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Resumo

O Neem (Azadirachta indica) € uma arvore indiana conhecida pela atividade pesticida
e por varias atividades farmacologicas. De entre os varios compostos ja isolados e
estudados, a Azadiractina (AZA) foi identificada como o principal composto bioativo desta
planta. Este composto apresenta uma grande diversidade de localizagbes nesta planta,
porém assume a sua maxima concentracdo ao nivel das sementes, porcao que se apresenta
também como a principal fonte de obtencdo do 6leo de Neem. O 6leo apresenta-se como a
por¢do menos estudada do Neem, quer ao nivel do seu teor em AZA, quer ao nivel das
suas propriedades, nomeadamente antimicrobianas. Neste sentido, 0s objetivos primordiais
deste estudo foram o doseamento da Azadiractina e a avaliacdo da atividade

antimicrobiana em produtos contendo éleo de Neem.

Um método analitico rapido, sensivel e seletivo utilizando HPLC-UV foi desenvolvido
para a identificagcdo e quantificacdo da Azadiractina-A (AZA-A) e 3-tigloylazadirachtol
(AZA-B) em diferentes amostras de 6leo de Neem. O teor de AZA-A, B e A+B
determinado nas amostras de 6leo de Neem apresentou valores entre 58,53-843,42 mg/kg,
12,52-800,223 mg/kg e 104,20-1642,17 mg/kg, respetivamente. Na generalidade, o0s
valores obtidos foram inferiores aos descritos na literatura. A partir dos resultados obtidos,
verificou-se ainda que o teor destes compostos ndo é similar em todas as amostras, sendo
este condicionado pela qualidade das sementes que deram origem ao 6leo e pelo processo
extrativo utilizado. Para além disso, foi possivel inferir que duas das amostras testadas
teriam qualidade inferior, dados os teores reduzidos de AZA que apresentavam.

As diferentes amostras de 6leo de Neem, bem como formulagGes comerciais contendo
6leo de Neem, foram testadas em 14 microrganismos de forma a avaliar o seu potencial
antimicrobiano. Apos a analise, verificou-se atividade antimicrobiana de todas as amostras
sobre todos os microrganismos testados, observando-se atividade tanto em bactérias
Gram+ como Gram-. Os resultados alcancados mostraram que o Gleo de Neem e as
formulacBes comerciais contendo 6leo de Neem tém um potencial antimicrobiano
interessante, principalmente sobre bactérias comuns em patologias da pele. Para além
disso, foi possivel comprovar que, no caso do 6leo de Neem, a AZA néo sera a principal
responsavel por esta atividade. Por outro lado, verificou-se que a atividade antimicrobiana

das formulagdes comerciais ndo se deverd exclusivamente a presenca do 6leo de Neem,
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uma vez que os valores dos halos de inibigdo obtidos com as formulagdes tenderam a ser
superiores aos verificados apenas com o 6leo, além de que os valores de inibicdo mais
elevados foram observados para as formulagdes contendo menor percentagem de 0leo de

Neem incorporado.

Em suma, os resultados alcancados para os diferentes produtos analisados séo
promissores e, na sua maioria, convergem com 0 que esta descrito na literatura. No
entanto, apesar destes resultados serem um grande contributo, mais estudos sdo necessarios
e importantes para conhecer melhor os produtos analisados e assim poder tirar o maior

proveito deles.

Palavras-chave: Azadirachta indica, Neem, Azadiractina, 3-tigloylazadirachtol, éleo de

Neem, HPLC, atividade antimicrobiana.
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Abstract

Neem (Azadirachta indica) is an Indian tree recognized for its activity as pesticide, as
well as several pharmacological properties. Among the various compounds already
isolated and studied from Neem, Azadirachtin (AZA) was identified as the main bioactive
compound. This compound is present at various parts in the Neem tree but it assumes its
maximum concentration at seed level, portion which is also given as the primary source of
obtaining the Neem oil. The oil represents the least studied plant portion, both in terms of
AZA content or its properties, namely antimicrobial capacity. The primary objectives of
this study were the quantification of Azadirachtin and the evaluation of antimicrobial

activity in products containing Neem oil.

A rapid, sensitive and selective analytical method based on HPLC-UV was developed
for the identification and quantification of Azadirachtin-A (AZA-A) and 3-
tigloylazadirachtol (AZA-B) in different samples of Neem oil. The content of AZA-A, B,
and A+B in the analysed Neem oil samples ranged from 58.53 to 843.42 mg kg!, 12.52 to
800.23 mg kg and 104.20 to 1642.17 mg kg?, respectively. In general, the obtained
values were below the values reported in literature. From the experimental results, it was
possible to verify that the content of AZA compounds is not similar in all samples, being
conditioned by the quality of the seeds originating the oil and the applied extraction
process. Furthermore, it was possible to infer that two of the tested samples had inferior

quality, given their reduced AZA content.

The different Neem oil samples, as well as commercial formulations containing Neem
oil, were tested on 14 microorganisms in order to evaluate their antimicrobial activity.
After analysis, it was observed that all the samples presented antimicrobial activity against
all the tested microorganisms, exhibiting activity both on Gram+ and Gram- organisms.
The obtained results demonstrated that Neem oil and commercial formulations containing
Neem oil possess an interesting antimicrobial potential, particularly in common bacterial
infections of the skin. In addition, it was possible to prove, that in the case of Neem oil,
AZA may not be primarily responsible for the observed antimicrobial activity. On the other
hand, it was found that the activity of the commercial formulations may not be exclusively
due to the presence of Neem oil, since the inhibition values obtained with the formulations
tended to be higher than those observed with the oil, and also because higher inhibition

values were observed for the formulations containing lower percentages of Neem oil.

Xl
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Overall, the results obtained with the different analysed products seem promising and,
in most cases, converge with the values already reported in literature. Although these
results present a great contribution, further studies are necessary and important to better

understand the analysed products and thus to make the most of them.

Keywords: Azadirachta indica, Neem, Azadirachtin, 3-tigloylazadirachtol, Neem oil ,
HPLC, antimicrobial activity.

Xl



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

indice
o [ (o L= ol T 1=] ) (01T VIl
RESUMO ... s IX
AADSTIACT. ...t bbbttt XI
INAICE et X1
INAICE dE ADIEVIBLUIAS..........cvocvicvececeereeie ettt XVII
INAICE 08 TADBIAS .......vveieieceicece et XIX
INAICE 8 FIGUIAS .....oovecveeeee ettt st XXI
CAPITULO | = INTrOGUGAD .......cvevecereicee ettt sesae st 1
I 1 (0T L1 o Lo USSP OSPRPS 3
@ o1 =1 1Y TSR OUOSPRSS 5
CAPITULO I — ReVisA0 BiblIOGrafiCa..........cccevveereieeeeieeeie e 7
2.ReViSA0 DIDIIOGIATICA. ......ccveieiee e 9
2.1.Azadirachta indica A. JUSS (NEEM) .....eciiiuieiieic sttt ene s 9
2.1.1.Principais compostos biologicamente ativos do NeeM..........cccceeveieveeveeicceenenn, 11
2.2 AZAAITACTING. ...ttt bbbttt 13
2.2.1.Caracterizagdo fisico-quimica da AzadiraCting ...........ccccoeervreneinieneneece e 13
2.2.2.Biossintese e sintese artificial da Azadiracting............ccocooevrieniiniiencicc e 15
2.2.3.Propriedades bioldgicas da Azadiracting............ccoeveeerineiisineisese s 17
2.3.0ULr0oS lIMONOIAES ......coviviiiiiieie et bbbt 19
2.4.0180 08 NEBIM ..ottt s sttt s et 21
2.4.1.Aspetos toxicoldgicos do 6leo de NeemM..........ccceevviieiicie e 23

X1



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

2.5.Doseamento de compostos ativos 0 NEEM .......ccveiveeiieirerc e 24

2.5.1.Analise cromatogréafica da Azadiractina em diferentes amostras de Neem............ 25
2.6.Atividade antimicrobiana do NEEM ..........ccoiiiiiiiiiie e 30
CAPITULO [l — Material € MELOUOS ...........cooveevreerceereiieeseeissesseses s isseesesse s sesessessssenaans 35
S.MAtErial € IMETOAOS .....c.veveieieieitie et bbbttt bbbttt 37
S L AMIOSIIAS . ..ttt etttk b etk b e bRt bt e b e et e e nae e aeenree s 37
3.2.Preparacdo de solucao stock de AZadiraCtina...........ccueveeeeieeniesiiesie e 38
3.3.Preparacdo de solucBes-padrdo de AzadiraCtina ..........cccecveveeveeieiiese e 38
3.4.Preparacdo de amostras para analise cromatografica...........cccccvevevvieivevcciicsieese e, 39

3.4. 1. AMOStras de G1e0 08 NEEM ........ccviviieieieie e 39

3.5.Andlise de Azadiractina em amostras de 6leo de Neem por Cromatografia Liquida de

Elevada Pressao (HPLC) .....cvicieiicie ettt sttt ene 39
3.5 L EQUIPAMENTO ...ttt na e re e 39
3.5.2.Condigdes CromatOgrafiCas..........cccuiverieiiieiieie e 40
3.5.3.Validacdo do método analitiCo...........ccccceeiieiieiiciecce e 40

3.5.3.1.LINEANTAAUE ..ottt 41
3.5.3.1.1.Curva de calibragao............cccceueveeiiiieii e 41
3.5.3.1.2.Sensibilidade ..o, 42

3.5.3.2.LimiIares @nalitiCOS ........ccerueieiiieiieiee e 42

B.5.3L3LPIBCISAD ..ttt 43
3.5.3.3.1.Repetibilidade ..........ccooriiiiii e 43
3.5.3.3.2.Precis80 INtErMEAIa........cccovveririiiiieieee e 44

3.5.3. 4. EStADIIAAAR ... e 45

35,35 EXALIAEO. ...ttt bbb 46

XV



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

3.6.Avaliacdo da atividade antimicrobiana de amostras de 6leo de Neem e de formulacbes

comerciais contendo G180 de NEEM ........cciiiiiiiieicieere e 47
3.6.1.Microrganismos e Meios de CUltUIa ..........ooveiiiriiie e 47
3.6.2.Crescimento e manutencdo das culturas microbianas............ccccevvevvevieeveerieseennnn, 48
3.6.3.Determinacéo da atividade antimicrobiana pelo teste de difusdo em poco ............ 48

3.7 ANAIISE ESTALISTICA ...vevveveeieieeiietieie ettt bbbt 50

CAPITULO 1V — RESUIAOS. ...ttt 53

A RESUITAAOS. ...ttt sttt e bt re et e et re e be b nneenne s 55

4.1.Anélise de Azadiractina em amostras de 6leo de Neem por Cromatografia Liquida de

Elevada Pressao (HPLC) .....cviciiiieie ettt ene 55
4.1.1.Validacdo do metodo analitiCo...........ccceeveiieiiiicie e 55
g I O I T Vg o = Vo USSP 55
4.1.1.2.Limiares analitiCoS ........ccccviviieiieieieiie et 58

g I G B o 1= od 1 Lo USSP 59

g I I S - o] o = Vo USSP 60
T = £ o - To F USRS 61
4.1.2.Teor de Azadiractina presente em amostras de 6leo de Neem..........ccccvevveveveienne. 61

4.2.Avaliacdo da atividade antimicrobiana de amostras de 6leo de Neem e de formulacbes

comerciais contendo 0180 A& NEEM ........cciiiiiiicicee e 63
4.2.1.Atividade antimicrobiana do 6leo de NEem .........cccocoveveieicrerece s 63
4.2.2.Atividade antimicrobiana de formulag¢fes comerciais contendo 6leo de Neem..... 70
4.2.3.Atividade antimicrobiana do padréo de Azadiracting............cccoocevererininienienienn. 78

CAPITULO V — DISCUSSED ......cvuvvereiiieeiieiscicisssssesse s esse s 79

D DISCUSSAD ... ettt ettt ettt ettt ettt e et e et e e s ae e et e e e h et e e eaa e e b e e te et e e aareebeeareeenre e e 81

5.1.Andlise de Azadiractina em amostras de 6leo de Neem por Cromatografia Liquida de
Elevada PreSSE0 (HPLC) ....oc.oiiiiiiiiieie e 81

XV



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

5.2.Avaliacdo da atividade antimicrobiana de amostras de 6leo de Neem e de formulacbes

comerciais contendo 01e0 de NEEM ... e 86
CAPITULO VI — Conclusio e Perspetivas FULUIAS .............cceveeurreerreereereseesesssseeseeeeseeean, 101
6.CoNCIUSA0 € PErSPELIVAS TULUIAS ......ccvveveiieiiieic sttt sne s 103
B.L.CONCIUSAD ...ttt 103
6.2.PErSPEtiVAS TULUIAS ........eiiiiiieieiece e 105
CAPITULO VII — Referéncias Bibliograficas .............ccooeeeercvseeereceereeeeeseeeee e, 107
7.Referéncias BibHOGrafiCas. .......ccviviiieiiiiic it 109
AANEXOS ...ttt R e e e R e e ARt e Rt e E e e R e e e bt e nne e e re e ne e nne e 115
Anexo | — Composicao dos meios de cultura utilizados..........cccocvevereeneiieiiienece e, 117

XVI



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

Indice de Abreviaturas

ACN — Acetonitrilo

ATB — Antibiotico

ATP — Adenosina trifosfacto

ATCC — American Type Culture Collection

AZA — Azadiractina

AZA-A — Azadiractina—A

AZA-B — Azadiractina-B (3-tigloylazadirachtol)
CO:2 — Dioxido de Carbono

CV — Coeficiente de Variagao

DAD - Diode Array Detector

DL 50 — Dose letal mediana

DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay
EM — Espetrometria de Massa

FM — Fase Movel

FE — Fase Estacionaria

GC - Cromatografia Gasosa

HPLC — Cromatografia Liquida de Elevada Presséao
H20 — Agua

LD - Limite de detecéo

LQ - Limite de quantificacdo

XVII



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

MetOH - Metanol

NA — Nutrient agar

NaCl — Cloreto de sddio

NB — Nutrient Broth

NP-HPLC — Cromatografia Liquida de Elevada Presséo de fase normal
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

R - Coeficiente de correlacdo

RP-HPLC — Cromatografia Liquida de Elevada Pressdo de fase reversa
SFC — Cromatografia de Fluido Supercritico

TFA - Acido trifluoroacético

THF — Tetrahidrofurano

TLC — Cromatografia em Camada Fina

UFC — Unidades Formadoras de Coldnias

UV — Ultravioleta

XVIII


https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC8QFjAA&url=http%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2F%25C3%2581cido_trifluoroac%25C3%25A9tico&ei=iB4WUuClG-Td7QbFzYHgBw&usg=AFQjCNHF5h1e0tau1OPwgb7QEXcBYkIVMA&sig2=PWojBsAKc78iGwfKWeZjbg&bvm=bv.51156542,d.d2k

Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

Indice de Tabelas

Tabela I — Compostos presentes nas diferentes porcoes da planta Azadirachta indica..... 12
Tabela Il — Teor de AZA encontrado em sementes de Neem .............ccoeeeeevieninnnnn.. 14
Tabela 111 — Toxicidade e efeitos adversos associados ao 6leo de Neem ................... 23

Tabela IV — Resumo de estudos sobre doseamento de AZA (AZA-A) e 3-

tigloylazadirachtol (AZA-B) utilizando HPLC ..., 28
Tabela V — Resumo de artigos sobre atividade antimicrobiana do 6leo de Neem ......... 32
Tabela VI - Identificacdo das amostras de 6leo analisadas ..................ccceeeviininnn.. 37

Tabela VII - Identificacdo das amostras de formulacBes comerciais utilizadas neste

ISy 101 (o TP 37

Tabela VIII — Volumes utilizados na preparacdo das diferentes solucdes-padrdo de

Tabela 1X - Antibidticos utilizados como controlo positivo para cada um dos

MICrOrganismOos €M €STUAO ....... vttt e 49

Tabela X - Valores médios de area, desvio padrdo e coeficiente de variacdo (CV)

determinados para os compostos Azadiractina-A, B e A+B nas diferentes solu¢bes-padréo

Tabela XI - Valores dos limiares analiticos (LD € LQ) .....ooveviiiiiiiiiiiiieeeene, 59

Tabela XII - Repetibilidade e precisdo intermédia do método analitico para a AZA-A,
AZA-B 8 AZA- A+ .o e 59

Tabela XIII - Percentagens de recuperacdo médias dos compostos em estudo a partir de
amostras de 6leo de Neem suplementadas COM AZA ........ooiiiiiiiiiii e, 61

Tabela X1V — Teor de AZA-A, AZA-B e AZA-A+B em amostras de 6leo de Neem...... 63

XIX



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

Tabela XV — Halos de inibigdo medios obtidos ap6s 24 e 48 h de incubagdo com os

antibiodticos utilizados como controlo positivo dos ensaios com amostras de 6leo de

Tabela XVI - Halos de inibicdo médios obtidos com as diferentes amostras de 6leo de
Neem apds 24 € 48 h de INCUDAGAOD ..........ooviriniiiii e, 65

Tabela XVII — Comparacdo dos valores médios de halo de inibicdo obtidos com os
diferentes Oleos para cada bactéria, através de testes estatisticos de comparacdes

100100151 0] T 68

Tabela XVIII — Halos de inibicdo médios obtidos ap6s 24 e 48 h de incubagdo com 0s
antibiodticos utilizados como controlo positivo dos ensaios com formulagdes comerciais

CONEENAO OI8O dE NEEIMTL ... eeeee ettt et e e e 71

Tabela X1X- Halos de inibicdo médios obtidos com as diferentes amostras de formulacdes
comerciais contendo 6leo de Neem ap0s 24 ¢ 48 h de incubagao..................ccoeevenen.. 72

Tabela XX — Comparagdo dos valores médios de halo de inibicdo obtidos com as
diferentes formulacBes comerciais para cada bactéria, através de testes estatisticos de

comparag0es MUILIPIAS. ......oei i e 75

XX



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

Indice de Figuras

Figura 1 —PorcBes daplanta NEem ........ ..ot 10
Figura 2 — Estrutura quimica da AZA ... ..o e 14
Figura 3 — Esquema da via biossintética de formagdo da AZA ..........ccccoviiiiiiininnnnn 16
Figura 4 — Estruturas quimicas dos principais limonoides descritos na literatura .......... 20
Figura5 — Aspeto do 0le0 de NEEM ... ..o 22
Figura 6 — Esquema ilustrativo de um equipamento de HPLC ......................oeils 26

Figura 7 - Resposta instrumental da solugdo-padrdo de AZA de concentragdo 150 pg/ml,
com identificacdo dos sinais cromatograficos e tempos de retencdo dos diferentes

COMPOSLOS €M ANANIISE ... . et 55

Figura 8 — Curva de Calibracdo do composto AZA-A com indicacdo da equacao da reta e

coeficiente de COrrelagao (R)........oviuriniiii e 57

Figura 9 — Curva de Calibragdo do composto AZA-B com indicacdo da equacao da reta e

coeficiente de COrrelagao (R)........o.iriniirii i 57

Figura 10 — Curva de Calibracdo dos compostos AZA-A+B com indicacdo da equacédo da

reta e coeficiente de correlagdo (R) ....cocvvvevveiveieiieii e e eeeie e D8

Figura 11 - Cromatogramas da solucdo-padrdo de AZA com concentracdo 150 pg/ml
representativos dos periodos de tempo utilizados para avaliacdo da estabilidade (t0d - dia

de preparacéo, t1d, t7d, t30d e t60d - um dia, uma semana, um més e dois meses apos a

VL= oL (oF: o) PP 60
Figura 12 — Cromatograma de uma amostra de 6leo de Neem —Oleo 1 ................... 62
Figura 13 — Cromatograma de uma amostra de 6leo de Neem —Oleo 2 .................... 62
Figura 14 — Cromatograma de uma amostra de 6leo de Neem —Oleo 3 .................... 62

XXI



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

Figura 15 - Perfil de atividade antimicrobiana dos diferentes 6leos de Neem em anélise em
estirpes bacterianas Gram+ ... ... e 66

Figura 16 - Perfil de atividade antimicrobiana dos diferentes 6leos de Neem em analise em

estirpes bacterianas Gram- ... ...t 66

Figura 17 - Perfil de atividade antimicrobiana das diferentes formulages comerciais
contendo 6leo de Neem em andlise em estirpes bacterianas Gram+ ........................... 73

Figura 18 - Perfil de atividade antimicrobiana das diferentes formulacdes comerciais

contendo 6leo de Neem em analise em estirpes bacterianas Gram- ........................... 73

XX



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

CAPITULO I — Introducéo






Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

1.  Introducéo

Desde os tempos primitivos que 0 homem procura na natureza recursos e os utiliza
como forma de melhorar a sua condicdo de vida e, consequentemente prolongar a sua
existéncia (da Cunha and Roque, 2009). Os produtos de origem natural, e em particular a
base de plantas, apresentam-se como a principal base da designada medicina tradicional.
Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) cerca de 80% da populacdo dos paises
em desenvolvimento utilizam, quase exclusivamente, a medicina tradicional, e em
particular & base de plantas, como a Unica forma de fazer frente as patologias e outras
condigdes pelas quais sdo afetadas (Calixto, 2000, Souza-Moreira et al., 2010, Veiga
Junior et al., 2005). Este facto justifica-se pelas elevadas caréncias economicas associadas
a estes paises, mas também devido a falta de informacdo acerca das varias aplicacfes e
vantagens que os produtos de sintese apresentam (da Cunha and Roque, 2009). Um dos
exemplos desta situacdo é a India, que desde sempre utilizou e continua a utilizar os
produtos naturais e, em particular as plantas, para fazer frente aos males que afetavam e

afetam a sua populacdo (da Cunha and Roque, 2009).

Nos ultimos anos, a utilizagdo de produtos naturais e, em particular os produtos a base
de plantas, tem assumido novamente uma grande relevancia, a qual tinha diminuido
aquando do aparecimento em massa dos medicamentos de sintese, tendo o0 seu uso
generalizado a todas as populacdes do mundo (da Cunha and Roque, 2009). Esta situacédo
deve-se em muito ao avanco cientifico verificado nesta rea, nomeadamente ao nivel de
estudos quimicos e farmacoldgicos, que tém permitido obter, a partir das mais
variadissimas espécies de plantas, inumeros compostos com propriedades terapéuticas e
ndo so (Cechinel Filho and Yunes, 1998). Apesar do impulso verificado ao nivel cientifico,
os estudos cientificos existentes sdo ainda insuficientes, uma vez que a cada dia que passa
surgem novos produtos a base de inimeras espécies que ndo sdo totalmente conhecidas,
quer ao nivel dos seus beneficios, quer ao nivel dos seus riscos (Cechinel Filho and Yunes,
1998). Este facto assume maior relevancia uma vez que, de todas as plantas conhecidas em
todo o mundo, apenas 5% foram alvo de estudos fitoquimicos, valor que é ainda menor
quando falamos de plantas sujeitas a estudos biologicos (Cechinel Filho and Yunes, 1998).
Desta forma, a realizacdo de estudos cientificos exaustivos ao nivel desta area sdo cruciais
para que se possa garantir que os produtos naturais apresentem o maximo de seguranga,

qualidade e eficécia.
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Atualmente, os produtos naturais, principalmente a base de plantas, tém vindo a ser
utilizados nos mais variadissimos niveis, porém as suas principais areas de aplicacdo sao
ao nivel farmacologico e cosmético. A utilizacdo das plantas, independentemente da area
de aplicacdo, pode ser feita de varias formas, mais precisamente de forma direta, ou apds
processos extrativos que permitem obter uma ou Vvarias substancias que revelem potencial
quer a nivel terapéutico, quer ao nivel de outras atividades bioldgicas preponderantes (da
Cunha and Roque, 2009).

Em todo mundo, ao longo dos anos, variadissimas plantas tém sido alvo de estudos
profundos de forma a poder tirar-se 0 maior proveito destas, sendo uma dessas plantas a
Azadirachta indica A. Juss (Biswas et al., 2002, Chattopadhyay et al., 2004, Dai et al.,
1999, Koriem, 2013, Morgan, 2009, Pinto and Langas, 2010).

A Azadirachta indica, vulgarmente designada de Neem ou Margosa, € uma arvore
utilizada desde os primdrdios da civilizacdo que apresenta um amplo espectro de
aplicacBes ao nivel terapéutico e inseticida, destacando-se, desta forma, como uma das
plantas mais versateis a nivel mundial (Biswas et al., 2002, Chattopadhyay et al., 2004, Dai
et al., 1999, Koriem, 2013, Pinto and Lancas, 2010). Este facto deve-se essencialmente a
grande variedade de substancias presentes em todas as partes desta planta, mas em
particular a um conjunto de substancias designadas de tetranotriterpendides ou limondides,
dos quais se destaca a Azadiractina (AZA) como o composto de maior relevancia (Pinto
and Lancgas, 2010).

A AZA, bem como os restantes limonoides do Neem, podem ser encontrados em todas
as partes desta planta, no entanto, no caso particular da AZA, este assume a sua maxima
concentracdo ao nivel das sementes, porcdo que se apresenta também como a principal
fonte de obtencdo do 6leo de Neem (Alves et al., 2009, Kumar and Parmar, 1996, Kaushik,
2002, Morgan, 2009, Prakash et al., 2002). O 6leo de Neem apresenta-se como a porcao
menos estudada quer ao nivel do seu teor em AZA e outros compostos, quer ao nivel das
suas propriedades. Desta forma, a realizacdo de estudos que revelem o teor de AZA e de
outros compostos presentes no 6leo de Neem, bem como a perce¢do da sua real utilidade
enguanto agente terapéutico e ndo s6, sdo essenciais, assumindo-se como um factor
preponderante para que este 6leo possa ser usado de forma segura, e podendo retirar-se as
melhores vantagens que possam advir da sua presenca em supostas formulagdes comercias

onde seja incorporado.
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1.1. Objetivos

Os objetivos primordiais deste estudo foram o doseamento da Azadiractina e a
avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem. No sentido de
alcancar estes objetivos, existiram objetivos especificos que foram necessarios atingir,

nomeadamente:

e Desenvolvimento e otimizacdo de técnicas analiticas que permitissem a realizagdo

de anélises quantitativas e/ou qualitativas de diferentes amostras de 6leo de Neem.

e Doseamento, através da técnica de Cromatografia Liquida de Elevada Pressdo

(HPLC), da Azadiractina em diferentes amostras de 6leo de Neem;

e Auvaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana da Azadiractina, 6leo de Neem e
formulagGes comerciais contendo 6leo de Neem sobre diferentes estirpes

bacterianas.
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2. Revisdo bibliogréfica
2.1. Azadirachta indica A. Juss (Neem)

A Azadirachta indica é uma planta pertencente a familia Meliaceae e ordem Rutules,
originaria do subcontinente Indiano e sudoeste da Asia (Bandyopadhyay and Bindu, 2011,
Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004, Hashmat et al., 2012, Morgan, 2009). Apesar da
sua ocorréncia se verificar essencialmente nestas regides do globo, esta planta encontra-se
difundida por todo mundo, sobretudo nos paises tropicais e subtropicais, nomeadamente,
nos paises da América do Sul e Central, do qual é exemplo o Brasil (Bandyopadhyay and
Bindu, 2011, Hashmat et al., 2012, Pinto and Langas, 2010).

O Neem apresenta-se como arvore perene, de pequeno a médio porte (entre 10 a 15 m)
e de crescimento rapido (Biswas et al., 2002, Hashmat et al., 2012, Morgan, 2009, Paes et
al., 2011). Para além destas caracteristicas, outras merecem destague, nomeadamente a sua
capacidade de sobrevivéncia em locais onde se verifiquem altas temperaturas (consegue
suportar temperaturas até 50 °C), baixa pluviosidade anual (400-800 mm por ano), e em
solos pobres e degradados (Forim et al., 2010a, Hashmat et al., 2012, Morgan, 2009). Por
outro lado, o seu desenvolvimento ¢ muito prejudicado pela presenca de temperaturas
baixas, nomeadamente, abaixo dos 14 °C, bem como pela ocorréncia de geadas
(Schmutterer, 1990, Sidhu et al., 2003).

