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RESUMO

Atividade antibacteriana de Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) contra Pseudomonas
aeruginosa: uma revisdéo de escopo. LEANDRO DOUGLAS SILVA SANTOS.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE, SAO CRISTOVAO, 2023.

Pseudomonas aeruginosa, a principal responsavel por infecgdes nosocomiais e oportunistas, sofre uma
continua pressao seletiva. O desenvolvimento de resisténcia a antibi6ticos aumenta a mortalidade, custos
e tempo de hospitalizacdo. Entre pesquisas por novos antimicrobianos, os farmacos de origem natural
vém ganhando mais atencdo. Dentre as plantas, destaca-se a Azadirachta indica, de uso amplo
medicinal. Devido ao elevado potencial das substancias dessa planta, reconhece-se a importancia desta
pesquisa. O método da revisdo foi desenvolvido e descrito de acordo com as diretrizes PRISMA. Foram
realizadas buscas em banco de dados (Embase, Scopus, PubMed e Web of Science). A busca pelos
titulos evidenciou 368 artigos na triagem inicial, sendo que destes, 13,31% (49) dos artigos originais
completos foram incluidos. Ao total dos 49 artigos, foram produzidos 73 extratos, ressaltando que a
maior guantidade de extratos foram: 25 (34,24%) etandlicos das folhas, 17 (23,28%) metano6licos das
folhas e 13 (17,80%) aquosos das folhas. Em 2 (4,1%) artigos, os componentes dos extratos foram
caracterizados por GC/EM. A auséncia de padronizacdo das metodologias aponta limitacdes na
comparagdo dos resultados da atividade antibacteriana dos extratos. Devido a isso, foi realizada a
interpretacdo dos resultados e dados disponibilizados nos artigos e os valores de CIM para determinacéao
qualitativa e quantitativa dos resultados, respectivamente. A maior parte dos extratos (33=45,20%)
demonstrando uma zona de inibicdo média/intermediaria, 8 (10,96%) demonstraram atividade muito
baixa, 16 (21,92%) extratos ndo demonstraram atividade sob todas as concentragdes testadas e em 16
(21,92%) extratos demonstraram resultados altos de inibi¢do acima dos antibidticos, sendo os extratos
etanolicos das folhas os mais ativos (9 = 56,25%). A maior parte de todos extratos avaliados
(49=67,12%) demonstraram resultados satisfatorio (unido dos extratos com resultado alto + médio),
sendo os extratos etanolicos das folhas representando 38,77% (19) dos 49 extratos satisfatérios. Os
extratos de Mehrotra et al. (2010) e Samy et al. (2013) apresentaram os melhores resultados, em halo de
inibicdo (50uL de 0,002mg/mL de extrato gerou 15mm de halo de inibi¢ao) e CIM (0,03125 mg/mL),
respectivamente. Esta revisdo mostra que os extratos etanolicos produzidos das folhas de A. indica sdo
promissores no controle de P. aeruginosa quando foram avaliados pelo método de disco-difusdo. Os
extratos etanolicos das folhas de A. indica foram os mais promissores no controle de P. aeruginosa. Os
dados deste trabalho justificam estudos que visem desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos
contra P. aeruginosa. Contudo, recomenda-se mais testes para assegurar a seguranca e eficacia dos
extratos, bem como, de compostos isolados de A. indica.

Palavras-chaves: Azadirachta indica; Pseudomonas aeruginosa; antibacteriano; revisao de
escopo, produtos naturais.



ABSTRACT

Antibacterial activity of Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae) against Pseudomonas
aeruginosa: a scoping review. LEANDRO DOUGLAS SILVA SANTOS.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE, SAO CRISTOVAO, 2022.

Pseudomonas aeruginosa, the main cause of nosocomial and opportunistic infections, is under
continuous selection pressure. The development of antibiotic resistance increases mortality, costs, and
length of hospital stay. Among searches for new antimicrobials, drugs of natural origin have been
gaining more attention. Among the plants, Azadirachta indica stands out, with wide medicinal use. Due
to the high potential of the substances of this plant, the importance of this research is recognized. The
review method was developed and described according to PRISMA guidelines. Databases were searched
(Embase, Scopus, PubMed and Web of Science), using the scientific name of the plant and the
microorganism (Azadirachta indica) and (Pseudomonas aeruginosa) as Boolean descriptors and
operators. The search for titles showed 368 articles in the initial screening, and of these, 13.31% (49) of
the complete original articles were included. A total of 49 articles produced 73 extracts, emphasizing
that the largest number of extracts were: 25 (34.24%) ethanolic from the leaves, 17 (23.28%) methanolic
from the leaves and 13 (17.80%) aqueous of the leaves. In 2 (4.1%) articles, the components of the
extracts were characterized by Gas Chromatography Coupled to Mass Spectrophotometry GC/MS. The
lack of standardization of methodologies points to limitations in the comparison of the results of the
antibacterial activity of the extracts. Due to this, the interpretation of the results and data made available
in the articles and the MIC values were performed for qualitative and quantitative determination of the
results, respectively. Most extracts (33=45.20%) demonstrating a medium/intermediate zone of
inhibition, 8 (10.96%) demonstrated very low activity, 16 (21.92%) extracts did not demonstrate activity
under all tested concentrations and in 16 (21.92%) extracts showed high inhibition results above
antibiotics, with ethanolic leaf extracts being the most active (9 = 56.25%). Most of all evaluated extracts
(49=67.12%) showed satisfactory results (combination of extracts with high + medium result), with
ethanol extracts from the leaves representing 38.77% (19) of the 49 satisfactory extracts. Extracts from
Mehrotra et al. (2010) and Samy et al. (2013) showed the best results in inhibition halo (50uL of
0.002mg/mL of extract generated 15mm of inhibition halo) and MIC (0.03125 mg/mL), respectively.
This review shows that the ethanolic extracts produced from the leaves of A. indica are promising in the
control of P. aeruginosa when evaluated by the disc-diffusion method. Ethanol extracts from A. indica
leaves were the most promising in controlling P. aeruginosa. The data from this work justify studies
aimed at developing new pharmaceutical products against P. aeruginosa. However, further testing is
recommended to ensure the safety and efficacy of extracts, as well as isolated compounds from A. indica.

Keywords: Azadirachta indica; Pseudomonas aeruginosa; antimicrobial; scope review,
natural products.
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1 INTRODUCAO

A importancia que as plantas possuem vai muito além do interesse alimenticio,
relaciona-se também a aplicacdo de seus compostos quimicos em processos biotecnolégicos.
As plantas produzem metabdlitos secundarios com funcdes de defesa e sobrevivéncia em seu
habitat. Dessa forma, a evolucdo humana esta atrelada, desde milhares de anos, a extracao de
seus compostos quimicos para uso terapéutico, promovendo a cura de doencas ou atuando no
alivio dos sintomas (ALVES, 2017; MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

Estudos com produtos naturais objetivando a descoberta de compostos que tenham
atividades bioldgicas relevantes, como € o caso dos antimicrobianos, é de extrema
importancia para a promocdo de salde a populacdo e campo propicio para o desenvolvimento
técnico-cientifico (FERREIRA et al., 2011). Nesse contexto, extratos obtidos de plantas
medicinais tém sido relatados como ricos em compostos com agfes antimicrobianos
(SARAVANAN et al., 2014).

Dentre as diversas plantas ricas em compostos quimicos com acéo antimicrobiana, pode-
se citar a espécie Azadirachta indica (A. Juss), uma planta da familia Meliaceae, popularmente
conhecida como “Nim”. Essa planta é uma arvore tropical perene, nativa do subcontinente
indiano e também encontrada por quase todo Brasil (SARKAR et al., 2020; SUBAPRIYA,
NAGINI, 2005). Tem sido usado na medicina tradicional desde os tempos remotos para 0
tratamento de uma variedade de doengas bacterianas humanas (PATEL et al., 2016; AL
AKEEL et al., 2017).

As folhas, sementes e raizes do Nim contém diversos compostos fitoquimicos que
proporciona sua atividade (ALZOHAIRY, 2016; ALTAYB et al, 2022; MAHMOUD et al.,
2011). Entre as diversas atividades farmacolégicas relatadas para esta espécie, se destaca a
atividade antimicrobiana. O potencial antibacteriano do extrato de folhas de A. indica foi
comprovado contra diferentes espécies de bactérias, incluindo E. coli, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. € Pseudomonas spp. (ALl et al., 2021; KUMAR et al., 2010; JESSINTA
etal., 2014).

A P. aeruginosa é uma das bactérias de maior importancia no aspecto clinico e
epidemioldgico (REYNOLDS; KOLLEF, 2021). Ela é a principal responsavel por infecgdes
nosocomiais, dentre os bacilos Gram-negativos aerobicos e por infec¢Ges oportunistas em
individuos com imunidade comprometida em todo mundo. Inclusive no Brasil, ela é o
microrganismo mais prevalente na infecgdo primaria da corrente sanguinea em unidades de

terapia intensiva (UTI) e um numero significativo de amostras de pacientes com infec¢des
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hospitalares que ndo-sensiveis aos carbapenémicos de amplo espectro (FIGUEREDO et al.,
2021; CAVALCANTI et al., 2015; ARAUJO et al., 2016). Esta é capaz de causar infec¢Bes
em locais de procedimentos cirirgicos ou queimaduras, podendo até causar sepse severa
(DAIKOS et al., 2021; NEVES et al., 2011). A P. aeruginosa sofre uma continua pressao
seletiva em espagos hospitalares, ao mesmo tempo que é considerada pela sociedade cientifica
internacional como uma bactéria multirresistente (MORA et al., 2016). O desenvolvimento de
diversos sistemas de resisténcia implica na eficacia de acdo de quase todos os antibidticos
usados para o tratamento de infec¢des por P. aeruginosa, levando um elevado custo a terapia
dos individuos infectados e um aumento do tempo de hospitalizacdo e de 6bitos (DOI et al.,
2017; FUENTEFRIA, 2009).

A resisténcia antimicrobiana € um dos maiores problemas encarados pela saude
mundial, e € um fator importante de enfermidade e mortalidade (DADGOSTAR et al., 2019;
REYGAERT et al., 2018). Atualmente, estd se tornando a principal causa de morte
globalmente (MURRAY et al., 2022). Um alto nimero de bactérias adquiriu e desenvolveu
mecanismos de resisténcia antimicrobiana, o que se tornou um problema para sistemas de
salde com o alto custo econdmicos crescentes (REYGAERT et al., 2018; SANTAJIT et al.,
2016). Com o aumento da resisténcia a antimicrobianos, existem reduzidas op¢fes para o
tratamento de individuos infectados e, resultando num maior nimero de 6bitos (OMS, 2019).
Nos Estados Unidos da América, acontecem 23 mil obitos associados com resisténcia a
antimicrobianos por ano (REYGAERT et al., 2018).

O aparecimento de doencas infecciosas e 0 desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos em bactérias, levou a diminuicdo da efetividade ou da falha dos agentes
antibacterianos atuais, causando uma emergente necessidade do desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos seguros e eficientes (ASLAM et al., 2018; KHAMENEH et al.,
2019). Compostos obtidos de plantas podem ser promissores como fonte de novos tipos de
antimicrobianos. Ha diversos tipos metabolitos secundarios presentes em extrato de plantas
que podem desempenhar potencial acdo contra bactérias sensiveis e multirresistentes
(KHAMENEH et al., 2019; SUBRAMANI et al., 2017).

As informagdes supracitadas sobre o aumento de casos com cepas multirresistentes
mostram a necessidade da identificacdo de alvos de drogas e desenvolvimento de novos
tratamentos eficazes para P. aeruginosa para melhorar a saide humana. O presente trabalho
se concentrou em revisar na literatura cientifica o progresso da investigacdo da atividade
antimicrobiana dos extratos brutos de Azadirachta indica em cepas de Pseudomonas

aeruginosa resistentes.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Uso de Plantas na Promocéao de Saude

O uso de plantas na profilaxia e tratamento de doencas é extremamente antigo, desde
antes da civilizagdo, muitas dessas plantas foram ou ainda sdo usadas para varias finalidades
terapéuticas, compondo um segmento da medicina tradicional abundantemente usada por varios
povos ao redor do mundo (SINGH et al., 2012). Porém, foi com o conhecimento desenvolvido
sobre plantas medicinais utilizadas na medicina da Grécia antiga que se baseou a medicina
ocidental (JAMSHIDI-KIA et al., 2018). Hipdcrates (460-377 AEC), da Grécia antiga, tido
como o pai da medicina, usou e registrou inimeras drogas feitas de plantas (HASSAN, 2015).
Teofrasto (371-287 AEC), “o pai da botéanica”, pupilo de Platdo e Aristoteles, descreveu em seu
trabalho “Historia Plantarum” a forma de coleta ¢ preparo de plantas medicinais, além de
estabelecer as singularidades e qualidades terapéuticas, verificando com atencdo as
caracteristicas farmacéuticas e farmacoldgicas. Este trabalho foi usado como fonte valida de
referéncia por 2 mil anos (RAPINI, 2014).

A decadéncia da cultura grega e a ascensdo da cultura romana permitiu que 0s
tratamentos voltassem a ser uma fuséo de magia e religido (SANTACROCE et al., 2020).
Avancos no conhecimento sobre plantas medicinais s6 voltaram a ocorrer com os trabalhos de
Dioscérides (40 - 90 AEC) (INOUE et al., 2019). As caracteristicas e finalidade de centenas
plantas foram compiladas no “De Materia Medica” um século ap6s Cristo. Em suas viagens em
conjunto com o exército de Nero como cirurgido, ele foi capaz de disseminar seu conhecimento
sobre plantas. O “De Materia Medica” foi usado como referéncia por 15 séculos na Idade Média
na Europa, periodo de pouca aquisi¢do de conhecimento sobre plantas (LEES et al., 2021).

A compreensdo da existéncia de substdncias responsaveis pelas propriedades
farmacoldgicas de uma determinada planta é creditada & Paracelso (1493 — 1541 EC). E visto
como o introdutor de substancias quimicas na producdo de medicamentos, iniciou a praticar a
extracdo de substancias que foram chamadas de “Quinta Essentia”, sob a forma de extratos
alcoolicos e de tinturas, sendo provavelmente o primeiro entendimento de principio bioativo
(CHOFFNES, 2016).

O acelerado avanco cientifico ampliou e diversificou fortemente os conhecimentos
sobre as plantas (LI; LOU, 2018). Friedrich Sertiirner realizou o primeiro isolamento de
substancia quimica, a morfina do 6pio (Papaver somniferum) em 1806, a morfina comecou a

ser usada por volta de 1850 como anestésico em pequenas cirurgias, em pds-operatorio e terapia
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de dor crénica (DEVEREAUX et al, 2018).

O principio ativo analgésico e anti-inflamatdrio da casca de salgueiro (Salix alba), a
salicina, isolada em 1828 por Johan Buchner e em 1829 em quantidade maior por Henri Leroux
(CULLEN et al., 2020). Da salicina, Raffaele Piria em 1839, descreveu a descoberta de uma
substancia nova, o acido salicilico, feita através da hidrolise da salicina, em glicose e alcool
salicilico, seguida da oxidagdo deste (BOISON et al., 2016). Do acido salicilico, Charles
Frédeéric Gerhardt em 1853 sintetizou o acido acetilsalicilico pela primeira vez ao combinar o
salicilato de s6dio com cloreto de acetila. Em 1897, Felix Hoffman do laboratorio Bayer
conjugou o acido salicilico com acetato, obtendo também &cido acetilsalicilico (Aspirina®), que
observou ser menos téxico. O acido acetilsalicilico foi o primeiro medicamento sintético na
historia farmacéutica, sendo um dos farmacos anti-inflamatérios mais antigos e mais usados
(MONTINARI et al., 2019; WICK, 2012).

Hoje, se sabe que as propriedades terapéuticas das plantas séo originarias da composicao
e das caracteristicas das substancias que eles produzem (SHAKYA, 2016). O uso de plantas
como forma de tratamento superou todas as barreiras ao decorrer do processo evolutivo e
chegou até a atualidade, sendo amplamente utilizada por grande parcela da populacdo de todo
0 mundo como fonte de recurso terapéutico eficaz (KARUNAMOORTHI et al., 2013).

O avanco da tecnologia permitiu a descoberta de novos farmacos originarios de plantas
conduziu ao isolamento de muitas substancias que ainda hoje sdo usadas ou entdo serviram
como prototipos para a sintese de novos substancias com atividades medicinais (KVIECINSKI,
2013). Contudo, mais de 40% de todo principio ativo de medicamentos disponiveis hoje
permanece sendo de origem vegetal (PAN et al., 2014). Estima-se que 25% dos atuais farmacos
disponiveis foram desenvolvidos a partir de plantas (HOSSEINZADEH et al., 2015). Dos 252
medicamentos que a OMS considerados basicos e essenciais, 11% sdo originados de plantas e
um nOmero consideravel sdo farmacos sintéticos produzidos de precursores naturais
(AKINYEMI et al, 2018).

Atualmente, tem se observado que apesar do dominio de compostos sintéticos no arsenal
terapéutico, vem acontecendo o resgate a valorizacdo de praticas medicinais consideradas como
tradicionais ou ndo cientificas, com destaque aos fitoterapicos, que sdo usadas especialmente
como antimicrobiano (MATQOS, 2021). Entre populaces de baixa renda de paises em
desenvolvimento, que possuem pouco ou nenhum acesso aos medicamentos alopaticos, a
utilizacdo de medicamentos tradicionais virou uma prética usual (GUREJE et al., 2015).
Contudo, a aceitacdo da medicina popular como uma forma de tratamento tem crescido entre

todos os grupos socioecondmicos (GAGNIER et al., 2016).
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O potencial farmacoldgico das plantas é ainda insuficientemente explorado. Estima-se
que ha entre 250 mil a 500 mil espécies de plantas no total, onde apenas uma pequena
porcentagem tenha sido submetida a analise. A quantidade de estudos cientificos em procurar
novas descobertas e comprovacédo sobre as atividades de plantas medicinais, vem crescendo e
demonstram serem promissores, sendo um grande interesse da industria farmacéutica e
instituicOes de pesquisa (CECHINEL FILHO; ZANCHETT, 2020).

