLICO OBTIDO DAS FOLHAS DE Azadirachta indica A.
Cosme Edson Dantas!, Livia Maria Garcia Leandro®

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antibacteriana e moduladora do
extrato metandlico obtido das folhas de Azadirachta indica A., frente as bactérias padrdes e
multirresistentes Escherichia coli e Staphyloccus aureus, para o grau de modulagéo foram
usados antibioticos, como: amicacina e gentamicina. Realizando o estudo através da técnica
de microdiluicdo. Os ensaios foram feitos em triplicata, e expressos como a média
geométrica. A analise estatistica foi aplicada a variancia de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni utilizando o software GraphPadPrism 5.0. Na atividade antibacteriana realizada
pelo método de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) obteve resultados > 1024pug/mL para
ambas as cepas. Nos testes de modulagdo ndo apresentou resultado clinicamente relevante
guando associado a bactéria multirresistente E. coli, entretanto, quando testado frente a S.
aureus obteve atividade sinérgica. Novas e aprofundadas pesquisas devem ser desenvolvidas
em busca da ampliacdo e comprovacao do conhecimento da espécie estudada. Os resultados
obtidos s&o promissores e poderdo estimular no desenvolvimento de outras novas pesquisas.
Palavras-chave: Azadirachta indica, resisténcia bacteriana, extrato.

ABSTRACT

The present work had as objective to evaluate the bacterial and modulating resistance of the
methanolic extract of the leaves of Azadirachta indica A., against standards of bacteria and
multiresistant Escherichia coli and Staphyloccus aureus, as the degree of modulation were
used antibiotics, as: amicacin and gentamycin. Performing the method through the
microdilution technique. Osbons were made in triplicate, and expressed as a geometric mean.
Statistical analysis was applied to the two-way variance conducted by the Bonferroni test
using GraphPadPrism 5.0 software. In the antibacterial activity performed by the Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) the result is > 1024pg / mL for both strains. Modulation testes
were not gravitationally associated with E. coli multiresistant bacteria; however, when tested
against S. aureus it became a synergistic activity. New and deep research must be found in
search of the magnification and proof of knowledge of the species studied. The results
obtained are promising and exhausting in the development of other new researches.

Keywords: Azadirachtaindica, bacterial resistance, extract.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana tem se tornado um problema devido a utilizacdo de farmacos
de maneira inadequada ou até mesmo sem prescrices médicas (GRILLO et al., 2013). No
caso da bactéria Escherichia coli, esta possui reservatorios que contém genes de resisténcia
aos antimicrobianos (KORB et al., 2013), J& a bactéria Staphylococcus aureus, apresenta
mecanismos de defesas que conseguem atuar contra alguns farmacos (LIMA et al., 2015).

Na tentativa de obter resultados frente a resisténcia bacteriana, as plantas medicinais
vém crescendo cada dia mais. O uso de fitoterapicos como ferramenta terapéutica comegou de
forma intuitiva e ao passar do tempo, comecaram a distinguir os vegetais onde pudessem
utiliza-los para fins benéficos a salde e conhecerem se seriam toxicos ao seu organismo
(LEITE et al., 2009). Em muitas ocasides a utilizacdo de plantas medicinais representa a Unica
forma de tratamento de enfermidades (MACIEL et al., 2002).

Azadirachta indica, conhecida popularmente como nim, vem sendo utilizada nos
tempos atuais para controle de pragas, bem como no tratamento de inflamacGes, infeccdes
virais, hipertensdo e febre (MOSSINI; KEMMELMEIER, 205). Planta de porte arboreo
médio, que pode chegar de 15 a 30 metros (OWNA et al., 2009). E chamada atenco pela
presenca de limondide na sua composicdo, denominado azadirachtina, composto capaz de
atuar sob a acdo de alguns insetos. Os efeitos de azadirachtina frente aos insetos incluem
fatores de crescimento, metamorfose, repeléncia e anormalidades anatémicas (VIEIRA;
PERES, 2017).

As bactérias sdo o0s principais microrganismos causadores de doencas,
caracterizando-se pelo agravamento destas patologias, pelo fato da incapacidade de atuacdo
de alguns antibidtios antimicrobianos. Assim, a pesquisa acerca da Azadirachta indica A. 0s
seus compostos diante das bactérias resistentes é de suma importancia, visto que através desse
estudo podera gerar novas drogas farmacéuticas para fins antibacterianos.

Dessa forma, o presente estudo obteve como finalidade avaliar a atividade

antibacteriana e moduladora do extrato metanélico das folhas de Azadirachta indica A.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 DELINEAMENTOS DA PESQUISA E LOCAL DE ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental, realizado no Laboratorio de Microbiologia do
Centro Universitario Ledo Sampaio - Uniledo, localizado na cidade de Juazeiro do Norte —
CE.