Para além dos factos anteriormente referenciados, esta planta apresenta inimeras
outras particularidades que a tornam num alvo de interesse para a investigacdo. Em
primeiro lugar, as caracteristicas particulares dos diversos compostos ativos,
nomeadamente, a variabilidade destes e das respetivas propriedades, e ainda o facto de nao
ser necessario destruir-se a planta para os obter, dado que se encontram, principalmente, ao
nivel das folhas e sementes (Barrek et al., 2004, Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004,
Hashmat et al., 2012, Kumar et al., 2010, Maity et al., 2009). Para além disso, esta planta
apresenta uma alta taxa de substancias solUveis em agua, que permitem uma facil extracdo
das mesmas, bem como indcuas para 0 homem e para 0 ambiente, dado que sdo na sua

maioria substancias biodegradaveis (Barrek et al., 2004).

Desde hd muito tempo, inimeras porcdes desta planta (Figura 1), respetivamente,

folhas, cascas, frutos, sementes, raizes e 6leo, tém sido utilizadas com indmeros fins,
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nomeadamente para o tratamento de doencas humanas e para o controlo de pragas devido a
sua acdo inseticida (Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004, Kumar et al., 2010, Veitch et
al., 2008a). De entre os diversos fins terapéuticos para 0s quais esta planta pode ser
utilizada, merecem destaque o0s seguintes: abortivo, analgésico, anti-helmintico,
antibacteriano,  antifingico,  anti-hiperglicemiante,  anti-inflamatério,  antiviral,
antimalarico, diurético, antipirético, antiespasmadico, inseticida, antiesperrmatogénico,
antitumoral, hipercolesterémico, hipoglicemiante, imunomodulador, entre outros (Biswas
et al., 2002, Brahmachari, 2004, Hashmat et al., 2012, Maity et al., 2009).

(&) (B) (C) (D)

Figura 1 — Porc¢des da planta Neem: (A) Azadiractha indica A.Juss (Neem); (B) Flores de
Neem; (C) Frutos de Neem; (D) Sementes de Neem (Paul et al., 2011).

Cada uma das aplicacBes anteriormente referenciadas é na sua maioria representativa
dos compostos extraidos de cada uma das por¢des do Neem (Brahmachari, 2004, Paul et
al., 2011). Neste sentido, normalmente os compostos obtidos a partir das folhas séo
descritos como sendo efetivos no tratamento da anorexia e problemas de pele, os dos frutos
sdo extensamente usados como purgativos e emolientes, assumindo grande relevancia ao
nivel do tratamento de problemas intestinais, urinarios e outros (Maity et al., 2009). No que
respeita as propriedades anti-inflamatdrias e antipiréticas, estas sdo atribuidas a compostos
obtidos a partir de folhas, sementes e 6leo (Kumar et al., 2010, Maity et al., 2009). Outras
propriedades, como sejam imunomodeladora, repelente de insetos, inseticida, antissética,
anti-tuberculostatica, anticancerigena, antiviral, antimalarica e hepatotoprotetora, sdo
associadas na sua maioria aos compostos das folhas, mais precisamente aos obtidos a partir
dos extratos destas (Biswas et al., 2002, Hashmat et al., 2012, Kumar et al., 2010, Maity et
al., 2009).

10
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2.1.1. Principais compostos biologicamente ativos do Neem

O Neem apresenta uma extensa variabilidade de compostos que podem ser isolados
dele. Desde o primeiro composto isolado a partir do Neem, o nimbin, mais de 300
compostos bioativos foram isolados sendo estes os principais responsaveis, pela sua grande
variabilidade em termos de acOes terapéuticas e aplicacdes do Neem, independentemente
da porcdo da planta de onde possam ser obtidos (Bandyopadhyay and Bindu, 2011,
Brahmachari, 2004, Hashmat et al., 2012, Kumar et al., 2010). Porém, as propriedades
farmacoldgicas e outras que podem advir da utilizagdo da maioria destes compostos séo
ainda desconhecidas, estabelecendo a necessidade de estudos mais exaustivos acerca dos

mesmos (Bandyopadhyay and Bindu, 2011).

Os compostos ativos presentes na Azadirachta indica podem ser divididos em dois
grandes grupos: compostos isoprendides e compostos ndo isoprendides (Bandyopadhyay
and Bindu, 2011, Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004, Kumar et al., 2010, Paul et al.,
2011).

No grupo dos compostos isoprendides incluem-se diterpenos e triterpendides,
limondides, azadirone e seus derivados, gedunin e seus derivados, compostos tipo
vilasinina, nimbin, salanina e AZA. Por outro lado, nos compostos ndo isoprendides
incluem-se proteinas (aminodacidos), hidratos de carbono (polissacarideos), compostos
sulfurosos, polifendis, tais como flavonoides e seus glicosideos, cumarina e taninos,
compostos alifaticos, entre outros (Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Biswas et al., 2002,
Brahmachari, 2004, Hashmat et al., 2012, Kumar et al., 2010, Paul et al., 2011). Como
referido anteriormente, a cada um destes compostos encontra-se associada uma
determinada atividade, neste sentido, na Tabela I podemos ver alguns exemplos destes

compostos e respetiva atividade bioldgica associada aos mesmos.

11
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Tabela I — Compostos presentes nas diferentes por¢des da planta Azadirachta indica
(Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004, Kumar et al.,
2010, Paul et al., 2011).

Estrutura Atividade Bioldgicca

Nimbin gj Hﬁ Espermicida

CO;Me

Antibacteriano

Nimbolide Anticancerigeno
Antimalarico
Oleo
. Antifangico
nin .2
Gedu Antimalarico
Mahmoodin Antibacteriano
. ) Anticancerigeno
Azadiractina Sementes . , 9
A6 L Antimalarico
H;cgoc/jo o
I1(Hzl:)/S\\[Cszm
Trisulfito ciclico - Folhas Antifangico
m—1-1
COOH
Acido Galico ,<1
HU” OH L. , .
on Anti-inflamatério

Imunomodelador

H

Catequina

oo
Margolone
g ) ) Cascas

Margolonone Antibacteriano

COOH

CH;
Isomargolone /Qg
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2.2. Azadiractina

Como referido anteriormente, a Azadirachta indica contém nas suas inimeras porcoes
uma serie de compostos bioativos e quimicamente interessantes. Porém, de entre estes
compostos, destaca-se uma classe, a dos limondides, de entre a qual se salienta a
Azadiractina (AZA), como sendo o limondide de maior interesse e 0 mais abundante
extraido do Neem (Alves et al., 2009, Forim et al., 2010a, Kaushik, 2002, Morgan, 2009,
Prakash et al., 2002).

Ao longo dos anos e, principalmente, a partir da primeira vez que este composto foi
isolado em 1968, ele tem sido alvo de intensa pesquisa, nomeadamente ao nivel de estudos
bioldgicos, sintéticos e estruturais (Ley et al., 2008, Prakash et al., 2002, Veitch et al.,
2007, Veitch et al., 2008a, Veitch et al., 2008b). Esta situacdo deve-se essencialmente as
particularidades que este composto apresenta, nomeadamente, amplo espectro de acao
(mesmo quando presente em quantidades diminutas), ndo toxicidade para mamiferos, a
estrutura complexa, 0 que torna a sua sintese num desafio intenso, e ainda as suas
propriedades bioldgicas unicas como biopesticida (atua influenciando a alimentacdo e o
crescimento dos insetos e muitos outros artropodes) (Mordue and Nisbet, 2000, Morgan,
2009, Prakash et al., 2002).

2.2.1. Caracterizacao fisico-quimica da Azadiractina

A Azadiractina é um tetranortriterpendide, da classe dos limonoides, com férmula
quimica CzsHa4016, que é extraido das sementes de Neem, encontrando-se intimamente
relacionado com outros compostos extraidos das mesmas, nomeadamente, nimbin e salanin
(Morgan, 2009, Prakash et al., 2002).

A primeira estrutura quimica da AZA foi proposta em 1976, porém constatou-se que
estava incorreta (Bilton et al., 1987, Castro et al., 2014, Ley et al., 1992, Morgan, 2009,
Zanno et al., 1975). Assim, apenas algum tempo depois e utilizando técnicas de NMR e
analise cristalogréafica por raio X, foi possivel propor a estrutura da AZA que atualmente se
conhece (Figura 2) (Bilton et al., 1987, Castro et al., 2014, Ley et al., 1992, Morgan, 2009,
Zanno et al., 1975). A AZA apresenta uma estrutura extremamente complexa, da qual
fazem parte dezasseis centros estéricos (sete quaternarios e nove secundarios), dezasseis

atomos de oxigénio organizados em quatro grupos éster, dois grupos hidroxilo, um

13
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hemiacetal, um epoxido e um grupo dihidrofurano (Castro et al., 2014, Morgan, 2009,
Veitch et al., 2008a).

A

|
-

0 (/1\
)Lo“' “3_ " "OH

- H :
H,COOC —0

o}

Figura 2 — Estrutura quimica da Azadiractina — C3sHs4016 (Morgan, 2009).

Devido as caracteristicas da sua estrutura quimica, a AZA é descrita como sendo um
composto altamente oxidado, com uma conformacao rigida devido a presenca de pontes de
hidrogénio intramoleculares (Prakash et al., 2002, Veitch et al., 2007). Para além destas
caracteristicas, este composto apresenta um grande numero de grupos funcionais reativos
em posices extremamente proximas, facto que tem dificultado a sua sintese artificial
(Prakash et al., 2002, Veitch et al., 2007).

Apesar de se tratar de uma substancia que existe nas mais diversas por¢des do Neem,
esta apresenta a sua maxima concentra¢do ao nivel das sementes maduras, a qual se situa
entre 0,2 e 0,8% (m/m), em oposicdo as folhas onde se verificam concentra¢fes diminutas
deste composto (Alves et al., 2009, Mordue and Nisbet, 2000, Morgan, 2009, Prakash et
al.,, 2002). Devido a este facto, o doseamento e a sua extragdo sdo efetuados
predominantemente em amostras de semente, sendo os teores de AZA bastante variaveis,

situando-se entre 0s 0,08 e 0s 6,2% (m/m) (Tabela I1).

Tabela Il - Teor de AZA encontrado em sementes de Neem.

Teor de Azadiractina

Referéncia
(m/m)
Schmutterer (1990) 1%
Thejavathi et al. (1995) 0,2-0,6%
Johnson and Morgan (1997) 0,2-6,2%
Dai et al (1999) 0,16-0,27%
Deota et al. (2000) 0,11%
Schaaf et al (2000) 0,08%
Sidhu et al (2003) 0,56-0,30%
Forim et al (2010a) 0,23%
Forim et al (2010b) 0,20 -0,51%

14
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Como referido anteriormente, a AZA ¢é obtida naturalmente a partir das sementes de
Neem, sendo extraida normalmente através de mdaltiplos fracionamentos, utilizando
solventes adequados (Morgan, 2009). Destes processos extrativos obtém-se um po
microcristalino, que apresenta uma massa molar de 720,71 g, ponto de fusdo entre
154-158 °C, uma absor¢do maxima na regido do ultravioleta (UVmax) a £ 217 nm (Morgan,
2009). Quando se pretende que este composto seja puro, ele tem que ser sujeito a diversos
procedimentos para ser purificado, o processo mais comum € atraves da técnica de HPLC
preparativa repetitiva, obtendo-se neste caso um pd cristalino puro, com ponto de fusdo na
ordem dos 160 °C (Morgan, 2009).

Para além das carateristicas anteriormente referenciadas, este composto apresenta
outras com elevado interesse, nomeadamente o elevado grau de solubilidade em solventes
organicos polares e em menor grau em agua (Morgan, 2009, Veitch et al., 2007). Para além
disso, a AZA é descrita como sendo um composto muito polar, ndo volatil e fotossensivel
(Morgan, 2009, Veitch et al., 2007).

Em termos de estabilidade da AZA esta € em muito condicionada pelas caracteristicas
anteriormente referenciadas. Neste sentido, verifica-se que a AZA é extremamente instavel
em condicGes acidas, devido essencialmente a presenca do seu éter endlico, bem como em
condicdes béasicas. Em termos de temperatura a AZA é extremamente instavel quando
sujeita a temperaturas elevadas (Veitch et al., 2007, Veitch et al., 2008a). Porém, estudos
demonstraram uma grande estabilidade do esqueleto base da AZA quando este € sujeito a
elevadas temperaturas, desde que este tenha sido previamente sujeito a pirélise com acido
acetico (Veitch et al., 2008a).

2.2.2. Biossintese e sintese artificial da Azadiractina

A AZA é obtida biologicamente através de uma via biossintética bastante complexa
(Figura 3), na qual o esteroide tirucallol é associado como sendo o seu principal precursor
(Johnson et al., 1996, Ley et al., 1993, Mordue and Nisbet, 2000). Desta forma, verifica-se
que a biossintese da AZA inicia-se com uma isomerizacdo alélica do tirucallol originando
o0 butirospermol, composto que é posteriormente oxidado e sujeito a rearranjo de Wagnes-
Meerweir (alteragdo de 1,2-metilo), conduzindo por fim a formagdo do apotirucallol
(Dewick, 2009, Ley et al., 1993).
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Os limondides, e em concreto os tetranotriterpendides como a AZA, surgem a partir da
clivagem dos quatro atomos de carbono terminais da cadeia lateral do apotirucallol (Aerts
and Mordue, 1997, Dewick, 2009). Os atomos restantes que constituem a cadeia lateral
deste composto sofrem ciclizacdo e formam um anel de furano, formando uma molécula
que é alvo de oxidacdo, conduzindo a formacdo de azadirone e azadiradione (Aerts and
Mordue, 1997, Dewick, 2009). O terceiro anel destes ultimos compostos é entdo clivado e
sujeito a oxidacao, convertendo-se assim em C-seco-limondides, tais como, salanin. Este
ultimo composto é entdo alvo de oxidacao e ciclizacdo conduzindo assim & formacéo da
AZA (Aerts and Mordue, 1997, Dewick, 2009, Hansen Dale et al., 1993).

H
H
W H tkTJf
(\VVI‘ | Allelic isomerization | i
Hi .’f\}(r"‘“/ H

> II-:J'\?(:‘\V’

Butyrospermol

Tirucallol(20S)

H S
R e W H
:/“?-J‘S” Wagnes-Meerweir I
A (1,2-methyl shift) ALY
[ H < H O H
NUW — < :1(3"7(?« M

Apotirucallol (203
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Figura 3 — Esquema da via biossintética de formacdo da AZA (Dewick, 2009)
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Dadas as caracteristicas particulares deste composto, das quais se destacam a
instabilidade em meios &cidos e basicos, a fotossensibilidade, e a sua estrutura quimica,
complexa (presenca de um complexo de quiralidade e ligacbes de hidrogénio
intramoleculares) tornam este composto num alvo para a ocorréncia de rearranjos (Veitch
et al., 2007, Veitch et al., 2008a). Esta situacdo tem-se demonstrado como a principal
condicionante para uma maior rapidez no desenvolvimento de um procedimento de sintese
artificial deste composto com um grau de rendimento satisfatorio (Ley et al., 1993,
Morgan, 2009).

Devido aos constrangimentos anteriores, 0 seu processo de sintese demorou cerca de
20 anos a ser concluido, sendo que apenas em 2008 foi possivel concluir totalmente o
processo de sintese artificial da AZA (Jauch, 2008, Morgan, 2009, Veitch et al., 2007,
Veitch et al., 2008a, Veitch et al., 2008b). Um dos autores que mais se tem debrucado
sobre a sintese de AZA é Veitch et al. (Jauch, 2008, Morgan, 2009, Veitch et al., 2007,
Veitch et al., 2008a, Veitch et al., 2008b). Veitch et al. (2007, 2008) propds um mecanismo
de sintese em que a AZA era obtida a partir de um precursor, neste caso o vepaol, que apds
sujeicdo a diversos processos quimicos e fisicos conduzia a formacdo da AZA (Veitch et
al., 2007, Veitch et al., 2008a, Veitch et al., 2008b). Porém outros métodos de sintese
foram propostos, sendo finalmente descrito um método de sintese de retrotransformagao,
ou seja, apds a obtencdo do produto final, neste caso a AZA, este pode ser novamente
convertido nos seus precursores (Morgan, 2009). Assim, ap06s longos anos de pesquisa,
Ley e o seu grupo de colaboradores, propds um mecanismo de sintese no qual a AZA era
obtida em 71 etapas e com um rendimento de 0.00015% (Castro et al., 2014, Jauch, 2008,
Morgan, 2009). Este longo processo de pesquisa evidenciou outras particularidades, como
seja, o facto de poderem ser obtidos artificialmente outros cinco produtos que ocorrem

naturalmente e sdo estreitamente relacionados com a AZA (Morgan, 2009).
2.2.3. Propriedades biologicas da Azadiractina

A AZA tem sido extensamente estudada devido a sua atividade anticancerigena, tendo
mostrado resultados extremamente positivos como quimiopreventivo, devido a capacidade
de induzir efeitos antipoliferativos através de downregulation de proteinas envolvidas no
ciclo celular e apoptose, transducdo, quer pela via intrinseca ou extrinseca
(Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Harish Kumar et al., 2009, Harish Kumar et al., 2010,
Paul et al., 2011).
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A AZA induz a apoptose tanto pela via mitocondrial como pela via do recetor de morte
(Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Harish Kumar et al., 2009). O que se verifica com a
presenca da AZA ¢é uma diminuicdo racio Bcl2/Bax, o qual € um factor preponderante,
dado que o aumento deste racio encontra-se associado a presenca de celulas tumorais
(Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Binder et al., 1996). Consequentemente a esta
diminuicdo verifica-se a ativacdo de uma série de factores pro-apoptéticos e a inibicao de
factores anti-apoptéticos, situacdo que € importante para o controlo do cancro
(Bandyopadhyay and Bindu, 2011). Assim, devido a uma diminuicdo do racio Bcl2/Bax,
ocorre 0 aumento da Apaf 1 e caspase 3, conduzindo desta forma a uma dowregulation do
antigénio celular nuclear, o que leva a fragmentacdo e condensacdo, 0s quais sdo indicios
de apoptose (Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Harish Kumar et al., 2009, Paul et al.,
2011). O mecanismo pelo qual este composto exerce o seu efeito anticancerigeno €é igual
ao exercido pelo nimbolide, outro composto obtido a partir da Azadirachta indica
(Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Harish Kumar et al., 2010, Thoh et al., 2011).

Outra acdo descrita para a AZA ¢ a desempenhada sobre o TNFa, uma citocina pro-
inflamatdéria que desempenha um papel preponderante nas vias de sinalizacdo da
inflamacdo, apoptose e carcinogénese (Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Thoh et al.,
2011). Neste caso, verificou-se que a AZA era capaz de inibir as atividades bioldgicas
induzidas por esta citocina (Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Thoh et al., 2011). Esta
inibicdo é conseguida devido ao bloqueio que a AZA exerce sobre ativacdo do IKK, a qual
se segue a degradacdo da IkBa (Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Thoh et al., 2011).
Outros estudos relatam que AZA pode também atuar através da interagdo com os TNFRs e,
assim, inibir a ligacdo do TNF de sinalizacdo através da ativacdo do IKK jusante,
degradagdo IxBa, a translocag@o nuclear de p65 e gene-dependente de transcricdo NF-xB
(Thoh et al., 2011, Bandyopadhyay and Bindu, 2011). Desta forma, através do bloqueio do
recetor do TNFa, a AZA permite ativacdo do NF-xB (induzida pela ativacdo de TNFa), e
desta forma consegue efetuar um controlo eficaz da inflamagdo (Bandyopadhyay and
Bindu, 2011, Thoh et al., 2011).

Para além do seu efeito como anticancerigeno, este composto tem sido extensamente
associado a resultados extremamente interessantes como antimalarico (Biswas et al., 2002,
Hashmat et al.,, 2012, Kumar et al., 2010). Esta atividade é conseguida, devido a

capacidade da AZA bloquear a formacdo dos microtubulos nas fases de desenvolvimento
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do parasita responsavel por esta patologia (Biswas et al., 2002, Hashmat et al., 2012, Isah
et al., 2003, Kumar et al., 2010, Morgan, 2009).

Apesar dos seus usos para terapéutica humana serem de elevada relevancia, este
composto, assim como outros obtidos a partir da Azadirachta indica, tem desde a sua
descoberta sido utilizados como inseticidas, destacando-se este uso como a principal
aplicacdo destes compostos (Morgan, 2009). Desde a descoberta da atividade pesticida
bem como a sua correlagdo com a AZA, como principal responsavel por esta propriedade,

a investigacao sobre AZA tem aumentado drasticamente (Ambrosino et al., 1999).

A AZA apresenta determinadas caracteristicas que permitem que se destaque como um
excelente inseticida, mais precisamente um biopesticida, das quais se destacam o0 seu
amplo espectro de acdo, o facto de ndo apresentar toxicidade para o homem e o facto de
ndo ser agressivo para 0 meio ambiente (Johnson and Morgan, 1997, Morgan, 2009,
Prakash et al., 2002). Os seus efeitos sobre os insetos sdo variados, podendo afetar a
ingestdo ou mesmo o processo de crescimento, podendo resultar da ingestdo da AZA ou
contato direto com a mesma (Morgan, 2009). O acdo primordial tem sido associado a
similitude deste composto com o ecoesterdide, 0 que conduz a um comprometimento do
processo de crescimento, podendo mesmo conduzir & morte do organismo (Morgan, 2009).
Porém este efeito, ndo pode ser considerado como valido, dado que, efetivamente as
estruturas ndo apresentam qualquer tipo de similitude (Morgan, 2009, Ruscue, 1972).
Desta forma, a principal acdo descrita para AZA como inseticida é a capacidade de reduzir
a ingestdo de alimento pelos insetos, ou seja, através de uma agdo supressora de apetite
(Morgan, 2009, Prakash et al., 2002). Para além deste grande efeito, outros tém sido
atribuidos a presenca de AZA, nomeadamente, repelir as espécies adultas, o que conduz a
diminuicdo de ovos, impedindo assim a proliferacdo dos insetos (Morgan, 2009, Prakash et
al., 2002).

2.3. Outros limonoides

Os limonoides, mais precisamente 0s compostos triterpenodides, como referido
anteriormente, sdo dos compostos mais comuns ao nivel das mais diversas porcoes que
constituem a arvore de Neem (sementes, frutos, flores, folhas, galhos, cascas e raizes)
(Melwita and Ju, 2010, Morgan, 2009). Estdo descritos na literatura, inmeros limondides

sendo os mais descritos a Azadiractina—A (AZA), salanin, nimbin, Azadiractina-B (3-
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tigloylazadirachtol) e Azadiractina-D (1-tigloyl-3-acetyl-11-hydroxymeliacarpin) (Figura
4) (Melwita and Ju, 2010, Morgan, 2009).
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Figura 4 — Estruturas quimicas dos principais limondides descritos na literatura (Morgan,
2009)

Em 1996, Remkold et al., introduziu a designacdo de Azadiractina A, B, C e D para
alguns dos limondides mais frequentes, descrevendo estes compostos como isdmeros da
AZA (Forim et al., 2010a, Forim et al., 2010b, Morgan, 2009). Porém, estudos posteriores
descreveram com maior exatiddo as estruturas quimicas destes compostos e revelaram que
estas designaces e a identificacdo como isomeros foram erradamente atribuidas, uma vez
que se tratam de compostos que ndo pertencem ao mesmo grupo de composto e desta

forma n&o se tratam de isomeros (Forim et al., 2010a, Forim et al., 2010b, Morgan, 2009).

A Aczadiractina-A (AZA-A) e Azadiractina-B (AZA-B) sdo dois compostos
regularmente avaliados e analisados em simultaneo, dado a sua estreita relacdo e
frequéncia, uma vez que se tratam de dois dos limondides mais comuns presentes no Neem
(Forim et al., 2010a, Morgan, 2009). A AZA-A é idéntica a AZA, desta forma este
composto é designado normalmente pelo nome de Azadiractina (Forim et al., 2010a, Forim
et al., 2010b, Grimalt et al., 2011, Hull Jr et al., 1993, Melwita and Ju, 2010, Morgan,
2009). Por outro lado, apds anos de pesquisa Kraus et al (1986), descreveu com rigor a
estrutura da AZA-B, atribuindo-lhe o0 nome de 3-tigloylazadirachtol, nome que prevalece
(Klenk et al., 1986, Morgan, 2009). Apesar disto, regularmente este composto € ainda
designado por AZA-B (Forim et al., 2010a, Forim et al., 2010b, Hull Jr et al., 1993,
Morgan, 2009, Melwita and Ju, 2010).
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Outros limondides estdo presentes nas diferentes por¢des do Neem, mas em
quantidades diminutas, muitos dos quais também foram designados por Azadiractina
(Azadiractina C, D, E, F, G, e K). Porém outros estudos sobre estas estruturas também
revelaram que estes ndo se tratam de isomeros da AZA, permitindo atribuir-lhes nomes
mais corretos de acordo com a sua real estrutura quimica (Forim et al., 2010a, Forim et al.,
2010b, Morgan, 2009).

2.4. Oleo de Neem

O oleo de Neem foi isolado pela primeira vez em 1968, e desde entdo varios autores
tém-se debrucado sobre o seu estudo (Barrek et al., 2004). O 6leo de Neem é obtido a
partir das sementes de Neem, as quais apresentam altos niveis de 6leo, rondando os 30 a
50% de 6leo por semente (Barrek et al., 2004, Kaushik, 2002, Kumar and Parmar, 1996).

Os métodos de obtengdo do 6leo de Neem a partir das sementes sdo diversos, de entre
0s quais se destaca a extracdo mecanica, a extracdo por fluido supercritico e a extracdo
com solventes (Awolu et al., 2013, Forim et al., 2010b, Liauw et al., 2008). O método de
extracdo mecanico ¢ o método mais frequentemente utilizado, contudo apresenta alguns
constrangimentos, nomeadamente, 0 preco baixo associado ao 6leo obtido, situacdo que
ocorre devido a uma maior percentagem de agua e metais contrapondo-se a quantidade
reduzida de AZA e a turbidez que o 6Oleo apresenta (Awolu et al., 2013, Forim et al.,
2010b, Liauw et al., 2008). O outro método comum para a obtencdo de 6leo de Neem é
através de extracdo por fluido supercritico, esta técnica permite obter um 6leo com um
elevado grau de pureza, porém ndo é estabelecida como uma técnica de rotina dado que
esta associada a custos elevados (Awolu et al., 2013, Forim et al., 2010b, Liauw et al.,
2008). De entre 0os métodos mais comuns, a extracdo recorrendo a solventes apresenta-se
como o método com o maior niumero de vantagens em relacdo as técnicas anteriores
(Awolu et al., 2013, Forim et al., 2010b, Liauw et al., 2008). De entre as vantagens
descritas para este método destacam-se maior rendimento do processo extrativo e menor
turbidez do 6leo comparativamente ao método de extracdo mecanica (Awolu et al., 2013,
Forim et al., 2010b, Liauw et al., 2008). Por outo lado, esta associado a menores custos
relativamente ao método de extracdo por fluido supercritico (Awolu et al., 2013, Forim et
al., 2010b, Liauw et al., 2008).
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O 6leo de Neem caracteriza-se por ser um 6leo de cor amarelo palido, transparente
(Figura 5), que apresenta um sabor amargo e odor desagradavel (Awolu et al., 2013,
Chinnasamy et al., 1993, Rukmini, 1987). O sabor amargo e odor desagradavel sdo
carateristicas que inviabilizam a utilizacdo do 6leo de Neem por via oral (Awolu et al.,
2013, Chinnasamy et al., 1993, Rukmini, 1987). Estas particularidades do 6leo de Neem
devem-se, essencialmente, a grande variedade de compostos amargos presentes no 6leo,
cerca de 2% (Rukmini, 1987). De entre os diversos compostos amargos presentes no 6leo
de Neem destaca-se o0 nimbidin, composto que representa 1,4% da totalidade dos
compostos amargos do 6leo (Chinnasamy et al., 1993, Rukmini, 1987). A caracteristica
amarga deste composto deve-se a presenca de enxofre que resulta da formagdo do acido
nimbidinia (composto que contém enxofre), aquando do processo de hidrdlise do nimbidin
(Chinnasamy et al., 1993, Rukmini, 1987). Para além deste composto, outros compostos
amargos podem ser destacados, nomeadamente nimbinin (0,01%), nimbin (0,12%) e
nimbidiol (0,5%) (Chinnasamy et al., 1993, Rukmini, 1987).

Figura 5 — Aspeto do 6leo de Neem.