2.2 A familia Meliaceae e a espécie Azadirachta indica

A familia Meliaceae possui cerca de 1.400 espécies (KURAVADI et al., 2019). Essa
familia faz parte da ordem Sapindales, que compreende 50 géneros distribuidos
predominantemente nos tropicos de todo mundo, sendo que dezesseis espécies que formam
quatro géneros estdo presentes na regido sul do Brasil de forma nativa. Dentre as espécies
existentes no Brasil podem-se destacar os géneros Cabralea, Cedrela, Guarea, Trichilia, Melia
e Azadirachta (FERNANDES, 2022).

Figura 1. Folhas de Azadirachta indica

Fonte: O autor, 2023.

Plantas exoticas que se adaptaram ao clima do brasileiro tém demonstrado diversas
propriedades medicinais, como por exemplo o Nim (Azadirachta indica) (Figura 1), de origem
do sudeste asiatico (Myanmar e india), uma regifo com clima tropical, essa planta pertence a
familia Meliaceae. O género Azadirachta foi descrito por Adrien-Henri de Jussieu e publicado
em Mémoires du Muséum d'Histoire Naturelle (ATTRI et al., 2020; MAITHANI et al., 2011).

As plantas desta espécie sdo arvores perenes, monoicas, com tricomas simples, sua altura
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pode variar de 15 até 20 metros, seu tempo de vida pode chegar a 200 anos ou mais. O didmetro
de sua copa varia de 8 até 15 metros. O tronco é curto semirreto ou reto, robusto com diametro
de 30 até 80 centimetros, ritidoma de cor marrom-avermelhada, com fissuras ou enrugado.
Sistema radicular com uma raiz pivotante e outras raizes laterais. Sdo arvores atrativas, com
numerosas folhas de até 40 cm de comprimento, sdo do tipo imparipinadas, com 4-9 pares de
foliolos opostos; ovado-lanceolados a lanceolados, com até 9 cm de comprimento e 3 cm de
largura, apice largamente acuminado, base muito assimétrica, margens grosseiramente serradas,
glabras, de cor verde-claro (SILVA et al., 2019).

Possui inflorescéncia do tipo panicula axilar, com comprimento que chega a 35 cm. As
flores apresentam calice penta-lobado, com 5 pétalas livres, imbricadas, de cor branca,
formando um tubo estaminal cilindrico, terminado por 10 apéndices arredondados ou truncados,
emarginados ou bilobados, as vezes unidos; disco anular, fundido a base do ovario; ovario 3-
locular, cada I6culo com 2 dvulos colaterais, estilete expandido, terminando em 3 lobos
estigmaticos agudos e fundidos, de cor creme. Seu fruto € uma drupa elipséide, com 1,5 a 1,8cm
de comprimento, de cor verde ficando amarelo ao decorrer do amadurecimento do fruto; 1-2
sementes de cor marrom com endocarpo cartilaginoso e amargo (SILVA et al., 2019).

O desenvolvimento do Nim ocorre preferencialmente em clima tropical, apesar de poder
se adaptar ao clima subtropical, entretanto, sua producdo de frutos se compromete, nessas
regides o Nim apresenta crescimento rapido e perenifolio (ADHIKARI et al., 2020). Na india,
o Nim é famoso pela sua tolerancia a escassez de agua, visto que cresce em regides aridas do
pais (NAZ et al., 2022). Em 1984, ocorreu a sua introducdo no Brasil, atualmente é encontrado
nas varias regifes do Brasil. Por ter um amplo potencial farmacoldgico é alvo de multiplos
estudos no uso medicinal (FERNANDES, 2017).

O uso medicinal do Nim na india existe ha mais de 4 milénios em virtude de suas
propriedades medicinais apresentadas por suas folhas, frutos, sementes, casca e raizes para o
tratamento de mdaltiplas molestias como: hanseniase, sifilis, disturbios gastrointestinais,
infeccOes dermatologicas e odontologicas, alem de problemas respiratorios (DUBEY, 2014,
TEMBE-FOKUNANG et al., 2019). Relatos cientificos vém apontando que extratos de folhas
de Nim demonstraram propriedades antimicrobianas, vermifugo, antimalarico, cardioprotetoras
e na eliminag&o de radicais livres (ALZOHAIRY, 2016; MOIN et al., 2021). Além de atividade
viricida contra o Coxsackievirus B-4, interferindo no estégio inicial do ciclo de replicacéo do
virus (UZZAMAN, 2020).

Enquanto que extratos da casca do Nim (ECN) possuem atividades como: anti-

inflamatdria, antialérgica, antitumoral, antifingica, antiprotozoaricas (MANOGARAN et al.,
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1998; BISWAS et al., 2002). Ha relato de atividade hepatoprotetora contra danos hepéaticos em
ratos albinos com fortes evidéncias de propriedades antioxidantes (GOMASE et al., 2011).
Curiosamente, o ECN também tem efeito inibitdrio na propagacdo do virus Herpes Simples
(HSV) tipo 1 na fusdo viral e o virus da hepatite de camundongo (MHV), um coronavirus
murino, ao prevenir a disseminagdo célula a célula (FACCIN-GALHARDI et al., 2019;
SARKAR et al., 2020).

2.3 Aspectos fitoquimicos da Azadirachta indica

Ao longo do tempo, pesquisas mostraram que Azadirachta indica é rica em uma ampla
gama de compostos fitoquimicos, dos quais varios tém potencial farmacolégico, presentes em
todas as partes da planta (MAIA, 2021). De todos esses compostos, os triterpenos lideram o uso
terapéutico. Especialmente, Nimbina (triterpeno) mostrou ter propriedades antipiréticas,
fungicidas, anti-histaminicas e antissépticas. Além disso, a Nimbina est4 associada a efeitos
anti-inflamatorios e antioxidantes (NAIK et al., 2014; SCHUMACHER et al., 2011).

Também sdo encontrados no Nim os flavonoides, que funcionam como inibidores da
biossintese de prostaglandinas e das enzimas como proteinas quinases e fosfodiesterases, todas
envolvidas na inflamacdo (BATISTA et al., 2018; HERNANDEZ-AQUINO; MURIEL, 2018).
Os extratos sdo a forma mais tipica de Nim e sua andlise fitoquimica aprofundada confirmou a
presenca, em grandes quantidades de triterpenos, flavonoides e saponinas, enquanto outros
componentes, como catequinas e nimbinas, parecem estar presentes em quantidades menores
(NAIK et al., 2014). Outros metabdlitos encontrados nos extratos de Nim sdo: limonoides,
taninos, alcaloides, terpenoides, agucar redutor, catequinas, esterdis e acido galico (ROMA et
al., 2015; SALEEM et al., 2018).

A Azadirachta indica é uma arvore rica em taninos, alcaloides, flavonoides, terpenoides,
acucares redutores, glicosideos, trissulfeto ciclico, esterdis insaturados e saponinas
(ATANGWHO et al., 2009; BIU et al., 2010; NWAKAEZE et al., 2013; OLABINRI et al.,
2013; SUSMITHA et al., 2013; VASANTHARAJ et al., 2013). Novos triterpenoides
tetraciclicos, Zafaral e Meliacinanidrido, da mesma forma como, flavonoides (Genisteina 7-O-
glicosideo e (-)-Epi-catequina) e um tetranortriterpendide, Nimonol, junto com dois
constituintes conhecidos, Nimocinol e Isomeldenina, foram extraidos das folhas da arvore
(GOPALAKRISHNAN et al, 2002; KANWAL et al., 2011; SIDDIQUI et al., 1999;
SIDDIQUI; RASHEED, 2001; 2004).

A triagem completa dos constituintes quimicos de A. indica usando cromatografia de
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camada fina de alto desempenho mostrou a presenca de rutina, B-sitosterol, acido elagico, acido
feralico, lupeol e quercetina (YIN et al., 2005; PANDEY et al, 2014). Os componentes
fitoquimicos dos extratos de folhas e casca foram investigados, contendo estigmasterol,
terpinen-4-ol, sugiol, 4-cymene, nimbiol, a-terpinene e tocoferol (NAND et al., 2012). As
estruturas de alguns fitoquimicos bioativos selecionados isolados de diferentes partes de A.
indica sdo demonstradas na Figura 2.

Figura 2. Estruturas de alguns fitoquimicos bioativos isolados de diferentes partes de A. indica.
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5,7,4"-trihidroxi-3' 5'-diprenifiavanana (-)-Epicatequina (anti-inflamatério) EHa Odoratone (inseticida)
(antimutagénico)  _

e gy e o

Salanina (antibacteriano) Nimbothalin (inseticida) Naheedin {(antibacteriano)

Fonte: O autor, 2023.
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Resinas de &pice caulinar e folhas imaturas continham flavanona isoprenilada (8-prenil-
5,7-di-hidroxi-3'-(3-hidroxi-3,3-dimetilbutil)-4'-metoxiflavanona (BALASUBRAMANIAN et
al.,, 1993). Sharma e colaboradores (1998) isolaram compostos ndo terpenoides, como
nimbotalina e n-tridecil benzeno, de folhas utilizando a extracdo com etanol. A investigacao
das folhas mostrou conter isoprendides, flavanona (8,3'-di-isoprenil-5,7-di-hidroxi-4'-
metoxiflavanona), nonisoprendides e meliacina (2',3'-deidrosalannol) (GARG; BHAKUNI,
1984, 1985). Da mesma maneira, triterpenoides, 22,23-diidronimocinol e desfurano-6-a-
hidroxiazadiradiona foram isolados do extrato metandlico das folhas (SIDDIQUI et al., 2002).
As folhas também tinham azadiradiona, tetraterpenoide (14,15-epoxinimonol) e flavonoides,
especialmente quercetina (GOVINDACHARI et al., 2000; 1999; CHAKRABORTY et al.,

1989). A Tabela 1 mostra alguns dos fitoquimicos ja isolados de varias partes de A. indica.



Tabela 1.

Fitoquimicos isolados de diferentes partes de Azadirachta indica.

Parte Origem Fitoguimico isolado Natureza do extrato Referéncia
Folhas Delhi, india Estigmasterol, terpinen-4-ol, sugiol, 4-cymene, nimbiol, a-terpineno e vitamina E Diclorometano e extratos metanélicos Nand et al., 2016
Kogi, Nigéria Esteroides, glicosideos, flavondides, triterpendides, carboidratos, alcaloides e antiquinona Cloroférmio, aquoso e extratos Rapheal, 2012
Bengaluru, india etanélicos Prashanth; Krishnaiah, 2014
Carachi, Paquistdo Zafaral, meliacinanidrido, nimocinol e isomeldenina Extrato etandlico Siddiqui et al., 2004
india Nimonol Extrato etandlico Gopalakrishnan et al., 2002
india Extrato metanélico Suresh et al., 1997
Patiala, India Nimbothalin e n-tridecil benzeno Extrato etandlico Sharma et al., 1998
india Isoprendide, flavanona (8,3'-di-isoprenil-5,7-di-hidroxi-4'-metoxiflavanona), ndo isoprendides e meliacina  Extrato em etanol fracionado com Garg; Bhakuni, 1984
cloroférmio e n-butanol
Carachi, Paquistdo 22,23-Diidronimaocinol e desfurano-6-a-hidroxiazadiradiona Extrato metandlico Siddiqui et al., 2002
Carachi, Paquistdo Meliatetraolenone e odorone Extrato metandlico Siddiqui et al., 2003
Cairo, Egito Hidrocarbonetos (pentacosano, tetracosano, B-germacreno, -cariofileno e dodeceno) e compostos Oleo extraido com vapor El-Hawary et al., 2013
oxigenados (octadecanol, verdiflorol, farnesol e a-terpineol)
Carachi, Paquistdo Triterpenos tetraciclicos Extrato etandlico Siddiqui; Faizi, 1984;
Siddiqui et al., 1986.
Trivandrum, india Acido a-linolénico Extrato de n-hexano Nair et al., 1997
Raizes Carachi, Paquistdo Nimbilina e nimolilina Diclorometano e extratos metandlicos  Ara et al., 1989b
Flores Japdo flavonoides prenilados Extrato metanélico Nakahara et al., 2002
Carachi, Paquistdo Flowerine, flowerone, o-metilazadironolida e diepoxiazadirol Extrato metandlico Siddiqui et al., 2003
Carachi, Paquistdo Sesquiterpenos, compostos aromaticos, acidos graxos e ésteres de acidos graxos, esterdides e alguns Extrato de n-hexano Siddiqui et al., 2009
hidrocarbonetos
Carachi, Paquistao Azharona, azadirona e isoazadironolida Extrato metanolico Siddiqui et al., 2006
Sementes  Islamabade, Genisteina 7-O-glicosideo e (-)-epi-catequina Metanol, n-hexano e Kanwal et al., 2011
Paquistéo extratos de acetato de etila
Bombaim, india Alcool tetranortriterpénico Oleo de semente Gaikwad et al., 1990
Rajastfo, India Compostos organossulfurados Extrato de éter dietilico Balandrin et al., 1988
Extrato volatil de vapor Mubarak; Kulatilleke, 1990
Benin, Senegal, Salanina n-hexano Yamasaki et al., 1988
Haitie e india
Mandalai, Myanmar ~ Azadiractina M, azadiractina N, 11-epi-azadiractina H, triterpenéide(1a,7a-diacetoxiapotirucall-14-eno- Extrato metanolico Luo et al., 1999;
30,21,22,24,25-pentaol), odorona e 23,3 3,4f-trihidroxipregnan-16 -1 Luo et al., 2000
Bangalore, India 11-Hidroxiazadiractina-B, 1-tigloil-3-acetilazadiractinina, 1,2-diacetil-7-tigloil-12-hidroxivilasinina e 23- Extrato metanélico Kumar et al., 1996
desmetillimocina-B
Maiduguri, Nigéria la-Metoxi-1,2-dihidroepoxiazadiradiona, 1p,2f-diepoxiazardiradiona, 7-acetilneotriquilenona, desacetil- Extrato de éter de petrdleo dissolvido Kraus et al., 1981
7-benzoilazadiradiona 7-desacetil-7-benzoilepoxiazadiradiona e 7-desacetil-7-benzoil-gedunina em metanol
Gujarate, india Azadiractina Extrato de diclorometano Jarvis; Morgan, 2000
Extrato metanélico Deota et al., 2000
Haiti Desacetilazadiractinol Oleo de semente Kubo et al., 1986
Maharashtra, India la,2a-Epdxi-17B-hidroxiazadiradiona, 1a,2a-epoxinimolicinol e 7-desacetilnimolicinol juntamente com Extrato metanélico Hallur et al., 2002
epoxiazadiradiona, 17p-hidroxiazadiradiona, gedunina, nimbina e nimolicinol
Fruto Carachi, Paquistdo Mahmoodin, azadirachtol e naheedin Extrato etandlico Siddiqui et al., 1992

Carachi, Paquistéo
Carachi, Paquistdo

Salimuzalina, acido azadirdlico, azadiradinol e azadironol
Limocinone, limocin A, limocin B, limocinol, and limocinin

Extrato etandlico
Extrato etandlico

Siddiqui et al.,1998
Siddiqui et al., 1991

Fonte: O autor, 2023.
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Folhas de A. indica tinham azadiractina e limondides (IGNACIMUTHU; JAYARAJ,
2005; SCHAAF et al., 2000). A foto-oxidacdo da nimbina, salanina e azadiractina produz
isonimbinolideos e isosalaninolideos (JARVIS et al, 1997). A presenca de
tetranortriterpenoide, meliatetraolenona e um composto denominado odorona foi confirmada
por ressonancia magnética nuclear nas folhas frescas (SIDDIQUI et al., 2003).

Os Oleos essenciais extraidos por hidrodestilacdo de folhas e flores analisados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EMS), revelaram a presenca
de 85,6% de hidrocarbonetos, incluindo y-elemeno (9,89%), cariofileno (6,8%), -elemeno
(33,39%), germacreno D (9,72%) e biciclogermacreno (5,23%) no 6leo das folhas. Os
principais compostos detectados nos 6leos essenciais de flores e folhas foram B-elemeno, y-
elemeno, germacreno D, cariofileno e biciclogermacreno. O dleo extraido das flores consistia
em 63,22% de hidrocarbonetos (pentacosano 18,58%, tetracosano 10,65%, B-germacreno
9,73%, B-cariofileno 5,84% e dodeceno 4,54%) e 28,3% de compostos oxigenados (octadecanol
16,7%, verdiflorol 5,32%, farnesol 1,63% e a-terpineol 1,51% (EL-HAWARY et al., 2013). O
Oleo extraido das flores também ja revelou possuir cubebene, copaene, humulene, 6-cardinene
e varios esquiterpenos, que foram responsaveis por atividades antimicrobianas (AROMDEE et
al., 2005). A Figura 3 mostra compostos volateis antibacterianos importantes obtidos de A.

indica.

Figura 3. Compostos volateis antibacterianos isolados de diferentes partes de A. indica.
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Fonte: O autor, 2023.

O extrato metandlico das flores apresentou flavonoides prenilados (5,7,4'-trihidroxi-8-
prenilflavanona, 5,4'-dihidroxi-7-metoxi-8-prenilflavanona, 5,7,4'-trihidroxi-3',8-
diprenilflavanona e 5,7,4'-trihidroxi-3’,5'-diprenilflavanona) (NAKAHARA et al., 2002;
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NAKAHARA et al., 2003). A extracdo das flores, como era de se esperar, mostrou apresentam
uma grande variedade de compostos como flavonoides (5,7,4'-triidroxi-8-prenilflavanona, 5,4'-
diidroxi-7-metoxi-8-prenilflavanona, 5,7,4'-triidroxi-3',8-diprenil-flavanona e 5,7,4'-triidroxi-
3',5'-diprenilflavanona, florina e florona) e triterpendides (O-metilazadironolida e
diepoxiazadirol) (SALEEM et al., 2018)

Outros constituintes conhecidos presentes nas flores sdo triterpendides (acetato de
triquilenona), flavanonas, nimbaflavona, 3'-prenilnaringenina e 4-(2-hidroxietil)fenol
(SIDDIQUI et al., 2003). Flores frescas também demonstraram a presenca de sesquiterpenos,
compostos aromaticos, &cidos graxos, ésteres de &cidos graxos, esteroides, alguns
hidrocarbonetos, azharona (5,7,4'-trihidroxi-3'-(3"-metil-2",3"-epoxibutil)flavan-4-ona (3)),
azadirona e isoazadironolida (SIDDIQUI et al., 2006, 2009).