2.2 MATERIAL VEGETAL

As folhas da Azadirachta indica A. foram coletadas no més de agosto de 2018, no sitio
Arajara localizado no municipio de Barbalha-Ceard, Brasil.

2.3 PREPARACAO DO EXTRATO METANOLICO

Para preparagéo do extrato, foram coletadas as folhas que permaneceram submersas no
solvente metanolico por 72h. Apds esse periodo, o eluente foi filtrado em papel filtro para
separacdo dos residuos sélidos e concentrado em condensador rotativo a vacuo e banho-maria
(model Q-214M2 — Quimis, Brazil) (BRASILEIRO et al., 2006), obtendo-se a massa de
extrato bruto.

2.4 CEPAS MICROBIANAS

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Laboratério de
Microbiologia e Biologia Molecular (LMBM) da Universidade Regional do Cariri (URCA).
Foram utilizadas as linhagens padrdo e multirresistente das bactérias Escherichia coli ATCC
25922 e Escherichia coli 27, Staphylococcus aureus ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
358. Antes dos ensaios, as linhagens foram cultivadas a 35°C por 24 horas em Brain Heart
Infusionbroth— BHI (DifcoLaboratoriesLtda).



Tabela 1. Origem bacteriana e perfil de resisténcia a antibidticos

Bactéria Origem Resisténcia a antibidticos

Staphylococcus aureus(SA 358) Feridacirdrgica Oxa, Gen, Tob, Ami, Ca, Neo, Para,
But, Sis, Net

Escherichia coli(EC 27) Feridacirargica  Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc,
Cf, Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet,
Tob

Ast-Azitromicina; Ax- Amoxacilina; Amp-Ampicilina; Ami-Amicacina; Amox-Amoxilina, Ca-Cefalexina; Cfc-
cefaclor; Cf- Cefalotina; Caz-Ceftazinidima; Cip-Ciprofloxacino; Clo —Clorafenicol; Im-Imipenem; Can-
Canamicina; Szt-Sulfametoxazol, Tet-Tetraciclina; Tob- Tobramicina; Oxa- Oxacilina; Gen-Gentamicina; Neo-

Neomicina; Para- Paramomicina; But- Butirosine; Sis-Sisomicina; Net- Netilmicina

2.5 DETERMINAGCAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E MODULACAO

Para os testes foram utilizadas solucdes preparadas a partir do extrato, sob uma
concentracdo de 10 mg/mL, dissolvidos em DMSO (dimetil sulféxido), em seguida foi diluido
com agua destilada para uma concentracao de 1024 pg/mL.

A CIM (concentracdo inibitoria minima) foi determinada em ensaio de microdiluigao
em caldo (NCCLS, 2003) utilizando-se um in6culo de 100 pL de cada linhagem, suspensas
em caldo BHI que apresentara uma concentracio de 10° UFC/mL em placas de microdiluicdo
com 96 pogos, com dilui¢cbes em série ¥%. Em cada poco foi adicionado 100uL de solugdo do
extrato. As concentragdes finais do extrato foram variadas entre 512 — 8 ug/mL.

As CIM foram registradas como as menores concentracdes para a inibicdo do
crescimento. Para evidencia-las, foi preparada uma solucdo indicadora de resazurina sédica
(Sigma) em agua destilada estéril na concentracao de 0,01% (p/v). Apds a incubagdo, 20 pL
da solucédo indicadora foram adicionados em cada cavidade e as placas passardo por um
periodo de incubacdo de 1 hora em temperatura ambiente. A mudanca da coloracdo azul para
rosa € devido a reducdo da resazurina, que indica o crescimento bacteriano (JAVADPOUR et
al., 1998), auxiliando a visualizacdo da CIM. Esta e definida como a menor concentracao

capaz de inibir o crescimento microbiano, evidenciado pela cor azul inalterada.



O extrato foi misturado em caldo BHI 10% em concentracGes subinibitorias, obtidos e
determinados apds a realizacdo de teste de avaliacdo da CIM, sendo que para o teste de
modulacdo a concentracdo da solucdo de extrato foi reduzida 8 (oito) vezes (CIM/8). A
preparacdo das solucdes de antibioticos foi realizada com a adicdo de agua destilada estéril
em concentracdo dobrada (1024 pg/mL) em relagdo a concentragdo inicial definida e volumes
de 100 pL diluidos na proporgdo de 1:1 em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com 100puL do
meio de cultura conteve suspensdes bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles utilizados
na avaliacdo da CIM para os extratos foram utilizados durante a modulacdo (COUTINHO et
al., 2009). As placas preenchidas foram incubadas a 35°C por 24 horas e ap0s esse periodo a
leitura foi evidenciada pelo uso da resazurina como citado anteriormente no teste de
determinacdo da CIM. Os ensaios foram feitos em triplicata, e expressos como a média

geomeétrica.
2.7 ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica foi aplicada a analise de variancia de duas vias seguida pelo teste

de Bonferroni utilizando o Software GraphPadPrism 5.0.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise da atividade antibacteriana realizada pelo método de Concentracédo
Inibitéria Minima (CIM) do extrato metandlico das folhas de Azadirichta indica A. frente as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus foi obtito resultado > 1024pg/mL
(TABELA 1).