Para além dos compostos anteriormente referenciados responsaveis pelo sabor amargo
e odor desagradavel, o 6leo de Neem é rico em acidos gordos e apresenta como 0 seu
principal constituinte ativo a Azadiractina (Barrek et al., 2004, Biswas et al., 2002, Kumar
et al., 2010, Melwita and Ju, 2010). A qualidade da grande parte dos 6leos de Neem ¢é
representada pela percentagem de AZA, a qual é condicionada pela qualidade das sementes
utilizadas na extracdo, bem como pelo processo extrativo (Melwita and Ju, 2010). O teor
de AZA presente no 6leo de Neem ¢é varidvel, podendo apresentar valores quase
indetetaveis até valores a rondar os 4000 ppm (Govindachari et al., 1996, Forim et al.,
2010b, Melwita and Ju, 2010, Kumar and Parmar, 1996, Warra, 20012).

O oleo de Neem tem associado a si uma grande diversidade de propriedades, que sao
caracteristicas de cada composto presente nele (Tabela 1), destacando-se atividades como

antibacteriana, antifungica, anti-inflamatoria, espermicida, antimalarica, inseticida entre
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outras (Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004, Kumar
etal., 2010, Paul et al., 2011).

2.4.1. Aspetos toxicoldgicos do 6leo de Neem

Apesar da grande variedade de aplicacdes do 6leo de Neem, a toxicidade deste para 0s
animais e humanos tem de ser tida em conta, dado que varios estudos tém relatado
toxicidade em diversos animais (Tabela I11) (Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004,
Kumar et al., 2010).

Tabela Il — Toxicidade e efeitos adversos associados ao 6leo de Neem (Biswas et al.,
2002, Brahmachari, 2004, Kumar et al., 2010).

.. . Animal on manif
Toxicidade/efeito adversos al onde se manifesta a

toxicidade
Toxicidade letal Tilapia e carpa
Toxicidade aguda Rato e coelho
Hipoglicemia severa Rato
Vomitos, diarreia, sonoléncia,
leucocitose, acidose metabdlica e Homem
encefalopatia.
Espermicida Macaco e Homem
Antifertilidade Macaco, babuinos e roedores

No caso concreto dos humanos, os efeitos toxicos sdo raros, porém alguns estudos
descrevem efeitos adversos advindos da utilizacdo de 6leo de Neem, nomeadamente
vomitos, diarreia, sonoléncia, encefalopatia (em particular em latentes e criancas), bem
como leucocitose e acidose metabolica (Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004, Kumar et
al., 2010). Estes efeitos sdo em norma atribuidos em grande parte a presenca de substancias
toxicas e aflatoxinas presentes no 6leo de Neem (Biswas et al., 2002). Apesar dos efeitos
toxicos referenciados, estudos verificaram que a aplicacdo Unica de Oleo numa
percentagem de 1% néo produz efeitos adversos graves quer em humanos quer em animais
(Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004, Kumar et al., 2010).

A DL 50 (dose letal mediana) do 6leo de Neem ¢é varidvel, apresentando valores
diferentes entre espeécies (Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004, Kumar et al., 2010). No
caso concreto, da sua principal substancia ativa a AZA, a DL 50 sobre insetos varia entre 1

a 4 ug por grama de inseto (Barrek et al., 2004). Desta forma é necessaria particular
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atencdo no consumo e utilizacdo de 6leo de Neem por parte das populagdes humanas, quer

para uso proprio quer para aplicagdo em animais.

Vérios autores tém investigado varios mecanismos de atuacdo do 6leo de Neem no
sentido de explicar os possiveis efeitos adversos que podem advir da utilizacdo deste
produto (Biswas et al., 2002). Um dos mecanismos propostos, indica que o 6leo de Neem
atua através da desacoplagdo da fosforilagdo oxidativa mitocondrial, conduzindo a inibi¢&o
da cadeia respiratoria. Para além disso atua reduzindo os niveis intramitocondriais da
acetilCoA e ésteres de CoA &cido — soliveis, bem como o teor de ATP mitocondrial
(Biswas et al., 2002).

2.5. Doseamento de compostos ativos do Neem

A analise quantitativa e qualitativa de compostos ativos presentes nas plantas séo
parametros essenciais para a utilizagdo segura e eficaz dos mesmos. Para efetuar este tipo
de analise pode-se recorrer as mais diversas técnicas analiticas, destacando-se as técnicas
cromatograficas, como técnicas de eleicdo, uma vez que permitem a analise laboratorial de
misturas complexas devido a capacidade de separar, identificar e quantificar os diversos

compostos que possam constituir as mesmas (Kupiec, 2004a).

A cromatografia destaca-se como um método fisico-quimico que se baseia na
capacidade dos diferentes compostos de uma mistura complexa migrarem diferencialmente
devido as diferentes interacdes verificadas entre duas fases imisciveis designadas de fase
moével (FM) e fase estacionaria (FE) (Degani et al., 1998, Kupiec, 2004a, Kupiec, 2004b,
McPolin, 2009). A fase movel apresenta-se como um fluido que se desloca através da
designada fase estaciondria, a qual se apresenta como sendo uma fase fixa e com uma
extensa area superficial (Degani et al., 1998, Kupiec, 2004a, Kupiec, 2004b, McPolin,
2009). Existem diversos métodos cromatogréficos descritos, sendo estes classificados de
acordo com diversos critérios, nomeadamente, quanto ao mecanismo de separacdo, ao
sistema cromatografico, e ao tipo de fase utilizada (Kupiec, 2004a, Kupiec, 2004b,
McPolin, 2009).

No caso do Neem, a substancia mais analisada é a AZA, porém outras substancias
presentes na planta sdo alvo de anélise (Johnson and Morgan, 1997, Sidhu et al., 2003).
Para este efeito utilizam-se as mais variadas técnicas, destacando-se as técnicas

cromatograficas como as principais técnicas utilizadas para a quantificacéo e identificagdo
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destas substéncias, e em particular da AZA (Prakash et al., 2002). Dai et al (1999,2001)
desenvolveu um método colorimétrico, utilizando vanilina, que pode ser usado para
determinar a presenca da AZA bem como de outros limondides, porém o conteldo de AZA
ndo pode ser determinado separadamente (Dai et al., 1999, Dai et al., 2001). Outra técnica
também descrita para determinacdo de AZA, foi a utilizada por Schutz et al. (1997) e
outros autores que efetuaram a determinacdo de AZA através da técnica de Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) (Hemalatha et al., 2001, Schiitz et al., 1997).

2.5.1. Analise cromatografica da Azadiractina em diferentes amostras

de Neem

No caso da AZA, a Cromatografia Liquida de Elevada Pressdo (HPLC) destaca-se
como a principal técnica cromatogréfica utilizada (Prakash et al., 2002). Porém, outras
técnicas cromatograficas também sdo vulgarmente utilizadas para o mesmo fim,
nomeadamente a Cromatografia Gasosa (GC) e a Cromatografia em Camada Fina (TLC),
entre outras (Alves et al., 2009, Kaushik, 2002). Ermel et al. (1984) utilizou TLC associada
com fluorescéncia para determinacdo de AZA presente em sementes de Azadirachta indica
(Kaushik, 2002). Por outro lado, Johnson e Morgan (1997), Huang e Morgan (1990) e
Ambrosino et al. (1990) recorreram a Cromatografia de Fluido Supercritico (SFC) para
efetuar a determinacdo da AZA (Ambrosino et al., 1999, Huang and Morgan, 1990,
Johnson and Morgan, 1997, Kaushik, 2002).

A Cromatografia Liquida de Elevada Pressdo (HPLC) € um tipo de cromatografia em
coluna geralmente utilizada em analise bioguimica para separar, identificar e quantificar
compostos ativos (Degani et al., 1998, Kupiec, 2004b, Malviya et al., 2010, McPolin,
2009). Esta técnica cromatografica baseia-se na utilizacdo de colunas de dimensdes
reduzidas, em que uma fase mével no estado liquido elui sobre uma fase estacionaria que
se localiza no interior da referida coluna (Degani et al., 1998, Kupiec, 2004b, Malviya et
al., 2010, McPolin, 2009). A fase estacionaria que reveste as colunas neste tipo de técnica
necessita de apresentar caracteristicas adequadas para que, possa resistir a altas pressdes
utilizadas para a separagdo dos compostos de uma mistura e analise dos mesmos (Degani et
al., 1998, Kupiec, 2004b, Malviya et al., 2010, McPolin, 2009).

Um equipamento de HPLC é constituido normalmente por um reservatorio para fase

movel, uma bomba, um injetor de amostras, uma coluna, um detetor e um software
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informatico de aquisicéo e integracdo de dados (Figura 6) (Degani et al., 1998, Kupiec,
2004b, Malviya et al., 2010, McPolin, 2009). O componente base deste equipamento € a
coluna, uma vez que esta € a principal responsavel pela separacdo dos diversos compostos
que constituem uma mistura alvo de analise (Degani et al., 1998, Kupiec, 2004b, Malviya
et al., 2010, McPolin, 2009). O processo de anélise cromatografica inicia-se com injecdo
da amostra através do injetor, para a coluna, onde ocorre a separacdo dos componentes da
amostra pela eluicdo ao longo da coluna da fase movel (Degani et al., 1998, Kupiec,
2004b, Malviya et al., 2010, McPolin, 2009). A detecdo dos diferentes compostos eluidos,
depende do detetor utilizado, sendo que a resposta que se verifica perante o detetor €
apresentada no sistema de aquisigéo e integracdo de dados pelo designado cromatograma
(Degani et al., 1998, Kupiec, 2004b, Malviya et al., 2010, McPolin, 2009).

Figura 6 — Esquema ilustrativo de um equipamento de HPLC. a) reservatorio para fase
movel; b) bomba; c) injetor de amostras; d) coluna; e) detetor; f) software informatico de

aquisicdo e integracdo de dados (Degani et al., 1998).

A técnica de HPLC apresenta varios subtipos que sdo diferenciados através do
revestimento das colunas utilizado, ou seja, da fase estacionaria pela qual sdo revestidas
(Malviya et al., 2010, McPolin, 2009). Neste sentido, os tipos de HPLC vulgarmente
utilizados sé&o a HPLC de fase normal (NP-HPLC) ou de fase reversa (RP-HPLC) (Malviya
et al., 2010, McPolin, 2009).

A técnica NP-HPLC utiliza uma coluna revestida por uma fase estacionaria de
natureza polar, normalmente silica, associada a uma fase movel de natureza ndo polar

(Malviya et al., 2010, McPolin, 2009). Assim, verifica-se que, componentes menos polares
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serdo 0s primeiros a eluir contrariamente aos polares, que ficam retidos na fase madvel
(apolar) (Malviya et al., 2010, McPolin, 2009). Por outro lado, a técnica RP-HPLC utiliza
uma coluna revestida por uma fase estacionaria de natureza apolar, associada a uma fase
movel de natureza polar (Malviya et al., 2010, McPolin, 2009). Esta técnica baseia-se nas
interacOes hidrofébicas, que sdo obtidas a partir das forcas de repulsdo que se verificam
entre a fase movel, o composto (apolar), e a fase estacionaria apolar (Malviya et al., 2010,
McPolin, 2009). Assim, verifica-se que componentes mais polares serdo 0s primeiros a
eluir contrariamente aos apolares, que ficam retidos na fase movel (polar) (Malviya et al.,
2010, McPolin, 2009).

A técnica de HPLC encontram-se associados detetores, que sdo responsaveis pela
conversdo das moléculas que chegam ao local de detecdo em sinal elétrico (Malviya et al.,
2010, McPolin, 2009). Estes podem ser de diversos tipos (por exemplo, detetores UV-Vis,
de matriz de diodos (DAD), dependendo a sua escolha essencialmente das propriedades
fisico-quimicas da amostra sobre a qual recai a analise (Malviya et al., 2010, McPolin,
2009, Morgan, 2009).

No caso concreto da AZA, dado que esta é uma substancia nao volatil e também muito
polar, a técnica de HPLC de fase reversa associada a detetores UV-Vis, de matriz de
diodos (DAD), apresenta-se como o método de eleicdo para efetuar a identificacdo e
quantificacdo desta substancia (Morgan, 2009). Porém, é de salientar o facto de o
comprimento de onda onde maioritariamente esta substancia absorve ser muito curto e

muito semelhante a um grande nimero de outros compostos (Morgan, 2009).

Esta técnica, e em particular na identificacdo e quantificacdo da AZA, pode ser
aplicada as diversas por¢oes da planta, bem como as mais diversas formulacGes comerciais
a base deste composto, diferindo apenas nas condi¢Ges cromatograficas utilizadas - tipo de
coluna, fluxo, método de detecdo, fase mdvel, entre outras, bem como na forma de
preparacdo das respetivas amostras a testar (Kaushik, 2002, Morgan, 2009). Desta forma,
na Tabela IV encontra-se um resumo de estudos sobre o doseamento de AZA (AZA-A)
nas mais diversas por¢Ges de Neem utilizando HPLC, onde se descrevem as condig¢Oes
cromatograficas utilizadas em cada um deles. Nesta tabela, encontram-se também alguns
estudos que descrevem as condi¢gdes cromatograficas utilizadas para o doseamento de 3-
tigloylazadirachtol (AZA-B), dado que se trata de um composto intimamente relacionado

com a AZA e avaliado muitas vezes em simultaneo.
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Tabela

tigloylazadirachtol (AZA-B) utilizando HPLC.

IV — Resumo de estudos sobre doseamento de AZA (AZA-A) e 3-

Referéncia Amostra Coluna Fase Mével (v/v) Flux_o T'p9 Eje Temp 0 de_ Detecdo
(ml/min)  Eluicdo  Retencéo (min) (nm)
Hull Jr.et  Formulages . : " o _
al (1993) —— RP-C8 (150 x 4,6 mm) ACN:H,0 (28:72) 1 Isocratico UV-215
Formulacdes Inicialmente ACN:H.0
Sundaram S i} (20:80) em gradiente . a y
et al (1993) comglrggalse RP-C18 (250x4,6mm) aumento linear do ACN 1 Gradiente Uv-210
para 35% por 22,5 min
ACN:H;0 (40:60)
Theiavathi isocratico durante 5 min,
ot aIJ (1995) Sementes C18 (150x3,9 mm) em gradiente até 100% -2 Gradiente A Uv-217
de ACN em 3 min (20%
por min)
Kumar et al < . . (o ) uv-214
(1996) Oleo RP (150x6 mm) MetOH:H,0 (70:30) 1 Isocrético 7,13 (AZA-A) e 250
0 ao0s 15 min —
Johrson et ACN:H.0 (32:68); 15
al (1997) Sementes RP (250 x4,6mm) ao0s 20, ACN aumenta 32 1 Gradiente 2 uv-217
para 55%; 20 a0s 55
ACN mantem os 55%
D(al'ggtgi" Sementes RP (250x4,6mm) ACN:H,0 (40:60) 1 lsocrético 10,2 (AZA-A)  UV-214
Ramesh et 4 ) MetOH:ACN:H.0 - 7,0 (AZA-A) P
al (1999) Oleo RP-C18 (150 x 4,6 mm) (35:15:50) 1 Isocrético 6.0 (AZA-B)
De(‘;toaogt) 8l ementes  RP-C18(3.9x300mm)  MetOH:H;O (60:40) 1 Isocraico 69 (AZA-A)  UV-217
Schaafetal — Sementese oo c1g(100x46mm)  HOACNOI%TFA 05 Gradiente 15-18 (AZA-A) =
(2000) calos
K(gggg')k Sementes  RP-CI8(150x39mm)  ACN:H,O (40:60) 1 Isocrdfico  28(AZA-A)  UV-214
Sharma et ) . . " 13,9 (AZA-A) ]
al (2003) Sementes RP-C18 (250 x 4 mm) MetOH:H.0 (50:50) 0,75 Isocratico 16,8 (AZA-B) Uv-217
Sidhu et al ACN: MetOH:H,0 - 19,2(AZA-A) g
(2003) Sementes C8 (250 x 4,6 mm) (23:25:55) 1 Isocrético 202 (AZA-B) Uv-220
ACN: H,0
Bagg‘g j)t ad e C18(250x3mm)  (16%aé100%deACN 04  Gradiente  ars Eﬁéﬁ:@g UV-215
em gradiente em 40 min) '
Alveset al ) ) - 79 (AZA-A) 3
(2009) Folhas RP-C18 (250 x 4,6 mm) H20: ACN (60:40) 1 Isocratico 8.8 (AZA-B) uv-217
Forimet al i,
calos, flores  RP-C18 (150 x 4,6mm) ACN:H0 (40:60) 04 Isocrético 2 uv-217
i) e frutas
Forimetal ~ Sementes/ i ACN/MetOH/THF/H,0 . a :
(2010) dleo RP-C18 (150 x 4,6 mm) (34:4:1:61) 0,8 Isocratico uv-217
) ACN:MetOH:THF:H,0 ” ) )
Forim et al Sementes  RP-C18 (150 x 4,6 mm) (34:4:161) 0,4 Isocrético uv-217
(2010) - ) ACN:MetOH:THF:H;0 - a :
Oleo RP-C18 (150 x 4,6 mm) (36,75:7,35:4.9:51) 0,8 Isocrético uv-217
'\gf'("z"étl%;*t Oleo C18 (250 x 4.6 mm) MetOH:H;0 (50:50) 1 Isocratico a UV-215
Sa’ggioit A Sementes  RP-CI8(150x39mm)  ACN:H,O (60:40) 1 Isocratico 2 2
Ja‘(’%if)t A Sementes  RP-C18(250x46mm)  ACN:H,O (35:65) 1 lsocrdtico  18,6(AZA-A)  UV-217

RP (reverse phase) ACN (acetonitrilo); H-O (agua); MetOH (Metanol); THF (tetrahidrofurano); AZA-A
(azadiractina); AZA-B (3-tigloylazadirachtol); UV (ultravioleta); ® ndo mencionado.

Em diferentes estudos ja realizados sobre a tematica (Tabela 1V), pode-se verificar

que o método de eluicdo isocratico é o mais difundido, estando associado na sua maioria a

tempos de retencdo menores (Alves et al., 2009, Deota et al., 2000, Kaushik, 2002, Kumar
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and Parmar, 1996, Ramesh and Balasubramanian, 1999, Sharma et al., 2003, Sidhu et al.,
2003). No estudo realizado por Barrek et al. (2004) foi utilizado um método de eluicdo por
gradiente e uma coluna C18, 250x4,6 mm, e neste caso 0s tempos de retencdo para a AZA
foram na ordem dos 21,3 min (Barrek et al., 2004). Por outro lado, no estudo realizado por
Kaushik et al. (2000), foi utilizado um método de elui¢do isocrética e uma coluna C18,
150x3,9 mm, e neste caso 0 tempo de retencdo foi muito mais baixo (2,8 min)
comparativamente ao obtido por Barrek et al. (2004) (Barrek et al., 2004, Kaushik, 2002).
Por outro lado, no que respeita ao tipo de coluna os tempos de retencdo também sao
variaveis, mesmo dentro do mesmo método de eluicdo. Neste sentido, em oposi¢do ao
estudo realizado por Kaushik (2000), Dai et al (1999) utilizou 0 mesmo método de eluicéo,
ou seja, isocratico, mas uma coluna de dimensdes superiores (C18, 250x4,6 mm), tendo-se
verificado um tempo de retencdo para a AZA cerca de trés vezes maior (10,2 min)
comparativamente ao descrito por Kaushik (2002) (Dai et al., 1999, Kaushik, 2002). Desta
forma, pode-se inferir que a utilizagdo de um sistema em que seja utilizado um tipo de
eluicdo isocratica associado a uma coluna de menores dimensfes conduz a analises menos
morosas, e desta forma associada a menores custos. No entanto, a escolha do tipo de
eluicdo, deve ter sempre em conta o tipo de amostra em causa bem como, a sua
estabilidade (Sarais et al., 2008, Schaaf et al., 2000).

Em termos de fase mdvel utilizada para a analise cromatografica de AZA por HPLC,
os diferentes estudos ja realizados descrevem diversos tipos de fase movel, sendo que se
destacam o acenotrilo, 0 metanol e a &gua como componentes presentes em grande parte
destas. A fase moével mais utilizada nos diversos estudos € a constituida por agua e
acetonitrilo em porcdes 60:40 (v/v) (Alves et al., 2009, Barrek et al., 2004, Dai et al., 1999,
Forim et al., 2010a, Hull Jr et al., 1993, Kaushik, 2002, Schaaf et al., 2000, Sundaram and
Curry, 1993, Thejavathi et al., 1995). Uma outra condicdo essencial na determinacdo de
AZA é o comprimento de onda ao qual é efetuada a detecdo, neste caso, verifica-se que
este pode ser variavel (214-250 nm), porém, a maioria dos estudos efetuam a detecdo de
AZA aos 217 nm (Alves et al., 2009, Deota et al., 2000, Forim et al., 2010a, Forim et al.,
2010c, Forim et al., 2010b, Johnson and Morgan, 1997, Sharma et al., 2003, Thejavathi et
al., 1995).

Quanto ao tipo de amostras de Neem utilizadas no doseamento de AZA, elas sdo

variadas, sendo que se verifica a predominancia de amostras obtidas a partir das sementes,
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mais precisamente extratos hidroalcoolicos obtidos destas por¢des (Dai et al., 1999, Deota
et al., 2000, Forim et al., 2010c, Forim et al., 2010b, Johnson and Morgan, 1997, Kaushik,
2002, Schaaf et al., 2000, Sharma et al., 2003, Sidhu et al., 2003, Thejavathi et al., 1995).
Por outro lado, o 6leo de Neem apresenta-se como uma das por¢des do Neem menos
estudada ao nivel do teor em AZA, pelo que o teor efetivo de AZA presente nesta amostra
ainda ndo é totalmente conhecido, sendo muitas vezes estimado a partir do teor de AZA
presente nas sementes, dado que esta é a porcdo de onde se extrai o 6leo. Existem ainda
estudos em que o alvo da analise sdo amostras de formulacdes comerciais contendo esta
substancia (Hull Jr et al., 1993, Sundaram and Curry, 1993).

2.6. Atividade antimicrobiana do Neem

A atividade antimicrobiana da planta Neem tem sido extensamente avaliada durante o0s
ultimos anos por diversos autores utilizando métodos microbiolégicos, sendo que os

resultados obtidos tém sido muito diversificados.

O estudo da atividade antimicrobiana do Neem e, em particular da atividade
antibacteriana, envolve uma diversidade de bactérias Gram+ e Gram-, com resultados
muito distintos. Neste sentido, em inumeros estudos foram demonstrados resultados
positivos da acdo de extratos de folhas e cascas de sementes de Neem sobre Escherichia
coli e Staphylococcus aureus (Ahmad and Beg, 2001, Asif, 2012, Gajanan, 2012, Grover et
al., 2011, Gualtieri et al., 2008, Jahan et al., 2007, Koona and Budida, 2011, Kumar et al.,
2012, Maragathavalli et al., 2012, Rathod et al., 2012, Oyinbo et al., 2013, Sarmiento et al.,
2011, Vinoth et al., 2012, Upadhyay et al., 2010). Porém, em outros estudos, também
identificaram resultados positivos, mas em menor nudmero, sobre outras bactérias,
nomeadamente, Bacillus pumillus, Micrococcus luteus, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enteritidis, Vibrio cholerae, entre outras (Asif, 2012, Atawodi and
Atawodi, 2009, Grover et al., 2011, Koona and Budida, 2011, Maragathavalli et al., 2012,
Mehrotra et al., 2010, Zhang et al., 2010).

Dos diversos estudos analisados, foi possivel ainda verificar que em termos das
bactérias mais frequentes ao nivel da pele, quer da flora normal ou patologias associadas a
mesma, dos quais sdo exemplo Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes, 0S
extratos de Neem apresentaram resultados positivos bastante satisfatorios (Gajanan, 2012,
Ki and Rotstein, 2008, Oyinbo et al., 2013, Rao et al., 1986). Para além disso, ao nivel da
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atividade antimicrobiana especifica das folhas de Neem, esta foi relatada in vitro sobre
varios microrganismos, nomeadamente, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus pyogenes,

Mycobacterium tuberculosis e Vibrio cholerae (Atawodi and Atawodi, 2009).

Contrariamente aos resultados positivos obtidos sobre as bactérias anteriormente
referenciadas, existem tambem descritos resultados negativos dos extratos obtidos a partir
do Neem sobre diversas bactérias, nomeadamente, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Salmonella dysenteriae, Staphylococcus paratyphi e Streptococcus mutans (Aarati et al.,
2011, Atawodi and Atawodi, 2009, Grover et al., 2011, Koona and Budida, 2011).

Um estudo em que se verificou a atividade diferencial de bactérias sob acéo de extratos
de Neem obtidos utilizando diferentes solventes e em diferentes concentragbes foi o
realizado por Rathodet al. (2012) (Rathod et al., 2012). Neste estudo foram avaliadas
quatro bactérias, nomeadamente, B. subtillis, S..aureus, E. coli e K. pneumoniae, sob a¢édo
de extratos etandlicos e aquosos de folhas e cascas de Neem (Rathod et al., 2012). No caso
dos extratos de folhas de Neem, verificou-se que 0s extratos etandlicos eram 0s mais
efetivos sobre os microrganismos testados, sendo que os resultados obtidos com extratos
aquosos eram na sua maioria de menor efetividade (Rathod et al., 2012). Ao nivel da
concentracdo destaca-se o facto de os extratos aquosos em concentragdes mais baixas
(5 pg/ml) ndo serem efetivos contra S. aureus, K. pneumoniae e B. subtillis, e ainda a alta
atividade dos extratos etandlicos em concentracGes mais elevadas (250 pug/ml). No caso
dos extratos de casca, os resultados foram semelhantes, ou seja, 0s extratos aquosos foram
menos efetivos que os etanolicos, tendo estes Ultimos a sua maxima a¢do em concentracdes
mais elevadas (Rathod et al., 2012).

Para além dos efeitos antibacterianos, os extratos de Neem tém sido descritos como
tendo atividade sobre diversos tipos de fungos, nomeadamente do género Trichophyton,
bem como alguma atividade antiviral, do qual é exemplo a exercida sobre o virus da
Dengue tipo 2 (Asif, 2012, Atawodi and Atawodi, 2009, Parida et al., 2002).
Contrariamente aos resultados positivos obtidos sobre os microrganismos anteriormente
referenciados, existem também descritos resultados negativos dos extratos obtidos a partir
do Neem sobre a levedura Candida albicans; porém, o extrato de éter de petréleo do éleo
de Neem contraria estes resultados uma vez que demonstrou atividade contra este
microrganismo (Aarati et al., 2011, Ahmad and Beg, 2001, Grover et al., 2011, SaiRam et
al., 2000).
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No caso do 6leo de Neem as informagdes sobre a sua atividade antimicrobiana e em
particular a antibacteriana, s&o escassas; contudo, os estudos existentes sobre esta tematica
mostraram atividade antibacteriana sobre bactérias Gram+ e Gram-, bem como sobre
estirpes bacterianas resistentes a estreptomicina. Na Tabela V, encontram-se 0s principais

resultados de alguns estudos realizados sobre a atividade antimicrobiana do 6leo de Neem.

Tabela V — Resumo de artigos sobre atividade antimicrobiana do 6leo de Neem.