Oleos essenciais extraidos de sementes e grédos usando metanol foram analisados por
diferentes técnicas cromatograficas revelaram a presenca de alcool tetranortriterpénico
(GAIKWAD et al., 1990; GOSSE et al., 2005; MOMCHILOVA et al., 2007). As sementes
possuiam compostos organossulfurados muito volateis, especialmente o grupo din-propil- e n-
propil-1-propenil contendo di-, tri- e tetrasulfetos, conforme examinado usando GC/MS
(BALANDRIN etal., 1988; MUBARAK; KULATILLEKE, 1990).

O extrato de sementes e graos foram analisados em alguns estudos, e varios compostos
bioativos foram caracterizados: azadiractina M, azadiractina N, 11-epi-azadiractina H e
triterpenodide (1a,7a-diacetoxyapotirucall-14-eno-3a,21,22,24,25-pentaol) em conjunto com
compostos conhecidos, odorona e 2f3,33,4p-trihidroxipregnan-16-ona (LUO et al., 1999, 2000).
Uma avaliacdo fitoquimica anterior de sementes relatou a presenca de 11-hidroxiazadiractina-
B, 1-tigloil-3-acetilazadiractinina,  1,2-diacetil-7-tigloil-12-hidroxivilasinina e  23-
desmetillimocina-B (KUMAR et al., 1996). Kraus et al. (1981) isolaram la-metoxi-1,2-
dihidroepoxiazadiradiona, 1p,2p-diepoxiazardiradiona, 7-acetilneotrichilenona, desacetil-7-
benzoilazadiradiona, 7-desacetil-7-benzoilepoxiazadiradiona e 7-desacetil-7-benzoil-gedunina
das sementes.

A presenga de mahmoodin, azadirachtol e naheedin no 6leo e na casca do fruto da arvore
foi descoberta usando NMR e anélise quimica (SIDDIQUI et al., 1992). Mais tarde, o exame
do revestimento da fruta usando técnicas espectroscopicas revelou a presenga de novos
triterpendides tetraciclicos, como salimuzzalin, acido azadirolico, azadiradinol e azadironol
(SIDDIQUI et al., 1998). Anteriormente, 0s mesmos pesquisadores confirmaram presenca de
limocinona, limocina A, limocina B, limocinol, limocinina (SIDDIQUI et al., 1991),

isonimolicinolida e acido nimolicindico em frutas frescas maduras (SIDDIQUI et al., 1987).
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Em outro estudo mostrou que frutas frescas continham azadirona, epoxiazadiradiona e
azadiradiona (HALDAR et al., 2013).

Foram extraidos do Oleo de frutos e as folhas de A. indica triterpenos tetraciclicos, como
meliantriol, nimolicinol, nimbocinona, nimocina, azadirachtol e nimocinol (CHOPRA et al,
1956; KRAUS; CRAMER, 1978; NADKARNI, 1976; SIDDIQUI et al., 1986; SIDDIQUI;
FAIZI, 1984). A presenga de acido a-linolénico de folhas frescas da arvore também foi
reconhecida (Nair et al., 1997). Suresh et al. (1997) identificaram nimonol extraido de folhas
verdes por estudos espectroscopicos COSY e NOESY NMR. Em outro estudo, identificou-se
azadiraquitina e salanina, que afetam seu sabor amargo da fruta (JOHNSON et al., 1996). Foi
revelado que a casca da raiz é constituida por dois novos terpenoides, nimbilina e nimolina
(ARA et al., 1989b).

Diversos estudos tém mostrado a presenca de diferentes compostos nos extratos das
sementes da A&rvore: azadiractina, nimbidinina, acido nimbidico, nimbin, nimbolide,
tetranortriterpendides (11-epi-azadiractina H), 11-epi-azadiractina D, nimbanal e salanol-3-
acetato e seis novos limonodides  (1-benzoil-3-desacetil-1-detigloil,  salanina,
deacetilazadiractinol, 7-tigloil-12-oxovilasini, azadiralactona e azadirahemiacetal) (DEOTA et
al., 2000; JARVIS; MORGAN, 2000; KUMAR et al., 1996; MITRA et al., 1971; BOKEL et
al., 1990; RAMJI et al., 1996; 1998; ROJATKAR et al., 1989; WANG et al., 2013; KUBO et
al., 1986). O 6bleo extraido das folhas continha y-elemeno (20,8%), germacreno-B (20,3%),
transcariofileno (13,5%), hexadecanal (12,8%) e linoleato de metila (10,5%) (DASTAN et al.,
2009).

Dos Oleos extraidos das sementes foram identificados: 1a,2a-epoxi-17p-
hidroxiazadiradiona, 1la,2a-epoxinimolicinol e 7-desacetilnimolicinol, juntamente com
epoxiazadiradiona, 17B- hidroxiazadiradiona, gedunina, nimbina, nimolicinol e salanina
(HALLUR et al., 2002; YAMASAKI et al., 1988). Foi estabelecido que a casca da raiz era
constituida por diferentes terpenoides, como nimblin e nimolinin, além de outros compostos,
como margocina, margocinina, margocilina e nimbidiol (ARA et al., 1989b; 1990;
MAJUMDER, 1987). Enquanto a casca do caule continha nimbonone, nimbinone,
isonimbinolide, nimbionone, nimbionol e nimbonolone (ARA et al., 1988, 1989a, 1989b;
SIDDIQUI et al., 1988). Na investigacdo da parte interna do tronco da arvore foi revelado a
presenca de 24-metilenolofenol (BANERJI, 1987).

Os principais componentes quimicos extraidos do Nim compdem a classe dos produtos
naturais denominados triterpenos, sendo mais especifico, os limondides. Dentre os limondides,

a azadiractina de formula molecular C3sH4016 é a mais estudada e mais ativa (OLIVEIRA et
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al., 2021). A azadiractina é encontrada em todas as partes da planta, com maior concentracdo
nos frutos, passando por alteragdes na concentragdo ao decorrer de seu desenvolvimento, sendo
maior quando maduro, pode mostrar diferencas devido ao modo de colheita, da variacdo de
umidade, de iluminacéo, temperatura e pH (ADEYEMI; MOHAMMED, 2014; KUMAR et al.,
2014).

2.4 Aspectos sobre a atividade antimicrobiana de Azadirachta indica

Foi identificado que o Nim é rico em compostos bioativos como esterdides, agucares,
triterpendides, alcaloides, agucares redutores, taninos, flavonoides, lactonas sesquiterpénicas e
compostos fenolicos (TESSO et al., 2015; VIJAYARAM et al., 2016). Estes compostos séo
responsaveis pelas propriedades antibacterianas de quase todas as partes desta arvore
(DHAKAL etal., 2016; NEETA; PANKAJ, 2016; SINAGA et al., 2016). Extratos em metanol,
acetona e agua demonstraram a capacidade de inibir o crescimento de Escherichia coli,
Micrococcus luteus, Enterobacter spp, Bacillus subtilis, Klebisiella. pneumoniae,
Staphylococcus pyogens e S. aureus (LALL et al., 2013; SALAM et al., 2014
TIRUMALASETTY et al., 2014; VIJAYARAM et al., 2016). Extratos de todas as partes da
arvore (metanol e cloroférmio) mostraram propriedades antibacterianas maximas contra
Salmonella e Shigella sp. na concentracdo de 2 mg/mL (TESSO et al., 2015). Extratos
metanolicos de sementes também mostraram atividade antimicrobiana acentuada (SHARMA
etal., 2014).

Outro estudo com extrato etandlico da casca focado na avaliacdo detalhada dos efeitos
antibacterianos desta espécie vegetal demonstrou a concentracdo inibitéria minima e a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram de 5 e 50 mg, respectivamente, para
Klebisiella ozaenae, S. aureus e E. coli (ABALAKA et al., 2012). Extratos etandlicos e aquosos
mostraram potencial antibacteriano contra S. aureus e E. coli (DANGANA et al, 2016). O
extrato de folhas dissolvido em dimetilsulfoxido demonstrou potencial antimicrobiano
significativo contra Streptococcus mutans, S. aureus e Enterococcus faecalis (MISTRY et al.,
2014). O potencial antibacteriano in vitro de A. indica foi avaliado contra E. faecalis com a
droga padrdo hipoclorito de sddio (5%) /clorexidina (2%), ndo foi observado nenhuma
diferenca estatistica na atividade antibacteriana de A. indica e da droga hipoclorito de
sodio/clorexidina (SINHA et al., 2017).

Extratos brutos de sementes e cascas inibiram o crescimento de varias bactérias gram-
positivas e gram-negativas (GARG et al., 2015; GUL et al., 2015; ORHUE et al., 2014).
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Extratos de sementes, cascas, frutas e folhas foram considerados eficazes contra bactérias
bucais (YERIMA et al., 2012). O 6leo extraido das sementes exibiu efeito inibitorio sobre o
crescimento de fungos, bactérias e virus (SUSMITHA et al., 2013). O extrato etandlico (9%)
do oOleo da semente apresentou alto potencial antibacteriano contra E. coli (TAMBE et al.,
2016).

Os extratos de casca e folhas apresentaram atividade antibacteriana significativa, que
aumentou com maior concentracdo; no entanto, extratos de sementes e frutas inibiram o
crescimento bacteriano apenas em concentracdes mais altas (YERIMA et al., 2012). Além
disso, o extrato de flores também mostrou potencial bactericida contra Bacillus cereus, S.
aureus, Listeria monocytogenes, E. coli e Salmonella infantis (ALZOREKY; NAKAHARA,
2003). Outros estudos também confirmaram os efeitos bactericidas de varios extratos de A.
indica (GNANKALAI; GOPAP, 2016; SINGH et al., 2016).

Diversos metabolitos secundarios (flavonoides, nimbolide, azadiractina, etc) sdo
responsaveis pelo potencial antimicrobiano desta planta (MANACH et al., 2004). Um dos
principais antibacterianos presentes nas folhas € o nimbolide, que demonstrou resultados como
um antibiotico de amplo espectro para Bacillus subtilis, E. faecalis, Staphylococcus epidermis,
Eenterobacter aerogene, Enterobacter cloacae e Salmonella typhimurium (FAROOQUI et al.,
2014). Foi relatado na literatura que os extratos produzidos por solventes polares demonstram
maior atividade antibacteriano do que apolares (RAJASEKARAN, 2008).

Extratos metandlicos de folhas mostraram potencial antibacteriano contra bactérias
multirresistentes, Vibrio cholerae e S. aureus (PANDEY et al., 2014; SINGH et al., 2016).
Extratos etanolicos de folhas mostraram eficicia contra S. aureus suscetiveis e resistente a
meticilina nas concentragdes de 25%, 50%, 75% e 100% (SARMIENTO et al., 2011). Dentre
0s muitos extratos polares e apolares, 0s extratos metanol e etandlico foram os mais eficazes
contra cepas multirresistentes (DAHIYA; PURKAYASTHA, 2012).

Um estudo recente mostrou que a atividade antibacteriana do extrato de folhas frescas
foi proeminente contra E. coli, S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. Foi investigado que
extratos de folhas frescas inibiram o crescimento bacteriano de forma mais eficaz do que folhas
secas (AZMAN et al., 2016; FRANCINE et al., 2015). O extrato etan6lico das folhas mostrou
valores Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) mais significativos do que galhos contra S.
aureus sensivel & meticilina, enquanto os valores CIM foram comparaveis no caso de E. coli
(RAVI et al., 2015). Os valores de CIM do extrato de folhas foram relatados como 6,25 e 12,5
mg/ml para Proteus mirabilis e E. faecalis, respectivamente (MUHAMMAD et al., 2015). O

crescimento de E. faecalis pode ser controlado de forma mais eficaz pelo extrato aquoso das
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folhas do que hipoclorito de soédio (NaOCI) e antibidticos prescritos (DAMRE, 2015;
GONMODE et al., 2013). A combinagdo de extrato de casca e galhos da arvore apresentou
razoavel potencial antimicrobiano contra espécies de S. mutans e Lactobacilli (CHAURASIA,
2016; SUNDARAM et al., 2016).

Varios estudos realizados com extratos metanolicos das folhas de A. indica mostraram
potencial propriedade antibacteriana contra Bacillus pumilus, S. aureus, Candida albicans,
Staphylococcus epidermidis, K. pneumoniae, B. subtilis, Proteus morganii, E. coli e S.
typhimurium (JAGTAP; CHAVAN, 2016; DAS et al, 2014; AJAYI et al., 2016; GADIEN et
al., 2015). Assim, pode-se inferir que da literatura discutida acima, varios extratos de diferentes
partes de A. indica demonstraram seus potenciais antibacterianos contra bactérias gram-
positivas, gram-negativas e algumas cepas resistentes.

Os compostos bioativos, como nimbidina, nimbin, azadiractina e meliantrol, que estdo
presentes na A. indica, podem serem responsaveis por suas atividades antimicrobianas e vém
apresentando a capacidade de inibir a colonizacéo e a viabilidade de biofilmes de Pseudomonas
aeruginosa (MEHRISHI et al., 2022; KAVERIMANIAN; HEUERTZ, 2019; RAFEY et al.,
2021). Esses compostos atuam a partir de varios mecanismos, que inclui: interferir na
capacidade da bactéria aderir as superficies, inibir a sintese de substancias virulentas e danificar
a integridade da membrana celular da bactéria (HEYMAN et al., 2017; BODIBA et al., 2018;
SUNTARI et al., 2022). Além do mais, outras pesquisas relatam que A. indica também pode
atuar contra a resisténcia aos antibidticos, um dos maiores problemas no tratamento de
infeccdes por P. aeruginosa. 1sso ocorre visto que alguns compostos de A. indica podem atuar

em sinergia com antibi6ticos convencionais, potencializando sua atividade (GARG et., 2014).

2.5 Caracteristicas gerais de Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria que pertence a ordem Pseudomonadales,
familia Pseudomonadaceae e ao género Pseudomonas, que foi descrita pela primeira vez em
1972 por Schroeter (OZEN et al, 2013). Caracteriza-se como um bacilo Gram negativo, sua
membrana externa é formada por proteinas, lipopolissacarideo e fosfolipidios, é aerdbia estrita
que nao forma esporos, podendo ser encontrada como celula isolada, aos pares ou em curtas
cadeias, apresentando mobilidade através da presenca de flagelo polar monotriquio
(STARADUMSKYTE, 2014).

Essa bactéria diferencia-se dos demais grupos de microrganismos por ser um patoégeno

oportunista, de ampla disseminacéo cosmopolita e por possuir um metabolismo versatil (PEIX
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etal., 2009; WHITMAN et al., 2015). Normalmente pode ser encontrada em praticamente todos
os lugares; incluindo ambientes hospitalares, em equipamentos que ultrapassam a barreira
cutanea-mucosa (BALASUBRAMANIAN et al., 2013). As baixas demandas nutricionais
possibilitam seu éxito ecoldgico e sua capacidade como bactéria oportunista (PEREZ et al,
2011). No estado de biofilme, essa bactéria é capaz de sobreviver em hipoxia ou outros meios
excessivamente adversos (SINHA et al., 2021; TANG et al., 2021). A respiracdo celular da P.
aeruginosa é caracterizada como aerobia estrita, ou seja, usa 0 oxigénio como receptor final de
elétrons. Entretanto, em ocasifes excepcionais, 0 nitrato € utilizado como receptor final
alternativo, contribuindo para o crescimento dessa bactéria em condi¢fes anaerdbicas
(DADDAQUA et al., 2009).

Uma importante maneira de identificar laboratorialmente esta espécie € considerando
suas propriedades metabdlicas. Essa espécie ndao é fermentadora de carboidratos, seu
metabolismo dos agUcares simples ocorre pela via de Entner-Doudoroff e possui a capacidade
de expressar enzimas como citocromo-oxidase, arginina dehidrolase e ornitina descarboxilase
(ARAI, 2011; DADDAOQUA et al, 2009). Outra caracteristica que também & importante para
facilitar a identificacdo dessa espécie é a sintese de pigmentos fluorescentes, como a piocianina
e a pioverdina. A pioverdina é classificada como um sider6foro presente no processo que regula
a absorcdo do ferro e a piocianina atua no mecanismo transportador de elétrons (PEEK et al
2012; DAS et al., 2013).

2.6 Patogenia e fatores patogénicos

A patogenia causada pela infeccdo de P. aeruginosa (Figura 4), de forma geral, engloba
0 comeco do processo infeccioso com o comprometimento das defesas imunolégicas e 0s
fatores que conduzem ao surgimento de sinais e sintomas da enfermidade no individuo, pode
ocasionar infeccOes severas de quase todos os 6rgdos em individuos imunocomprometidos.
Diante desses casos, esse microrganismo costuma ser invasivo e citotoxico, usualmente
causando lesdes teciduais, difusdo sistémica, sepse e eventualmente o 6bito (RIEDEL et al.,
2022).
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Figura 4. Esquema da patogénese de P. aeruginosa.
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A capacidade da P. aeruginosa em originar vérias formas de infeccbes deve-se as
caracteristicas patogénicas que esta bactéria possui (VEESENMEYER et al., 2019). Ela é
famosa por causar infec¢Bes agudas, devido sua producdo de toxinas, e infecgdes cronicas por
sua capacidade de produzir uma grossa camada de biofilme, sendo sua patogénese fortemente
ligada ao estado de saude do paciente, acometendo majoritariamente pacientes queimados, com
fibrose cistica e internados em unidades de tratamento intensivo (UTIs) com sistema
imunoldgico enfraquecido (ALASIL et al, 2015). InfeccBGes de P. aeruginosa sdo de dificil
tratamento tendo em vista que este patdgeno possui elevados niveis de resisténcia a diversos
antibioticos, levando em conta sua expressao de varios fatores de viruléncia, que podem ser
tanto componentes estruturais quanto secretados, favorecem o sucesso de infec¢gdes duradouras
(BALASUBRAMANIAM et al, 2013; TOMARAS et al., 2013).