Tabela 1. Concentragéo inibitoria minima (CIM) (ug/mL) do extrato metandlico de Azadirachta

indica A.
Extrato EC 27 EC-ATCC SA 358 SA-ATCC
10536 25922

EMAI >1024 >1024 >1024 >1024




EMAI — Extrato Metanolico de Azadirichta indica A.; EC — Escherichia coli; SA — Sthaphylococcus
aureus.

O extrato ndo apresentou efeito significativo frente as cepas analisadas possivelmente,
devido a baixa concentracdo de alguns constituintes na sua composi¢ao, bem como a presenca
de bombas de efluxo na célula gram-positiva e negativa. As bombas de efluxo presentes na
membrana plasmatica de E. coli (COUTINHO et al. 2008), bem como a presenca da
membrana externa, formada por lipopolissacarideos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012),
podem estd relacionadas com a baixa atividade anatibacteriana apresentada pelo extrato
utilizado neste estudo.

Através de outra metodologia, em estudo realizado por Chattopadhyay et al. (2009)
evidenciou que os extratos etanolicos e aquosos das folhas de A. indica possui uma grande
atividade inibitoria contra as cepas de S. aureus. Assim como, pesquisa feita por Alves et al.
(2009), mostrou que o extrato das folhas de A. indica apresenta efeito antibacteriano frente as
cepas de S. aureus e Escherichia coli.

No entanto, em estudo semelhante, realizado por Beraldo et al. (2014), este mostrou
que a atividade a base do extrato hexano e alcool etilico de A. indica ndo apresentaram éxito
guanto ao efeito antifingico, possuindo apenas uma ac¢do discreta quando relacionada ao

extrato a base de acetato de etila.

Figural. Concentragdo inibitéria minima (CIM) (ug/mL) de aminoglicosideos na auséncia e presenca
de EMAI e bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
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E.coli S.aureus

A utilizagdo de produtos naturais de origem vegetal quando associado a antibioticos
pode reverter ou modular a sua agao, o que pode alterar na resposta final (GIBBONS, 2004).

A juncdo de aminoglicosideos (Amicacina e Gentamicina) com extratos pode ser uma solugao
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acessivel, pois havendo sinergismo resultaria em uma diminuicdo da dose terapéutica,
consequentemente minimizaria efeitos colaterais emitidas por essa classe de antibidticos
(FIGUEREDO et al., 2013).

Na associacdo do extrato metandlico com os farmacos comerciais junto as bactérias E.
coli e S. aureus, em concentracdo sub-inibtdria, mostrou-se que ndo obteve a efeito
modulador clinicamente relevante quando associado a bactéria multirresistente E. coli.
Entretanto, quando colocados frente a S. aureus, obteve atividade sinérgica, tendo resultados
diferentes referentes aos antibioticos.

Para a literatura, a utilizagdo e produtos vegetais frente aos microrganismos
apresentam atividade mais intensa em bactérias Gram-positiva, comparada com a Gram-
negativa, como aconteceu no resultado da pesquisa (OLIVEIRA et al., 2007).

Segundo Madigan et al (2004) bactérias Gram-Positiva, como é o caso do
Staphylococcus aureus, apresentam uma sensibilidade maior frente aos antibidticos,
comparado com a Escherichia coli, pois, as Gram-negativa, em geral, possui maior resisténcia
devido complexidade da sua membrana plasmatica, o que pode dificultar a acdo de produtos
naturais e a atividade de alguns antibiéticos (HOLLEY; PATEL, 2005). Tafur et al (2008) diz
que bactérias desse género expressam enzimas capazes de causar alteracfes na composi¢do do

antibiotico, fazendo com que este ndo exerca a sua funcgéo.

4 CONCLUSAO

O estudo mostrou que o extrato metandlico das folhas de Azadirichta indica A. ndo
apresentaram atividade relevante frente as cepas das bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. No entanto, a modulagdo feita com extrato da mesma, quando
acompanhado de aminoglicosideos (amicacina e gentamicina), apresentava resultados
distinto, apontando que o extrato quando junto a amicacina e gentamicina ndo apresentava
resultados relevantes ligado a E. coli, entretanto, quando relacionado a S. aureus destaca-se
por apresentar resultados estatisticamente significantes.

Novas e aprofundadas pesquisas devem ser desenvolvidas em busca da ampliacéo e
comprovacao do conhecimento da espécie estudada. Os resultados obtidos s&o promissores e

poderdo estimular no desenvolvimento de outras novas pesquisas.
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