Microrganismos

Referéncia Amostras . Resultados Relevantes
Avaliados
E. coli; e In vitro, apresenta atividade positiva a uma
Rao et al § K. Pneumoniae; concentragdo de 1.5-6.0% sobre 0s organismos
Oleo P. aeruginosa; . . .
(1986) S. aureus: E. coli, K .pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus
S. pyogenes. e S.pyogenes.
E. coli; S. typhi; e Extrato a 2 mg / ml, apresenta atividade positiva
: ’ S. dysenteroides;  mais evidente do que o 6leo.
SENETE] Extratolde eter F. vulggrls, e Extrato tem atividade positiva contra E. coli e K.
al (2000) de petréleo do P. aeruginosa; . L. . ,
Ales e dlas S. faecalis: pneumoniae, bactérias sobre as quais o 6leo de
S. aureus: Neem ndo apresenta atividade, e sobre a
C. albicans. levedura C. albicans.
S. aureus; i e Api
Jahan et al 4 - . eAtividade positiva sobre as quatro bactérias
(2007) Oleo S. typhi; E. coli; testadas
P. aeruginosa. '
E. coli; B. cereus; o » -
L. acidophilus; ~®Atividade positiva sobre todas as bactérias
Upadyay et 4 L
al (2010) Oleo S. aureus; testadas, destacando-se o B. cereus com halos de
K. pneumoniae; inibico médios de 45,63+0,23 mm.
S. pneumoniae.
P. aeruginosa; . Athldad.e posm\{a _ '?‘obre as  bactérias
P. mirabilis: P.aeruginosa; P. mirabilis, S. aureus, B. cereus,
Asif ol S. aureus; E. coli, S. typhimurium. Destacam-se 0s
(2012) €0 B. cereus; E. coli; microrganismos B. cereus e P. mirabilis com
S. typhimurium;  atividade mais significativa.
P. vulgaris. o Atividade negativa sobre a bactéria P. vulgaris.
e Atividade  positiva  sobre  S.
marcescens.
5mg/ml e Atividade negativa contra B. lentus,
P. aeruginosa, B. subtilis e S.
) B. macerans; aureus.
Oleo com trés B. |egtl:5? e Atividade  positiva  sobre  S.
. concentragoes B. subtilis; Marcescens e S. aureus
gy(?oblos;et diferentes: P. aeruginosa; 10 mg/ml Atividad t b B. lent
510 e 15 Seroite o Ativida _e negativa sobre B. lentus,
mg/ml marcescens: P. aeruginosa e B. macerans.
S. aureus. e Atividade positiva sobre B.subtilis,
S. marcescens, S. aureus e B.
15 mg/ml macerans.

e Atividade negativa sobre B. lentus
e P. aeruginosa.
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Da analise da Tabela V, pode-se verificar que as bactérias mais descritas como sendo
suscetiveis ao Oleo de Neem e seus extratos sdo Bacillus cereus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Asif, 2012, Jahan et al., 2007, Oyinbo
etal., 2013, Rao et al., 1986, SaiRam et al., 2000, Upadhyay et al., 2010). Por outro lado, é
ainda de salientar que, dependendo da concentracdo de 6leo de Neem testada, podem
ocorrer variagdes quanto aos microrganismos suscetiveis ao 6leo ou aos seus extratos
(Oyinbo et al., 2013, Rao et al., 1986, SaiRam et al., 2000). De entre as bactérias mais
descritas como suscetiveis € de salientar os valores médios do halo de inibicdo alcancados
pelo B. cereus (45,63+0,23 mm) no estudo desenvolvido por Upadhyay et al. (2010)
(Upadhyay et al., 2010).

Um facto que também merece destaque é a maior eficacia verificada por Sairam et al
(2000) do extrato de éter de petrdleo do 6leo de Neem comparativamente ao 6leo de Neem
propriamente dito, sendo que se verificou que o extrato, in vitro, a 2 mg/ml, tinha uma
atividade antimicrobiana mais forte do que o Oleo, apresentando atividade sobre a
Escherichia coli e a Klebsiella pneumoniae, bactérias sobre as quais o 6leo de Neem nao

tinha apresentado atividade (SaiRam et al., 2000).

Apesar da existéncia de alguns estudos sobre atividade antimicrobiana do dleo de
Neem, verifica-se que estes sdo em numero reduzido e alguns ja com alguns anos,
tornando-se premente a necessidade da realizacdo de estudos mais profundos sobre este

produto, para gque se percebam todas as suas potencialidades.
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CAPITULO 11l — Material e Métodos
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3. Material e Métodos

3.1. Amostras

Trés oleos de Neem (Azadirachta indica) de proveniéncias diferentes, dois originarios
da India e um originario do Brasil foram sujeitos a analise (Tabela V). Além disso, foram
avaliadas trés formulacdes comerciais (trés cremes hidratantes da marca Gluck Neem da
empresa M&M Biotechnology) que apresentavam na sua composicdo Oleo de Neem
(Tabela VII). Como referéncia e padréo de trabalho foi utilizado um padréo adquirido
comercialmente (E.I1.D. - Parry (India) Limited) de AZA (A+B), a qual apresentava um
grau de pureza de 92,35%, e onde estavam presentes 70,33% de AZA-A e 22,02% de
AZA-B.

Tabela VI — Identificacdo das amostras de 6leo analisadas.

Identificacdo das Correspondéncia
amostras de 6leo

Oleo 1 Oleo da India 1
Oleo 2 Oleo da india 2
Oleo 3 Oleo do Brasil

Tabela VII - Identificacdo das amostras de formulagdes comerciais utilizadas neste estudo.

Identificacdo das amostras de creme Amostra Correspondéncia

Creme hidratante B

Amostra 1
Creme hidratante C C : Amostra 2
Creme hidratante P -Pi PTG

37



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

3.2. Preparacao de solucéo stock de Azadiractina

Para a preparacdo da solucéo stock de AZA foi rigorosamente pesada uma determinada
massa de padrdo de AZA (A+B), a qual foi posteriormente dissolvida num volume
rigoroso de ACN. Neste sentido, no caso da solugdo stock a utilizar na preparacdo de
solucgdes-padrao, foram pesados 1,5 mg de padrdo de AZA (A+B) e dissolvidos em 3 ml de
ACN, obtendo-se uma solugdo com uma concentracao final de 0,5 mg/ml.. Por outro lado,
no caso da solucdo stock utilizada para efetuar adicdo de padrdo nas amostras em analise,
foram pesados 7,0 mg de padrédo de AZA (A+B) e dissolvidos em 7 ml de ACN, obtendo-
se uma solugdo com uma concentragdo final de 1,0 mg/ml. A solugdo stock,
independentemente do fim para o qual se destinava, foi alvo de filtracdo utilizando um

filtro de seringa de nylon de porosidade 0,2 um, e armazenada a -20 °C.
3.3. Preparacéao de solucbes-padrao de Azadiractina

As diferentes solucdes-padrdo de AZA, com concentragdes de 5, 10, 25, 50, 100, 150,
200, 250 e 300 pg/ml, foram preparadas por dilui¢cdo da solucéo stock de concentragdo 0,5
mg/ml em ACN, de acordo com os volumes indicados na Tabela VIII. Assim como a
solucdo stock, estas solucbes foram alvo de filtragdo utilizando um filtro de seringa de

nylon de porosidade 0,2 um e armazenadass a -20 °C.

Tabela VIII — Volumes utilizados na preparacéo das diferentes solu¢Ges-padréo de AZA.

Concentragdo AZA Volume Volume Volume solvente
Padréo total solugéo stock (ACN)
(Hg/ml) (k) (k) (1)

5 1000 10 990
10 1000 20 980
25 1000 50 950
50 1000 100 900
100 1000 200 800
150 1000 300 700
200 1000 400 600
250 1000 500 500
300 1000 600 400
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3.4. Preparacdo de amostras para analise cromatogréfica

Dadas as caracteristicas inerentes as amostras em analise, estas necessitaram de ser
alvo de alguns procedimentos extrativos de forma a tornarem-se aptas para analise
cromatogréfica por HPLC. Desta forma, em seguida descrevem-se os diferentes

procedimentos adotados para as diversas amostras em estudo.
3.4.1. Amostras de 6leo de Neem

Foram preparadas quatro amostras de cada um dos 6leos em anélise, sendo que em

duas delas foi efetuada adicéo de padréo (ensaios de recuperacgéo).

Para a preparagdo das diferentes amostras de 6leo foi pesado rigorosamente cerca de 1
g de 6leo, no caso do 6leo 2, e 4,5 g de 6leo, no caso dos dleos 1 e 3, para um tubo Falcon
de 15 ml. Em seguida, adicionou-se 500 pl de ACN ou 500ul de solucéo stock de AZA 1,0
mg/ml, conforme se tratava de uma amostra sem adicdo de padrdo ou com adicdo de
padrdo respetivamente. Cada mistura foi entdo sujeita a agitacdo com vortex a velocidade

méxima durante 45 s.

Apos a agitagdo descrita, foram adicionados a mistura 4ml de ACN, no caso do 6leo 2,
e 1 ml de ACN, no caso dos 0leos 1 e 3, sendo de seguida a mistura alvo de agitacédo
manual durante 2 min. Procedeu-se a centrifugacdo de cada mistura a 3700 rpm durante 10
minutos, apés a qual se recolheu o sobrenadante e transferiu-se para um novo tubo Falcon.
Cada sobrenadante recolhido foi congelado (-20 °C) e armazenado durante um periodo
minimo de 24 h antes da analise por HPLC. Antes da sua injecdo no HPLC, cada
sobrenadante foi sujeito a filtracdo através de filtros de seringa de nylon de porosidade 0,2
pum, sendo de seguida alvo de uma diluicdo em ACN, 1:3 (6leo 1), 1:5 (6leo 2) ou 1:10
(6leo 3), apds a qual as amostras foram sujeitas a analise cromatografica.

3.5. Analise de Azadiractina em amostras de 6leo de Neem por
Cromatografia Liquida de Elevada Pressdo (HPLC)

3.5.1. Equipamento

Para a realizacdo da analise por HPLC, foi utilizado o equipamento Hitachi® High-

Performance Liquid Chromatograph LaChrom Elite equipado com uma bomba quaternaria
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HTA L-2130, série Lachrom Elite; desgaseificador de solventes por vacuo, em linha;
injetor automatico (autosampler) L-220, série LaChrom Elite; forno de colunas L-2300,
série LaChrom Elite e detetor DAD (Diode Array Detector) L-2455, série LaChrom Elite.
A recolha e tratamento dos dados cromatogréaficos obtidos foi efetuada através de software
informético acoplado ao sistema cromatografico que, neste caso, se tratava do software
EZChrom Elite, série Lachrom Elite.

3.5.2. Condicdes cromatograficas

Para detecdo e analise das solucGes-padrdo de AZA (A+B) e das diferentes amostras
foi adaptado o método de Ramesh et al (1999). Para este efeito, foi utilizada uma coluna
LiChroCART® 250-4 (Merck) de 250 mm de comprimento e 4 mm de diametro interno,
com fase estaciondria LiChrospher®, RP-18 constituida por particulas esféricas de 5um de
diametro. A temperatura da coluna foi mantida constante a 25 °C. A eluicdo foi do tipo
isocratico, sendo a fase movel constituida por uma mistura de agua (H20), acetonitrilo
(ACN) e metanol (MetOH), numa propor¢do de 35MetOH:15ACN:50H,0, a um fluxo de
1,0 ml/min. Para os padrdes e para as amostras 0 volume de injecdo correspondeu a 20 uL.
A detecdo UV/DAD foi efetuada a um comprimento de onda de 215 nm. Cada corrida foi
efetuada num tempo total de 20 min, no caso das solu¢bes-padrdo de AZA, e de 60 min no

caso das amostras de 6leo de Neem.
3.5.3. Validacdo do método analitico

O procedimento de validacdo de um método analitico € crucial para que os resultados
experimentais obtidos sejam os mais fiaveis possiveis. Neste sentido, este apresenta como
objetivo primordial avaliar e demonstrar que o método que se pretende utilizar é o mais
adequado para satisfazer os objetivos experimentais pretendidos (Chasin et al., 1998,
Kazusaki et al., 2012, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004).

A metodologia de validacdo engloba a determinacdo de uma série de parametros
analiticos definidos de acordo com a finalidade do método analitico (Chasin et al., 1998,
Kazusaki et al., 2012, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). No presente caso
estd-se perante um método de doseamento pelo que parametros como a linearidade,

limiares analiticos e precisdo sdo fundamentais (Kazusaki et al., 2012). Porém outros
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parametros podem ser realizados de forma a tornar o método o mais fiavel possivel
(Kazusaki et al., 2012).

3.5.3.1. Linearidade

A linearidade de um método analitico é definida como a capacidade de um método em
induzir resultados linearmente proporcionais a concentracdo da substancia em estudo,
dentro de uma gama de concentracdes analiticas especificas (Chasin et al., 1998, Kazusaki
et al., 2012, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). Esta pode ser obtida através de
processos de padronizacdo interna ou externa, sendo, normalmente representada
graficamente atraves de expressGes matematicas (Chasin et al., 1998, Ravichandran et al.,
2010).

3.5.3.1.1.Curva de calibracao

A curva de calibracdo consiste em determinar a resposta de um equipamento a varias
concentracdes de analito conhecidas, ou seja, a correlagdo entre o sinal emitido pelo
equipamento (area do pico) e as diferentes concentragdes da substancia alvo de
quantificacdo (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et
al., 2004).

Esta relacdo é expressa normalmente através de uma equacdo de reta (y = ax + b),
designada vulgarmente de curva de calibracdo (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998,
Ribani et al., 2004, Ravichandran et al., 2010). Esta reta devera ser definida no minimo
com cinco pontos, 0s quais ndo incluam o ponto zero da curva, ou seja, cinco
concentracdes diferentes de analito (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et
al., 2010, Ribani et al., 2004).

Para além da equacdo da recta, atraveés dos pontos da reta, é possivel calcular o
respetivo coeficiente de correlacdo, R (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran
et al., 2010, Ribani et al., 2004). Este é descrito como um indicador de avaliacdo da
qualidade da curva de calibracdo obtida, sendo que para que esta seja considerada de boa
qualidade, o valor do coeficiente de correlacdo deverd ser o mais proximo possivel de 1
(Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). Este
facto justifica-se dado que, quanto mais proximo o R for de 1, menor seré a dispersdo dos

pontos, bem como a incerteza dos coeficientes de regressédo (a e b) (Brito et al., 2003,
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Chasin et al., 1998, Ribani et al., 2004, Ravichandran et al., 2010). Assim, caso se
verifique um valor de R superior a 0,999, considera-se que existe um ajuste ideal dos
dados a respetiva reta (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010,
Ribani et al., 2004).

No presente estudo, este parametro foi avaliado através da construcdo de uma curva de
calibragcdo para os compostos AZA-A, AZA-B e AZA-A+B, sendo analisadas para a
construcdo das curvas as solugcbes-padrdo preparadas a partir da solucdo stock com
concentracdo 0,5 mg/ml de AZA, ja anteriormente referenciadas (3.3. Preparacdo das

solugdes-padréo de Azadiractina).

3.5.3.1.2.Sensibilidade

A sensibilidade define-se como a capacidade de um método distinguir duas
concentracOes de analito com ordens de grandeza muito proximas (Ravichandran et al.,
2010, Ribani et al., 2004).

O valor de sensibilidade é obtido a partir do coeficiente angular (a) da curva de
calibracéo, ou seja o angulo de inclinagdo ou declive da reta (Ravichandran et al., 2010,
Ribani et al., 2004). Desta forma, verifica-se que quanto maior o valor do coeficiente
angular, maior é a sensibilidade atribuida ao método analitico (Ravichandran et al., 2010,
Ribani et al., 2004). Esta situacdo justifica-se pelo facto que, quanto maior for o declive da
reta, ocorre uma maior variagdo do sinal (y) obtido em funcdo de variacbes minimas de

concentracédo do analito (x) (Ribani et al., 2004, Ravichandran et al., 2010).

3.5.3.2. Limiares analiticos

Entre os parametros de validacdo de desempenho dos métodos analiticos sdo de
extrema importancia os que avaliam a capacidade dos mesmos para detetar e quantificar os
analitos. De entre estes, salientam-se os limiares analiticos, mais especificamente o limite

de detecédo (LD) e o limire de quantificagdo (LQ).

O limite de detecdo (LD) € definido como a menor concentracdo ou massa de analito
gue consegue ser detetada, mas ndo necessariamente quantificada, por um método analitico
(Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). Por
outro lado, o limite de quantificacdo (LQ) é definido como a menor concentracdo de

analito que pode ser quantificada por um método analitico com uma preciséo e exatiddo
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aceitaveis (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al.,
2004).

Estes parametros de validacdo podem ser determinados através de diferentes métodos,
nomeadamente através do racio sinal/ruido, do desvio-padrao da resposta e do coeficiente
angular, ou através de processos estatisticos (Brito et al., 2003, Ravichandran et al., 2010,
Ribani et al., 2004). O método mais comum é através da determinacdo do racio sinal/ruido.

A determinacdo do racio sinal/ruido é realizada através da comparacdo dos resultados
obtidos para amostras com concentracdes conhecidas da substancia em analise com 0s
resultados obtidos para 10 medidas do branco (Brito et al., 2003, Ravichandran et al., 2010,
Ribani et al., 2004). Através desta comparacdo € possivel estabelecer o minimo de
substancia que pode ser detetada com fiabilidade (Brito et al., 2003, Ravichandran et al.,
2010, Ribani et al., 2004). Valores de racio de 3 e 10 sdo valores normalmente aceites para
a estimativa do LD e LQ, respetivamente (Brito et al., 2003, Ravichandran et al., 2010,
Ribani et al., 2004). No presente caso, o LD e o LQ foram determinados segundo este

método.
3.5.3.3. Precisao

A precisdo tem como fungdo avaliar a proximidade entre as varias medi¢des efetuadas
para uma mesma amostra (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010,
Ribani et al., 2004). Este parametro é expresso através do desvio-padrdo, variancia ou
coeficiente de variacdo (CV) de diversas medi¢des, podendo ser avaliada em diversas
condicBes, nomeadamente, repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade (Brito et
al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). No presente

estudo, a precisao foi avaliada em duas condi¢des, repetibilidade e precisao intermédia.
3.5.3.3.1. Repetibilidade

A repetibilidade de um método analitico expressa a concordancia entre os resultados
obtidos, mantendo determinadas condi¢des, nomeadamente, 0 procedimento experimental,
condigdes do instrumento, o local de realizacdo e repeticbes num curto intervalo de tempo
(Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). Esta
concordancia ¢é avaliada através do coeficiente de variagdo (CV) de uma série de réplicas

consecutivas de uma mesma amostra (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran
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et al., 2010, Ribani et al., 2004). Desta forma, apesar de nédo existirem valores tabelados,
sdo considerados como aceitaveis valores inferiores a 10%, sendo que o método €
considerado de elevada precisdo se os valores se situarem abaixo de 5% (Brito et al., 2003,
Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004).

Este pardmetro pode ser avaliado da seguinte forma: no minimo, seis determinacdes
para uma Unica concentracdo em analise ou, no minimo, nove determina¢fes com trés
réplicas dentro do intervalo de trés concentracdes diferentes (Brito et al., 2003, Chasin et
al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). Neste caso, efetuaram-se seis
determinacGes consecutivas de trés niveis de concentragdo (10, 150 e 300 pg/ml AZA) no
mesmo dia, no mesmo equipamento de analise e pelo mesmo operador, sendo
posteriormente avaliado o coeficiente de variacdo (CV) das diferentes determinagfes para

cada nivel de concentracéo.
3.5.3.3.2. Preciséo intermédia

A precisdo intermédia avalia a influéncia de variacbes na realizacdo do método
analitico, nomeadamente, diferentes dias, operadores, equipamentos ou combinacdo de
varias alteracGes (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani
et al., 2004). Este pardmetro tem como objetivo verificar que, num mesmo local de
realizacdo do método, os resultados ndo sdo influenciados por variagbes que possam
ocorrer nesse local (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010,
Ribani et al., 2004).

O ndmero de ensaios necessarios para realizar este tipo de analise é igual ao
recomendado para a repetibilidade, ou seja, no minimo ,seis determina¢fes para uma unica
concentracdo em analise ou, no minimo, nove determinacGes com trés réplicas dentro do
intervalo de trés concentracdes diferentes (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998,
Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). Porém, ao contrario do que se verifica com
a repetibilidade em que as determinacbes sdo efetuadas sem ocorrerem variagdes nas
condicBes do método analitico, neste caso devem ocorrer varia¢fes, sendo a mais comum a
avaliacdo em dias diferentes, mantendo as restantes condi¢fes constantes (operadores,
equipamento,...) (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani
etal., 2004).
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Este pardmetro pode ser expresso atraves da estimativa do coeficiente de variacdo
(CV) das diferentes determinagdes efetuadas (Brito et al., 2003, Chasin et al., 1998,
Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004). Desta forma, assim como o verificado com
a repetibilidade, apesar de ndo existirem valores tabelados, sdo considerados como
aceitaveis valores de coeficiente de variacdo inferiores a 10%, sendo que o método €
considerado de elevada precisdo se forem verificados valores abaixo de 5% (Brito et al.,
2003, Chasin et al., 1998, Ravichandran et al., 2010, Ribani et al., 2004).

No presente estudo, para efetuar a avaliacdo da precisdo intermédia foram realizadas
trés determinagdes, em dias diferentes, de trés niveis de concentracdo (10, 150 e 300 pg/ml
AZA), sendo posteriormente avaliado o CV para cada nivel de concentracéo.

3.5.3.4. Estabilidade

Para que a partir do método analitico se obtenham resultados que possam ser
considerados fiaveis e reprodutiveis, todos os intervenientes no mesmo, nomeadamente,
padrdes, amostras e reagentes, devem ser estaveis por um periodo consideravel (Ribani et
al., 2004). Dependendo da necessidade dos mesmos, este periodo € variavel, podendo ser
por exemplo de um dia, uma semana, um més ou mesmo um periodo de tempo ainda maior
(Ribani et al., 2004).

A estabilidade, tanto de padrfes como das proprias amostras, € normalmente avaliada
em dois parametros, tempo e temperatura (Ribani et al., 2004). A determinacdo da
estabilidade torna-se essencial de forma a determinar o tempo pelo qual se pode armazenar
0 padré@o ou as amostras sem que ocorra degradacdo dos mesmos (Ribani et al., 2004). No
caso da temperatura, a avaliacdo da estabilidade permite determinar a forma correta de
armazenamento e as condicdes de temperatura de analise, caso ndo existam descritas estas

carateristicas (Ribani et al., 2004).

Dada a existéncia de informacéo sobre a estabilidade do padrdo de AZA utilizado neste
trabalho em termos de temperatura, apenas foi efetuada a avaliacdo da estabilidade em
termos de tempo. Desta forma, no sentido de conhecer a estabilidade do padrédo de AZA e
as condicbes em que se verificava a sua degradacdo, uma solucdo-padrdo de AZA
concentragdo 150 pg/ml, foi avaliada no decorrer de dois meses, procedendo-se a sua
anélise no dia de preparacdo e um dia, uma semana, um més e dois meses apos a sua

preparagéo.
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3.5.3.5. Exatidao

A exatiddo entende-se como a concordancia verificada entre os resultados estimados a
partir do méetodo analitico em utilizac&o e os valores considerados como referéncia (Brito
et al., 2003, Ribani et al., 2004). Este pardmetro pode ser avaliado recorrendo a diferentes
metodologias (Brito et al., 2003, Ribani et al., 2004). Uma dessas metodologias ¢ a adicao
de padrdo que é vulgarmente utilizada quando é impossivel preparar uma amostra da
matriz sem estar presente a substancia em estudo (Freire et al., 2008, Ribani et al., 2004).
Sendo esta a situacdo que se verifica no presente estudo, a metodologia da adi¢do de
padrdo foi usada para a determinacgdo da exatiddao do método analitico.

Nesta metodologia, as amostras, que contém a substancia em analise mas em
quantidades ndo conhecidas, sdo adicionadas quantidades pré-estabelecidas e conhecidas
da substancia em andlise, em diferentes niveis de concentracdo, (pelo menos trés niveis),
antes do procedimento de extracdo das amostras que contém a substancia mas em
quantidades ndo conhecidas (Freire et al., 2008, Ribani et al., 2004). Apos a andlise das
diferentes amostras (com adicdo e sem adi¢do de padrdo), as quantidades obtidas apds
analise devem ser medidas em relacdo as quantidades adicionadas. Esta relacdo pode ser
posteriormente definida através do célculo da percentagem de recuperacdo utilizando a
equacao (I). A percentagem de recuperacdo traduz o rendimento do método analitico, ou
seja, a massa do analito presente na amostra apds extracao e analise instrumental (Ribani et
al., 2004).

o “ IMamostratpadrio- Mlamostra
"o recuperacio = x 100 Equacéo (I)
Mpadrio

Os valores aceitaveis para a percentagem de recuperacao sdo variaveis, dependendo do
tipo de matriz em causa (Ribani et al., 2004). Neste sentido, alguns autores definem como
um intervalo aceitdvel de percentagem de recuperacdo para analise de residuos 80-
120%+20% (Ribani et al., 2004, Tolosa et al., 1996). Por outro lado, no caso de matrizes
complexas, alguns autores definem um intervalo diferente, nomeadamente 70-30%+15%
(Ribani et al., 2004, Tolosa et al., 1996).

A exatiddo do método utilizado neste trabalho foi determinada, como referido

anteriormente, por meio de ensaios de adi¢do de padrdo, utilizando apenas um nivel de
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concentracdo (adi¢do de 0,5 mg de padrdo de AZA a cada amostra de 6leo), dado o custo
elevado da substanci pura. Cada analise foi realizada em triplicado. Posteriormente,
calcularam-se as respetivas percentagens de recuperacdo para cada uma das amostras de

6leo em estudo.

3.6. Avaliagdo da atividade antimicrobiana de amostras de oleo de

Neem e de formulacGes comerciais contendo 6leo de Neem

3.6.1. Microrganismos e meios de cultura

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras contendo 6leo de Neem
anteriormente referenciadas foram testadas diversas bactérias Gram- e Gram+. No que
concerne as bactérias Gram—, foram utilizadas as seguintes estirpes: Enterobacter
aerogenes (DSM 30053), Escherichia coli (DSM 1576), Klebsiella pneumoniae subsp.
ozaenae (DSM 681), Proteus mirabilis (DSM 4479), Proteus vulgaris (DSM 2140),
Providencia rettgeri (DSM 4542) e Pseudomonas aeruginosa (DSM 1128). Por outro lado,
no que respeita as bactérias Gram+, foram testadas as seguintes estirpes: Bacillus cereus
(ATCC 11778), Bacillus subtilis subsp. spizizenii (DSM 347), Enterococcus faecalis
(DSM 2570), Micrococcus luteus (DSM 1790), Staphylococcus aureus subsp. aureus
(DSM 346), Staphylococcus epidermidis (DSM 1798) e Streptococcus pyogenes (DSM
11728). Todas as bactérias foram adquiridas sob a forma de cultura liofilizada a colecédo de
culturas alemd DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH), excetuando a bactéria Bacillus cereus que foi adquirida sob a mesma forma mas a

colecdo americana ATCC (American Type Culture Collection).

Para o crescimento dos varios microrganismos foram utilizados meios de cultura
adequados aos organismos testados e aos ensaios realizados, nomeadamente, 0s meios de
cultura solidos Nutrient Agar (NA) e Mueller-Hinton, e o meio liquido Nutrient Broth
(NB) (Anexo I-Composigdo dos meios de cultura utilizados). Os diversos meios de cultura
foram reconstituidos de acordo com as indicacdes do fabricante e esterilizados por
autoclavagem a 121 °C, durante 15 min. O meio de cultura Nutrient Agar foi preparado por

adicéo de 1,75 % (m/v) de agar ao meio Nutrient Broth.

47



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

3.6.2. Crescimento e manutencao das culturas microbianas

Ap0s aquisicdo das culturas microbianas, que vinham acondicionadas em ampolas
individualizadas, o primeiro passo consistiu na abertura das ampolas e reconstituicdo da
cultura liofilizada através da adicdo de 0,5 ml de meio de cultura NB. Posteriormente,
retirou-se 100 pl desta suspensdo e inoculou-se duas placas de meio nutritivo NA. Em
seguida, incubaram-se as culturas numa estufa, a 37 °C e durante o tempo adequado para

cada uma das bactérias em estudo.

Ap0s crescimento e verificacdo da pureza das culturas em meio sélido por analise da
morfologia colonial e morfologia celular (coloracdo de Gram), as diferentes bactérias
foram criopreservadas a —80 °C em tubos de congelamento de 2 ml com tampa roscada
contendo meio NB com 15% (v/v) de glicerol (agente crioprotetor). Para isso, recolheu-se
a biomassa das culturas em meio NA e ressuspendeu-se na mistura NB+15% glicerol até se
obter uma suspensdo concentrada de cada uma das bactérias em estudo. Foram preparados
trés tubos de congelamento para cada bactéria que foram subsequentemente armazenados

numa camara a -80 °C (culturas stock).

Sempre que necessario, procedeu-se ao descongelamento das bactérias retirando um
pouco de cultura congelada para uma placa contendo meio NA. As placas inoculadas
foram incubadas nas condi¢cdes adequadas a cada organismo e utilizadas durante uma

semana, periodo ao fim do qual as culturas foram repicadas para meio fresco.

3.6.3. Determinacgdo da atividade antimicrobiana pelo teste de difusao

em poco

Para a determinac&o da atividade de antimicrobiana do 6leo de Neem e de formulagdes
comerciais a base de 6leo de Neem, bem como da AZA pura, foi utilizado o método de
difusdo em poco. No método de difusdo em pocgo, ocorre remocdo do meio de cultura
solido através do auxilio de cilindros de 6-8 mm de didmetro que permite a obtencdo de

pocos nos quais € possivel a colocacdo das diferentes amostras.