Algumas cepas de Pseudomonas aeruginosa pode ser patdgenos multirresistentes
(MDR), que causam infecgfes agudas ou cronicas em individuos imunocomprometidos com
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), fibrose cistica, cancer, traumas, queimaduras,
sepse e pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAV), incluindo aqueles acometidos pela
COVID-19 (ROSSI et al., 2021, JURADO- MARTIN et al., 2021, CENDRA; TORRENTS,
2021). Os tratamentos da infecgéo por P. aeruginosa sdo extremamente complicados devido as
suas rapidas mutacOes e adaptaces para ganhar resisténcia aos antibioticos (BLOMQUIST;
NIX, 2021).
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A Pseudomonas aeruginosa, um dos principais patégenos causadores de infec¢des
nosocomiais, estd amplamente disseminada em equipamentos médicos, pois tende a se
desenvolver em superficies Gmidas (JANGRA et al., 2021). E importante ressaltar que P.
aeruginosa € uma espécie de E.S.K.A.P.E., sigla dos nomes dos principais patdégenos
multirresistentes: Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa e Enterobacter. A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) identificou P. aeruginosa
resistente a carbapenem como um patdgeno prioritario 1 ou “critico”, e novos tratamentos sdo
urgentemente necessarios para enfrentar a iminente crise de satde publica (TACCONELLI et
al., 2018; DAIKOS et al., 2021).

Estudos epidemioldgicos demonstram que cerca de 700 mil pessoas falecem de
infeccBes bacterianas resistentes a antibioticos anualmente (BOTELHO et al., 2019). O
relatorio epidemiologico anual de infec¢bes associadas a assisténcia a saude de 2011-2012
relatam que P. aeruginosa causou quase 9% das infeccOes hospitalares, sendo o quarto
patégeno mais comum nos hospitais europeus (ECDPC, 2011). Da mesma maneira, 7,1% das
infeccdes hospitalares sdo causadas por P. aeruginosa nos Estados Unidos (MCCARTHY et
al., 2017). O relatdrio epidemioldgico do Centro Europeu de Prevencao e Controle de Doencas
(ECDC) de 2016 informou que P. aeruginosa causa uma diversidade de infecgdes obtidas em
UTlIs hospitalares, incluindo crises de pneumonia, infec¢fes do trato urinario e da corrente
sanguinea (FENG et al., 2017, XIN et al., 2018).

No Brasil, P. aeruginosa é um das principais causadoras de infeccdes nosocomiais, além
de ser a bactéria mais prevalente relacionada a pneumonia nosocomial e a terceira em infeccédo
primaria da circulacdo sanguinea em unidades de terapia intensiva (UTI) (WINN et al. 2008).
A infeccdo hospitalar por P. aeruginosa continua gerando resisténcia aos antibidticos
comumente eficazes, o que torna ndo ser apenas um problema local, mas uma das principais
ameagcas globais para a saide humana no mundo (HAQUE et al., 2018).

Pseudomonas aeruginosa multirresistente (MDR) e extensivamente resistente a
medicamentos (XDR) sdo patdgenos nosocomiais comuns, com taxas consideravelmente altas
que variam de 11,5% a 24,7% e 9,0% a 11,2%, respectivamente, de acordo com o banco de
dados INFORM (RECIO et al., 2020; SADER et al., 2018). A P. aeruginosa MDR tem sido
vista como uma séria ameagca pelos Centros de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) na
ultima década, representando aproximadamente 32.600 casos, 2.700 mortes e 767 milhdes de
ddlares em custos de satde anualmente (CDC, 2019). Segundo o banco de dados nacional dos
Estados Unidos da América, pacientes com P. aeruginosa MDR tiveram uma mortalidade

maior, cerca de 7 dias a mais de tempo de internacgéo, taxas de readmissao mais altas e um custo
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de 20 mil de ddlares em excesso por infeccdo em relacdo aquelas com infecgbes ndo
multirresistente (TABAK et al., 2019).

2.7 Fatores de viruléncia

A P. aeruginosa detém a capacidade de adaptar-se a meios adversos dos hospedeiros
através da secrecdo de uma diversidade de fatores de viruléncia, que favorecem para 0 sucesso

da infeccdo e para o desenvolvimento da patologia (VIDAILLAC et al., 2021).

Figura 5. Fatores de viruléncia da P. aeruginosa.
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2.7.1 Componentes estruturais

2.7.1.1 Pili ou fimbrias

Pili, ou fimbrias, sdo apéndices parecidos com pelos que se estendem recobrindo a
superficie celular de bactérias Gram negativas, agindo como adesinas, contribuindo para a
adesdo do microrganismo aos receptores do gangliosideo GM-1, ancorados na superficie das
células epiteliais suscetiveis do hospedeiro, iniciando assim a coloniza¢do (THANASSI et al,
2012; HARMSEN et al., 2010; GILTNER, 2010). Esse mecanismo ¢ intermediado pelo pili
tipo IV polar (T4P). O T4P s&o filamentos resistentes, flexiveis, formados por monémeros de
pilina, muito finos e longos (>1 um), responsaveis também pela locomog¢ado, formacao de
microcolbnias, biofilmes e incorporagdo de um novo material genético por conjugagdo
(GILTNER et al., 2012; HEINIGER et al, 2010). A aderéncia da P. aeruginosa as células
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hospedeiras é intermediada pela regido C-terminal da subunidade estrutural do pili. O receptor
celular, que é o gangliosideo GM-1, contribui para a ligagdo do pili a células do hospedeiro
(GILTNER, 2011).

2.7.1.2 Flagelo

A mobilidade da P. aeruginosa se da devido a presenca de flagelo polar monotriquio.
Uma estrutura apéndice formada por proteinas de flagelina que variam de 12 até 30 nm de
diametro. A locomocao apresentada nesta bactéria por meio dessa unidade estrutural € muito
essencial para sua adesdo e colonizacdo em superficies no ambiente, assim como em células
hospedeiras (SABNIS et al., 2021). O flagelo é dividido em trés partes: o corpo basal ancorado
a membrana celular (motor rotativo), o gancho (estrutura que transporta a forca do motor para
o filamento) e o filamento gerador do impulso (MORIMOTO et al., 2014). Esta engrenagem
gera energia para a rotacdo de um filamento helicoidal das subunidades de flagelina que age
como uma hélice (AMIEL et al., 2010).

O flagelo é muito imunogénico e sua identificacéo por glicolipideos epiteliais € um forte
impulso para a expressdo de IL-8, uma citocina responsavel por recrutar e ativar células
polimorfonucleares e macréfagos, além disso, a flagelina age como um padrdo molecular
associada ao patogeno (PAMP), ativando receptores “toll like” (TLRS5) e despertando a
imunidade inata, que conduz a uma resposta inflamatdria protetora que ajuda na erradicacédo do
patdgeno (CAMPODONICO et al, 2010).

2.7.1.3 Lipopolissacarideos

A membrana externa de bactérias Gram-negativas é formada por proteinas, fosfolipidios
e lipoproteinas, mas tém como o principal constituinte estrutural o lipopolissacarideos (LPS),
uma endotoxina formada de trés regides: lipideo A, antigeno O ou S e o cerne (MALDONADO
etal., 2016). A sintese do lipopolissacarideo acontece na membrana citoplasmatica e, logo apés
sintetizado, ele é transportado para a superficie celular, fazendo contato com o ambiente externo
e receptores celulares. As ligagdes entre os agrupamentos fosfatos e os oligossacarideos
estabilizam a membrana e permite a producdo de um escudo frente moléculas hidrofobicas
(PARK et al., 2022; CHIKU et al, 2013; CHAMBERS et al., 2017).

O LPS é um elemento importante que interfere diretamente na capacidade de viruléncia

da P. aeruginosa e na resposta imune do hospedeiro infectado. O LPS é uma molécula muito
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toxica, sendo considerado o principal fator responsavel pelas manifestaces toxicas e infec¢bes
sistémicas. O LPS atua como um padrdo molecular associado ao patégeno (PAMP) que pode
ser um forte ativador da resposta imune inata do hospedeiro, induzindo a producéo de respostas
inflamatorias dependentes e independentes de TLR-4 ap6s infecgdo bacteriana, mediante uma
cascata de transducao de sinal, células epiteliais secretam citocinas e quimiocinas, recrutando e
ativando celulas imunes inatas e células imunes adaptativas. A ativacao excessiva do sistema
imunolodgico, por meio deste mecanismo, pode causar dano tecidual grave, agrava a infecgdes
bacterianas e choque séptico e pdr em risco a vida do individuo (HUSZCZYNSKI et al., 2020;
LEHMAN; SEGAL, 2020).

2.7.1.4 Alginato

Pseudomonas aeruginosa é produtora de uma alta quantia de um polissacarideo, o
alginato, que é formado pelos acidos D-manurdnico e L-gulurdnico, ele é indispensavel para a
sua sobrevivéncia por ser responsavel pela construgdo de uma matriz polimérica na superficie
da bactéria, Ihe dando um aspecto mucoide (visivel em infec¢des cronicas, como fibrose cistica)
e esta relacionado a construcdo de grandes col6nias, denominado biofilme (MORADALI et al.,
2017). A sintese do alginato possibilita a formacdo de uma capsula ao seu redor que impedir a
difusdo de antimicrobianos, a fagocitose, a opsonizacao e a morte, favorecendo persisténcia da
estrutura do biofilme no hospedeiro, proporcionando protec¢do fisica da bactéria da fagocitose
e da acdo de antibidticos, prejudicam a depuracdo bacteriana (OZER et al., 2021; SILVA
FILHO et al, 2013).

2.7.1.5 Biofilmes

Os biofilmes sdo comunidades pluricelulares de bactérias encapsulados extremamente
estruturadas, envoltas por uma matriz extracelular sintetizada pelas proprias bactérias que se
fixam em superficies bidticas ou abioticas. Essa matriz é constituida majoritariamente por
polissacarideos, proteinas e DNA extracelular e lipidios que intermedeia a interacdo entre
células e entre célula e superficie (DENGLER, 2015). Essa estrutura fornece os meios
favoraveis para a persisténcia bacteriana, uma vez que cria um protecéo ao seu desenvolvimento
contra a resposta imune do infectado e contra a terapia antibacteriana, beneficiando a
sobrevivéncia em meios hostis (SHARMA et al., 2013; MAURICE; BEDI; SADIKOT, 2018).

Os biofilmes sdo normalmente constituidos por agua, microrganismos, substancias
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poliméricas extracelulares (EPS) e particulas retidas. A dgua é a substancia mais representativa
da massa total do biofilme, entre 80 a 97%. Os microrganismos representam apenas uma
pequena parte da massa e do volume total (menos de 10%), contudo, eles produzem as
substancias poliméricas que representam a maior parte da massa seca total (COOPER, 2010).

A formagdo de biofilme por Pseudomonas aeruginosa acontece por fases: na primeira,
ocorre a adesdo a uma superficie através de seus apéndices, como flagelos e pili; na segunda,
as bactérias sofrem alteracdes fenotipicas, reprimindo a expressdo dos apéndices e comeca a
formacéo da matriz polissacaridica do biofilme, ficam irreversivelmente fixadas as superficies;
na terceira, elas se desenvolve gradativamente na forma de microcolbnias; na quarta, as
microcol6nias se tornam estruturas tridimensionais parecidas a cogumelos; e na quinta,
acontece o desestruturacdo da microcolonia por meio de autdlise, causando a dispersédo de
células livres, que dardo inicio de um novo ciclo (THI; WIBOWO; REHM, 2020).

2.7.1.6 Enzimas

Dentre os fatores patogénicos extracelulares que permitem a invasividade da P.
aeruginosa, estdo: elastases, protease alcalina, fosfolipase C, neuraminidase e lectina
(ANDREJKO et al., 2002). As proteases (elastase e protease alcalina), agem degradar
constituintes teciduais (GALDINO et al., 2017). Estas enzimas também podem desativar o
sistema complemento, quebrar imunoglobulinas e citocinas, principalmente em individuos com
fibrose cistica (NEMETH et al., 2020). A exotoxina A causa a inibicdo da sintese proteica em
células eucaritticas e possuem potentes efeitos locais e sistémicos, incluindo necrose de tecidos
moles e choque séptico (PAPOFF et al, 2012; OKUDA et al, 2010). A fosfolipase C degrada a
membrana citoplasmatica; desfazendo o surfactante pulmonar e inativa as opsoninas (OAKE et
al., 2022).

A P. aeruginosa detém cinco sistemas de secrecao de toxinas (I, Il, Ill, V e V1), sendo
o tipo 111 (SST3) é o mecanismo fundamental de patogenicidade, pela producéo de exotoxinas
como: ExoA, ExoT, ExoS, ExoU e ExoY. Estas toxinas agem causando o aumento da lesdo
tecidual, cicatrizacdo lenta e severidade da evolucdo clinica das infecgbes bacterianas
(ANANTHARAJAH, 2017).

2.7.1.7 Pigmentos

A P. aeruginosa sintetiza dois pigmentos: a piocianina, que € um composto fluorescente,
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de azulado, que atua nas reacdes de oxidorredugdo e que € capaz de metabolizar a produgéo de
radicais livres, como hidroxilas e superoxidos, que podem causar dano tecidual (BATEMAN
et al., 2017; MARREZ; MOHAMAD, 2020); o outro pigmento é a pioverdina, tida como um
sideroforo misto composto por uma cadeia de peptideos variados e um cromoforo (catecolato)
(HANDORE et al., 2022). A P. aeruginosa usa a pioverdina como quelante de ferro, atuando
na absorcdo de ions de ferro em situacfes de baixa concentracdo, por meio de receptores de
membrana externa especificos que controlam a entrada destas moléculas na célula da bactéria
(AMMENDOLA et al., 2021).

2.8 Antimicrobianos

P. aeruginosa demonstra resisténcia intrinseca a diversos antibioticos e é capaz de
adquirir sistemas de resisténcia suplementares por conta de eventos de mutagdo ou obtencéo de
componentes genéticos moveis (MELETIS et al., 2012). Por conta da multirresisténcia, existe
uma quantia limitado de compostos antibacterianos usados na terapia de infecces causadas por
P. aeruginosa, que inclui neste grupo as cefalosporinas (ceftazidima e cefepima),
fluoroquinolonas,  monobactdmicos  (aztreonam), carbapenémicos e  polimixinas
(HORCAJADA et al., 2019).

As cefalosporinas de 42 geracdo sdo um dos Unicos antibacterianos eficazes sobre P.
aeruginosa. Contudo, o aumento de cepas isoladas resistentes a essa classe de antibiotico vem
sendo registrada (PACHORI et al., 2019). Os carbapenémicos, antibidticos de amplo espectro,
sdo usados como farmacos de primeira escolha em casos de infecgdes por P. aeruginosa
multirresistentes, e outras bactérias Gram-negativas. O doripenem é um carbapenémico estavel
contra muitas B-lactamase (exceto metalo-p-lactamase) (NEVES et al., 2011; ANJELINA;
AHMAD, 2022).

H& um frequente aparecimento e disseminacdo de P. aeruginosa resistente a
fluoroquinolonas. Devido sua falta de eficacia contra infec¢des por bactérias multirresistentes,
sua utilizacdo esta decaindo (WILLIAMS et al., 2020). A falta de novas op¢des de antibidticos
causou 0 reaparecimento de antibidticos como Gltima op¢do no tratamento de infecgdes
bacterianas multirresistentes. A reintroducdo de antimicrobianos na ultima década tem se
resumido majoritariamente em polimixinas, mais especificamente em colistina. Onde o
beneficio para tratar infec¢fes severas por P. aeruginosa é superior aos riscos de nefro e
neurotoxicidade (LIU; LIU, 2018).
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2.9 Mecanismos de Resisténcia em Pseudomonas aeruginosa

2.9.1 Enzimas B-lactamases

Os antibidticos B-lactamicos (cefalosporinas, carbapenémicos, penicilinas e
monobactamicos) (Figura 5) compdem o grupo de antimicrobianos com maior numero de
compostos prescritos, a principal caracteristica deste grupo € a presenca de um grupo quimico
heterociclico azetidinona denominado anel B-lactdmico, cujo mecanismo de acdo é a inibicdo
da sintese da parede celular bacteriana, bloqueando a transpeptidacdo do composto
peptidoglicano (LIMA et al., 2020).

Figura 6. Estrutura quimica dos antibioticos [3-lactamicos.
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Fonte: O autor, 2023.

As enzimas B-lactamases sao capazes de inativar os antimicrobianos B-lactamicos pelo
processo de hidrolise do anel B-lactdmico, quebrando sua ligacdo amida, de maneira que 0s
produtos produzidos perdem sua atividade antibacteriana (ZALFEI; SCHITO et al., 2022). A
hidrolise dos antibidticos B-lactamicos acontece pela reacéo de ligagédo éster entre o sitio ativo
de serina (ou ions de zinco, nas metalo-B-lactamases) da enzima f-lactamase ¢ o anel f-
lactdmico do antibidtico (TOOKE et al., 2019). Em P. aeruginosa, essas enzimas se encontram
no espago periplasmatico e inativam os p-lactamicos assim que eles ultrapassam a membrana
citoplasmatica externa (DIK et al., 2019).