Desta forma, o meio sélido Muller-Hinton previamente preparado foi uniformemente
distribuido em placas de Petri, colocando-se em cada uma delas 25 ml de meio. Este
procedimento foi realizado de modo a assegurar-se que a camada de meio presente em

cada uma placas apresentava uma profundidade uniforme e reprodutivel entre elas.
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A partir de culturas puras das diferentes estirpes bacterianas em estudo em meio NA,
foram recolhidos inéculos de cada uma delas com o auxilio de ansas estéreis, sendo em
seguida a biomassa de cada microrganismo ressuspendida em tubos contendo solucao
salina (0,85% NaCl m/V). Cada suspensdo foi preparada de modo a obter-se um valor de

absorvancia a 610 nm de 0,2, ou seja, o correspondente a aproximadamente 108 UFC/m.

Com uma zaragatoa estéril, a suspensdo bacteriana previamente preparada foi
distribuida pela superficie do meio sélido Muller-Hinton de cada uma das placas e deixada
em repouso a temperatura ambiente durante algum tempo. Apos este periodo de tempo, 0
meio solido foi perfurado utilizando para o efeito pipetas de Pasteur de vidro estéreis de
forma a obter-se pogos com um diametro de cerca de 5Smm. Em cada um dos pogos foram
introduzidos 100 pl de cada uma das amostras de Oleo, cremes ou AZA pura. Como
controlo positivo, foram utilizados discos impregnados com antibioticos (ATB) que estdo
descritos na literatura como tendo atividade antimicrobiana sobre as bactérias testadas
(Tabela 1X). O teste foi realizado em triplicado para cada um dos microrganismos em
estudo. As diversas placas foram equilibradas a temperatura ambiente durante 15min,
periodo ao fim do qual foram incubadas numa estufa a 37 °C durante 24-48 h. No caso dos
organismos Enterococcus faecalis e Streptococcus pyogenes, a incubacédo foi realizada em
atmosfera contendo 5% de COx.

Tabela 1X - Antibidticos utilizados como controlo positivo para cada um dos

microrganismos em estudo.

Antibidtico Microrganismo
Escherichia coli (DSM 1576)
Ampicilina 10ug Proteus vulgaris (DSM 2140)

Providencia rettgeri (DSM 4542)

Bacillus cereus (ATCC 11778)

Bacillus subtilis subsp. spizizenii (DSM 347)

Enterobacter aerogenes (DSM 30053)

Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae (DSM 681),

Proteus mirabilis (DSM 4479)

Pseudomonas aeruginosa (DSM 1128)

Enterococcus faecalis (DSM 2570)

Micrococcus luteus (DSM 1790)

Vancomicina 30g Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 346)
Staphylococcus epidermidis (DSM 1798)
Streptococcus pyogenes (DSM 11728)

Ciprofloxacina 5ug
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O metodo de difusdo em pogo avalia a difusdo das diferentes substancias sob analise
no meio sélido a partir de um pogo. Assim, ap0s 24 e 48h de incubacdo, foi efetuada a
medicdo do halo de inibicdo (em mm) formado a partir de cada poco. Foram consideradas
como possuidoras de atividade antimicrobiana as amostras que, quando aplicadas sobre o
meio de cultura contendo as respetivas suspensdes bacterianas, apresentavam um halo de
inibicdo (uma zona mais clara em volta do poc¢o) igual ou superior a 5 mm de diametro, ou

seja, superior ao diametro do poco.
3.7. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi efetuada através do software estatistico
SPSS (versdo 22.0 para Windows®) e do software Microsoft Excel (Microsoft Office
2013®).

No caso da andlise cromatografica foi realizado previamente um modelo de regressdo
linear para a solucdo-padrdo de AZA, relacionando a area média dos picos de AZA obtidos
por HPLC e a concentracdo de substancia em cada solucdo-padrédo. Tendo como base o
modelo anterior, e de acordo com a area do pico obtido para cada uma das amostras, foi
determinada a concentracdo e subsequentemente a massa de AZA presente em cada
amostra teste (amostras de 6leo de Neem). Todas as amostras e padrdes foram analisados
em triplicado, sendo calculado o desvio-padrdo das determinagdes em cada um dos casos.
Foram também calculados varios parametros de validacdo do método analitico utilizado,
incluindo o declive, a ordenada na origem, o coeficiente de correlagdo (R), os limites de
detecdo (LD) e quantificacdo (LQ), a precisdo e a exatidao, de modo a avaliar a qualidade

do modelo em causa.

Por outro lado, no que respeita a andlise estatistica da atividade antimicrobiana foi
efetuada uma andlise descritiva dos resultados, tendo como base os valores dos halos de
inibicdo (varidvel quantitativa). Assim, foram calculados os seguintes parametros: média e
desvio-padrdo. De forma a efetuar uma comparacdo entre as diferentes amostras, neste
caso estamos perante 3 amostras emparelhadas, foram aplicados 0s seguintes testes:
ANOVA ou Kruskal-Wallis, caso se tratasse de uma distribuicdo normal ou néo,
respetivamente. ApoOs a verificagdo da existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre os resultados das diferentes amostras, foram realizados testes

estatisticos para verificar entre que amostras se verificavam essas diferencas. Para isso,
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foram realizados testes de comparagdes multiplas (Tukey no caso de grupos de dimensdes
iguais e homogeneidade de variancias, Gabriel no caso de grupos de dimensdes pouco
diferentes e homogeneidade de variancias, e Games-Howel no caso de grupos de

dimensGes diferentes e sem homogeneidade de variancias).
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CAPITULO IV - Resultados
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4. Resultados

4.1. Analise de Azadiractina em amostras de Oleo de Neem por
Cromatografia Liquida de Elevada Pressdo (HPLC)

4.1.1. Validacdo do método analitico

4.1.1.1. Linearidade

A linearidade do método analitico em causa foi avaliada através da construcdo de uma
curva de calibracdo para a AZA. Dado que o padrdo comercial ndo apresentava apenas
AZA, ou seja, AZA-A, mas também 3-tigloylazadirachtol (AZA-B), foi construida uma
curva de calibragdo para cada um dos compostos e uma para 0 somatério dos dois
compostos. Neste sentido, foram preparadas diferentes soluces-padrdo de AZA a partir de

diluicdes da solucdo stock de concentracdo 0,5 mg/ml, de acordo com os volumes

indicados na Tabela VIII.

Na Figura 7 pode observar-se um exemplo de um cromatograma obtido para a

solucdo-padrdo de AZA de concentracdo 150 pg/ml, onde se evidenciam o0s sinais
cromatograficos relativos a cada composto em estudo, assim como os respetivos tempos de

retencéo.

404 N [-40
Retention Time AZA-A: 12,580 min
X )

maL

mal

Figura 7 — Resposta instrumental da solucdo-padrdao de AZA de concentragdo 150 pg/ml

com identificacdo dos sinais cromatograficos e tempos de retencdo dos diferentes

compostos em analise.
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Os tempos de retencéo foram de, aproximadamente, 12 min para o composto AZA-A e
15 min para o composto AZA-B. Na Tabela X encontram-se registados os valores medios
de area dos compostos AZA-A, AZA-B e AZA-A+B obtidos apos andlise das diferentes

solucgdes-padrao, assim como os respetivos desvios padréo e coeficientes de variacdo (CV).

Tabela X - Valores médios de area, desvio padrdo e coeficiente de variagdo (CV)
determinados para os compostos Azadiractina-A, B e A+B nas diferentes solu¢Ges-padréo
de AZA (5, 10, 25, 50, 100, 150, 200, 250 e 300 pg/ml).

Concentragdo
Padrdes de AZA 5 10 25 50 100 150 200 250 300
(g/ml)
AZA-A
Concentragéo
AZAA (ugiml) 3,52 7,03 17,58 35,16 70,33 105,49 140,66 175,82 210,99
Area Média
(mAU) 249902,67 458677,33 1195605,67 2415586,00 473263233 690437467  9156074,67 11747442,00 13849826,67
Desvio-padrdo 1149497 113050  20963,71 3437,77 56868,07 54563,46 145180,60 7698,28 207416,33
CV (%) 4,60 0,25 1,75 0,14 1,20 0,79 1,59 0,83 1,50
AZA-B
Concentragdo
11 2,2 11,01 22,02 44,04
AZA-B (ugiml) 10 20 il 0 0 33,03 0 55,05 66,06
Area Média
(mAU) 78007,00 179612,33  380799,00  765499,67 149882400 2199387,67  2938171,33  3700059,33 439132767
Desvio-padrao 2644,21 796,50 6863,62 1826,97 5406,54 8090,69 792,31 13164,34 21694,91
CV (%) 3,39 0,53 1,80 0,24 0,36 0,36 0,03 0,36 0,49
AZA-A+B
Concentragéo
AZA-A+B (ugim) 4,62 9,23 23,09 46,17 92,35 138,52 184,70 230,09 277,05
Area Média

(mAU) 314451,00 609731,00 1561256,00 317875500 6276819,00 9163420,00 12258417,00 15570631,00 18057325,00

Desvio-padréo 13248,74  1380,22 27766,71 4127,23 61626,08 51707,45 14454782  106633,78  218614,15

CV (%) 421 0,26 1,78 0,13 0,98 0,56 118 0,68 121

Nas Figuras 8, 9 e 10 encontram-se as curvas de calibragcdo, bem como as respetivas
equacOes de reta e coeficientes de correlacdo (R) obtidas para os compostos AZA-A, AZA-

B e AZA-A+B, tendo como base os valores apresentados na Tabela X.
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Figura 8 — Curva de Calibracdo do composto AZA-A com indicacdo da equacdo da reta e

coeficiente de correlacdo (R).
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Figura 9 — Curva de Calibracdo do composto AZA-B com indicacdo da equacao da reta e

coeficiente de correlacdo (R).
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Figura 10 — Curva de Calibragdo dos compostos AZA-A+B com indicacdo da equacéo da
reta e coeficiente de correlagéo (R).

Através da analise dos diferentes coeficientes de correlacdo (R), concluiu-se que estes
se encontravam acima de 0,999 em todos os casos, pelo que as diferentes curvas de
calibracdo foram consideradas de boa qualidade, bem como se verificou um ajuste ideal
dos dados a respetiva curva.

Em termos de sensibilidade, observou-se que esta variava ligeiramente entre cada um
dos compostos e o0 seu somatdrio. Neste sentido, verificou-se que os valores de
sensibilidade eram, respetivamente, 65699,96; 66508,06 e 65889,57, para 0s compostos
AZA-A, AZA-B e AZA-A+B.

4.1.1.2. Limiares analiticos

Os limites de detecdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ) dos diferentes compostos
foram estimados a partir de 10 injecBGes de branco e da determinacdo do racio sinal/ruido,
tal como ja referido anteriormente (seccdo 3.5.3.2.). A Tabela XI contém os limiares

analiticos calculados para os compostos AZA-A e AZA-B.

Pela analise da Tabela XI, e observando os valores de concentracdo dos padrdes mais
baixos, € possivel verificar que tanto os limites de detecdo como de quantificacdo sdo

inferiores aos valores de concentragcdo do primeiro padréo para todos os compostos. Esta
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situacdo encontra-se em conformidade com os requisitos para a determinacdo deste limiar

analitico.

Tabela XI - Valores dos limiares analiticos (LD e LQ).

LD LQ
Composto
P (g/ml)  (ug/ml)
AZA-A 0,40 0,71
AZA-B 0,23 0,53

4.1.1.3. Precisao

A precisdo do presente método analitico foi avaliada em dois parametros,
nomeadamente, repetibilidade e precisdo intermédia. Tal como ja referido (seccdo
3.5.3.3.), a avaliacdo da repetibilidade e da precisao intermédia foi efetuada em padrdes de
AZA de 3 niveis de concentracdo diferentes (10, 150 e 300 pg/ml). Os resultados
expressos pelo CV (%) obtidos para os dois parametros encontram-se presentes na Tabela
XII.

Da analise dos valores de CV (%) obtidos para a AZA-A, AZA-B e AZA-A+B, quer
para a repetibilidade, quer para a precisdo intermédia, verifica-se que estes apresentam

sempre valores inferiores a 5%.

Tabela XII - Repetibilidade e precisdo intermédia do método analitico para a AZA- A,
AZA-B e AZA-A+B.

Concentragéo do Coeficiente de Variagédo (CV) %
Padrdo de AZA Repetibilidade Precisao Intermédia
(ng/ml) AZA-A AZA-B AZA-A+B AZA-A AZA-B AZA-A+B
10 3,54 1,84 2,77 2,63 4,17 1,71
150 1,23 0,65 1,02 0,93 1,07 0,79
300 1,34 0,39 1,11 1,38 3,77 1,68
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4.1.1.4. Estabilidade

A estabilidade da Azadiractina ao longo do tempo foi avaliada numa solucéo-padréo
de concentracdo 150 pg/ml que foi analisada em diferentes periodos de tempo, mais
especificamente, no dia da sua preparagdo e um dia, uma semana, um més e dois meses
apos preparacdo. Os cromatogramas obtidos nos diferentes tempos de analise estdo

representados na Figura 11
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Figura 11 - Cromatogramas da solucdo-padrdo de AZA com concentracdo 150 pg/ml
representativos dos periodos de tempo utilizados para avaliacdo da estabilidade (t O dias -
dia de preparacdo, t 1 dias, t 7 dias, t 30 dias e t 60 dias - um dia, uma semana, um més e
dois meses apds a preparacgdo).

Através da analise dos diferentes cromatogramas, é possivel verificar que o padrao de
AZA pura utilizado neste trabalho apresenta estabilidade uma vez que, mesmo apés dois
meses, o perfil cromatografico mantém-se, pelo que se pode deduzir que a sua utilizacao

no decorrer deste periodo oferece resultados confiaveis e reprodutiveis.
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4.1.1.5. Exatidao

A exatiddo, avaliada pela percentagem de recuperacéo, foi obtida através de ensaios de
adi¢do de padrio as amostras em estudo (6leo de Neem), utilizando apenas um nivel de
concentragdo, dado o custo elevado da substancia pura. Os valores de percentagem de
recuperacdo obtidos nas amostras de Oleo de Neem encontram-se descritos na Tabela
XIII. A percentagem de recuperacdo variou entre 70,91 e 106,64%, sendo que os valores
alcancados se encontram dentro das especificacdes descritas para matrizes complexas (70-

130%+20%) (Ribani et al., 2004, Tolosa et al., 1996).

Tabela XII1 - Percentagens de recuperacdo médias dos compostos em estudo a partir de

amostras de 6leo de Neem suplementadas com AZA.

Amostra Composto Recuperacao (%)

AZA-A 90,87

Oleo 1 AZA-B 70,91
AZA-A+B 86,07

AZA-A 96,31

Oleo 2 AZA-B 106,64
AZA-A+B 08,84

AZA-A 75,77

Oleo 3 AZA-B 90,57
AZA-A+B 79,37

4.1.2. Teor de Azadiractina presente em amostras de 6leo de Neem

O método analitico alvo de validacgéo foi aplicado na determinacdo do teor de AZA-A
AZA-B em amostras de 6leo de Neem. Nas Figuras 12, 13 e 14 encontram-se exemplos de
cromatogramas das amostras de Oleo de Neem obtidos ap0s extracdo e analise
cromatografica utilizando o método analitico validado. A identificagdo dos compostos nas
amostras foi confirmada através da comparacdo com os tempos de reten¢do dos compostos

numa solucéo-padrdo analisada no mesmo dia, nas mesmas condigdes.
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Figura 12 — Cromatograma de uma amostra de 6leo de Neem — Oleo 1.
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Figura 13 — Cromatograma de uma amostra de 6leo de Neem - Oleo 2.
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Figura 14 — Cromatograma de uma amostra de 6leo de Neem - Oleo 3.
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Os teores dos diferentes compostos de AZA obtidos para cada amostra de 6leo de

Neem em estudo encontram-se apresentados na Tabela XIV

Tabela X1V — Teor de AZA-A, AZA-B e AZA-A+B em amostras de 6leo de Neem.

Teor do Composto (mg/kg amostra)
AZA-A AZA-B AZA-A+B
Oleo 1 92,01+7,00 12,52+0,22  104,20+6,76
Oleo 2 843,42+16,57 800,23+4,11 1642,17+£12,35
Oleo 3 58,53+1,62 57,66+0,07  115,94+1,55

Amostra

Os teores de AZA-A, AZA-B e AZA-A+B encontrados nas diferentes amostras de
6leo de Neem variaram entre 58,53-843,42 mg/kg amostra para AZA-A, entre 12,52-
800,23 mg/kg amostra para AZA-B e entre 104,20-1642,17 mg/kg amostra para AZA-
A+B. Da analise dos teores de AZA-A, AZA-B e AZA-A+B nas diferentes amostras de
6leo de Neem foi possivel constatar que o 6leo com maior teor destes compostos é o 6leo
2. Por outro lado, quando se trata do 6leo com menor teor destes compostos, este ndo pode
ser atribuido a um Unico 6leo uma vez que, no caso do teor de AZA-A, o 6leo com valor
mais reduzido é o 6leo 3 mas, no caso do teor de AZA-B e AZA-A+B, os valores mais

baixos verificam-se para o 6leo 1.

4.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de amostras de 0leo de

Neem e de formulacdes comerciais contendo 6leo de Neem

4.2.1. Atividade antimicrobiana do 6leo de Neem

As diferentes amostras de 6leo de Neem em analise foram testadas contra diversos
agentes potencialmente patogénicos de forma a a avaliar a sua capacidade como agente
antimicrobiano. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi efetuada através do teste de
difusdo em pogo. Como controlo positivo foram utilizados discos impregnados com
antibidticos para os quais 0s microrganismos em estudo eram sensiveis, tendo-se verificado
valores médios de halos de inibicdo (Tabela XV) que estavam de acordo com os valores
tabelados (CLSI, 2012).
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Tabela XV — Halos de inibigdo médios obtidos ap6s 24 e 48 h de incubagdo com os

antibioticos utilizados como controlo positivo dos ensaios com amostras de 6leo de Neem.*

Halo Médio
Bactéria Antibiético (mm)+DP
24 h 48 h
Bacillus cereus . .
fl 2 +121 2 +1,52
(ATCC 11778) Ciprofloxacina 5 pg 8,331, 950+15
Bacillus subtilis subsp. spizizenii . .
fl + 720+1,1
(DSM 347) Ciprofloxacina 5 pg 35,00 = 0,00 37,20+ 1,10
Enterobacter aerogenes . .
Ciprofloxacina 5 32,33+£2,51 37,50+ 2,10
(DSM 30053) Iprotioxacina 5 Hg
Enterococcus faecalis -
+ +
(DSM 2570) Vancomicina 30 ug 19,83 £ 0,41 20,17 £ 0,41
Escherichia coli I
+ +
(DSM 1576) Ampicilina 10 pg 19,00 + 0,89 19,67 £1,03
Klebsiella pneumoniae subsp.
ozaenae Ciprofloxacina 5 pg 35,50 + 3,21 37,83+ 2,23
(DSM 681)
M'C(rgg?\f‘l‘?s 9'3;6“5 Vancomicina30 g 27,17 +0,98 27,50 + 0,55
Proteus mirabilis . .
+ +
(DSM 4479) Ciprofloxacina 5 ug 32,40+ 2,51 34,00 + 2,24
Proteus vulgaris -
Al lina 1l 21,00 £ 21,33 +£0,52
(DSM 2140) mpicilina 10 pg ,00£ 0,63 ,33+0,5
Providencia rettgeri -
+ +
(DSM 4542) Ampicilina 10 pg 21,16 + 1,94 23,67 + 1,63
Pseudomonas aeruginosa . .
+ +
(DSM 1128) Ciprofloxacina 5 ug 32,00 £ 2,45 33,33+ 2,07
Staphylococcus aureus subsp.
aureus Vancomicina 30 pug 19,00 + 1,55 19,17 + 1,33
(DSM 346)
Staphylococcus epidermidis Vancomicina 30 20,17 + 0,41 20,67 + 0,82
(DSM 1798) M9 =D Or 25,
Streptococcus pyogenes Vancomicina30 pg 25,17+ 0,41 25,67 + 1,03

(DSM 11728)

* 0s tempos de incubagdo dos organismos E. faecalis e S. pyogenes de 24 h e 48 h correspondem a 48 h e 96

h de incubacéo, respetivamente.
DP — Desvio-padrédo

No que respeita aos resultados obtidos para as amostras de 6leo de Neem (Tabela XVI

e Figuras 15 e 16), verificou-se que os trés Oleos apresentavam algum tipo de atividade

sobre todos 0s microrganismos em estudo.
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Tabela XVI - Halos de inibicdo médios obtidos com as diferentes amostras de 6leo de

Neem apos 24 e 48 h de incubacdo.*

Bactéria

Bacillus cereus
(ATCC 11778) Pd
Bacillus subtilis
subsp. spizizenii
(DSM 347) 24
Enterobacter
aerogenes
(DSM 30053) P
Enterococcus
faecalis
(DSM 2570) 2°
Escherichia coli
(DSM 1576) &°
Klebsiella
pneumoniae subsp.
ozaenae
(DSM 681) 2:€
Micrococcus luteus
(DSM 1790) &°¢
Proteus mirabilis
(DSM 4479) &€
Proteus vulgaris
(DSM 2140) ¢
Providencia rettgeri

(DSM 4542) &°¢
Pseudomonas

aeruginosa
(DSM 1128)2d
Staphylococcus
aureus subsp.
aureus
(DSM 346) 24
Staphylococcus
epidermidis
(DSM 1798) &°¢
Streptococcus
pyogenes
(DSM 11728) &€

Oleo 1
Halo de Inibigdo
(mm) £ DP

Oleo 2
Halo de Inibigao
(mm) £ DP

Oleo 3
Halo de Inibigdo
(mm) £ DP

24 h

12,00 + 0,00

11,83+0,98

11,83 +0,98

13,17+ 1,17

10,67 +1,03

12,50 + 0,58

12,67 +0,52

10,75 + 0,96

11,67 +1,03

11,17 +0,98

10,00 £ 0,00

10,75 + 0,50

11,83+0,41

16,83 + 1,17

48 h

12,00 + 0,00

13,50 £1,22

14,83 +1,47

1417 + 1,17

14,33 +0,82

14,00 + 0,82

12,67 £ 0,52

16,75 + 0,50

13,33+ 0,52

15,17 +1,33

1417 +0,41

13,00 + 1,15

13,33 +0,52

17,67 +0,52

24 h

14,75+ 0,50

14,83 0,41

11,83 +1,17

15,00 + 0,63

11,83 +0,75

11,75+ 0,50

13,00 £ 0,00

15,50 + 0,55

15,00 + 0,00

12,33 +0,52

12,00 £ 1,00

10,75 £ 0,50

13,83+0,75

13,00 + 0,63

24 h

12,00 £ 0,00

11,83+0,98

11,83 +0,98

13,17 £ 1,17

10,67 +£1,03

12,50 + 0,58

12,67 £0,52

10,75 £ 0,96

11,67 £1,03

11,17 £ 0,98

10,00 £ 0,00

10,75 £ 0,50

11,83+0,41

16,83+ 1,17

48 h

12,00 + 0,00

13,50 £ 1,22

14,83 +1,47

14,17 + 1,17

14,33 +0,82

14,00 + 0,82

12,67 +0,52

16,75 + 0,50

13,33+ 0,52

15,17 +1,33

14,17 £ 0,41

13,00 + 1,15

13,33 +0,52

17,67 + 0,52

24 h

14,75+ 0,50

14,83 + 0,41

11,83+1,17

15,00 + 0,63

11,83+0,75

11,75+ 0,50

13,00 £ 0,00

15,50 + 0,55

15,00 + 0,00

12,33 + 0,52

12,00 + 1,00

10,75 + 0,50

13,83 +0,75

13,00 + 0,63

* 08 tempos de incubagdo dos organismos E. faecalis e S. pyogenes de 24 h e 48 h correspondem a 48 h e 96 h de

incubacdo, respetivamente.

DP — Desvio-padréo

2 bactérias em que se verifica que pelo menos um dos valores médios de halo de inibic&o é estatisticamente diferente dos

restantes as 24 h (p<0,05).

b bactérias em que se verifica que pelo menos um dos valores médios de halo de inibicdo ndo é estatisticamente diferente
dos restantes as 24 h (p>0,05).
¢ bactérias em que se verifica que pelo menos um dos valores médios de halo de inibicdo é estatisticamente diferente dos

restantes as 48 h (p<0,05).

dpactérias em que se verifica que pelo menos um dos valores médios de halo de inibigdo néo é estatisticamente diferente
dos restantes as 48 h (p>0,05).
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24h | 48h 24h 48h
(A) Micrococcus luteus (B) Bacillus cereus

Figura 15 - Perfil de atividade antimicrobiana dos diferentes dleos de Neem em analise em
estirpes bacterianas Gram+: Micrococcus luteus (A) e Bacillus cereus (B). Método de

difusdo em poco. a) ATB, b) 6leo 1, ¢) 6leo 2 e d) dleo 3.

24 h 24 h 48 h
(A) Proteus mirabilis (B) Enterobacter aerogenes

Figura 16 - Perfil de atividade antimicrobiana dos diferentes 6leos de Neem em analise em
estirpes bacterianas Gram-: Proteus mirabilis (A) e Enterobacter aerogenes (B). Método

de difusdo em pogo. a) ATB, b) 6leo 1, c) 6leo 2 e d) 6leo 3.

No que respeita ao 6leo 1, os valores médios dos halos de inibi¢do obtidos para as
diferentes bactérias em estudo foram extremamente préximos entre eles. Porém, de entre as
14 estirpes bacterianas testadas, a bactéria S. pyogenes destacou-se apresentando 0s
maiores valores médios de halo de inibi¢cdo com o 6leo 1, mais especificamente, valores de
16,83+1,17 mm as 24 h e 17,67+0,52 mm as 48 h de incubacdo. No extremo oposto,
encontram-se as bactérias P.aeruginosa (10,00+0,00 mm) e B.cereus (12,00+0,00 mm),
que apresentaram os Vvalores mais baixos de halos de inibicdo as 24 e as 48 h,

respetivamente.
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Os valores médios dos halos de inibicdo obtidos com o 6leo 2 foram, na sua
generalidade, ligeiramente superiores aos verificados com o Oleo 1. Neste sentido,
verificou-se que as bactérias que apresentavam os valores mais elevados as 24 e as 48 h
eram, respetivamente, o organismo P. mirabilis (15,50£0,55 mm) e o organismo P.
vulgaris (18,80+£1,64 mm). Por outro lado, as bactérias S. aureus (10,75+0,50 mm) e K.
pneumoniae (12,00+0,82 mm) apresentaram 0s valores mais baixos as 24 e as 48 h,

respetivamente.

Analisando os valores médios dos halos de inibicdo obtidos apds 24 e 48 h de
incubagdo, pdde constatar-se que o 6leo 3 tendia a apresentar valores mais elevados
comparativamente aos obtidos com os 6leos 1 e 2 sobre a maioria dos microrganismos. Em
termos de valores mais elevados de halos de inibicdo com o dleo 3, estes foram verificados
para a bactéria S. pyogenes, com valores de 28,75+1,50 mm as 24 h e 30,00+2,16 mm as
48 h. No extremo oposto, E. aerogenes foi a bactéria para a qual se verificaram os valores
de inibicdo mais baixos, 13,50+1,30 mm as 24 h e 14,25+0,96 mm as 48 h.

Na maioria dos casos, verificou-se um aumento do halo de inibicdo médio para os trés
Oleos entre as 24 e as 48 h, mesmo que em alguns casos 0 aumento tenha sido minimo. No
entanto, € importante salientar, no caso do 6leo 1, o aumento verificado para a bactéria
Proteus mirabilis, que as 24 h apresentava um halo de inibi¢cdo médio de 10,75+0,96 mm e
as 48 h apresentava um valor de 16,75+0,50 mm. Para além deste caso, destacam-se 0s
aumentos verificados para a bactéria E. coli nos ensaios com os trés 6leos. No caso do 6leo
1, a bactéria E. coli apresentava as 24 h valores médios de halo de inibi¢éo de 10,67+1,03
mm aumentando para valores de 14,33+0,82 mm as 48 h. No caso do 6leo 2, a bacteéria E.
coli apresentava as 24 h valores médios de 11,83+0,75 mm passando para valores de
16,17+0,98 mm as 48 h. Por outro lado, no caso do 6leo 3, a mesma bactéria apresentava
valores médios de 16,20+1,30 mm que aumentaram as 48 h para valores de 23,80+1,30

mm.

De forma a verificar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre o0s
valores médios dos halos de inibi¢do obtidos para cada microrganismo com os diferentes

oleos, foi realizada uma analise estatistica (Tabela XVI, a-d).

Da analise realizada, verificou-se que apenas no caso da estirpe E. aerogenes 0s

valores medios de halo de inibicdo obtidos para os trés 6leos ndo apresentaram diferencas
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estatisticamente significativas entre si (p>0,05), tanto as 24 h como as 48 h (Tabela XVI).
No que concerne aos valores obtidos para cada uma das restantes bactérias, pelo menos um
valor obtido para um dos Gleos foi estatisticamente diferente (p<0,05) dos valores dos

restantes 6leos, em ambos os tempos de incubacdo (Tabela XV1).

De forma a avaliar entre que valores se verificavam estas diferengas, foram realizados
testes estatisticos de compara¢des multiplas, onde os valores médios dos halos de inibi¢do

obtidos com cada 6leo em cada bactéria foram comparados entre si (Tabela XVII).

Tabela XVII — Comparacdo dos valores médios de halo de inibicdo obtidos com os

diferentes 6leos para cada bactéria, através de testes estatisticos de comparagdes

mdaltiplas.*
Comparagdes Mdltiplas (p) *
Bactéria Oleo 1/0leo 2 Oleo 1/Oleo 3 Oleo 2/Oleo 3

24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
B. cereus 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
B. subtllis 0,001 0,045 0,000 0,000 0,000 0,000

E. aerogenes -2 -2 A -2 2 -2
E. faecalis 0,020 0,173 0,000 0,000 0,000 0,000
E. coli 0,190 0,015 0,000 0,000 0,000 0,000
K. pneumoniae 0,203 0,015 0,003 0,001 0,001 0,000
M. luteus 0,335 0,335 0.000 0,000 0,000 0,000
P. mirabilis 0,000 0,496 0,000 0,000 0,000 0,000
P. vulgaris 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
P. rettgeri 0,079 0,708 0,000 0,000 0,000 0,000
P. aeruginosa 0,024 0,026 0,000 0,001 0,006 0,011
S. aureus 1,000 0,937 0,000 0,000 0,000 0,000
S. epidermidis 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
S. pyogenes 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

* 0s tempos de incubagdo dos organismos E. faecalis e S. pyogenes de 24 h e 48 h correspondem a 48 h e 96 h de
incubacdo, respetivamente.

-2 bactérias para as quais ndo foi aplicada a presente andlise estatistica, dado ndo terem apresentado diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) entre os valores obtidos com os diferentes cremes as 24 ou 48 h, nos testes
estatisticos anteriores (Tabela XVI, b e d).

# diferencas estatisticamente significativas se p<0,05.

68



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

Analisando os resultados obtidos, e comparando os valores obtidos com o 6leo 1 ou
6leo 2 com os obtidos com 6leo 3, constatou-se um desempenho mais elevado do 6leo 3,
comparativamente aos dois 6leos restantes, em todas as bactérias testadas. De facto,
verificou-se que, para todas as bactérias testadas, existiam diferencas estatisticamente

significativas (p<0,05) entre os valores do 6leo 1 ou 6leo 2 e os do 6leo 3.

Por outro lado, quando se compararam os valores médios de halo de inibigdo obtidos
com o0 Oleo 1 e o Oleo 2, estes dois ndo se distinguiram de forma estatisticamente
significativa (p<0,05) em algumas das bactérias em estudo (Tabela XVII). Apds 24 h de
incubacgdo, os valores obtidos com o 6leo 1 e 2 ndo eram estatisticamente diferentes
(p>0,05) nas seguintes bactérias: E. coli (p=0,190), K. pneumoniae (p=0,203), M. luteus
(p=0,335), P. rettgeri (p=0,079), S. aureus (p=1,000). Ap6s 48 h de incubacao, a situacao
anteriormente referida manteve-se em algumas das bactérias, ou seja, auséncia de
diferengas estatisticamente significativas entre os valores de inibi¢éo do 6leo 1 e 6leo 2, no
caso das estirpes M. luteus (p=0,335), P. rettgeri (p=0,708) e S. aureus (p=0,937). E ainda
importante referir que em alguns casos, apesar de as 24 h ndo se verificarem diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05), apds 48 h de incubacéo os resultados obtidos com
0 Oleo 1 e 0 Gleo 2 passaram a ser estatisticamente diferentes. Este facto observado nas
estirpes E. coli (p=0,015) e K. pneumoniae (p=0,015). Porém, a situacdo inversa também
se verificou, ou seja, em alguns casos as diferencas de valores entre o 6leo 1 e 6leo 2
deixaram de ser estatisticamente significativas apds 48 h de incubacdo, como foi o caso das
estirpes E. faecalis (p = 0,173) e P. mirabilis (p=0,496).

Uma anélise estatistica semelhante a anteriormente descrita foi realizada, mas desta
vez, para comparar os valores médios de halo de inibicdo obtidos para os diferentes

microrganismos utilizando o mesmo 6leo (dados nédo apresentados).

No caso do 6leo 1, o valor médio alcancado por este 6leo sobre a bactéria S. pyogenes
apos 24 h foi significativamente mais elevado (p<0,05) em relacdo aos valores médios de
halo de inibicdo obtidos com este 6leo sobre as restantes 13 bactérias em estudo. A
situacdo manteve-se as 48 h de incubacdo, porém, apenas em relacéo aos resultados deste
6leo sobre 10 das restantes 13 bactérias em estudo, dado que com em relagdo as restantes 3
bactérias apresentou valores semelhantes. Ainda relativamente aos valores observados com
0 Oleo 1 apos 48 h, é de salientar o valor alcancado sobre a bactéria P. mirabilis que, a

seguir ao valor obtido sobre a bactéria S. pyogenes, se apresentou como o segundo valor de
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inibicdo significativamente mais elevado (p<0,05) em relacdo a 9 das restantes 13
bactérias, e sendo semelhante ao obtido com as outras 4 bactérias, situacdo que nao se

verificava apés 24 h de incubacéo.

Em relacdo ao 6leo 2, os valores médios alcangcados por este 6leo sobre as bactérias P.
mirabilis e S. aureus ap6s 24 h foram significativamente mais elevados (p<0,05) que os
valores médios de inibicdo observados sobre as restantes 13 bactérias em estudo. Esta
constatacdo ndo se manteve as 48 h, sendo que neste caso os valores médios alcangados
pelo 6leo 2 sobre as bactérias K. pneumoniae e S.aureus foram significativamente mais
baixos (p<0,05) em relacdo aos valores médios de halo de inibicdo observados para 8 das
restantes 13 bactérias em estudo e semelhantes em relacdo aos obtidos com as outras 5

delas

No que se refere ao 6leo 3, os valores médios de halo de inibicdo detetados com este
6leo sobre as bactérias M. luteus e S. pyogenes apds 24 h foram significativamente mais
elevados (p<0,05) relativamente aos valores de inibicdo alcangados sobre as restantes 13
bactérias em estudo, nomeadamente em relacdo aos valores de 11 delas, dado que em
relacdo as outras duas bacterias apresentou valores semelhantes Por outro lado, as 48 h, o
valor médio de halo de inibicdo obtido com o éleo 3 sobre a estirpe E. aerogenes foi
significativamente mais baixo (p<0,05) que os valores médios de halo de inibicdo
observados sobre as restantes 13 bactérias em estudo, especialmente sobre 12 delas, uma

vez que com a bactéria restante apresentou valores semelhantes.

4.2.2. Atividade antimicrobiana de formulacdes comerciais contendo

0leo de Neem

As diferentes amostras de formulacdes comerciais contendo 6leo de Neem foram, a
semelhanca das amostras de 6leo de Neem, testadas contra diversos microrganismos de
forma a avaliar a sua atividade antimicrobiana, utilizando-se para este efeito o teste de
difusdo em poco. A exemplo do referido anteriormente (seccdo 4.2.1), utilizaram-se como
controlo positivo antibidticos para os quais 0s microrganismos em estudo eram sensiveis,
verificando-se valores médios de halos de inibicdo medios (Tabela XVI111) que estavam de

acordo com os valores tabelados (CLSI, 2012).

70



Doseamento da Azadiractina e avaliagdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo dleo de Neem

Tabela XVIII — Halos de inibicdo médios obtidos ap6s 24 e 48 h de incubagdo com os
antibiodticos utilizados como controlo positivo dos ensaios com formulagdes comerciais

contendo 6leo de Neem.”

Halo Médio
Bactéria Antibittico (mm)+DP
24 h 48 h
Bacillus cereus . .
+ +
(ATCC 11778) Ciprofloxacina 5 pg 26,67 + 1,03 27,67 +1,21
Bacillus subtilis subsp. spizizenii . .
34,00 £ 0,63 41,33+ 0,82
(DSM 347) Ciprofloxacina 5 pg
Enterobacter aerogenes . .
29,50+ 2.12 35,00 + 3,16
(DSM 30053) Ciprofloxacina 5 pg
Enterococcus faecalis
ici 18,17 £ 0,41 1 £
(DSM 2570) Vancomicina 30 pg 8, 0, 9,83+0,98
Escherichia coli
icili 1 +1.2 19,67 £ 0,52
(DSM 1576) Ampicilina 10 pg 9,00+1,26 9,67+0,5
Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae . .
332, 4,00 £ 3,22
(DSM 681) Ciprofloxacina 5 pg 33 58 3
Micrococcus luteus
ici 26,67 £ 0,52 27,33+ 0,82
(DSM 1790) Vancomicina 30 pg 6,67+0,5 ,33%£0,8
Proteus mirabilis
i i 39,20 £ 1,10 41,40 £ 3,13
(DSM 4479) Ciprofloxacina 5 pg
Proteus vulgaris -
23,17+0,41 24,00 =
(DSM 2140) Ampicilina 10 ug 3 0, ,00+ 0,63
Providencia rettgeri . + +
(DSM 4542) Ampicilina 10 ug 25,00 £0,89 25,67 +0,82
Pseudomonas aeruginosa . .
+ +
(DSM 1128) Ciprofloxacina5pug  32,33+£2,25 39,33 £3,50
Staphylococcus aureus subsp. aureus ..
20,00 £ 0,00 20,00 £ 0,00
(DSM 346) Vancomicina 30 pg
Staphylococcus epidermidis Vancomicina 30 19.83 + 0.98 2017 + 0.41
(DSM 1798) Mg Dt =S
Streptococcus pyogenes Vancomicina30ug ~ 2550+0,89 26,00+ 0,89

(DSM 11728)

* 0s tempos de incubagdo dos organismos E. faecalis e S. pyogenes de 24 h e 48 h correspondem a 48 h e 96 h de

incubacéo, respetivamente.
DP — Desvio-padréo

No que respeita aos resultados obtidos para as amostras de formulages comerciais
contendo 6leo de Neem (Tabela X1X e Figuras 17 e 18), verificou-se que as trés amostras

apresentavam algum tipo de atividade sobre os microrganismos em estudo.
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Tabela X1X- Halos de inibicdo médios obtidos com as diferentes amostras de formulagdes

comerciais contendo 6leo de Neem ap6s 24 e 48 h de incubacdo.”

Creme B Creme C Creme P
. Halo Médio Halo Médio Halo Médio
Bacteria (mm)+DP (mm)+DP (mm +DP
24 h 48 h 24h 48 h 24h 48 h

Bacillus cereus
(ATCC 11778) Pd
Bacillus subtilis
subsp. spizizenii 16,50+ 1,05 20,50+1,05 18,83+0,98 20,33+0,82 18,67+1,03 20,50+1,76

(DSM 347) &4
Enterobacter
aerogenes 1500+1,41 15,75+0,96 1525+050 1925+151 14,20+1,30 19,80+1,10
(DSM 30053) °©
Enterococcus
faecalis 12,00+ 0,63 12,67+052 12,83+0,41 1450+1,05 16,00+£1,09 16,17 +0,98
(DSM 2570) €
Escherichia coli
(DSM 1576) &€
Klebsiella
pneumoniae subsp.
ozaenae
(DSM 681) &°
Micrococcus luteus
(DSM 1790) &°©
Proteus mirabilis
(DSM 4479) &°
Proteus vulgaris
(DSM 2140) 3¢
Providencia rettgeri
(DSM 4542) &€
Pseudomonas
aeruginosa 10,50+0,58 14,50+0,58 14,40+1,34 15,00+0,00 10,40+0,89 15,00+0,00
(DSM 1128) 24
Staphylococcus
aureus subsp.
aureus
(DSM 346) 24
Staphylococcus

1767+052 1783+041 1667+151 17,33+082 17,83+041 18,00+0,63

11,00+0,89 13,83+041 1300+0,00 1483+041 1150+1,05 1583+0,75

1700+0,63 17,83+1,47 1560+0,89 1580+1,30 1925+096 20,25+1,26

12,80+0,84 1280+084 1650+055 1650+0,55 18,20+1,09 1820+1,09

1500+1,00 1580+1,30 1840+0,89 1920+084 1550+1,29 18,25+1,26

16.33+1,03 16,67+0,82 1960+089 1960+089 18,83+1,60 19,50+0,82

18,33+1,03 18,83+0,98 1580+0,84 16,20+1,30 1483+041 1517+041

925+0,50 13,00+1,15 9,67+052 1250+084 1083+0,75 11,67+1,03

epidermidis 1250+0,55 13,00+0,89 1500+0,89 1583+1,17 1450+058 1575+1,550
(DSM 1798) &€
Streptococcus

pyogenes 11,00+0,63 11,67+052 10,83+0,75 1150+0,55 13,17+0,75 14,00+0,89

(DSM 11728) 2¢

* os tempos de incubacdo dos organismos E. faecalis e S. pyogenes de 24 h e 48 h correspondem a 48 h e 96 h de
incubacéo, respetivamente.

DP-Desvio-padrdo

2 bactérias em que se verifica que pelo menos um dos valores médios de halo de inibig8o € estatisticamente diferente dos
restantes as 24 h (p<0,05).

b hactérias em que se verifica que pelo menos um dos valores médios de halo de inibicio ndo é estatisticamente diferente
dos restantes as 24 h (p>0,05).

¢ bactérias em que se verifica que pelo menos um dos valores médios de halo de inibigdo é estatisticamente diferente dos
restantes as 48 h (p<0,05).

d pactérias em que se verifica que pelo menos um dos valores médios de halo de inibicdo no € estatisticamente diferente
dos restantes as 48 h (p>0,05).
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24 h 48 h 24 h 48 h
(A) Micrococcus luteus (B) Bacillus subtillis
Figura 17 - Perfil de atividade antimicrobiana das diferentes formulacGes comerciais
contendo 6leo de Neem em anéalise em estirpes bacterianas Gram+: Micrococcus luteus
(A), Bacillus subtillis (B). Método de difusdo em pogo. a) ATB, b) Amostra 1 (CremeB),
c) Amostra 2 (Creme C) e d) Amostra 3 (Creme P).

24 h 48h 24 h 48 h
(A) Proteus mirabilis (B) Providencia rettgeri

Figura 18 - Perfil de atividade antimicrobiana das diferentes formulagdes comerciais
contendo 6leo de Neem em andlise em estirpes bacterianas Gram- : Proteus mirabilis (A) e
Providencia rettgeri (B). Método de difusdo em pogo. a) ATB, b) Amostra 1 (Creme B), ¢)
Amostra 2 (Creme C) e d) Amostra 3 (Creme P).

No que diz respeito ao creme B (amostra 1), os valores médios de halos de inibicdo
obtidos para as diferentes bactérias em estudo foram bastante diversificados entre eles. As
24 h, os valores mais elevados verificaram-se para a estirpe P. rettgeri (18,33+1,03 mm).
No entanto, o organismo B. cereus também apresentou valores de inibicdo elevados e
muito préximos da bactéria anteriormente referida (17,67+0,52 mm). Por outro lado, as 48
h, apesar de a estirpe P. rettgeri continuar a apresentar valores de halo de inibicao elevados
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(18,83+0,98 mm), os valores mais elevados foram obervados no organismo B. subtilis
(20,50+1,05 mm). No extremo oposto das bactérias anteriormente citadas devem ser
referenciados os valores obtidos para a estirpe S. aureus, 0s quais foram os valores mais
baixos observados apos 24 h (9,25+0,50 mm). Esta situacdo ndo se manteve apos 48 h uma
vez que foi para o organismo S. pyogenes que se verificaram os valores mais baixos de

halo de inibicéo (11,67+0,52 mm) neste tempo de incubacéo.

No caso do creme C (amostra 2), os valores médios de halo de inibicdo mais elevados
apos 24 h de incubacéo foram registados para as estirpes P. vulgaris (19,60+£0,89 mm) e B.
subtilis (18,83+£0,98 mm). Esta constatacdo manteve-se mesmo apds 48 h de incubacéo.
Por outro lado, os valores médios de halo de inibi¢cdo mais baixos foram observados para o
organismo S. aureus (9,67+0,52 mm) as 24 h e para o organismo S. pyogenes (11,50+0,55
mm) as 48 h.

No que concerne ao creme P (amostra 3), os valores médios de halo de inibicdo mais
elevados apds 24 h de incubacdo foram observados para a bactéria K. pneumoniae
(19,25+0,96 mm). Este resultado ndo se manteve as 48 h, sendo que neste caso os valores
mais elevados foram verificados para a bactéria B. subtilis (20,50£1,76 mm). Em
contrapartida, os valores médios de halo de inibicdo mais baixos foram observados para a
bactéria P. aeruginosa (10,40+0,89 mm) as 24 h e para a bactéria S. aureus (11,67+1,03
mm) as 48 h.

E ainda importante referenciar que, a semelhanca do verificado com as amostras de
6leo de Neem, no caso das formulacBes comerciais contendo 6leo de Neem ocorreu em
geral um aumento dos valores médios do halo de inibicéo entre as 24 e as 48 h, mesmo que
em alguns casos 0 aumento ocorrido tenha sido minimo. No caso do creme B, o aumento
mais significativo verificou-se para a bactéria P. aeruginosa. Por outro lado, para o creme

C e P, os aumentos mais significativos verificaram-se para a bactéria E. coli.

Tal como realizado para as amostras de 6leo 1-3, foi efetuada uma analise estatistica
para verificar a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os valores
médios dos halos de inibi¢do obtidos para cada microrganismo com os diferentes cremes
(Tabela XIX, a-d).

Da anélise realizada verificou-se que, as 24 h, apenas nos organismos E. aerogenes e

B. cereus os valores médios de halo de inibicdo obtidos para os trés cremes nao
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apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre si (p>0,05) (Tabela XIX).
Apo6s 48 h, destes dois organismos, apenas o B. cereus manteve este perfil, sendo
acompanhado pelos valores obtidos pelos organismos B. subtilis, P. aeruginosa e S. aureus
(p>0,05). No que concerne aos valores obtidos para cada uma das restantes bactérias, pelo
menos um dos valores obtidos para um dos cremes foi estatisticamente diferente (p<0,05)
dos valores dos restantes cremes, em ambos os tempos de incubagédo (Tabela XIX).

Os valores médios dos halos de inibi¢cdo obtidos com os diferentes cremes em cada
microrganismo foram comparados entre si através de testes estatisticos de comparacdes
multiplas de modo a avaliar entre que valores se verificavam de facto diferencas (Tabela
XX).

Tabela XX — Comparacdo dos valores medios de halo de inibicdo obtidos com as
diferentes formulacBes comerciais para cada bactéria, através de testes estatisticos de

comparacBes maltiplas.*

Comparacgées Multiplas (p) *

Bactéria Creme B/ Creme C Creme B/ Creme P Creme C/ Creme P
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
B. cereus £ £ -4 - - -2
B. subtilis 0,003 -2 0,006 -2 0,957 -2
E. aerogenes -2 0,006 -2 0,001 -2 0,868
E. faecalis 0,178 0,007 0,000 0,000 0,000 0,013
E. coli 0,006 0,017 0,660 0,000 0,038 0,017
K. pneumoniae 0,042 0,083 0,003 0,049 0,000 0,001
M. luteus 0,000 0,000 0,000 0,000 0,015 0,015
P. mirabilis 0,001 0,001 0,857 0,024 0,005 0,539
P. vulgaris 0,002 0,000 0,010 0,000 0,672 0,996
P. rettgeri 0,000 0,016 0,000 0,000 0,177 0,297
P. aeruginosa 0,000 -2 0,998 -2 0,000 -2
S. aureus 0,654 -2 0,004 -2 0,017 -2
S. epidermidis 0,000 0,003 0,002 0,008 0,625 0,999
S. pyogenes 0,915 0,905 0,000 0,000 0,000 0,000

* 0s tempos de incubagdo dos organismos E. faecalis e S. pyogenes de 24 h e 48 h correspondem a 48 h e 96 h de
incubacéo, respetivamente.

-2 bactérias para as quais ndo foi aplicada a presente andlise estatistica, dado ndo terem apresentado diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05) entre os valores obtidos com os diferentes cremes as 24 ou 48 h, nos testes
estatisticos anteriores (Tabela XIX, b e d).

# diferencas estatisticamente significativas se p<0,05.
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Quando se compararam os valores médios de halo de inibi¢do obtidos com o creme B
com o creme C, verificou-se que os valores obtidos ap6s 24 h ndo apresentavam diferencas
estatisticamente significativas no caso dos organismos B. cereus (p=0,338), E. aerogenes
(p=0,986), E. faecalis (p=0,178), S. aureus (p=0,654) e S. pyogenes (p=0,915).
Relativamente aos valores obtidos apds 48 h com o creme B e C, as bactérias B. cereus
(p=0,390), S. aureus (p=0,818) e S. pyogenes (p=0,905) mantiveram as condi¢Oes
referenciadas. Por outro lado, observou-se que alguns microrganismos com diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) as 24 h, passaram a apresentar resultados
semelhantes (p>0,05) entre os valores médios de halo de inibi¢cdo obtidos com os dois
cremes apos 48 h de incubacédo. Este resultado foi observado para os microrganismos B.
subtilis (p=0,972), K. pneumoniae (p=0,083) e P. aeruginosa (p=0,074).

A comparacdo dos valores médios de halo de inibicdo obtidos com o creme B e com 0
creme P permitiu constatar que os valores obtidos com estes cremes apds 24 h ndo eram
estatisticamente diferentes nas seguintes bactérias: B. cereus (p=0,813), E. aerogenes
(p=0,675), E. coli (p=0,660), P. mirabilis (p=0,857) e P. aeruginosa (p=0,998). As 48 h, 0s
valores médios de halo de inibicdo obtidos com o creme B e P ndo apresentavam
diferencas estatisticamente significativas entre si (p>0,05) para as estirpes B. cereus
(p=0,895) e P. aeruginosa (p=0,074). Para além destas duas estirpes, também o0s
organismos B. subtilis e S. aureus ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre os valores médios dos dois cremes apds 48 h, situacdo que ndo se
verificava as 24 h com estes organismos. E ainda importante salientar o caso das estirpes
E. aerogenes, E. coli e P. mirabilis que as 24 h apresentavam diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os valores médios de inibicdo obtidos com os dois cremes, e
as 48 h deixaram de se verificar essas diferengas significativas (p>0,05).

No que concerne a comparacao dos valores médios de halo de inibicdo obtidos com os
cremes C e P, verifica-se que, as 24 h, ndo se identificaram diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) em 6 das 14 bactérias em estudo. Esta observacdo foi constatada
para 0s microrganismos B. cereus (p=0,241), B. subtilis (p=0,957), E. aerogenes
(p=0,479), P. vulgaris (p=0,672), P. rettgeri (p=0,177) e S. epidermidis (p=0,625). No caso
dos resultados obtidos para estes dois cremes as 48 h, € de referir que, de entre as 14
bactérias em estudo, apenas em 5 delas se verificaram diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os valores dos halos de inibigdo do creme C e do creme P. As
5 bactérias em causa sdo E. faecalis (p=0,013), E. coli (p=0,017), K. pneumoniae
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(p=0,001), M. luteus (p=0,015) e S. pyogenes (p=0,000). E ainda importante referir que 3
dos microrganismos em que as diferencas ndo foram estatisticamente significativas
(p>0,05) apds 48 h de incubacdo, tinham apresentado previamente as 24 h diferencas
significativas (p<0,05). Esses 3 microrganismos sdo P. mirabilis (p=0,539), P. aeruginosa
(p=1,000) e S. epidermidis (p=0,411).

A semelhanca do descrito para as amostras de 6leo, realizou-se também uma analise
estatistica que permitisse a comparacdo dos valores médios de halo de inibi¢do obtidos

para as diferentes bactérias utilizando a mesma formulacdo comercial.

No que se refere ao creme B, o valor médio alcangado por esta formulacdo sobre a
bactéria P. rettgeri apos 24 h foi significativamente mais elevado (p<0,05) que os valores
médios de halo de inibicao alcancados por esta formulacdo sobre as restantes 13 bactérias
em estudo, mais precisamente em relacdo a 11 delas, apresentando um perfil semelhante
em relagdo as outras 2 bactérias. A situa¢do ndo se manteve as 48 h, sendo que neste caso
foi para a bactéria B. subtilis que se observou o halo médio de inibicéo significativamente
mais elevado (p<0,05) relativamente as restantes 13 bactérias em estudo, mais
precisamente em relacdo aos valores de 11 das 13 bactérias, apresentando em relacdo as

restantes 2 bactérias valores semelhantes .

No que concerne ao creme C, os valores médios obtidos com esta formulagdo sobre as
bactérias S. aureus e S. pyogenes apos 24 h foram significativamente mais baixos (p<0,05)
que os os valores médios de halo de inibicdo alcancados por este creme sobre as restantes
13 bactérias em estudo, nomeadamente para 12 delas, apresentando um perfil semelhante
em relacdo a bactéria restante. Esta constatacdo manteve-se as 48 h, sendo que a bactéria S.
aureus apresentou valores médios significativamente mais baixos (p<0,05) em relacdo aos
valores médios de inibicdo observados com 11 das 13 bactérias, enquanto que a bactéria S.
pyogenes manteve valores médios de inibicdo com esta formulacdo significativamente
mais baixos (p<0,05) que os valores obtidos para 12 das 13 bactérias. Em relacdo as

restantes bactérias estes dois organismos apresentaram valores médios semelhantes.

Por fim, no que diz respeito ao creme P, os valores médios de halo de inibicdo
observados com este creme para as bactérias P. aeruginosa e S. aureus apés 24 h foram
significativamente mais baixos (p<0,05) que os valores médios de halo de inibicdo
alcancados sobre as restantes 13 bactérias em estudo, especialmente em relacdo a 11 das
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restantes bactérias, dado que em relacdo aos valores das restantes 2 bactérias apresentou
valores semelhantes. Esta observacdo manteve-se as 48 h, mas apenas para a estirpe S.
aureus, sendo que o valor médio de inibicao obtido com este creme foi significativamente
mais baixo (p<0,05) que os valores médios de halo de inibicdo observados pra as restantes

13 bactérias.

4.2.3. Atividade antimicrobiana do padrao de Azadiractina

Adicionalmente, a atividade antimicrobiana da AZA pura foi avaliada utilizando o
mesmo método descrito para as amostras de 6leo e de creme. Neste caso, foi testada uma
solugdo de AZA a 1 mg/ml em ACN. Simultaneamente, testou-se nas condi¢cdes e como
controlo apenas ACN (solvente). A exemplo dos ensaios de atividade antimicrobiana
anteriores (seccoes 4.2.1. e 4.2.2.), utilizaram-se como controlo positivo antibidticos para
0S quais 0s microrganismos em estudo eram sensiveis, verificando-se valores médios de

halos de inibigdo concordantes com os valores tabelados (CLSI, 2012).

Através da comparacdo por analise estatistica dos valores médios de halo de inibicéo
obtidos com o padrdo de AZA e o apenas com 0 solvente ACN em cada bactéria,
verificou-se que os valores ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas
(p>0,05) entre si para grande parte das bactérias em estudo. Contudo, no caso da bactéria
K. pneumoniae verificaram-se diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os
valores obtidos com ACN e AZA (p=0,005), tanto as 24 como as 48 h, uma vez que se
observaram valores médios de halo de inibicdo de 35,50 £ 0,71 mm para o padrao de AZA

e de apenas 30,00 + 0,00 mm para o solvente ACN.
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CAPITULO V — Discussao
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5. Discussao

5.1. Analise de Azadiractina em amostras de Oleo de Neem por

Cromatografia Liquida de Elevada Pressdo (HPLC)

A analise quantitativa e a analise qualitativa de compostos ativos presentes nas plantas
sdo parametros essenciais para uma utilizacdo segura e eficaz dos mesmos. No entanto, os
produtos de origem natural tém associados a si uma grande variedade de compostos, 0s
quais apresentam natureza, quantidade e caracteristicas diferentes, tornando muitas vezes a
sua analise extramente dificil e complexa. Neste sentido, torna-se dificil encontrar um
método de analise universal que permita analisar todos 0s compostos presentes numa
planta. A maior parte das técnicas usadas para esta funcdo consistem normalmente em
métodos espetrofotométricos ou métodos cromatograficos (mais precisamente HPLC),

sendo estes Ultimos os métodos mais frequentemente utilizados.