Estas enzimas contribuem para a resisténcia a muitas outras classes de antibidticos,
resultando na limitagcdo de opcdes terapéuticas. Farmacos considerados inadequados devido a
sua alta toxicidade, como polimixinas B, sdo ltimo o recurso dos clinicos (HORCAJADA et
al., 2019). As B-lactamases séo geralmente classificadas segundo Ambler (1980) e Bush-Jacoby
Medeiros (1995). Ambler classifica as f-lactamases em quatro grupos A, B, C e D segundo a

homologia entre as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos. A segunda classificacdo €
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agrupada em 4 classes 1, 2, 3 e 4, segundo suas propriedades bioquimicas, imunologicas e
enziméticas (AWOSILE, 2017).

2.9.2 Bombas de efluxo

Bombas de efluxo sdo proteinas encontradas na membrana citoplasmatica da bactéria
que tem a habilidade bombear ativamente compostos tdxicos, como antibidticos, do meio
intracelular para fora (ALAV et al., 2018). Uma bomba de efluxo pode possuir afinidade maior
por um certo substrato ou pode atuar em uma grande diversidade de antibi6ticos (bombas de
efluxo multidrogas), de maneira que um uUnico mecanismo de efluxo pode reduzir a
suscetibilidade da bactéria a uma grande gama de antibidticos (SPINDLER, 2009; MOREIRA
et al., 2004).

Uma andlise no genoma de P. aeruginosa revelou que o mecanismo de efluxo de maior
relevdncia é o da familia Resisténcia Nodulacdo Divisdo (RND), que € expresso
predominantemente nessa espécie. Ela possui doze genes para o mecanismo de efluxo RND,
desses, quatro sdo determinantes significativos para a resisténcia a diferentes antimicrobianos:
MexA-MexB-OprM,  MexX-MexY-OprM, MexC-MexD-Opr] e MexEMexF-OprN
(HOUSSEINI et al., 2018; ROCHA et al., 2019).

Essas bombas sdo formadas essencialmente por trés proteinas-componentes. A primeira
componente situa-se na membrana citoplasmatica (MexB, MexD, MexF e MexY), que tem a
funcdo de bomba, sendo dependente de energia com alta especificidade de substratos; a segunda
fica na membrana externa e forma um canal extrusivo (porina) (OprM, OprJ e OprN); e a
terceira € uma proteina no periplasma que interliga os outros dois componentes (HENDERSON
etal., 2021; OLIVEIRA-TINTINO etal., 2022). A energia usada para bombear pode ser oriunda
de trifosfato de adenosina (ATP) ou gradiente eletroquimico de prétons (SPENGLER et al.,
2017).

2.9.2.1 Bombas de efluxo MexA-MexB—OprM

Esse sistema elimina [-lactdmicos, cloranfenicol, macrolideos, novobiocinas,
sulfonamidas, tetraciclinas, trimetoprimas carbapenémicos (com excegdo ao imipenem), bem
como diversos corantes e detergentes (MORITA; TOMIDA, 2013). E o sistema de efluxo mais
comum, e sua superproducdo causa a resisténcia as quinolonas, penicilinas e cefalosporinas,

podendo também reduzir a sensibilidade ao meropenem (CLIMACO, 2011). Sua expressdo é
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regulada negativamente por mexR, a mutacdo altera as funcbes de regulagéo levando em
superexpressdo (RANJITKAR et al, 2019).

2.9.2.2 MexX-MexY-OprM

Este sistema MexXY € expresso constitutivamente em cepas de P. aeruginosa por
concentragfes subinibitdrias de seus substratos, atuando em conjunto com OprM, é um
determinante relevante para resisténcia a aminoglicosideos, apenas nessa bactéria, e também da
tetraciclina (LI; PLESIAT, 2016). Também ¢é relatado que ele esta envolvido na resisténcia a
quinolonas, macrolideos, cloranfenicol, lincomicina e a maior parte dos B-lactdmicos. Sua
superproducdo ocorre devido a mutagcdes no repressor mexZ, que € responsavel por controlar
negativamente a expressédo (SCOFFONE et al., 2021).

2.9.2.3 MexC-MexD-OprJ e MexE-MexF-OprN

Os sistemas MexC-MexD-OprJ e MexE-MexF-OprN estdo envolvidos na resisténcia
adquirida induzidas a alguns substratos (PACHORI et al., 2019). Os tipos de substratos do
sistema MexC-MexD-OprJ contempla B-lactdmicos, fluoroquinolonas, macrolideos,
cloranfenicol, tetraciclina, novobiocina, trimetoprima e outras substancias (LORUSSO et al.,
2022). A expressao de MexC-MexD-OprJ é acionada por antimicrobianos catidnicos, sugerindo
que acontece em resposta a danificagdes na membrana bacteriana (MIKALAUSKAS et al.,
2015). Enquanto, o MexE-MexF-OprN participa da resisténcia a quinolonas, cloranfenicol e
trimetoprima. A expressao de MexE-MexF-OprN é dependente da presenca da proteina MexT,

que age como indutora pés-transcricional (SOUZA et al., 2021).

2.9.3 Perda da porina da membrana externa

A membrana citoplasmatica externa de P. aeruginosa, forma uma barreira com
permeavel seletiva a entrada e saida de antimicrobianos e outras substancias. Antibidticos com
afinidade por &gua, como B-lactdmicos, usam canais proteicos inespecificos de difusdo, as
porinas, como passagem para dentro da bactéria, enquanto macrolideos e outros antibioticos
lipofilicos entram na bactéria por meio da bicamada lipidica (MASI et al., 2019). O tipo
majoritario de porina chamada de OprF, possibilita a difusdo de espécies ibnicas e nutrientes
polares, como polissacarideos de baixo peso molecular. Contudo, ndo é eficiente para difundir
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antibidticos, devido a heterogeneidade na estrutura de seu canal (NOVIK et al.,, 2010;
NAENNA et al., 2010).

Outra porina presente em P. aeruginosa, a OprD, tem a funcdo de permitir a travessia
de aminoacidos alcalinos e pequenos peptideos semelhantes estruturalmente com
carbapenémicos, essa porina é especifica na difusdo de aminoacidos polares positivos. A OprD
é um tipo de porina transmembranares estreitas, onde apenas a carbapenémicos conseguem
passar, mas ndo outros B-lactamicos (YVER et al., 2017). Inativacdo por mutacdes no gene
OprD foi documentada como responsavel por ampliar as CIMs para os carbapenémicos e pela
resisténcia ao Imipenem e, em menor grau, a0 meropenem e ao doripenem (ATRISSI et al.,
2021).

A porina OprE, é analoga a OprD, possui como alvo especifico as Cefalosporinas, de
maneira que sua deficiéncia beneficia a resisténcia bacteriana a essa classe de antibioticos
(PANG et al., 2019). Porém, em P. aeruginosa, a principal porina expressa é a OprF, que
possibilita a captacdo de diferentes substratos (UDE et al., 2021). Certamente, essa € a porina
mais usada para captacao da maior parte dos -lactamicos nas bactérias (IDOWU et al., 2019).

A modificacdo ou perda de porinas na membrana externa de P. aeruginosa pode causar
reducdo na permeabilidade a varios antibidticos, essas alteragdes em porinas nao foi
correlacionada a materiais genéticos moveis (UDE et al., 2021). Apesar da auséncia de porinas
em P. aeruginosa conferir resisténcia intrinseca a muitos antimicrobianos, ela ndo causa niveis
expressivos (DEY et al., 2022). Entretanto, a juncdo com outros sistemas como a
superexpressdo de mecanismo de efluxo é relatado por aumentar a resisténcia dessa bactéria
(OLIVEIRA-TINTINO et al., 2022).

2.9.4 Resisténcia a aminoglicosideos

A resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos vendo sendo relatada como um processo
de varios fatores, ocorre devido a soma dos diversos mecanismos de resisténcia (CHRISTAKI
et al., 2020). Os mecanismos mais usuais de resisténcia adquirida sdo a acdo de enzimas que
alteram os antibioticos, mecanismo de efluxo ativo e diminui¢do da permeabilidade da parede
celular bacteriana (ABEBE et al., 2016). Pode acontecer, ainda, mudanca ribossomal por
mutacdo, que diminui sua atracdo por antibidticos pela ligacdo de um metil no sitio-alvo da
subunidade 16S do RNA ribossdmico, feita por enzimas metilases, que surgiu como um sistema
de alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos da classe das desoxiestreptaminas 4,6-

dissubstituidas, como amicacina, tobramicina e gentamicina (HOBSON et al., 2021; NEVES et
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al., 2011).

As enzimas que alteram aminoglicosideos, expressas por genes do plasmideo, diminuem
a especificidade de ligacdo dos antimicrobianos alterados a alvos na bactéria, a subunidade 30S
do ribossomo (MILLER et al., 2022). Os aminoglicosideos perdem sua atividade
enzimaticamente por reacoes de fosforilacdo, acetilacdo e adenilagdo (PEREZ; CHEN, 2018).
As enzimas mais expressas com frequéncia por P. aeruginosa sdo: AAC(6')-1, que proporciona
resisténcia a tobramicina, netilmicina e amicacina; AAC(6')-1l, resisténcia a gentamicina,
tobramicina e netilmicina; AAC(3)I, resisténcia a gentamicina; AAC(3)-1lI, com a mesma
propriedade de resisténcia da AAC(6')-11; e ANT(2")-1, resisténcia a gentamicina e tobramicina
(STATEVA; YORDANOV, 2009). Além do mais, o aminoglicosideo-3'-adenililtransferase

proporciona resisténcia a estreptomicina e espectinomicina (PACHORI et al., 2019).

2.9.5 Resisténcia a fluroguinolonas

Os principais sistemas de resisténcia as fluoroquinolonas em P. aeruginosa sdo
baseados em mutacbes nas enzimas DNAgirase e/ou topoisomerase IV (alvos das
fluoroquinolonas), causadas por mutagfes nos genes que as expressam e que regulam a
expressao dos mecanismos de efluxo (PANG et al, 2019). Existe trés sistemas relatados de
resisténcia a quinolonas causados por genes de plasmideos: QepA, uma bomba de efluxo;
aminoglisosideo-N-acetiltransferase, modificador de wuma amina secundaria nas
fluoroquinolonas, reduzindo sua atividade; QnrA, uma proteina que se liga a DNAgirase e/ou

topoisomerase IV, impedindo sua ligacdo com as quinolonas (BAYLAY et al., 2019).

2.9.6 Resisténcia a polimixinas

As polimixinas sdo substancias anfipaticas tensoativas, que podem interagir com 0s
fosfolipideos das membranas, que modificam sua permeabilidade (KOLOMAZNIK et al.,
2017). Logo, a resisténcia as polimixinas ocorre por mutacdes que modificam a constitui¢do da
membrana bacteriana, por meio de diminuicdo da quantidade de proteinas especificas na
membrana, diminui¢do de ions de magnésio e calcio e modificacdes lipidicas (ZHU et al.,
2018).

2.10 Classificagédo de P. aeruginosa resistentes a antimicrobianos
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A P. aeruginosa multirresistente (MDR) mudou nos ultimos anos. De acordo com 0 CDC
em 2008, foi definido como ndo sensiveis a pelo menos pelo menos um antibiético em pelo
menos trés classes para as quais a sensibilidade de P. aeruginosa é esperada (penicilinas,
cefalosporinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos e carbapenémicos) (SILVA et al., 2021).
P. aeruginosa extensivamente resistente a medicamentos (XDP) isoladas foram definidas como
ndo sensiveis a pelo menos um agente em todas, exceto duas ou menos classes de antibioticos
(MAGIORAKOS et al., 2012).

Defini¢es padronizadas para MDR, XDR e pan-resistente a drogas (PDR) P. aeruginosa
foram propostas para infeccbes em 2012, com a atualizagdo incluindo um conjunto de
categorias da definicdo do CDC de 2008 que incluia aztreonam, fosfomicina e polimixinas
(MAGIORAKOS et al., 2012). P. aeruginosa com resisténcia dificil de tratar (DTR) foi
estabelecida como ndo sensiveis a todas as seguintes drogas: piperacilina+tazobactam,
ceftazidima, cefepima, aztreonam, meropenem, imipenem+cilastatina, ciprofloxacina e
levofloxacina (KADRI et al., 2018; TAMMA et al., 2022).

A populacdes com alto risco para P. aeruginosa MDR e XDR incluem aqueles internados
na UTI, individuos imunocomprometidos, com doenca pulmonar crbnica e que receberam
carbapenem ou fluoroquinolona nos ultimos 3 meses (RAMAN et al., 2018). CondicGes
independentes relacionadas a mortalidade em 14 e 30 dias em infectados com P. aeruginosa
MDR ou XDR incluem aqueles com alto risco (por exemplo, infeccGes intra-abdominal, de pele
e tecidos moles), pneumonia, choque séptico, bacteremia de Pitt e antibioticoterapia
inapropriada (EVANS et al., 2019; TORRES et al., 2019; DI PASQUALE et al., 2019].

As estatisticas acima mencionadas demonstram a necessidade da identificacdo de alvos
de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos eficazes contra P. aeruginosa para
melhorar a saide humana. Diversos trabalhos vém sendo conduzidos e direcionados a busca de
novos agentes antimicrobianos originarios de extratos vegetais e outros produtos de origem
natural, com o intuito de identificar compostos com atividade comparada a dos tradicionalmente
usados, mas, com menor toxicidade e impacto ambiental, com maior eficacia contra a
microrganismos resistentes (LOPES; CATTELAN, 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

= Avaliar na literatura cientifica o potencial antibacteriano da espécie Azadirachta indica

A. Juss. (Nim, Meliaceae) contra Pseudomonas aeruginosa.

3.2 Objetivos especificos

= |dentificar a utilizacdo das diferentes partes de A. indica;

= Verificar o tipo de solvente mais utilizado para producdo dos extratos brutos de A.

indica;

= Identificar os principais constituintes quimicos de A. indica relatados nos artigos

incluidos na revisdo;
= Determinar os métodos de avaliacdo antibacteriano de A. indica contra P. aeruginosa;

= Verificar as Concentracdes Inibitoria e Bactericida Minima (CIM e CBM) in vitro da

atividade antibacteriana dos extratos brutos de A. indica contra P. aeruginosa;
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4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho de revisdo de escopo foi conduzido com base nas recomendacdes e
diretrizes da Cochrane Collaboration e realizado relatado de acordo com os critérios descritos
na declaracdo de itens de relatério preferidos para revisdes sistematicas e meta-analises
(PRISMA) (HIGGINS; GREEN, 2011; PAGE et al.,, 2021). Um conjunto completo de
procedimentos foi seguido pelos autores de forma independente antes de chegar ao consenso

sobre a estrutura e o contetdo do artigo (Figura 5).

4.1 Protocolo

A presente revisao de escopo foi submetida ao registro na base de dados International
Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO) do Centre dor Reviews and
Dissemination da Universidade de York na Inglaterra sob 0 nimero CRD42023387202.

O desenvolvimento da pesquisa de revisdo de escopo foi realizado de acordo com
algumas etapas: Inicialmente, aconteceu a formulacdo do protocolo de pesquisa, seguido da
elaboracdo da pergunta norteadora, entdo foi conduzida a pesquisa dos estudos na literatura,
selecdo dos estudos, extracdo dos dados, avaliacdo dos trabalhos, entdo foi realizada a coleta e
a sintese desses dados, a avaliacdo qualitativa das evidéncias relatadas, e finalmente, a discussdo

desses resultados.

4.2 Critérios de elegibilidade

Foi definida a questdo norteadora utilizando a estratégia PICO (LIRA, 2019), na qual,
representa-se: a populagdo/problema (P) culturas bacterianas de P. aeruginosa, a intervencao
(I) a administracdo do extrato bruto de A. indica, comparacao ou controle (C) grupo controle
ou tratados com antibidtico padréo, e por fim, outcomes ou resultado (O) a eficacia da utilizagédo
do extrato bruto. Dessa forma, o questionamento base delineado seré: a utilizacdo dos extratos

da espécie A. indica é eficaz contra P. aeruginosa?

4.2.1 Critérios de inclusao

Os estudos incluidos foram os que possuem indicagdo de atividade antimicrobiana de A.

indica por meio de seus extratos brutos (aquoso, etandlicos e metanodlicos e misturas
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hidroalcoolicas) sobre culturas de bactérias in vitro (P. aeruginosa);
e Trabalhos completos disponiveis nas bases de dados;
e Artigos originais;

e Escritos na lingua portuguesa, espanhola e inglesa.

4.2.2 Critérios de exclusédo

N&o contemplacdo do objetivo do trabalho (indicacdo de atividade antimicrobiana por
meio de Gleo essencial, compostos isolados, fases e fraces enriquecidas, e com formulacdes
feitas a partir do extrato; Pesquisas com misturas com extratos de outras espécies de plantas e
seus derivados);

e Artigos duplicados;

e Artigos com quantidade insuficiente de informacdes (tabela sem dados, etc.);
e Artigos de revisdo(narrativa/sistematica), mini revisoes;

e Trabalhos indisponivel na integra;

e Short communications;

e Capitulos de livros;

e Literatura cinzenta.

4.3 Estratégia de busca

A execucdo de uma abrangente pesquisa bibliogréfica para coletar todas as informacdes
disponiveis sobre o potencial antibacteriano contra P. aeruginosa de A. indica foi concluida em
novembro de 2022. Artigos cientificos publicados em revistas foram coletados sem limite
temporal usando quatro bancos de dados eletrbnicos incluindo:  Scopus
(https://www.scopus.com/), EMBASE (https://www.embase.com/), MEDLINE (via PubMed)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e Web of Science (http://www.webofscience.com/),
nos quais, foram aplicados critérios de busca explicitos e sistematizados, foram selecionados
Adicionalmente, foram avaliados as listas de referéncias bibliograficas dos estudos relevantes

para identificar outros artigos potencialmente elegiveis.

4.3.2 Selecéo dos descritores
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Conforme combinacdo dos componentes da estratégia PICO e operadores booleanos, a
partir dos termos/palavras de busca, definiram-se os descritores: (“Azadirachta” [DeCS] OU
“Azadirachta” [palavras] E “Pseudomonas aeruginosa” [DeCS] OU “Pseudomonas aeruginosa”
[palavras]), para ampliacdo da busca. A estratégia de busca para 0 MEDLINE foi a seguinte:
("Azadirachta"[Mesh] OR "Azadirachta"[TIAB]) AND "Pseudomonas aeruginosa”[Mesh] OR
"Pseudomonas aeruginosa”[TIAB]).