No caso da Azadirachta indica (Neem), planta central deste trabalho, e em particular
da sua principal substancia ativa a AZA, varias técnicas analiticas tém sido descritas para a
determinar a quantidade de AZA nos mais diversos tipos de amostras obtidas a partir do
Neem. De entre os diversos métodos descritos, os métodos cromatograficos e, em
particular, a analise utilizando HPLC acoplado a detetores UV, destacam-se como métodos
de eleicdo (Prakash et al., 2002). No entanto, parte destes métodos ndo é aplicado na
quantificacdo da AZA, mas apenas na identificacdo da sua presenca nas diversas matrizes
em estudo. Desta forma, o desenvolvimento de métodos que possam ser aplicados
simultaneamente na identificacdo e na quantificacdo de AZA em diferentes tipos de

matrizes do Neem € de extrema importancia.

No presente trabalho, pretendeu-se desenvolver um método analitico utilizando a
técnica de HPLC-DAD que, tendo por base métodos ja descritos na literatura, pudesse ser
aplicado na identificacdo e quantificacdo de AZA em amostras de 6leo de Neem. O método
utilizado para a determinagdo de AZA nas diversas amostras em estudo foi adaptado a
partir do método proposto por Ramesh et al. (1999) (Ramesh and Balasubramanian, 1999).

81



Doseamento da Azadiractina e avaliacdo da atividade antimicrobiana em produtos contendo 6leo de Neem

No método de Ramesh et al. (1999) foi utilizada uma coluna RP-C18, com 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro; uma fase mdvel contendo MetOH, ACN e agua, na
proporcdo 35:15:50, respetivamente; e uma eluicdo do tipo isocratico, obtendo-se tempos
de retencdo para o composto AZA-A de 7,0 min e para o composto AZA-B de 6,0 min

(Ramesh and Balasubramanian, 1999).

O método analitico implementado no presente trabalho apenas introduziu uma
alteracdo no método anteriormente descrito, mais precisamente a coluna utilizada. Neste
sentido, foi utilizada neste trabalho uma coluna RP-C18 com 250 mm de comprimento e 4
mm de didmetro verificando-se um aumento de tempo de retengdo de cada um dos
compostos relativamente ao método utilizado por Ramesh et al. (1999). De facto,
,obtiveram-se com o presente método tempos de retencdo de aproximadamente 12 e 15
minutos para os compostos AZA-A e AZA-B, respetivamente (Tabela X e Figuras 12, 13
e 14). O aumento do tempo de retencdo dos compostos em analise deveu-se a utilizagdo de
uma coluna de comprimento mais elevado no presente estudo. E de salientar que, apesar de
estarem geralmente associadas a tempos de andlise mais longos, as colunas de maior
comprimento (250-300 mm) proporcionam uma maior resolucdo, o que pode representar
uma vantagem para 0 método utilizado neste trabalho. Por sua vez, uma resolucdo mais

elevada facilita uma identificacdo e quantificacdo rigorosa dos compostos em analise.

No método utilizado por Ramesh et al. (1999) ndo € referenciado o comprimento de
onda utilizado na detecdo dos compostos. Desta forma, foi utilizado um dos comprimentos
de onda mais descritos na literatura (Tabela IV) e que correspondia também ao
comprimento de onda referenciado no certificado de analise do padrdo de AZA. A detecao
utilizando o comprimento de onda de 215 nm proporcionou resultados com qualidade na
detecdo tanto de AZA-A, como de AZA-B. Esta situagdo pode ser comprovada, uma vez
que o detetor de matriz de diodos utilizado permitiu obter o espectro de absorcdo das
substancias em estudo, no qual se confirmou que o comprimento de onda de 215 nm

correspondia ao maximo de absorcdo das substancias.

No decorrer na analise cromatogréafica verificou-se que ocorriam ligeiras variagdes nos
tempos de retencdo dos compostos em diferentes dias de analise. Esta observacdo pode
provavelmente ser atribuida & ndo utilizacdo de &gua ultrapura e/ou tamponada na

preparacdo da fase movel. No entanto, uma vez que em todos os dias de trabalho a solugéo-
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padrdo era alvo de andlise cromatografica, a identificacdo dos compostos nas amostras nao

foi comprometida.

Para além das dificuldades de implementacdo de um método analitico que permita em
simultaneo a identificagdo e quantificagdo de compostos em produtos de origem natural,
uma outra dificuldade é a obtengdo de um padrdo adequado, que permita que os métodos
analiticos sejam devidamente calibrados. Na maioria dos casos, as dificuldades inerentes a
obtencdo de padrdes prendem-se com a inexisténcia comercial dos mesmos, de estarem
associados a custos elevados, bem como o facto de muitos deles ndo se apresentarem como

substancias totalmente puras.

No caso da AZA, apesar da existéncia de padrdes deste composto disponiveis
comercialmente, estes estdo associados a custos de aquisi¢do bastante elevados. Esta
situacdo foi a principal limitacdo do presente trabalho uma vez que limitou o nimero de
ensaios realizados, nomeadamente no que se refere ao doseamento do composto nas
diversas amostras. Para além disso, estes padrGes nem sempre se apresentam como
substancias totalmente puras, bem como na sua generalidade ndo apresentam apenas a
designada AZA-A, ou seja, a AZA, mas também o composto AZA-B. Apesar de a
presenca dos dois compostos no padrdo poder representar uma desvantagem quando se
pretende determinar apenas a AZA-A, pode também revelar-se benéfica e contribuir para
uma diminuicdo dos custos quando se pretende determinar os dois compostos em

simultaneo.

Antes da sua utilizacdo no doseamento das substancias em estudo, o método analitico
foi alvo de um procedimento de validacdo. Como resultado deste procedimento,
obtiveram-se valores de precisdo intermédia entre 0,79%4,17% e de repetibilidade entre
0,39% e 3,54%, valores inferiores a 5% e indicadores de que o método analitico utilizado
neste trabalho possui elevada precisdo. Em termos de percentagem de recuperacdo para 0S
diferentes compostos obtiveram-se valores entre 70,91% e 106,64%, 0s quais se
apresentam como valores extremamente satisfatorios, e dentro dos valores referenciados
para matrizes complexas (70-130% + 15%), como € o caso das amostras em analise. O
presente método analitico permitiu detetar (LD) AZA-A e AZA-B a partir de 0,40 e 0,23
png/ml, respetivamente, e quantificar (LQ) AZA-A e AZA-B a partir de 0,71 e 0,53 pg/ml,

respetivamente. Comparativamente com outros trabalhos visando a determinacdo de AZA,
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os valores obtidos neste estudo sdo, no caso do LD, superiores aos previamente descritos
enguanto que no caso do LQ se obtiveram valores inferiores (Forim et al., 2010a, Forim et
al., 2010b, Forim et al., 2010c). A obtencdo de valores de LQ reduzidos representa uma
vantagem acrescida do método analitico desenvolvido neste trabalho, nomeadamente
quando se tem em conta que um dos seus principais objetivos € a quantificacdo rigorosa de
ativos em amostras reais. Foi ainda verificado que uma solucdo de AZA pura se mantinha
estavel e capaz de originar resultados fidveis durante, pelo menos, 2 meses ap0s a sua

preparagéo.

Devidamente validado, o método analitico foi entdo aplicado na detecdo e
quantificacdo de AZA em amostras de 6leo de Neem. O método desenvolvido permitiu
detetar e quantificar de forma eficaz nas varias amostras ndo s6 a substancia AZA-A, mas
também a substancia AZA-B. Como mencionado anteriormente, sdo poucos o0s estudos
existentes sobre o teor destes compostos e em particular da AZA no 6leo de Neem. Os
estudos sobre o teor de Azadiractina (AZA-A) no 6leo de Neem referem frequentemente
valores de teor variadveis, que variam entre valores quase indetectaveis e valores perto de
4000 ppm (Melwita and Ju, 2010). Porém, é de salientar o facto de muitos estudos nédo
referenciarem especificamente se os teores se referem a AZA-A, ou seja, a Azadiractina

propriamente dita, ou aos teores de AZA-A e AZA-B em conjunto.

A maioria dos estudos existentes debruca-se essencialmente no desenvolvimento de
métodos que permitam detetar de forma eficaz e rapida este tipo de compostos e ndo tanto
sobre a sua quantificacdo nas diversas por¢des do Neem. No caso concreto do 6leo de
Neem, os estudos existentes tendem a extrapolar o teor de AZA existente no 6leo a partir
do teor presente nas sementes de Neem, fonte principal de obtencdo do mesmo. Apesar das
sementes influenciarem largamente o teor existente no 6leo, o teor ndo é exatamente igual
nas duas porcBGes, dado que o processo extractivo do 6leo também condiciona a
percentagem dos diferentes compostos (Forim et al., 2010b, Melwita and Ju, 2010). Por
conseguinte, a elaboracdo de trabalhos com o objetivo primordial de determinacdo do teor

de AZA e outros compostos diretamente no 6leo de Neem revela-se crucial.

O estudo mais recente sobre esta tematica foi realizado por Forim et al. (2010) e teve
como objetivo quantificar em simultineo a Azadiractina (AZA-A) e o 3-
tigloylazadirachtol (AZA-B) em sementes e 0leo de Neem (Forim et al., 2010b). No caso
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concreto das amostras de 6leo de Neem, o estudo comparou os teores de AZA-A e AZA-B
em amostras de dleo de Neem de proveniéncias diferentes, nomeadamente, india (6
amostras) e Brasil (7 amostras) (Forim et al., 2010b). Neste estudo verificou-se que 0s
teores de AZA-A variavam entre 228,5-1577,4 mg/kg e os de AZA-B entre 117,1-1171,0
mg/kg (Forim et al., 2010b). Estes valores também permitiram concluir que, na
generalidade, os valores obtidos para a substancia AZA-A tendem a ser mais elevados do

que os obtidos para a substancia AZA-B (Forim et al., 2010b).

Comparando os resultados obtidos por Forim et al. (2010) e os do presente trabalho,
constatou-se que os teores dos compostos AZA-A e AZA-B determinados para os 6leos em
estudo foram na globalidade bastante mais reduzidos que os resultados obtidos por Forim
et al. (2010) (Forim et al., 2010b). No presente caso, 0s valores obtidos para 0s compostos
AZA-A e AZA-B situaram-se, respetivamente, entre 58,53-843,42 mg/kg e 12,52-800,23
mg/kg. Dos trés 6leos alvo de analise, 0 que apresentou 0s teores mais proximos dos
descritos por Forim et al.(2010) foi o d6leo 2 (843,42 mg/kg-AZA-A; 800,23 mg/kg-AZA-
B). A semelhanca do verificado por Forim et al. (2010), os teores de AZA-A foram

superiores aos de AZA-B.

Em termos de valores totais dos dois compostos (AZA-A+B), tal como observado com
os teores dos compostos de forma isolada (AZA-A e AZA-B), verificou-se que apenas o
6leo 2 tendia a apresentar valores proximos aos do estudo de Forim et al. (2010), mais
especificamente 1642,17+12,35 mg/kg. No extremo oposto encontrava-se o 6leo 1, com
um teor de 104,20+6,76 mg/kg, valor muito abaixo dos teores apresentados por Forim et al
(2010).

Para além da determinacdo do teor de AZA nas diferentes amostras, Forim et al.
(2010) comparou os teores deste tipo de compostos entre os 6leos de origem brasileira e os
de origem indiana. Concluiu-se que os teores AZA- A e B nos 6leos de de Neem do Brasil
eram menores comparativamente com os da India (Forim et al., 2010b). Estes resultados
levaram a atribuir aos 6leos de Neem do Brasil uma menor qualidade (Forim et al., 2010b,
Melwita and Ju, 2010). No presente trabalho também foram analisadas amostras dos dois
paises acima referidos, mais precisamente duas amostras de 6leo de Neem da india (6leo 1
e 2) e uma amostra de 6leo de Neem do Brasil (6leo 3). Analisando-se os resultados
obtidos para estas amostras, observou-se que, em termos de AZA-A, o 0leo proveniente do
Brasil apresentava um teor inferior aos dos Oleos de Neem da india (58,55 mg/kg).
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Contudo, no que se refere ao teor em AZA-B, a situacdo alterou-se e o 6leo 1, proveniente
da India, apresentou o teor mais baixo (12,55 mg/kg). Neste sentido, foi possivel constatar
que apenas o dleo 2, originario da india, apresentou um teor considerado satisfatorio dos
dois compostos e de ordem de grandeza semelhante aos valores descritos na literatura.
Posto isto, ndo é possivel fazer corresponder com certeza uma menor qualidade dos 6leos
com nenhuma das proveniéncias. Porém, devido aos baixos teores em AZA, é possivel

considerar os 6leos 1 e 3 como 6leos de menor qualidade.

A qualidade do dleo de Neem é muito condicionada pela percentagem de AZA que
nele estd presente (Forim et al., 2010b, Melwita and Ju, 2010). Normalmente, um baixo
teor de AZA no 6leo de Neem pode ser atribuido a dois fatores: a qualidade das sementes
utilizadas na extracdo do 6leo ou o processo extrativo (Forim et al., 2010b, Melwita and Ju,
2010). No caso do estudo de Forim et al (2010), a qualidade reduzida dos 6leos do Brasil
foi atribuida ao processo extrativo, uma vez que quando analisadas amostras de sementes
dos dois paises, 0s teores entre elas eram bastante semelhantes (Forim et al., 2010b). No
caso do presente estudo, ndo é possivel concluir qual a causa das diferencas de teor
observadas. Deste modo, seria necessario avaliar também o teor de AZA nas sementes que
deram origem aos 6leos em andlise, e assim concluir sobre o que tera condicionado o teor

de AZA nestes mesmos 6leos.

5.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana de amostras de oOleo de

Neem e de formulagdes comerciais contendo 6leo de Neem

Para além da andlise quantitativa e qualitativa dos compostos presentes nas plantas, a
percecdo da real utilidade desses compostos como possiveis agentes terapéuticos é
essencial. Uma das grandes problematicas atuais é a resisténcia dos microrganismos aos
antibidticos que conduz a uma ineficacia dos mesmos. A descoberta de possiveis agentes
que 0s possam substituir e proporcionar o mesmo efeito ou semelhante é por conseguinte
fundamental. Por tudo isto, a avaliacdo da atividade antimicrobiana de determinado
composto torna-se premente. No presente trabalho, pretendeu-se avaliar a capacidade
antimicrobiana do 6leo de Neem, bem como de produtos comerciais contendo 6leo de

Neem.
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Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das amostras em estudo, estas foram
testadas sobre 14 microrganismos diferentes. Os microrganismos foram selecionados de
acordo com diversos critérios e considerando o estudo de numero semelhante de
microrganismos dos dois grupos de Gram (Gram+ e Gram-). Dada a utilizacdo tdpica das
formulacBes comerciais em estudo e a possivel incorporacdo do 6leo de Neem nas mesmas,
foram selecionados microrganismos comuns na flora normal da pele e em patologias
associadas a mesma. Para além disso, foram selecionados também microrganismos
comummente utilizados em testes padrdo de avaliacdo da atividade antimicrobiana. Por
fim, foram escolhidos adicionalmente dois microrganismos que apresentavam uma
dependéncia de oxigénio diferente dos restantes microrganismos, mais especificamente 2

organismos microaerofilicos (S. pyogenes e E. faecalis).

O procedimento experimental adotado para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foi
0 método de difusdo em pogo. Este tipo de técnica permite a utilizacdo de quantidades mais
elevadas de amostra, assim como se torna numa técnica de eleicdo quando se analisam
matrizes viscosas ou de consisténcia pastosa, como € caso dos 6leos e dos cremes em
estudo. A anélise destes tipos de matriz torna-se com frequéncia inviavel através do
método de difusdo em disco, dado que o disco fica saturado com quantidades muito

pequenas destas amostras.

O método de difusdo em poco avalia a difusdo das diferentes substancias no meio
solido a partir de um poco. Assim, efetuou-se a medicao do halo de inibigdo (em mm) ao
redor do poco apo6s 24 h e 48 h de incubacdo. Os dois tempos de incubacdo selecionados
para analise devem-se em grande parte ao facto de as bactérias apresentarem velocidades
diferentes de crescimento. Ap6s consulta de bibliografia adequada, assumiu-se que as
bactérias em estudo atingiam a sua fase estacionaria de crescimento, ou seja, ocorria o fim
do crescimento microbiano apés 48 h de incubacdo. No entanto, como alguns
microrganismos ndo necessitavam de um periodo tdo longo para atingirem esta fase, optou-
se pela inclusdo dos dois tempos de incubacdo. Além disso, 24 h é o tempo de incubacao
indicado nas normas padrdo de testes de suscetibilidade (CLSI, 2012). Para além das
diferentes velocidades de crescimento dos microrganismos, também as caracteristicas
inerentes das amostras em estudo, nomeadamente a viscosidade dos 6leos e a consisténcia
pastosa das formulagBes comerciais contribuiram para se incluirem os dois tempos de

incubagdo no presente estudo. Estas propriedades das amostras dificultam a sua difuséo
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nos meios de cultura, tornando-a mais lenta. Desta forma, torna-se necessario um periodo
de tempo de incubacdo mais longo que permita a completa difusdo das amostras e 0 seu
maximo de acdo. Na pratica, tal como previsto devido aos fatores atras referidos,
observaram-se variacdes entre os valores de halos de inibi¢do obtidos as 24 h e as 48 h na
maioria dos ensaios. Apenas em algumas situacdes os valores se mantiveram constantes ou

com variagdes quase indetetaveis entre os dois periodos de incubacao.

Os microrganismos S. pyogenes e E. faecalis apresentam caracteristicas particulares,
nomeadamente a necessidade de incubagcdo em atmosfera contendo 5% CO- e durante um
periodo de tempo maior para que seja atingida a fase estacionaria de crescimento. Estes
microrganismos atingem geralmente a fase estacionaria ap6s 96 h de incubacao
(recomendacdo do fornecedor-DSMZ). Deste modo, fazendo uma correspondéncia entre 0s
tempos de crescimento destes 2 microrganismos e dos restantes organismos em teste,
assumiu-se que as 96 h de incubacao destes 2 microrganismos corresponderiam as 48 h dos

restantes microrganismos, e que as 48 h corresponderiam as 24 h dos restantes.

Nos Ultimos anos, os varios estudos publicados sobre a atividade antimicrobiana do
Neem tém apresentado resultados muito diversificados. J& no caso do 6leo de Neem, a
literatura disponivel sobre sua a atividade antimicrobiana é escassa, sendo que a existente
demonstra a capacidade de este 6leo inibir o crescimento tanto de bactérias Gram- como
Gram+ (Asif, 2012, Jahan et al., 2007, Oyinbo et al., 2013, Rao et al., 1986, SaiRam et al.,
2000, Upadhyay et al., 2010).

O presente trabalhou permitiu avaliar a atividade antimicrobiana de trés amostras
diferentes de 6leo de Neem, tendo-se verificado que as trés apresentavam atividade sobre
todas as bactérias em estudo. E de salientar que, & semelhanca do descrito na literatura, as
trés amostras apresentaram atividade sobre bactérias Gram— e Gram+. Além disso, ndo se
verificou que os Oleos apresentassem atividade preferencial sobre determinado grupo de
Gram, sendo os valores obtidos para as bactérias dos dois grupos extremamente proximos.
Por conseguinte, é possivel inferir que o grupo de Gram ao qual uma bactéria pertence nao

influencia a acdo antimicrobiana do 6leo de Neem.

Quando comparados os resultados obtidos com cada 6leo sobre as diferentes bacteérias,
foi possivel destacar uma ou varias bactérias com suscetibilidade estatisticamente diferente

das restantes. No caso do Gleo 1, o organismo S. pyogenes apresentou-se como 0 mais
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suscestivel uma vez que, tanto as 24 como as 48 h, apresentou halos de inibicéo
significativamente mais elevados que as outras bactérias testadas. Relativamente ao 6leo 2,
foi possivel observar que as bactérias P. mirabilis e S. aureus, quando sob acédo deste 6leo,
apresentavam apds 24 h uma suscetilidade superior a verificada para as restantes bactérias.
Porém, ap0s 48 h, a bactéria S.aureus, em conjunto com a bactéria K. pneumoniae, passou
a apresentar uma suscetibilidade que era significativamente inferior a das restantes
bactérias. No que diz respeito ao o6leo 3, as 24 h destava-se a suscetibilidade
significativamente mais elevada apresentada pelas bactérias S. pyogenes e M. luteus. Por
outro lado, a bactéria que destacou em termos de suscetibilidade as 48 h foi a bactéria E.
aerogenes, mas neste caso apresentando um valor de inibicdo significativamente mais

baixo em relacdo aos restantes organismos.

De entre as bactérias mais frequentemente descritas na literatura como sendo alvo da
atividade do 6leo de Neem, salientam-se as bactérias B. cereus, E. coli, P. aeruginosa e S.
aureus (Asif, 2012, Jahan et al., 2007, Oyinbo et al., 2013, Rao et al., 1986, SaiRam et al.,
2000, Upadhyay et al., 2010). Estas quatro bactérias foram também testadas neste trabalho,
sendo que, a semelhanca do descrito na literatura, se verificou atividade antimicrobiana das
amostras de 6leo de Neem em estudo sobres estas bactérias. No conjunto destas quatro
bactérias, o organismo B. cereus tem sido associado a resultados muito satisfatérios em
varias publicacbes (Asif, 2012, Upadhyay et al., 2010). Upadyay et al (2010) descreveu
para esta bactéria halos de inibicdo com o dleo de Neem bastante elevados, de
aproximadamente 45 mm (Upadhyay et al., 2010). Neste sentido, esperava-se que esta
bactéria apresentasse também neste trabalho halos de inibicdo bastante elevados,
destacando-se assim dos restantes microrganismos em teste. No entanto, este facto nao se
verificou. Apesar de se terem observado valores médios de halo de inibicdo elevados para
a bactéria B. cereus, estes ndo se aproximaram dos descritos na literatura. Os valores mais
elevados obtidos para esta bactéria foram conseguidos com o 6leo 3, com halos de inibicao
médios préximos de 20 mm, mas muito distantes dos valores referidos por Upadyay et al
(2010) (Upadhyay et al., 2010). Uma possivel composicdo diferente dos 6leos utilizados
nos dois estudos pode estar na base da diferenca de resultados observada.

Outros microrganismos sobre 0s quais também é reportada atividade do 6leo de Neem,
apesar de menos frequente, foram também avaliados neste trabalho. Desse conjunto, sdo de

realcar as bactérias K. pneumoniae, B. subtillis, P. vulgaris, P. mirabilis e S. pyogenes, que
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no presente trabalho apresentaram perfis de suscetibilidade microbiana com o 6leo de
Neem bastante satisfatorios. No entanto, quando se comparam os resultados obtidos com a
literatura, estes ndo sao totalmente concordantes. No caso dos organismos P. mirabilis e S.
pyogenes, os estudos anteriores que avaliaram a atividade do 6leo de Neem sobre estas
bactérias verificaram uma atividade positiva & semelhanca do presente trabalho (Asif,
2012, Rao et al., 1986). Pelo contrario, no caso dos organismos K. pneumoniae, B. subtilis
e P. vulgaris, esta concordancia nao se verificou pois existem estudos que descreveram
atividade positiva do 6leo de Neem a semelhanga do presente estudo e outros em que se
nédo se verificou atividade antimicrobiana (Oyinbo et al., 2013, Rao et al., 1986, SaiRam et
al., 2000, Upadhyay et al., 2010). Esta constatacdo revela uma necessidade de estudos mais
aprofundados da atividade do 6leo de Neem sobre estas bactérias e também sobre outras
ndo referenciadas na literatura e avaliadas neste estudo, de forma a percecionar melhor a

real acdo do 6leo de Neem sobre 0s microrganismos.

Os produtos naturais a base de plantas tém vindo a ser utilizados nos mais
variadissimos niveis, nomeadamente a nivel farmacologico e cosmético e principalmente
através da sua incorporacdo em produtos de aplicacéo tdpica. Neste sentido, a percecao da
sua atividade sobre microrganismos comuns ao nivel da pele e de patologias da mesma s&o

de extrema relevancia.

As bactérias S. pyogenes e S. aureus sdo das mais frequentes em infecdes da pele (Ki
and Rotstein, 2008). Em termos de atividade antimicrobiana do Neem, os diferentes
extractos de Neem e inclusive o 6leo de Neem tém apresentado resultados bastante
satisfatorios sobre estas bactérias (Asif, 2012, Gajanan, 2012, Jahan et al., 2007, Ki and
Rotstein, 2008, Oyinbo et al., 2013, Rao et al., 1986, SaiRam et al., 2000, Upadhyay et al.,
2010). A bactéria S. pyogenes foi uma das testadas neste trabalho e para a qual se verificou
atividade antimicrobiana com as amostras de 6leo em estudo, semelhanca do descrito na
literatura (Rao et al., 1986). Esta bactéria apresentou os valores mais elevados de halo de
inibicdo para dois dos Oleos de Neem avaliados (6leos 1 e 3). Apesar de a acdo
antimicrobiana do 6leo 2 nédo ser tdo elevada sobre o organismo S. pyogenes como a
observada com os dois restantes 0leos, é possivel dizer que o 6leo 2 também apresentou
atividade antimicrobiana positiva sobre esta bactéria. A semelhanca do organismo S.
pyogenes, o S. aureus também foi testado neste trabalho, verificando-se uma atividade

positiva de todos os 0leos sobre este microrganismo, resultado que se encontra de acordo
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com o descrito na literatura (Asif, 2012, Gajanan, 2012, Jahan et al., 2007, Ki and Rotstein,
2008, Oyinbo et al., 2013, Rao et al., 1986, SaiRam et al., 2000, Upadhyay et al., 2010).
No entanto, comparativamente com 0 organismo S. pyogenes, obtiveram-se para o
organismo S. aureus resultados tendencialmente mais baixos. De qualquer modo,
obtiveram-se para o organismo S. aureus halos de inibicdo superiores a 10 mm, com o
maximo de atividade observado com o 6leo 3. A atividade demonstrada sobre estes dois
microrganismos pode ser importante para uma possivel incorporacdo do 6leo de Neem em

produtos de aplicacdo tdpica a utilizar em prevencao ou tratamento de problemas de pele.

Nos idosos, a pele é estruturalmente e funcionalmente diferente das restantes faixas
etarias e mais suscetivel a ocorréncia de infecdes da pele e tecidos (Laube, 2004). Estas
particularidades do doente idoso fazem emergir outros microrganismos como responsaveis
destas infe¢des, principalmente P. mirabilis e P. aeruginosa, bem como os ja referenciados
S. pyogenes e S. aureus (Laube, 2004, Lertzman and Gaspari, 1996). No caso dos
organismos P. mirabilis e P. aeruginosa, o presente trabalho revelou que estes organismos
apresentavam um perfil de suscetibilidade aos 6leos em estudo bastante satisfatério, e de
acordo com a generalidade da literatura (Asif, 2012, Jahan et al., 2007, Rao et al., 1986,
SaiRam et al., 2000). De todos os organismos testados neste trabalho, a bactéria P.
mirabilis foi a que apresentou os valores mais elevados de halo de inibicdo com o 6leo 2,
apos 24 h de incubacdo. Por outro lado, a bactéria P. aeruginosa, mesmo com valores
tendencialmente mais baixos que a bactéria P. mirabilis, apresentou valores de
suscetibilidade as amostras de 6leo de Neem bastante razoaveis, principalmente apos 48 ho
de incubacdo. Estes resultados sugerem que a incorporacao do 6leo de Neem em produtos

destinados a problemas de pele desta faixa etaria podera representar uma vantagem.