4.4 Extracdo de dados

A elegibilidade dos artigos incluidos foi avaliada de forma sistemética e independente por
dois revisores. Qualquer discordancia foi resolvida por consenso ap6s discussdo com um
terceiro avaliador. A extracdo dos dados foi realizada por um autor-revisor e conferida por outro
pesquisador. Utilizaram-se da plataforma Rayyan em conjunto com o autor-revisor e 0s
colaboradores.

Todos os trabalhos selecionados foram analisados com base nos pardmetros quanto: ano
de publicacdo, pais onde a pesquisa foi realizada, parte utilizada da planta, tipo de extrato
obtido, concentracdo utilizada, controle usado, resultado obtido, mecanismo subjacente por tras
da respectiva atividade farmacoldgica e compostos quimicos isolados. Para os estudos
farmacoldgicos, as informacges coletadas também incluiram a constituicdo dos extratos brutos,
a concentracdo e resultados. Os autores também estavam interessados em fitoquimicos
individuais especificos extraidos para examinar a atividade farmacologica.

Dois autores avaliaram integralmente os artigos com base nas normas de selecdo
apresentados anteriormente. A bibliografia foi dividida em diversos segmentos com base no
titulo e resumo disponivel, onde duplicatas e estudos com informacdes ndo essenciais foram

removidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para organizar as informacGes publicadas a respeito do potencial antibacteriano contra
P. aeruginosa dos extratos da espécie A. indica. Na busca inicial, foram identificados 368
relatos de artigos originais completos. No banco de dados PubMed, obteve-se um total de 24
titulos, publicados entre 2006 e 2021. No Web of Science obteve-se um total de 50 resultados
(1998-2022). No banco de dados da Embase obteve-se um total de 147 resultados registrados
de 2006 a 2020. Na Scopus obteve-se 0 mesmo valor de 147 resultados (1998-2022).

Apesar disso, 146 titulos foram indexados em dois ou mais bancos de dados e foram
considerados apenas uma vez, resultando em 222 estudos originais para a analise. Apds a leitura
de titulos e resumos e avaliacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo, 86 foram selecionados
para leitura de artigo completo. Entre eles, 37 foram excluidos por ndo atenderem a todos 0s
critérios de inclusdo. No total 49 (PubMed: 1, Web of Science: 2, Embase: 27 e Scopus: 19)
estudos foram incluidos para extragdo e processamento de dados. A Figura 6 mostra um

fluxograma que ilustra todo o processo de selecdo de estudos usados nesta revisao.

Figura 7. Fluxograma de selecdo de estudos usados na revisao.
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Fonte: Adaptado de Page et al. (2021).
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Figura 8. Distribuicdo dos artigos incluidos por ano de publicacéo.
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Fonte: O autor, 2023.

Os estudos incluidos foram publicados entre 2007 e de 2022, principalmente nos anos de
2011 e 2018, como é mostrado na Figura 7. Todos os artigos incluidos foram analisados
categoricamente a respeito do local de coleta do material vegetal, origem do material
bacterioldgico, ano de publicacdo, os solventes utilizados para extracdo, parte da planta
utilizada e principais resultados, incluindo informagfes relevantes sobre os principais
componentes dos extratos brutos. Em geral, a maioria das investiga¢fes foram de autoria de
pesquisadores indianos (n=33; 67,34%) e no sudeste asiatico e Asia meridional (n=41; 83,67%),
como demonstrado na Figura 8 sobre a distribuicdo geogréafica dos estudos. Devido essa maior
prevaléncia de artigos oriundos da India, ja se espera uma maior associagio entre extratos de A.

indica da India e uma melhor atividade antimicrobiana.

Figura 9. Distribuicio geografica dos artigos incluidos por pais. india (33), Bangladesh (3), Paquist&o
(3), Suddo (2), Nigéria (2), Etidpia (2), Sri Lanka (1), Iraque (1), Oma (1), Camboja (1).
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Fonte: O autor, 2023.
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Isso aponta para a alta biodiversidade desses locais e o potencial de bioprospec¢édo da
flora local. O mapa da Figura 8 mostra a distribuicdo dos estudos sobre atividade bioldgica dos
extratos contra P. aeruginosa em todo o mundo. Esse mapeamento se sobrepGe a distribuicdo
da taxa de crescimento do mercado de tratamento de infec¢do por P. aeruginosa (Figura 9)
(MORDOR INTELLIGENCE, 2022). Observou-se também que a prevaléncia da infeccdo de
P. aeruginosa é maior nas zonas destacadas no levantamento deste trabalho, onde sua
resisténcia a antibidticos obteve mais sucesso, ao mesmo tempo que sdo regides onde os fatores
de socioeconémicos relacionados com o uso racional de antibidticos tendem a afetar
especialmente as populagdes economicamente desfavorecidas. Uma vez que, estas
comunidades podem ter dificuldades ao acesso a agua limpa, saneamento basico e atendimento
médico adequado (RESTREPO; ALIBERTI, 2018).

Figura 10. Distribuicdo da taxa de crescimento do mercado de tratamento de infec¢cdo por P. aeruginosa
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Fonte: Adaptado de Mordor Intelligence, 2022.

Dessa forma, essas infraestruturas deficientes podem contribuir para o favorecimento
dessa bacteria. Que contribuem significativamente para a carga global de doengas infecciosas,
além de impactos econdmicos, uma vez que a doenca, a incapacidade e a morte afetam a forca
de trabalho e a produtividade dos individuos, além dos custos diretos e indiretos de tratamento
dos acometidos (WHO, 2020).

Foi construido um resumo de todos os estudos com observacdes especificas sobre todas
as atividades bioldgicas na Tabela 2. A maioria das pesquisas trabalhou com apenas uma parte

da planta, exceto 5 que optaram por utilizar mais de uma, e em uma situagao mais de duas.



Tabela 2. Origem da amostra vegetal e bacteriana, parte usada para avaliacdo da atividade antimicrobiana.

Aquisicdo da planta

Origem da bactéria

Parte da planta

Referéncia

Sangli, India

Yashwantrao Chavan College of Science

Folhas

Bhinge et al., 2022

Alkamleen, Sudéo Urina de pacientes do East Nile Hospital e Ribat University Hospital, Folhas Altayb et al., 2022

Solan, india i(_;%g/lz?gglscmlege, Hospital and Research Institute, Gurugram Folhas Mehrishi et al., 2022
Abakiliki, Nigéria Alex Ekwueme Federal University Teaching Hospital Abakiliki, Folhas Okata-Nwali et al., 2021
Addis Ababa, Etiopia Feridas de pacientes com linfedema de East Wollega Zone Folhas Nigussie et al., 2021
Provincia do Sul e Ocidental, Sri Lanka ATCC 27853 Folhas Wijayawardhana et al., 2021
Manipal, india InfeccOes de pele e tecidos moles Folhas Subramanian et al., 2021
Khartoum, Sudéo Omdurman Militar Hospital e Jabir Abulaiz Hospital Folhas Moglad et al., 2019
Khulna, Bangladesh Jessore University of Science and Technology Folhas Shamsunnahar et al., 2019
Kirkuk, Iraque Faculty of industrial science and technology (FIST), Pahang. Folhas Alietal., 2019

SPM’s Rajarshi Shahu College of National Chemical Laboratory, Pashan Folhas Parashar et al., 2018
Pharmacy and Research, India

Mercado, india NI Folhas Mulla et al., 2018
Mercado, Paquistdo Urina e sangue de pacientes EZ[RZS Muddassir et al., 2018
Vivvan Herbals e Healthcar, india National Collection of Industrial Microorganisms (NCIM), Pune. Folhas Voraetal., 2018

Chennai, Tamil Nadu, india NI Folhas Senthilkumar et al., 2018
india MTCC 424 NI Supritha et al., 2018
Trivandrum, india Pus de feridas em pacientes infectados Folhas Rekha et al., 2018
Kalahandi, india Urina de pacientes atendidos e internados em ITU e em hospital Folhas Mishra et al., 2017

india Chandigarh (IMTch) Folhas Nety et al., 2017
Dehradun, india Pacientes de ITU atendidos e outros pacientes internados no hospital Folhas Jindal et al., 2017
Al-Amerat, Muscat, Sultanato de Oma.  Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Nizwa Tronco Al-Jadidi et al., 2016
Tuticorin, india Amostras de urina de pacientes diabéticos Folhas Subbu Lakshmi et al., 2016
Ibadan, Nigeria Instituto de Pesquisa e Treinamento Agricola, Moor Plantation Ibadan Folhas Ajayi et al., 2016
Ariyalur, india Annamalai University Casca Gnanakalai et al., 2016
Bombaim, India MTCC 1688 Folhas Bhuva et al., 2015
Khammam, India NI Folhas Tirumalasetty et al., 2014
Guntur, India Vagdevi College of Pharmacy, Gurazala Folhas Tirupatirao et al., 2014
Norshindi, Bangladesh (BTCC-1252) Food Microbiology Division, IFST, Dhaka Folhas Mostafa et al., 2014
Kalahandi, India Sum Hospital, Bhubaneswar, India Folhas Mishra et al., 2013
Gujarat, India Amostras de leite de mastite clinica e subclinica de bufalas Folhas Patel et al., 2013

Tamil Nadu, india

ATCC 27853

Folha+Casca

Samy et al., 2013
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Asella, Etiopia ATCC 27853 Raiz Kumar et al, 2012
Tribo kandha, india Hospitalar e comunitaria Folhas Rath et al., 2012
Coimbatore, india Centro Médico Kovai, Coimbatore, Tamil Nadu. Folhas Narendhirakannan et al., 2012
Swat, Paquistdo Pakistan Institute of Medical Sciences (PIMS) Islamabad. Folhas+Semente  Sarwat et al., 2012
Khyber Pakhtoon Khawa, Paquistdo Cepa clinica/PIMS lg?ﬁ;: Aminetal., 2011
india MTCC 7093 Folhas Vats et al., 2011
india Medical Colleges and Social Welfare Centres of Thanjavur Folhas Rekha et al., 2011
Dehradun, india NI Folhas Grover et al., 2011
Kolli hills, india ATCC 27853 Folhas Narayanan et al., 2011
Chennai, India ATCC 27853 Folhas Bakkiyaraj et al., 2011
Thanjavur, India Suspeita de pacientes sintomaticos HIV positivos Folhas Bharathi et al., 2011
Dhaka, Bangladesh NI Folhas Abdullah-Al-Emran et al., 2011
Folhas
Kuravilangad, india MTCC 741 Tronco Sharmaetal., 2011
Raiz
Noida, india NuLife Consultantsand Distributors Pvt. Ltd. Folhas Mehrotra et al., 2010
Cuddalore, india Isolados de estagios moribundos de Amphiprionsebae e A. ocellaris Folhas Dhayanithi et al., 2010
Mahakoshal, india Colecdo de cultura de germoplasma bacteriano, R. D. University Frutos Sharma et al., 2009
Bengala Ocidental, india ATCC 9027 Folhas Chattopadhyay et al., 2009
Camboja CIP A22 Casca Chea et al., 2007

NI: Ndo informado.
Fonte: O autor, 2023.
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Dos estudos incluidos, muitos estudos utilizaram uma ou mais plantas para mais de uma
espécie de bactéria, alguns mais de uma cepa da mesma bactéria, isolada ou padronizada, assim
como ao contrario, mais de uma bactéria para uma Unica espécie de planta. Foram utilizadas 33
cepas bacterianas de origem de laboratorio ou a partir de isolado de pacientes infectados.
Também foi utilizada bactérias padréo (n=13), sendo que a cepa mais utilizada foi ATCC 27853
(n=6). Uma menor parte dos estudos (n=5) ndo especificou a origem da cepa bacteriana usada.

Um fator que deve ser destacado € que no estudo de Sekiguchi et al. (2005), a cepa
ATCC 27853 foi sensivel a todos os antibidticos testados (piperacilina, piperacilina-
tazobactam, cefotaxima, ceftazidima, cefepima, moxalactam, imipenem, meropenem,
aztreonam, amicacina, arbecacina, dibecacina, gentamicina, isepamicina, netilmicina,
sisomicina,  estreptomicina, tobramicina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprima,
levofloxacina), porém resistente a cefoxitina, flomoxef e canamicina. Por isso, sua possivel
preferéncia na maioria das pesquisas, devido ela ser uma cepa sensivel a diversos antibidticos.

No processo de extracdo, varios solventes e partes da referida espécie foram utilizados
para a producdo do extrato bruto, alguns utilizaram mais de um tipo de solvente ou mais de uma
parte da planta, gerando assim mais de um tipo de extrato por trabalho. Dos 49 artigos incluidos,
34 trabalhavam com apenas 1 tipo de extrato. Os outros 15 trabalharam com mais de um extrato:
11 artigos com mais de 2 tipos de extratos, 3 com 3 tipos extratos e 1 com 6 tipos de extratos
diferentes. No total foram produzidos 73 extratos, 31 (42,47%) extratos etanélicos, 23 (31,50%)
metanolicos, 18 (24,66%) aquosos e 1 (1,37%) hidroalcoolico. Vale destacar que a maior
quantidade de extratos foram: 25 (34,24%) etandlicos das folhas, 17 (23,28%) metanodlicos das
folhas e 13 (17,80%) aquosos das folhas.

A preferéncia por solventes organicos, como o etanol e metanol, deve-se ao fato de que
a maioria dos agentes antibacterianos sdo extraidos de forma mais eficaz por esses solventes do
que por extracdo aquosa (JAIN et al., 2015). Geralmente, o metanol é considerado o melhor
solvente em relacdo a eficacia da extracdo de um maior numero de compostos quimicos de
plantas. Todavia, por causa da toxicidade do metanol, é sugerido a utilizacdo do etanol para
estudos, levando em conta sua eficacia proxima ao do metanol e por demonstrar uma menor
toxicidade e custo (BARCELOUX et al., 2002; CAUNII et al., 2012).

Em testes antimicrobianos, é fundamental considerar a influéncia dos solventes para
garantir resultados confidveis e corretas interpretacdes, tendo em vista que muitas das vezes
eles sdo usados para suspensos novamente os extratos. A maior parte (40 = 54,79%) dos extratos
foram suspenso novamente em DMSO para formar a concentracdo desejada, porém outros

solventes como metanol, etanol e dgua também foram utilizados. Solventes organicos, como
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etanol, DMSO (Dimetilsulfoxido) e metanol, podem afetar tanto o crescimento bacteriano
quanto a atividade antimicrobiana dos extratos. Primeiramente, esses solventes possuem
propriedades antimicrobianas por si s@, assim, altas concentracdes de solvente podem causar
inibicdo do crescimento bacteriano levar a interpretacdo erroneamente dos resultados atribuida
aos compostos dos extratos (NGUYEN et al., 2020; SUMMMER et al., 2022). Além disso, em
alguns casos o0 uso de solventes orgénicos podem interferir diretamente, aumentando a
solubilidade dos compostos bioativos presentes nos extratos, aumentando sua eficacia contra as
bactérias testadas. Em outros casos, a presenca do solvente pode diminuir a atividade
antimicrobiana dos extratos, resultando em resultados falsamente negativos (MURADOR et al.,
2019; JHA; SIT, 2022).

Dessa forma, para reduzir essas interferéncias, € sugerivel conduzir um exame
comparativo entre os extratos de plantas produzidos com solventes organicos e extratos feitos
com outros solventes ou métodos de extracdo, como por exemplo, a infusdo em agua. Esse
método possibilita analisar se a atividade antimicrobiana apresentada é realmente causa pelos
compostos encontrados nos extratos ou se € resultante da atividade dos solventes. Também se
faz necessario incluir controles apropriados para diferenciar o efeito dos solventes dos efeitos
dos compostos dos extratos, conduzir estudos de toxicidade dos solventes em diversas
concentracOes para definir a faixa de concentracdo ndo inibitéria do crescimento bacteriano,
com o intuito de compreender de fato a atividade antimicrobiana dos extratos.

A maior parte dos extratos foram produzidos utilizando as partes aéreas das plantas
(caule, tronco, folhas e frutos), 5 artigos trabalharam com mais de uma parte da planta. Em
77,35% (n=41) foi especificado a utilizacao das folhas, 2 (3,77%) extratos foram produzidos da
raiz, 3 (5,66%) do tronco, 2 (3,77%) da casca, 1 (1,89%) do caule, 1 (1,89%) dos frutos, 1
(1,89%) da mistura da folha com semente, 1 (1,89%) mistura de folha com casca e 1 (1,89%)
ndo especificou a parte utilizada. Destaca-se que diferentes partes da planta podem produzir
e/ou armazenar compostos quimicos bioativos, podendo ser extraidos da planta inteira ou partes
especificas (SIMOES et al., 2017). O destaque para utilizacdo das folhas pode se dar pela
possibilidade de maior concentracdo de compostos quimicos muitas vezes com um efeito
bioativo maior (SILVA et al., 2011).

Como demonstrado na Tabela 3, dos 49 artigos incluidos, apenas 11 (24,44%)
realizaram alguma pesquisa fitoquimica, sendo 9 (18,36%) investigando as principais classes
de metabdlitos secundarios e outros 2 (4,08%) fizeram caracterizagcdo fitoquimica dos
compostos presentes no extrato, ambos por CG-EM. E possivel perceber a maior existéncia de

compostos quimicos encontrados nas folhas.



Tabela 3. Pesquisa fitoquimica de A. indica conduzidas nos artigos incluidos.

Extrato Compostos encontrados Autores
Metabdlitos EtOH e Aq das Alcaloides, glicosideos, terpenoides, aglcares reduzidos, saponinas, taninos, flavonoides e estergides
secundarios folhas Rath etal., 2012
revelados EtOH, MeOHe Aq  Taninos em todos os extratos Okata-Nwali et al.,

das folhas 2021

MeOH e Aq das Alcaloides, terpenoides, saponinas, flavonoides, fendis, taninos e esterdides Nigussie et al.,

folhas 2021

MeOH de uma parte  Compostos fenélicos Supritha et al.,

da planta ndo 2018

especificada

EtOH das folhas

Alcaloides, saponinas, terpenoides, glicosideos, flavonoides, esterdis e esterdides, taninos, compostos
fendlicos, carboidratos

Rekha et al., 2018

EtOH das folhas

Alcaloides, flavonoides, carboidratos, glicosideos, saponinas, taninos, fitosterol, triterpendides, proteinas e
aminoécidos, antraquinonas, esteroides, aglcares reduzidos, compostos &cidos, lipidios, flobataninos e

Narendhirakannan

. etal., 2012
resinas
MeOH e Aq do Compostos flavonoides e fenois Al-Jadidi et al.,
tronco 2016
EtOH das folhas Saponinas, fitosterdis, compostos fendlicos, alcaloides, carboidratos Bharathi et al.,
2011

MeOH das folhas

Resinas, glicosideos, terpenoides carboidratos, saponinas e esteroides

Mishra et al., 2017

Caracterizacao
fitoquimica por
cromatografia
gasosa-
espectrometria
de massa (GC-
MS)

EtOH das folhas

1,5-anidro-2-desoxi-L-arabino-hex-1-enitol; 1, 3-propanodiol, 2-(hidroximetil)-2-nitro-; 3,7,11,15-
Tetrametil-2-hexadecen-1-ol; 4cido n-hexadecandico; beta.d-Mannofurandsido, O-geranilo; fitol; 4H-Piran-
4-ona, 2,3-di-hidro-3,5-di-hidroxi-6-metil-; Dihidroxiacetona; Benzoofuran, 2,3-dihidro-; 9-Eicosina;
acucares desidro-redutores; 5-hidroximetilfurfural; 1-Dodecanol; acido 9,12,15-octadecatrienoico, (Z,Z,2)-;
Acido hexadecanoico; éster 2-hidroxi-1-(hidroximetil)etilico; 1,2,3-propanetriol,1-acetato; fitol, acetato;
Furano, 2, 5-dimetil-; 2-metoxi-4-vinilfenol; &cido dodeccandico; 5-Pirimidinol, 2-metil-4-(metiltio)-; 4-
Metil-2,5-dimetoxibenzaldeido; 4(H)-Piridina, N-acetil-; Fenol, 2, 6-dimetoxi-; acido tetradecandico; acido
octadecandico; 2, 5-dimetil-4-hidroxi-3(2H)-furanona; Acido pentanodidico, 3,3-dimetil-, monometiléster;
Acido pentandico, 4-oxo-; Octadecanal; Acido hexadecan6ico, éster metilico

Altayb et al., 2022

EtOH da casca

Acido decosanoico,22-trimetilsiloxi-metil éster (1-Benzenossulfonil-1H-pirrol-3-il) acido acético metil
éster; acido 1-H-pirrol-3-propanoico,2-(etoxicarbomil-(2-oxoetil)-5metil-etil éster; (1-benzenossulfonil-1H-
pirrol 3-il 4cido acético, éster metilico); 3,5-piridinodicarboxilico acido, 2-4-6-trimetil-dietil éster.

Gnanakalai et al.,
2016

Fonte: O autor, 2023.
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O aumento da incidéncia de P. aeruginosa com resisténcia impulsiona novos estudos
visando a descoberta de novos compostos antibacterianos. Para isso, nos estudos que avaliam a
atividade antibacteriana dos extratos de plantas diferentes métodos podem ser usadas, sendo
que os mais famosos: método de difusdo em &gar por poco, disco-difusdo e métodos de
macrodiluicdo e microdilui¢cdo, que sao feitos em caldo. Os métodos de difusdo em &gar ou em
caldo sdo similarmente aceitaveis para mensurar de forma quantitativa a atividade in vitro de
um agente antibacteriano contra um certo isolado (CLSI, 2008). Para a determinar a
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) ou a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de
extratos de plantas, vem-se usando com mais frequéncia o método de microdiluicdo em caldo
(OSTROSKY et al., 2008).

O método de disco-difusdo em agar foi utilizado em todos os artigos para avaliar a
atividade antimicrobiana dos extratos, com excecdo de Okata-Nwali et al., (2021) que optou
por utilizar o método nutriente inclinado. A prevaléncia do uso do método de disco-difuséo
ocorre devido a sua relevancia sobre atividade antimicrobiana, porque pode ser usado para fazer
um screening da atividade antimicrobiana dos metabolitos presentes em uma espécie. O
método de difusdo em agar € comumente utilizado e sua diversa aplicabilidade decorre da sua
simplicidade e baixo custo (AMPARO et al., 2018).

O método disco-difusdo é apresentado por diversos autores para examinar o potencial
antimicrobiano de extratos de plantas, como Eloff (2019). Contudo, a auséncia de padronizagéo
desse meétodo, faz necessario a avaliacdo por um método quantitativo. Ostrosky et al. (2008)
alegam haver uma maior confiabilidade do método de microdiluicdo em caldo para testar
agentes antibacterianos, por proporcionar resultados quantitativos e ndo sofrer influéncia
devido a velocidade de crescimento da coldnia de bactérias. Othman et al. (2011) propde que,
a utilizacdo em caldo como em agar como sendo necessarios para obter de resultados com maior
confiabilidade sobre a a¢do antibacteriana de extratos de plantas.

Apesar de usualmente serem usadas as normas internacionalmente conhecidas do
Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI) como base para ensaios de suscetibilidade
antimicrobiana, as diretrizes sdo orientadas para antibacterianos com parametros ja conhecidos.
Existem poucas pesquisas comparativas demonstrando qual seria 0 melhor método a ser usado
para examinar a atividade antimicrobiana de extratos de plantas, mesmo no que se diz respeito
aos métodos comumente usados. Além disso, existe a necessidade da padronizagao dos métodos
de extragéo e testes in vitro, para que a pesquisa possa ser mais efetiva, e a interpretacdo dos
resultados seja mais facil e confidvel (SERAFIM et al., 2015).

A auséncia de padronizacdo das metodologias causa uma limitagdo na avaliacdo da
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atividade antibacteriana dos extratos no que tange a comparacdo de resultados obtidos por
diferentes pesquisadores, que avaliam a amostra similares com métodos divergentes. 1sso se
deve a um carater multifatorial que pode alterar a inibicao in vitro de crescimento das bactérias,
como o método de producéo dos extratos, a cepa da espécie de microrganismo usado, os valores
concentracdo das amostras testadas e do indculo e a metodologia trabalhada para a aferir a
atividade antibacteriana (BONA et al., 2014). Devido as limitacfes impostas, foi utilizado a
interpretacdo dos resultados e dados descritos por cada autor para determinacgéo qualitativa dos
resultados.

Como ¢é possivel ver na Tabela 4 e 5 na maior parte dos extratos (33 = 45,20%)
produzidos e testados obtiveram uma agao antibacteriana mediana, demonstrando uma zona de
inibicdo média/intermediaria, quando comparada aos antibidticos de uso clinico. Em seguida,
16 (21,92%) extratos demostraram efeitos acima dos antibidticos padréo e se classificaram
como de alta ou excelente atividade antimicrobiana (maior halo de inibi¢cdo quando comparado
ao controle). Em 8 (10,96%) foi demonstrada uma atividade classificada como insatisfatoria,
muito baixa ou pobre. Em 16 (21,92%) extratos de A. indica ndo demonstraram atividade
antibacteriana contra P. aeruginosa sob todas as concentragdes testadas (OKATA-NWALI et
al., 2022; WIJAYAWARDHAMA et al., 2021; SHAMSUNNAHAR et al., 2019; VORA et al.,
2018; MOSTAFA et al., 2014; SARWAT et al., 2012; CHEA et al., 2007), vale destacar que
desses 16 trabalhos que ndo apresentaram atividade alguma, 4 foram extratos etandlicos (3 de
folhas e 1 de tronco), 6 metanolicos (4 de folhas, 1 de casca e 1 de folhas + semente) 6 aquosos
(5 de folhas e 1 de tronco).



Tabela 4. Extratos de A. indica testados contra P. aeruginosa (2007-2022).

Autores Método Extracédo Resultado (mm) Concentracéo Controle Concluséo dos autores
Bhingeet  Difusdo em Clprqfl_o_xacma, Cefixima, Cloranfeplc_ol, Em_ comparagao com 0s _
. EtOH 9,53+0,989 50 pL de 5 mg/mL Ampicilina, Sulfametoxazol, Tetraciclina e antibidticos, o extrato de planta foi
al., 2022 poco de &gar . .
Ofloxacina (50 mg) menos eficaz.
21+1 0,5 mg/mL
19+0.8 0,25 mg/mL O extrat tou atividad
) 17413 0,125 mg/mL o o extrato apresentou atividade
Altavb et Difuséo de 16415 0.625 g/ L Ceftazidima (30 mcg), imipenem (10 mcg), antimicrobiana contra cepas
Y disco de Kirby-  MeOH - ! mg/m 100 uL  gentamicina (10 mcg), cotrimoxazol (25 mcg) e resistentes a ceftazidima (80%),
Bauer 13+1.8 ' ciprofloxacina (10 mcg). ciprofloxacina (40%), gentamicina
mg/mL (40%), cotrimoxazol (40%).
0,0125
NA mg/mL
15,0+1,0 50 mg/mL
13,3+1,15 25 mg/mL O extrato exibiu boa atividade,
Mehrishi 11,3+0,58 12,5 mg/mL com zona méxima de inibi¢do
et al Difusdo em MeOH 9,7+0,58 6,25 mg/mL 50 UL NI (14,1+£1,41 e 15+1mm) na
2022‘ ' poco de &gar 14,1+1,41 50 mg/mL K concentracdo de 50mg/ml, para
12,0+1,41 25 mg/mL cepas isoladas e ATCC,
10,1+1,52 12,5 mg/mL respectivamente.
10,3+1,49 6,25 mg/mL
Okata- 4 i Aq de 100; 50; b ibioti foi usad 40 ti ividad
Nwali et / g?_r nutriente MeOH NA 0,1 mL de 100; 50; 25 e Um tubo serrll anti _|9t|cos e sem extrato foi usado Os extratos nao_tlveram atividade
al., 2021 inclinado EtOH 12,5 mg/mL como controle positivo. contra P. aeruginosa.
6,4+04 100 mg/mL O extrato demonstrou ter atividade
Nigussie Difusdo de Ag Controle positivo: 5ug cefoxitina, Sug em alta concentracdo. No entanto,
etal, disco de Kirby- 68+0,7 200 mg/mL 100 uL  ciprofloxacina, 10pg penicilina as concentragdes de 100 e 200
2021 Bauer MeOH Controle negativo: 5% DMSO mg/mL apresentaram baixa
78+0,2 400 mg/mL atividade.
Wijayaw A N - o x
ardhana Difusio em q 50uL de 1000; 500; 250; Clont_role p?sglvo. gentamicina 0,03% e Os extrit_os nao demonﬁtraram
et al poco de &gar NA 125; 62,5 e 31,25mg/mL clotrimazo 1/o_ serem eficazes em nenhuma
2021 EtOH s ’ Controle negativo: DMSO 1% concentragao.
O extrato utilizado mostrou baixa
Subrama A . atividade contra P. aeruginosa,
nian et Difusio em EtOH 9,0 100uL. de 50; 100 & 200 Vancomicina e ceftriaxona (30pg) indicando seu mecanismo de agdo
poco de agar mg/mL
al., 2021 desses produtos na parede celular
bacteriana.
Moglad Difuséo de 100: 50: 25 € 12.5 Tetraciclina e ceftazidima (30pg), cotrimoxazol O extrato possui atividade
etal., disco de Kirby-  EtOH 16,64 m /’mL’ ' (25pg), eritromicina (15ug), gentamicina e antimicrobiana e o valor MIC foi
2019 Bauer 9 imipenem (10pg), ciprofloxacina e metacilina de 25 mg/mL para P. aeruginosa.
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(Spg)

Shamsun

O extrato ndo apresentou efeito

nahar et Difusgo em MeOH NA 50;/108; 200 e 400 T2etracicline.1 e éc%d'o nallidixico (30pg), ampicilina sobre P. aeruginosa neste trabalho
al., 2019 poco de agar mg/m (25pg) e eritromicina (15ug) de pesquisa.
O extrato aquoso apresentou baixa
EtOH 10,33+0,47 suscetibilidade antibacteriana
Alietal,, Difusdo em 100 ma/mL Usados discos de controle para diferentes comparado ao etandlico, que
2019 poco de &gar 9 solventes. apresentou atividade moderada, o
Aq 8.67+0.47 que pode ser devido a polaridade
dos compostos.
13,0 10 mg/mL Os resultados deste estudo
17,0 50 mg/mL experimental mostraram que a

Parashar Placa de Poco em branco foi impregnado com DMSO como  eficécia do extrato foi dependente

etal., cilindro EtOH controle negativo e pocgo de cloranfenicol (10, 50, da concentragdo utilizada,

2018 20,0 100 mg/mL 100mg/mL por pogo) como controle positivo. portanto, 0 aumento da
concentracdo do extrato leva ao
aumento da zona de inibicdo.

6,0 700 mg/mL O extrato produziu uma zona de

Mulla et Método da A 5,0 500 mg/mL NI inibicdo satisfatéria que mostra

al., 2018 placa de &gar g 30 200 ma/mL sua atividade antimicrobiana

' 9 suficiente.

Muddassi Difusio em NA 0,5 mg/mL O extrato exibiu atividade

retal, di EtOH Imipenem (5ug) bactericida razoavel, porém menor

2018 ISC0 .0 1 mg/mL em comparagdo ao controle.

parag

Vora et Difusdo em Para o controle negativo, um volume igual de Nenhum dos extratos vegetais

. MeOH NA 50 pL de 10 mg/mL A apresentou zona de inibicdo contra
al., 2018 poco de agar metanol (50 pL) foi adicionado em um pogo. P -
. aeruginosa
NA 0,005 mg/mL Do estudo fica claro que o extrato

Senthilku o NA 0,001 mg/mL de Nim possui atividade

mar et Difusdo em EtOH 4.0 0,015 mg/mL. O controle positivo usado foi ciprofloxacina. baCt?”.C'da con@ra P. aeruginosa.

al. 2018 poco de agar A atividade antibacteriana

' 6,0 0,02 mg/mL aumentou com 0 aumento da
concentracéo.

Supritha Difusio em O extrato vegetal preparado foi

etal., de 4 MeOH 17 3mg/mL NI eficaz na inibigéo de

2018 PoGo de agar Pseudomonas.

19 10 mg/mL A. indica mostrou boa atividade
e ox 18 5 mg/mL L - contra P. aerginosa. A MIC inibe
Rekha et Difusdo gm EtOH 1 2.5 mg/mL Metanol adicionado no pogo considerado como 0 crescimento de patégenos
al., 2018 pogo de agar controle. bacterianos na concentragdo de
10 1,25 mg/mL

557,462pg.
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Extrato de A. indica mostrou um
tamanho de zona de inibigdo