Ainda no que se refere aos idosos, as Ulceras de pressdo sdao também uma situacao
comum (Moraes et al., 2012, Rocha et al., 2006). Nestas Ulceras desenvolvem-se por vezes
infecdes, 0 que leva ao agravamento da lesdo e em alguns casos mesmo a morte (Rocha et
al., 2006). Os microrganismos mais descritos como responsaveis destas infecdes sdo S.
aureus, P. aeruginosa e E. faecalis (Shibuya et al., 1994). Como referenciado
anteriormente, as bactérias S. aureus e P. aeruginosa demonstraram perfis de
suscetibilidade bastante satisfatorios com os Oleos de Neem testados. JA& no caso do
organismo E. faecalis, o0s resultados obtidos foram extremamente positivos e

tendencialmente superiores aos observados para as outras duas bactérias, principalmente
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com o 6leo 1 e 0 6leo 2. Estes resultados demonstram que a incorporacao do 6leo de Neem
em produtos de aplicacdo em Ulceras de pressao podera ser uma mais valia no combate a
estes agentes potencialmente patogénicos, permitindo assim prevenir a ocorréncia de

infecOes por estes.

Para além do idoso, um doente critico e que tem associado a si inumeras infecoes de
pele é o doente queimado, representando as infe¢cbes uma das principais causas de
morbilidade e de mortalidade neste tipo de doentes (Lari and Alaghehbandan, 2000, Oncul
et al., 2002, Soares de Macedo and Santos, 2006). Uma vez que estes doentes desenvolvem
com facilidade muitas infe¢bes, os produtos utilizados nos mesmos devem ser 0 mais
seguros e eficientes possiveis para evitar outros problemas e o consequente agravamento
do estado de saude. A bactéria P. aeruginosa € descrita como o principal agente associado
a infecdes de feridas de doentes queimados (Lari and Alaghehbandan, 2000, Oncul et al.,
2002, Soares de Macedo and Santos, 2006). Como referenciado anteriormente, apesar de
esta bactéria nao ter apresentado valores de halos de inibi¢do extraordinariamente elevados
com os Oleos de Neem testados, revelou uma suscetibilidade a este tipo de matriz que pode
ser considerada satisfatoria. Desta forma, € evidente o possivel beneficio da incorporacdo
do 6leo de Neem em produtos que visem o tratamento da pele de doentes queimados.

O crescimento microbiano é condicionado por inimeros fatores, entre os quais a
quantidade de oxigénio presente no ambiente. O organismo S. pyogenes, juntamente com o
organismo E. faecalis, sdo representativos de bactérias com um tipo de dependéncia de
oxigenio diferente das restantes bactérias em estudo. Estes dois organismos séo
microaerofilicos, ou seja, sdo organismos que utilizam oxigénio nas rea¢fes quimicas para
a producdo de energia como 0s organismos aerobios; porém, ao contrario destes, ndo
resistem aos niveis de oxigénio existentes na atmosfera, requerendo niveis de oxigénio
mais reduzidos para conseguirem crescer. Com a inclusdo destes dois microrganismos no
presente estudo, pretendeu-se avaliar se diferencas na dependéncia de oxigénio por parte
dos microrganismos influenciavam os resultados obtidos para a atividade antimicrobiana
das diferentes amostras testadas. No caso das amostras de 6leo de Neem, verificou-se que
estes dois microrganismos apresentavam perfis de suscetibilidade diferentes entre si. Os
valores médios de halo de inibicdo obtidos para a bactéria S. pyogenes foram
tendencialmente superiores aos observados para a bactéria E. faecalis que, por sua vez,

apresentou valores proximos dos registados para 0s restantes microrganismos em teste.
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Estes resultados sugerem que podera nao existir influéncia do tipo de dependéncia de
oxigeénio sobre os valores de inibicdo alcancados. Para que essa influéncia fosse evidente,
os resultados obtidos para as bactérias E. faecalis e S. pyogenes deveriam ter um perfil
similar entre si e destacar-se dos restantes microrganismos, situagdo que néo se verificou

no presente estudo

A atividade antimicrobiana das amostras de 6leo de Neem que foi detetada sobre os
microrganismos em estudo pode dever-se a uma diversidade de compostos presentes nos
6leos. Uma das substancias apontada como possivel responsdvel pela atividade
antimicrobiana do 6leo de Neem é a Azadiractina (AZA), o principal composto bioativo
presente no Neem. No presente estudo, foram testados trés Oleos que apresentavam
diferentes teores de AZA, como foi determinado pela analise cromatografica (sec¢édo
4.1.2.). Caso a AZA fosse a principal responsavel pela atividade antimicrobiana do 6leo de
Neem, os valores mais elevados de halo de inibi¢do deveriam estar associados ao 6leo com
maior teor de AZA, neste caso o Gleo 2. Porém, este facto ndo se verificou, sendo 0s
valores mais elevados de halo de inibicdo associados ao 6leo 3, um dos 6leos com teor de
AZA mais baixo. Esta constatacdo € indicadora de que a AZA, apesar de poder ter alguma
influéncia, ndo se tratara do principal e/ou Unico responsavel pela atividade antimicrobiana
do 6leo de Neem. Esta atividade antimicrobiana pode assim dever-se a outros compostos
presentes nos 6leos que ndo a AZA. Tém sido descritos na literatura alguns compostos do
6leo de Neem com atividade antibacteriana comprovada, tais como o Nimbolide e
Mahmoodin (Bandyopadhyay and Bindu, 2011, Biswas et al., 2002, Brahmachari, 2004). A
atividade antimicrobiana verificada neste trabalho podera dever-se entdo a estes compostos
OuU mMesmo a outros que estejam presentes no 6leo de Neem mas dos quais ainda ndo se

conhece a sua real atividade.

Quando se analisaram globalmente os resultados obtidos com os diferentes 6leos,
obtiveram-se valores médios de halo de inibi¢do as 24 h de 12,06+1,80 mm, 13,30+1,58
mm e 20,12+4,56 mm para os dleos 1, 2 e 3, respetivamente. As 48 h obtiveram-se valores
médios de halo de inibicdo de 14,17+1,68 mm, 15,08+1,82 mm e 22,01+4,25 mm para 0s
Oleos 1, 2 e 3, respetivamente. A determinacgdo destes valores permitiu pér em evidéncia,
de entre as trés amostras de 6leo de Neem testadas, 0 6leo 3 como 0 que apresentou uma
atividade antimicrobiana mais expressiva. Este facto péde ser comprovado quando se

compararam individualmente, para cada bactéria em estudo, os valores de inibicdo obtidos
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com os trés oleos, sendo que os valores dos 6leos 1 e 2 foram, para todas as bactérias,
estatisticamente diferentes dos do o6leo 3 que apresentou valores mais elevados
comparativamente a estes. A excecdo foi o0 organismo E. aerogenes, para o qual ndo se
detetaram diferencas significativas entre os resultados obtidos com os trés 6leos (p>0,05),
sendo os valores do dleo 3 inferiores aos observados para as restantes bactérias e mais

préximos dos restantes 6leos.

Para além da avaliacdo da atividade antimicrobiana de diferentes amostras de 6leo de
Neem, também foram alvo de anélise formulagGes comerciais contendo 6leo de Neem
foram também alvo de analise. Desta avaliacdo, verificou-se que os trés cremes testados
apresentavam atividade sobre todas as bactérias em estudo. E de realcar que, tal como
verificado com as amostras de 6leos, ndo se observou atividade preferencial dos cremes
sobre determinado grupo de Gram, sendo os valores obtidos para as bactérias dos dois

grupos extremamente proximos.

Quando se efetuou a comparacdo dos resultados obtidos com cada creme sobre as
diferentes bactérias, foi possivel destacar uma ou varias bactérias com suscetibilidade
estatisticamente diferente das restantes. No caso do creme B, as bactérias P. rettgeri e B.
subtilis revelaram-se como as significativamente mais suscetiveis a esta matriz,
nomeadamente quando comparadas com as restantes bactérias testadas. J& no caso do
creme C, as bactérias S. pyogenes e S. aureus destacaram-se por apresentaram uma
suscetibilidade significativamente inferior a verificada com as outras bactérias, tanto as 24
como as 48 h. No que ao creme P diz respeito, destacou-se a suscetibilidade
significativamente inferior apresentada pelas bactérias P. aeruginosa e S. aureus as 24 h de
incubacdo. Por outro lado, as 48 h, apenas a bactéria S. aureus se destacou como

significativamente menos suscetivel a acdo do creme P.

As formulagdes comerciais analisadas neste trabalho destinam-se a aplicacdo topica
com func¢bes hidratante e protetora da pele. Para além disso, a acdo que estas formulacdes
possam exercer sobre microrganismos existentes na flora normal da pele ou em patologias
associadas a pele reveste-se de extrema importancia e pode representar uma mais valia
para este tipo de produtos. Ao contrario do que se tinha observado com as amostras de
6leo, a bactéria S. pyogenes, comum na pele e em patologias da mesma, ndo apresentou

halos de inibicdo elevados quando colocada em contacto com as formulagfes comerciais..
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A semelhanca do verificado com este microrganismo, também a bactéria S. aureus,
presente frequentemente na pele, apresentou suscetibilidade mais reduzida as formulactes
comerciais que a observada com as amostras de 6leo. Além disso, comparativamente com
os resultados obtidos com os cremes sobre as restantes bactérias, o S .aureus foi o

organismo que apresentou halos de inibi¢gdo mais baixos.

Apesar dos resultados obtidos para as bactérias S. pyogenes e S .aureus poderem levar
a inferir que ndo existe vantagem na utilizacdo destes cremes com a funcdo de agentes
antimicrobianos em problemas de pele, se a sua utilizagcdo for associada com as fungdes
hidratante e protectora dos cremes, pode representar uma mais valia. Apesar de a sua
atividade antimicrobiana ser reduzida sobre estas duas bactérias, 0s cremes apresentam
algum tipo de atividade, o que se torna Gtil num combate primario. Além disso, mesmo nédo
sendo tdo comuns em problemas de pele, as restantes bactérias testadas neste trabalho
podem encontrar-se na pele em condi¢cBes mais especificas e podem por isso representar
um risco para a integridade desta barreira. Deste modo, a utilizacdo de cremes que tenham
acao sobre essas bactérias também pode ter utilidade na prevencdo ou tratamento de

patologias resultantes da sua presenca.

Os microrganismos P. mirabilis e P. aeruginosa, comuns na pele dos idosos
apresentaram tendencialmente valores de inibicdo bastante expressivos com todos o0s
cremes, destacando-se o organismo P. mirabilis com halos de inibicdo acima dos 15 mm
para as trés amostras de creme. Ja a bactéria P. aeruginosa, a semelhanca do detetado com
os 6leos, apresentou valores de halos de inibicdo inferiores aos do organismo P.mirabilis.
Apesar disso, a bactéria P. aeruginosa revelou uma suscetibilidade as diferentes amostras
bastante satisfatoria, principalmente ao creme C. Estes resultados sdo indicadores do
potencial sucesso da aplicacdo destes produtos em problemas de pele associados a esta

faixa etéria.

A utilizacdo de produtos que atuam sobre os principais agentes causadores de infecdes
nas Ulceras de pressdo € também de relevancia, ainda mais se a esses mesmos produtos
forem associadas outras propriedades como cicatrizante ou hidratante. As trés formulagdes
testadas apresentaram atividade antimicrobiana sobre 0s microrganismos mais associados a
infecGes em ulceras de pressdo, mais especificamente S. aureus, P. aeruginosa e E.

faecalis. Os valores de inibicdo mais elevados foram observados com o creme P sobre a
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bactéria E. faecalis (halo de inibicdo>16 mm). No caso da bactéria S. aureus os resultados
alcancados pelos trés cremes sdo extremamente proximos entre si, porém tendencialmente
mais baixos que os obtidos para as outras duas bactérias. JA no caso da bactéria P.
aeruginosa, e como referenciado acima, o creme C revelou ser o mais eficaz na sua
inibicdo. E importante acrescentar, que sendo também a bactéria P. aeruginosa o principal
agente de infecGes de feridas em queimados, e uma vez que apresentou suscetibilidade aos
trés cremes avaliados, estes poderdo ser uma alternativa valida no tratamento da pele de

doentes queimados.

Nos exemplos anteriormente apresentados, a acdo das formulagcdes comerciais sobre 0s
microrganismos mostrou ser importante na prevencao e tratamento de complicacdes mais
graves causadas por microrganismos. Contudo, em alguns casos, este tipo de atividade
antimicrobiana podera ndo ser vantajosa nem desejavel. Em situagdes ditas ndo
patoldgicas, muitas das bactérias testadas neste trabalho podem ser habitantes comuns da
flora normal da pele, tais como os organismos S. epidermidis e M. luteus, e sdo agentes
essenciais na protecdo da pele contra agentes externos. Desta forma, a utilizacdo de
produtos que exercam acdo sobre bactérias da flora normal da pele de uma forma
continuada pode ser prejudicial. Este facto torna-se relevante neste estudo, dado que as
formulagBGes comerciais testadas, bem como o éleo de Neem incorporado nas mesmas,
apresentaram atividade antimicrobiana sobre todos o0s microrganismos analisados,

incluindo os que sdo comuns na flora normal da pele.

Os organismos microaerofilicos S. pyogenes e o E. faecalis também foram testados
com as formulagdes comerciais de forma a avaliar se, neste caso, a dependéncia de
oxigénio dos microrganismos teria algum tipo de influéncia sobre a atividade
antimicrobiana das amostras de creme. Tal como observado para as amostras de 6leo de
Neem, constatou-se que o tipo de dependéncia de oxigénio ndo parece condicionar a
eficacia antimicrobiana dos cremes.sobre os resultados alcancados. Esta observacdo é
suportada pelo facto de os valores dos halos de inibicdo obtidos com os trés cremes para
estas duas bactérias terem sido similares. Além disso, estes valores foram equivalentes aos
observados para 0s outros microrganismos em estudo que apresentavam caracteristicas

diferentes em relacdo a dependéncia de oxigénio.
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As formulacdes comerciais avaliadas neste trabalho tém incorporado 6leo de Neem,
mais precisamente o 6leo 2 que foi também analisado neste trabalho. Neste sentido,
efetuou-se uma comparacdo entre os valores de inibicdo obtidos para o 6leo 2 e para 0s
varios cremes, tendo-se verificado, na maioria dos casos, que os valores observados com 0s
cremes foram superiores aos obtidos apenas com 6leo 2. Este tipo de resultado sugere que
a atividade antimicrobiana apresentada pelos cremes podera ndo se dever exclusivamente a
presenca do 6leo de Neem. Tal como se verifica com os 6leos, as formulacdes comerciais
sdo geralmente constituidas por uma diversidade de compostos com diferentes atividades.
De facto, as formulacBes avaliadas neste estudo, além de 6leo de Neem, possuiam na sua
composicao outros produtos de origem natural, nomeadamente extrato de fruta de Carica
papaya (papaia), 6leo de sementes de Carapa guianensis (andiroba), 6leo de folhas de
Melaleuca alternifolia (melaleuca) e 6leo de folhas de Aloé barbadensis (Aloé vera). Estes
produtos naturais tém sido descritos como tendo atividade sobre algumas das bactérias
testadas, especialmente sobre S. aureus, E. coli, B. cereus, P. aeruginosa, S. pyogenes, B.
subtilis, e K. pneumoniae (Aravind et al., 2013, Carson et al., 2006, Grover et al., 2011,
Krishna et al., 2008, Shahzad et al., 2009, Shelton, 1991, Packer and Luz, 2007). Por
conseguinte, o efeito antimicrobiano observado para estas formulagdes comerciais podera
dever-se ndo sO a acdo do 6leo de Neem, mas a uma possivel sinergia entre os diferentes
componentes naturais presentes nas formulacdes. Por outro lado, o agente antimicrobiano

efetivo podera ser outro composto presente na formulacéo que ndo o 6leo de Neem.

Nos ensaios com amostras de creme, 0 aumento do halo de inibi¢&o entre as 24 e 48 h
de incubacdo foi verificado para alguns casos, sendo de interesse referir a bactéria B.
subtilis que apresentou entre os dois tempos de incubacdo um aumento do halo de inibicdo
com o creme 1 de 16,50 mm para 20,50 mm e também a bactéria S. aureus, cujo halo com
o0 creme 1 aumentou de 9,25 para 13,00 mm entre as 24 e as 48 h, respetivamente. Este tipo
de situacdes, que sdo possivelmente resultantes das diferentes velocidades de crescimento
dos microrganismos e da consisténcia dos cremes, podem implicar em contexto real a
necessidade de um maior tempo de contacto das formulagfes com a pele para que a sua
acao seja maxima. Além disso, € de salientar que os resultados obtidos com os cremes
sobre os diferentes microrganismos em laboratério poderdo ndo ser totalmente
reprodutiveis em condicBes reais, uma vez que as caracteristicas particulares da pele

podem diminuir ou aumentar a acdo de determinados compostos presentes nas formulagcdes
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comerciais. Devem portanto ser realizados testes adicionais antes da aplicacdo pratica,

incluindo testes em condic6es proximas das reais.

Contrariamente ao verificado com os 6leos em que foi possivel destacar, de entre as
trés amostras de 6leo, uma em que a atividade antimicrobiana era mais intensa, 0 mesmo
ndo se verificou para os cremes. A determinagdo das médias globais dos resultados obtidos
para cada creme revelou valores médios de halo de inibicdo as 24 h de 14,10£2,97 mm
para o creme B, 15,06£2,95 mm para o creme C e 15,28+3,06 mm para o creme P,
enquanto que as 48 h se obtiveram valores de 15,43+2,82 mm para o creme B, 16,18+2,70
mm para o creme C e 16,91+2,76 mm para o creme P. A comparacdo destes valores
possibilitou concluir que os trés cremes apresentaram valores médios globais muito
préximos, o que ndo permite destacar, de forma tdo evidente como nos 6leos, um creme
com atividade antimicrobiana mais intensa que os restantes. De qualquer modo, na
generalidade, o creme P tendeu a apresentar valores de inibigdo mais altos que os restantes
cremes, mesmo que apenas ligeiramente. Esta observacdo foi comprovada quando se
compararam individualmente para cada bactéria em estudo os valores obtidos com os trés
cremes, 0S quais tenderam, na maioria dos casos, a ndo apresentar diferencas

estatisticamente significativas entre si (p>0,05).

A constatacdo de que o creme P apresentou tendencialmente atividade antimicrobiana
mais notoria pode ajudar a reforcar a ideia de que o 6leo de Neem podera ndo ser o
responsavel primordial pela acdo antimicrobiana destas formulagfes, uma vez que este
creme é 0 que possui menor percentagem de 6leo de Neem incorporada (2,5%),
comparativamente com o0s 3% presentes nas restantes formulacdes. A atividade
antimicrobiana dos cremes serd portanto consequéncia de um efeito sinérgico entre 0s

diferentes produtos existentes nestas formulagdes.

De forma a avaliar se a atividade antimicrobiana detetada nas amostras de 6leo de
Neem e nas formulacbes comerciais contendo 6leo de Neem poderia ser devida a presenca
da Azadiractina, testou-se a atividade antimicrobiana da AZA pura. Na maioria dos
microrganismos ndo se verificou que a AZA fosse preponderante para a atividade
antimicrobiana das amostras. No entanto, no caso da bactéria K. pneumoniae, os resultados
obtidos parecem sugerir que a AZA contribui para a atividade antimicrobiana observada

sobre esta bactéria. De facto, detetaram-se para este organismo diferencas estatisticamente
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significativas entre os valores de inibi¢cdo obtidos com uma solucdo de AZA em ACN e 0s
valores obtidos apenas com o solvente ACN (p=0,005), tanto as 24 como as 48 h. De
qualquer modo, para se confirmar esta possibilidade, seria necessario avaliar a atividade da
substancia pura nas concentracfes reais presentes nas diversas matrizes, ou seja, no 6leo de

Neem e nas formulagdes comerciais.

Apesar de o teste acima referido fornecer uma indicacdo do papel da AZA na
capacidade de inibicdo microbiana, é ainda importante referenciar que o padrdo usado
neste estudo ndo é constituido apenas por AZA (AZA-A), mas também AZA-B. Desta
forma, nos casos em que os resultados indicam uma possivel contribuicdo da AZA para a
atividade antimicrobiana, como foi observado para a bactéria K. pneumoniae, ndo €
possivel determinar se esta se deve ao composto AZA-A ou AZA-B, sendo importante
clarificar este resultado através de testes que usem os dois compostos de forma isolada e
ndo em mistura. De qualquer modo, uma vez que a AZA-A é o composto presente em
maior percentagem no padrdo (70,33%), pode colocar-se a hipotese inicial de ser este o

composto responsavel pela atividade antimicrobiana observada.

Por fim, é importante referir que se avaliou adicionalmente a atividade antimicrobiana
das diferentes amostras em estudo sobre outras trés estirpes bacterianas. Estas estirpes
eram pertencentes a mesma espécie de trés bactérias testadas inicialmente, mais
precisamente S. aureus, P. aeruginosa e E. coli. Este teste adicional pretendeu avaliar se
estirpes diferentes de uma mesma espécie apresentavam suscetibilidades diferentes quando
sujeitas a acdo das mesmas amostras. Os resultados obtidos (dados ndo apresentados) para
as estirpes adicionais foram similares aos obtidos para estirpes testadas inicialmente,
permitindo concluir que, dentro de uma mesma espécie, a estirpe bacteriana ndo sera

preponderante para a obtencdo de halos de inibi¢cdo mais ou menos elevados.
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6.  Conclusao e perspetivas futuras

6.1. Conclusao

Ao longo dos tempos, variadissimas plantas tém sido alvo de estudos profundos de
forma a poder tirar-se 0 maior proveito delas, sendo uma dessas plantas 0 Neem. Como
referenciado, muitas das por¢cdes do Neem bem como todas as suas utilidades ndo sdo
totalmente conhecidas, o dleo de Neem é um desses casos. O presente trabalho estudou
precisamente o Oleo de Neem, representando um contributo para o conhecimento mais
profundo desta matriz através da avaliacdo de alguns aspetos importantes para a sua

utilizacdo de uma forma mais segura, eficaz e tirando o maior proveito do mesmo.

O método analitico desenvolvido para identificacdo e quantificacdo da AZA em
amostras de Oleo de Neem demonstrou a vantagem da utilizacdo das técnicas
cromatograficas, e em particular HPLC, na determinacdo de compostos em produtos de
origem natural. No caso concreto do 6leo de Neem, os bons resultados alcangados no
doseamento ndo s6 da Azadiractina, o principal composto do Neem, mas também do 3-
tigloylazadirachtol (AZA-B), evidenciaram a mais valia da aplicacdo deste método no
doseamento simultaneo de compostos. A avaliacdo futura da viabilidade de utilizacdo deste
tipo de técnica no doseamento de outros compostos de interesse no 6leo de Neem, bem

como em outros tipos de matrizes, seré relevante.

Os teores de AZA e 3-tigloylazadirachtol obtidos para as amostras de 6leo de Neem
foram muito diversificados, ndo tendo sido possivel identificar qual a causa desta variacao.
De qualquer modo, esta constatacdo permitiu concluir que o 6leo de Neem ndo apresenta
um teor de AZA universal, podendo o seu valor variar de acordo com varios fatores.
Alguns dos fatores apontados para esta situacdo sdo a qualidade das sementes que deram
origem aos 0leos e o0 processo de extracdo. Estes dois fatores sdo considerados cruciais
para a qualidade do 6leo de Neem, bem como para o teor de AZA e de outros compostos

presentes no mesmo.

A avaliagdo da atividade antimicrobiana de produtos de origem natural é também de
extrema valia, uma vez que dada a problematica de resisténcia aos antibioticos, a

descoberta de novos agentes com atividade antimicrobiana é urgente e de elevada
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importancia. No presente trabalho, os estudos da atividade antimicrobiana do 6leo de
Neem mostraram uma atividade satisfatoria deste produto sobre todas as bactérias testadas.
Estes resultados indiciam que a utilizacdo de 6leo de Neem em formulacGes podera ser
uma vantagem, ainda que ndo de uma forma isolada mas de forma sinérgica com outos
produtos/compostos. Esta vantagem torna-se evidente quando se analisam os resultados
obtidos para a atividade antimicrobiana de formulagBes comerciais contendo 6leo de
Neem, apresentaram de um modo geral valores mais elevados relativamente ao 6leo de
Neem, demonstrando que a associacdo do 6leo com outros produtos potencia a atividade

antimicrobiana das formulagdes.

Uma das substancias mais relevantes do Neem € a Azadiractina, tendo sido apontada
como um potencial agente com atividade antimicrobiana, e possivel responsavel pela
atividade antimicrobiana do 6leo de Neem. No entanto, os resultados alcancados levaram a
que a hipotese de este composto ser o principal responsavel fosse refutada. Desta forma,
foram sugeridos como responsaveis pela acdo do 6leo de Neem outros compostos, ou
mesmo um sinergismo entre os diversos compostos presentes, incluindo a Azadiractina,

que, apesar de reduzida, ainda apresenta alguma atividade antimicrobiana.

No caso concreto do dleo de Neem e das formulagGes comerciais em estudo, é ainda
importante salientar a atividade demonstrada por estas amostras sobre microrganismos
comuns ao nivel de problemas de pele. Deste modo, a incorporagdo do 6leo de Neem em
produtos de aplicacdo topica pode representar uma mais valia, situacdo que ficou evidente

com os resultados obtidos com as formulages comerciais testadas.

Em resumo, o presente trabalho permitiu atingir para os diferentes produtos analisados
resultados que sdo promissores e gue, na sua maioria, sdo concordantes com estudos
previamente publicados. Os resultados deste estudo permitiram constatar as mais valias e
as diversas aplicacdes que podem estar associadas aos produtos de origem de natural, bem
como realcar a importancia de um conhecimento profundo dos mesmos, para que estes se
possam assumir como alternativas viaveis e seguras aos produtos de sintese. De qualquer
modo, revelam-se necessarios mais ensaios para que se estudem melhor este tipo de

produtos, e assim se aproveite melhor o potencial que estes tém para oferecer.
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6.2. Perspetivas futuras

Apesar da AZA ser um dos compostos de maior interesse do Neem, e em concreto do
Oleo de Neem, outros compostos sdo associados a este Oleo e podem ser de grande
utilidade. Neste sentido, a determinacéo do teor destes compostos no 6leo de Neem pode
ser uma mais valia de forma a poder tirar o maior proveito e utilizar com a méxima
seguranca esta matriz. Para além disto, a otimizacdo do método analitico utilizado neste
estudo para outro tipo de matrizes pode representar uma vantagem. No presente momento,
encontra-se em processo de otimizacdo um método para identificagdo e quantificacdo da

AZA em formulagBes comerciais contendo 6leo de Neem, mais precisamente cremes.

Este estudo permitiu verificar que a AZA ndo sera o principal responsavel pela
atividade antimicrobiana do Oleo de Neem. Deste modo, a andlise da atividade
antimicrobiana de outras substancias presentes no 6leo de Neem revela-se importante de
forma a averiguar qual ou quais 0s compostos que Sdo responsaveis por tal atividade.
Podera ser interessante seguir uma estratégia semelhante para as formulacGes comerciais,
mas, neste caso, avaliando o potencial antimicrobiano dos compostos que estdo presentes
nessas formulacgdes, além do 6leo de Neem. Caso o0 objetivo seja obter 0 maximo de acao
antimicrobiana com a aplicacdo das formulacGes comercias, a percecdo de quais 0s
compostos sdo responsaveis por essa atividade permitira depois ajustar e otimizar as

proporcdes presentes nas formulagdes de forma a alcancar o méximo de atividade.

Além da determinagdo da suscetibilidade de diferentes microrganismos aos diferentes
compostos presentes no 6leo de Neem e formulagfes comerciais, bem como as proprias
matrizes, seré interessante a determinacdo da concentracdo a partir da qual a sua atividade
antimicrobiana existe (MIC). Esta informacdo poderd ser um aliado importante na
definicdo da percentagem dos diferentes compostos a incorporar em futuras formulacGes
comerciais. Além disso, podera ser relevante avaliar a suscetibilidade de outros grupos de

microrganismos além das bactérias, tais como fungos e parasitas.
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Anexo | — Composicéo dos meios de cultura utilizados

Meio Nutrient Broth

Composicéo (g/L)
Extrato de carne 1,0
Extrato de levedura 2,0
Peptona 5.0
Cloreto de sodio 5.0
pH=6.8+0.2at25°C

Meio Mueller-Hinton

Composicao (g/L)
Extrato de carne 2,0
Hidrolisado acido de 17,5
caseina

Amido 1,5
Agar 15,0
pH=7.3+0.1