Qflsggf76t Dc;flcj)sgg er;r MeOH 15 44,44 mg/mL Gentamicina 30pg/mL como padréo de referéncia moderada contra P. aeruginosa,
" pogo de ag com MIC de 9,63mg/mL e MBC
21,67mg/mL
Nety et 16,33+ 0,42 6 mg/mL A cepa em estudo se mostrou
Disco-difusao MHAE Ciprofloxacina 5mcg resistente as concentragdes de
al., 2017 18+ 0.44 11 mg/mL extrato testadas
Jindalet  Difusio em Nitrofurantoina (300 mcg), ampicilina (10mcg), O extrato se mostrou com maior
. EtOH 20,31+0,96 100 pL gentamicina (10mcg) e cotrimoxazol (25mcg) atividade antibacteriana que todos
al., 2017 poco de agar L
foram usados como controle positivo. 0s controles.
MeOH 7,00 £0,17 2 mg/mL
. e i
¥ 6,00+0,15 2 mg/mL adicionando 3 mL de DMSO. c
2016 Aq NA concentragoes.
1; 0,5 e 0,25 mg/mL
Subbu Difuséo de
Lakshmi - . O extrato de A. indica inibiu
etal, disco de Kirby-  MeOH <13,0 50 pL de 20 mg/mL NI fortemente P. aeruginosa, *
Bauer
2016
Embora A. indica tenha
demonstrado uma forte atividade
Ajayi et Difusdo em Gentamicina como controle positivo, concentragdo antibac_teriana, esta pla_nta néo tem
. EtOH 21,5 1mL de 30 mg/mL . ' potencial para ser considerada um
al., 2016 poco de agar ndo informada. - - -
agente antibacteriano eficaz para
substituir os antibidticos sintéticos
(gentamicina).
Gnanakal 3,0 0,05 mg/mL O extrato demonstrou um
aietal, Disco-difuséo EtOH 5,0 0,1 mg/mL NI potencial antibacteriano moderado
2016 10,0 0,15 mg/mL nas concentragdes testadas.
MeOH 13+0.5 Todos os 3 extratos de A. indica
Bhuvaet Difusdo em EtOH 12+0.5 50 UL 50 pL de ciprofloxacina 20 ppm (controle positivo)  foram eficazes na inibicéo do
al., 2015 poco de agar A 12405 K e 50 puL de DMSO (controle negativo) crescimento in vitro de P.
q - aeruginosa.
Tirumala A . N . .
Difusdo em 20 pg/mL de amicacina e solugdo salina como O extrato demonstrou potencial
setty et de 4 EtOH 14,0 50 mg/mL | - b . derad
al., 2014 poco de agar controle negativo antibacteriano moderado.
Tirupatir A Aq 9,0 - . U O extrato demonstrou potencial
Difuséo em Ampicilina controle positivo, concentragéo néo . . s
aoetal, oco de 4qar MeOH 13.0 200 pL informada antibacteriano moderado, inferior
2014 pog g ' ' ao controle positivo.
Mostafa Disco-difusio Aq NA 0,5 mg/mL D_|scos padrao de canamicina (30 _ug) e em branco Os extratos de A. |r_1d_|ca,
etal., (impregnados com solventes seguidos de mostraram fraca atividade
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2014 MeOH evaporacdo) foram usados como controle positivo e  antibacteriana. *
negativo, respectivamente.
. — O extrato de A. indica apresenta
g/llllysgéiget Ec;zésgg gg;r MeOH 19,0 100 mg/mL Gentamicina 30 mg/mL como padréo zona qe inibicdo efetiva contra P.
aeruginosa
A. indica apresentou baixa
Patel et Placas de agar atividade agtipa_ctgrja_na, com
al. 2013 nutritivo MeOH 9,0 0,1 mL NI concentracao inibitéria minima de
? 9,63mg/mL e concentracéo
bactericida minima 21,67mg/mL.
Samy et . — AntibiQticos de refgréncia (clorapfenicol O extrato demonstrou potencial
al., 2013 Disco-difuséo MeOH 14,0 0,1 mg/mL 30pg/disco e ceftazidima 3_0Hg/dlsco), que foram antibacteriano moderado.
usados como controles positivos.
_ g 'g‘ (;:S%TL 0] extrato exibiu ativida_de contra
Kumaret Difusdo em M . Sulfato de gentamicina 10pug como controle P. aeruginosa de maneira
. eOH 50 1,5 mg/mL . -
al., 2012 agar positivo dependente da concentragdo, com
7.0 2 mg/mL CIM de 0,75gm/mL
13,0 4 mg/mL ' )
EtOH 23,0 Levofloxacina 5pg/mL com tamanho médio de Ficou evidente que os extratos
Rath et Disco-difusio 100 UL de 30 me/mL zona de inibicdo de 20 mm e DMSO 10% sem aquoso e etandlico de A. indica
al., 2012 Aq 20,0 H & atividade antibacteriana foram tomados como foram altamente eficazes contra P.
controles de referéncia. aeruginosa.
N dhi 10+0,15 0,5 mg/mL
raaI::rr:narll Difuszio em 12+0,15 1 mg/mL 0,10mL de etanol foi tomado como controle 0] e_xt(ato d_emons_trou atividade
et al poco de dgar EtOH 14+0,12 1,5 mg/mL negativo e IQgg de estreptomicina serviu como antimicrobiana eficaz, com CIM
2012" 1540,12 2 mg/mL controle positivo de 1,562mg/mL.
16+0,17 2,5 mg/mL
O extrato em nenhuma
Sarwatet Difusdo em MeOH NA 50uL de 5; 2,5; 1,25; NI concentracdo produziu uma zona
al., 2012 poco de &gar 0,625 e 0,3125 mg/mL de inibicéo contra P. aeruginosa.
Aq do tronco e Apenas o extrato etandlico
. folhas NA g A apresentou uma inibicéo
Amin et Disco-difusio EtOH do ronco 20mg/mL Qs antlblotl.cos de referéncia U'[I|IZ.a(.iOS foram moderada com CIM 6 0 CBM
al., 2011 ciprofloxacina (10pg) e estreptomicina (10pug) fi
icaram com o mesmo valor de
EtOH folhas 9,06+0.5 0,78mg/mL.
Vats et Difusio em O extrato de_ A. indi_ca_tampém
; Aq 12,0 150 pL NI mostrou efeitos antimicrobianos
al., 2011 poco de &gar e :
notaveis contra P. aeruginosa.
Rekhaet  Difuséo em EtOH 16,0 25 4L NI Apresentou uma zona de inibicdo
al., 2011 poco de agar moderada.
Grover et Difusdo de 4gar MeOH 14,0 0,1 mL Simultaneamente, a adi¢do dos respectivos O extrato de metanol das folhas de
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al., 2011

em copo-placa

solventes em vez de extratos foi realizada como
controle. Resultados comparados com gentamicina
e tetraciclina (100, 40, 20 e 10pg/mL).

A. indica é considerado téo eficaz
quanto 10ug/mL de gentamicina
contra P. aeruginosa.

Cotrimoxazole (1,251g); clindamicina (2pg);
ofloxacina, meticilina, ciprofloxacina, rifampicina

Apresentou uma baixa zona de

oo (b ivomtans 57y inigiocom CIM
netal, Disco-difuséo 0,04 mg/mL gentar ili HE) - He . 95+1,1pug/mL para o extrato
2011 amoxicilina, gmlcamn'a,'cgfalotlna, _clqranfenlcol, etandlico ¢ 96:1,5ug/mL para o
ceftriaxona, &cido nalidixico, tetraciclina, - ’
- .. L metandlico.
MeOH 7,0 vancomicina, canamicina, novobiocina (30ug) e
penicilina G (10 unidades).
Bakkiyar — . MeOH 15.0 Simultaneamente, a adigdo dos respectivos O extrato metanélico de A. indica
- Difusdo de agar d . . e L
aj etal., emcopo-placa A NA 0,1mL solventes em vez de extratos foi realizada como exibiu baixa atividade contra P.
2011 po-p q controle. aeruginosa.
18,0 10 uL
20,0 souL  10mg/
10mL
25,0 100pL . ) .
. A atividade antibacteriana do
Bharathi I 20,0 25ul ~ L e
ot al Difuséo em EtOH 24.0 S0uL 10mg/ Para cadg concentracéo, foram incluidos controles extrato etandlico contra P.
2011‘ ' poco de agar 23’0 L00UL 1mL que continham solventes puros em vez dos extratos. — aeruginosa mostrou altas zonas
: & de inibicao.
22,0 25uL 50mal
21,0 30ul 1ng
20,0 40uL
Abdullah 8,0 50 mg/mL - . . . Foi encontrado inibicdo do Extrato
Ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, -
-Al- . A 8,0 60 mg/mL . L. - etanolico de folha em P.
Disco-difuséo EtOH rifampicina e tetraciclina foram usados como -
Emran et 8,0 70 mg/mL antibioticos de referéncia aeruginosa, dependente da
al., 2011 8,0 100 mg/mL ' concentragao.
1,240,15 50/‘[’) Os extratos das diversas partes
Aq 1,3£0,02 10% usadas demonstraram atividade
Folhas 1,32+0,07 15% antibacteriana moderada quando
1,8+0,16 20% comparados com os controles.
1,9+0,17 25% Extrato aquoso das folhas:
NA 5% MIC de 1,8 e MBC de 1,9;
Sharma A 1,5£0,05 10% Um disco de papel estéril (6 mm de diametro) de Extrato etanélico das folhas:
etal., Disco-difusao Tﬁonco 1,53+0,09 15% Whatman no. 1 papel de filtro, embebido em MIC de 0,9 e MBC de 1,1;
2011 1,740,3 20% solvente puro como controle. Extrato aquoso do tronco: MIC de
1,8+0,37 25% 2,8 e MBC de 2,9;
1,4+0,43 50 Extrato etandélico do tronco:
1,7+0,09 10% MIC de 0,7 e MBC de 0,9;
Aq' 1,90,15 15% Extrato aquoso das raizes:
Raiz 204026 20% MIC de 2,5 e MBC de 2,7;
234054 2504 Extrato etandlico das raizes:
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NA 5% MIC de 1,2 e MBC de 1,6.
EtOH 1,2+0,16 10% (todos os valores em mg/mL)
Folhas 1,31+0,06 15%
1,46+0,17 20%
1,7+0,09 25%
1,3+0,05 5%
1,7+0,14 10%
E:g;o 1,9+0,07 15%
2,3+0,17 20%
2,8+0,09 25%
NA 5%
1,2+0,01 10%
=l 140,19 15%
1,7+0,01 20%
1,9+0,09 25%
. A. indica (Nim) é eficaz contra P.
Mehrotra o Etanol absolut_o (SOHL/pO_QO_) foi usado como aeruginosa, com potencial de
Difuséo em controle negativo. Canamicina, vancomicina, .
etal., . EtOH 15,0 50 pL de 0,002 mg/mL e L controlar o crescimento do
poco de agar tetraciclina e ampicilina (30pug) como controle .
2010 ositivo patégeno com valores de MIC de
P : 0,25ug/uL (250mg/mL).
EtOH 16.0 Os extratos demonstraram
' atividade antibacteriana
Dhayanit Oxitetraciclina e disco sem carga foram usados Zatlsfa_to_na, 0 .Et‘?’m.OI,'(?O apresen_tou
. . A o . 0a atividade inibitdria com baixa
hietal., Disco-difuséo 0,5 mg/mL como controle positivo e controle negativo, ~ _
2010 MeOH 16,0 respectivamente concentragdo de MIC (125pg/mL
' P ' 1), enquanto o metandlico obteve
um MIC superior (250pg/mL™),
sendo assim, inferior.
EtOH 9,0 Ambos extratos demonstraram
Sharma Difusdo em Disco embebido em agua destilada, etanol e uma_atw!dade ant[bacterlana
etal., . 10puL de 50 mg/mL . consideravel, a acéo do extrato
poco de &gar Aq 13,0 acetona serviu como controle. ’
2009 aquoso sendo maior que a do
etandlico.
Chattopa P A 50 Gentamicina (8ug/mL) foi usada como controle Os res_ultados i} eve.laram que P.
Difusdo em . - aeruginosa foi resistente aos
dhyay et . 100 pL de 100 mg/mL positivo experimental e DMSO 5% como controle 1
poco de agar EtOH 6,0 . extratos aquoso e etandlico de A.
al., 2009 negativo. indica
Chea et Antibiotico de referéncia e disco em branco com O extrato niio foi ativo contra P
Disco-difusdo MeOH NA 0,2 e 0,4 mg/mL DMSO foram usados, respectivamente, como . '
al., 2007 aeruginosa.

controles positivos e negativos.

Ag: aquoso, EtOH: etanol, MeOH: metanol, MHEA: hidroalcdolico, NA: ndo demonstrou atividade, NI: ndo informado.

Fonte: O autor, 2023.
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Tabela 5. Tabulacdo resumida dos resultados de inibicdo dos extratos apresentados pelos autores.

Parte Solvente Resultado do teste
Satisfatorio Insatisfatorio TOTAL
Alto Médio Baixo Nenhum
Folha EtOH 9 10 3 3 25
MeOH 5 5 3 4 17
Aq 1 5 2 5 13
MHAE 1 1
Tronco EtOH 1 1 2
MeOH 1 1
Aq 2 1 3
Raiz EtOH 1 1
MeOH 1 1
Aq 1 1
Casca EtOH 1 1
MeOH 1 1
Fruto EtOH 1 1
Aq 1 1
Caule EtOH 1 1
Folha+Casca MeOH 1 1
Folha+Semente MeOH 1 1
NI MeOH 1 1
TOTAL 16 33 8 16

Fonte: O autor, 2023.

Em 2 (4,1%) artigos houve uma discrepancia entre o resultado informado pelos autores
e os dados apresentados e foram realocados de acordo com seus respectivos resultados de dados
e nao pela conclusdo de seus autores, Subbu Lakshmi et al. (2016) discorre em seu trabalho que
0 extrato avaliado demonstrou forte atividade, com dados de uma atividade apenas média, ja
Mostafa et al. (2014), escreve que 0s extratos demonstraram “atividade fraca”, quando os dados
apresentam uma atividade inexistente, em ambos os casos, eles foram destacados com um
asterisco (*) na Tabela 4, na coluna de “Conclusdo dos autores”.

Como ¢é possivel observar na Tabela 4, 16 extratos demonstraram resultados altos de
inibicdo, sendo os extratos etandlicos das folhas os mais ativos com 56,25% (9) de todos 0s 16
extratos altamente ativos. Os extratos etandlicos das folhas do estudo de Mehrotra et al. (2010)
apresentaram os melhores resultados quando comparado com Canamicina, Vancomicina,
Tetraciclina e Ampicilina (todas a 30ug), onde 50ul do extrato na concentracdo de
0,002mg/mL foi capaz de gerar um halo de inibi¢cdo de 15mm. Também pode-se perceber que
a maior parte de todos extratos avaliados (49 = 67,12%) demonstraram resultados satisfatorio
(unido dos extratos com resultado alto + médio), sendo os extratos etandlicos das folhas
representando 38,77% (19) dos 49 extratos satisfatorios.

9 trabalhos utilizaram concentraces que nao foram possivel compreender
completamente ou que se diferenciaram-se dos outros trabalhos. Nos trabalhos de Jindal et al.
(2019), Bhuva et al. (2015) e Patel et al. (2013) pela descricdo do autor da a entender que o



62

extrato foi ressuspendido no solvente e aplicado diretamente na placa de agar, em Grover et al.
(2011) e Bakkiyarai et al. (2011) a concentracdo final ndo € descrita, Tirupatirao et al. (2014)
ndo apresenta informacdes sobre a concentracdo do extrato, Vats et al. (2011) ndo concentrou
0 extrato, apenas retirou uma aliquota diretamente do liquido extrator, Rekha et al. (2011) ndo
mostra a de unidade de massa ou de volume usado para preparacdo da diluicdo aplicada, por
fim, Sharma et al. (2011) n&o deixa claro se foi feito peso/volume ou volume/volume.

Tabela 6. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos
extratos de A. indica testados contra P. aeruginosa (2007-2022).

Autores Extracdo Cepa CIM CBM
I MeOH ATCC 27853 - 6,25 mg/mL
Mehrishi et al., 2022 20 isoladas i 6.25 - 3,04 mg/mL
. . AqQ ATCC 27853 50 mg/mL 200 mg/mL
Nigussie etal., 2021 =\ 1o 5™ solada 100 mg/mL 200 mg/mL
Rekha et al., 2018 EtOH Isolada 0,557462 mg/mL -
Mishra et al., 2017 MeOH Isolada 9,63 mg/mL 21,67 mg/mL
Ajayi et al., 2016 EtOH Origem desconhecida 0,27 mg/mL 1,12 mg/mL
Mishra et al., 2013 MeOH Origem desconhecida 9,63 mg/mL 21,67 mg/mL
Samy et al., 2013 MeOH ATCC 27853 0,03125 mg/mL -
Sarwat et al., 2012 MeOH Isolada NA NA
Kumar et al., 2012 MeOH ATCC 27853 0,75 mg/mL -
EtOH 0,095 £ 0,0011 mg/mL -
Narayanan et al., 2011 "MeOH ATCC 27853 0,096 + 0,0015 mg/mL -
Dhayanithi et al., EtOH Isolada 0,125 mg/mL -
2010 MeOH 0,25 mg/mL -

AQ: aquoso, EtOH: etanol, MeOH: metanol, NA: ndo demonstrou atividade.
Fonte: O autor, 2023.

Na tabela 6 é mostrado que o CIM variou em torno de 0,03125mg/mL até 100mg/mL
(ATCC 27853: 0,03125mg/mL até 50 mg/mL) e CBM variou de 1,12mg/mL até 200mg/mL.
Samy et al. (2013) demostrou os melhores valores de CIM, onde apenas 0,03125 mg/mL foi
capaz de inibir a cepa ATCC 27853 de P. aeruginosa. Um fato que vale ser destacado, é que
Kumar et al. (2012) afirmam que se a concentragdo desse extrato for aumentada dentro dos
limites terapéuticos, pode-se esperar uma maior atividade bactericida. Assim, esta planta é
promissora como alternativa a medicina sintética convencional.

Os mecanismos exatos pelos quais os compostos de A. indica atuam contra P. aeruginosa
ainda ndo sdo completamente compreendidos. Esses compostos podem agir por diversos
mecanismos, incluindo a interferéncia na adesao bacteriana as superficies, inibi¢do da producéo
de enzimas e toxinas virulentas e danos a integridade da membrana celular bacteriana
(SADEKUZZAMAN et al., 2015; UPADHYAY et al., 2015; BHAVANIRAMYA et al., 2019).

Dentre algumas possibilidades para atividade antimicrobiana, uma delas pode se dar
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devido as diferencas nas estruturas da superficie celular das bactérias Gram negativas. A parede
celular das bactérias Gram positivas € uma camada de mureina, enquanto as bactérias Gram
negativas possuem uma segunda bicamada lipidica chamada membrana externa. A camada de
mureina de bactérias Gram positivas é geralmente muito mais espessa do que a de Gram
negativas (ROHDE, 2019). Assim, a membrana de mureina atua como barreira para terpenos,
compostos fenolicos e alcaloides agirem contra as bactérias Gram positivas (PUUPPONEN-
PIMIA et al., 2001; TAVARES et al., 2020).
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6 CONCLUSAO

A partir da analise na literatura cientifica, concluiu-se que os resultados deste estudo
indicam que os extratos etanolicos produzidos das folhas de Azadirachta indica sdo mais
promissores (dentre todos os extratos testados) contra cepas da bactéria Pseudomonas
aeruginosa. Sugere-se que a atividade esteja relacionada pelo efeito sinérgico das mais
diferentes substancias quimicas presentes no extrato, que abrangem os terpenos, compostos
fendlicos e alcaloides. O disco-difusdo foi 0 método mais utilizado para avaliacao da atividade
antibacteriana, por ser um método classico e reprodutivel na triagem da avaliacdo da atividade
antibacteriana de produtos naturais, utilizando de diferentes concentracfes para tal, sendo
dificil a avaliacdo, devido aos diferentes parametros utilizados para 0 mesmo método.

Esta revisdo mostra que os extratos brutos da planta demostram potencial no controle
desta bactéria patogénica, favorecendo o desenvolvimento de novos produtos alternativos
mais econdmicos e acessiveis, combinados em sinergia com antibidticos convencionais,
sugere que A. indica pode representar uma estratégia eficaz no combate a infeccdes
persistentes causadas por essa bactéria. No entanto, convém sugerir que sejam conduzidos
mais testes sobre padronizacdo de concentracdo, bioatividade, mecanismo de acdo,
farmacoterapéutica, seguranca visando fornecam meios de elaboracdo de bioprodutos de uso

in vivo a base de extratos ou compostos isolados de A. indica para uso terapéutico.
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