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Resumo:

A naringenina € um flavonoide que
pertence & classe das flavonas.A narigennina
foi avaliada nesse estudo como possivel
modulador através do metodo de microdiluicao
em caldo. Também foi testada acdo da
nangenina com antibioticos. Na avaliacdoda
atividade modulatoria dos antibioticos foram
utilizados linagens multirresistentes de P.
aureginosa, E. coli e S. aureus onde
demostraram atividade = 1024 ug/mL.
Interresantes resultados foram obtidos frente S.
aureus e E.coli. Estes resultados surgerem que
metabdlitos secundarios podem ser utilizados
como nova alternativas na composicdo de
novas drogas contra essas bacterias. Avaliar o
efeito antimicrobiano e o potencial modulador in
vitro da Naringenina pura frente a bacterianas
multirresistentes, quando combinados a
antibidticos.
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Introducdo:

Durante séculos tem-se observado um
crescente interesse na busca por novas
descobertas cientifica no mecanismo de acdes
e atividades biolégicas que os produtos
naturais apresentam em suas acdes
medicinais. Alimentos que além de serem
utilizados na alimentacdo sdo amplamente
investigados na medicina popular,
apresentando vasto espectro de beneficios a
saude.[7].

Os medicamentos fitoterapicos séo
preparacdes farmacéuticas (extratos, tinturas,
pomadas e capsulas) de ervas medicinais,

obtidos a partir de uma ou mais plantas e
utilizados para o tratamento de varias
doengas. InUmeras sdo as vantagens para o
uso terapéutico, como 0 baixo custo e a
grande disponibilidade para a populacdo de
baixa renda [3].

A naringenina € um flavonoide que
pertence & classe das flavonas. Essa
substancia apresenta-se sem cor e ¢é
encontrada, em grande quantidade, em frutas
citricas; sua importancia se deve ao fato de
por reagdes uimicas simples, darem origem as
diidrochalconas, compostos de sabor doce
bem acetuado e substitutos em potencial da
sacore[2].

A resisténcia bacteriana a cada ano
vem se tornando alvo de muitas inventigacdes
com plantas medicinais ou produtos isolados
para diminuir o numero elevado de
microrganismo.

Levando-se em conta a aplicabilidade
terapéutica e as atividades biolégicas
comprovadas de algumas espécies de plantas
no combate a microrganismos, faz-se
necessario um estudo mais aprofundado das
mesmas, uma vez que, 0os estudos ainda séo
insipientes, no entanto, os resultados podem
contribuir significativamente para minimizar o
percentual de morbidade e mortalidade por
infeccBes bacteriana onde o principal objetio é;
Avaliar o efeito antimicrobiano e o potencial
modulador in vitro da Naringenina pura frente a
bacterias multirresistentes, quando
combinados a antibidticos.

Metodologia:

Obtencdo do Composto Narigenina

O composto naringenina foi cedida pela
Universidade Vale do Sao Francisco localizada
na cidade de Juazeiro da Bahia- Bahia.

Microrganismos
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As cepas bacterianas utilizadas no
teste de concentragdo inibitéria minima foram:
Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Pseudomonas. aeruginosa ATCC 9027,
Escherichia. coli ATCC 25922 . Ja na
avaliagcdo da modulagéo de antibidticos serdo
utilizadas cepas multirresistentes S. aureus 10,
P. aeruginosa 24 e E. coli 06.

Drogas e Reagentes

As drogas utilizadas no teste de
modulacdo foram os antibiéticos Norflaxicino,
Imipenem e Gertamicina (Sigma Co. St. Louis,
USA), preparados em uma concentracdo de
1024 ug/mL. Todas as drogas foram
dissolvidas em agua destilada e estéril. Para
leitura dos testes foi utilizado o reagente
resazurina sodica (Sigma—Aldrich, St. Louis,
MO) um indicador de crescimento bacteriano
colorimétrico de o6xido-reducdo. A ocorréncia
da mudanca de coloragcdo azul para rosa
devido a reducdo da resazurina indica o
crescimento bacteriano. Resazurina sodica foi
diluida em agua destilada e armazenada a 4°
C protegida da luz.[9,8].

Meios de Cultura

Nos ensaios microbiologicos foram
utilizados os seguintes meios de cultura: Heart
Infusion Agar - HIA (Difco Laboratories Itda.),
Caldo Brain Heart Infusion — BHI (Acumedia
Manufacturers Inc.). Todos os meios de cultura
foram preparados segundo as especificacbes
do fabricante. As Culturas de bactérias foram
mantidas a 4° C em HIA, antes dos testes, as
linhagens foram inicialmente cultivadas
também em HIA onde logo em seguida,
incubadas a 35° C por 24 horas para
crescimento microbiano.

In6culo

Todas as linhagens foram inicialmente
mantidas em tubos de ensaio contendo HIA
inclinado, sob refrigeracdo (4°C) e a
temperatura ambiente (28-30°C). Para os
testes da CIM e para o teste modulagdo com
antibidticos, na preparacdo dos inoculo das
bactérias, inicialmente os isolados foram
cultivados em meio HIA vertido e placa de petri
a 37°C por 24h. A partir destas, foram
preparadas suspensfes dos microrganismos
em tubos de ensaios contendo 3mL de solucéo
estéril (NaCl a 0,9%). Em seguidas essas
suspensfdes foram agitadas por 2 minutos com
auxilio do aparelho vortex e cada supensédo
teve sua turbidez comparada e ajustada
aquela apresentada pela suspenséao de sulfato
de béario do tubo 0,5 da escala de McFarland, a

qual corresponde a um inoculo de
aproximadamente 10° unidades formadoras de
colénias/mL-UFC/mL[10].

Preparacao da Solucéo Teste

Para o preparo da solucao, foi pesada
10 mg e diluida em 1 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO- Merck, Darmstadt, Alemanha),
obtendo uma concentracdo inicial de 100
mg/mL. A partir dessa concentracao sera feita
uma diluicdo em &gua destilada estéril para
atingir a concentracdo de 1024 pg/mL, solucéo
utilizada no teste.

Teste da Concentracdo Inibitéria Minima

A concentracao inibitéria minima (CIM)
foi determinada pelo o método de
microdiluicdo em caldo. A CIM é definida como
a menor concentragdo onde ndo é observado
crescimento microbiano (NCCLS, 2008). Para
realiza-la foi utilizada uma placa de
microdiluicdo estérii com 96 pocos, e
preparado um meio de distribuicdo em tubos
eppendorf ® contendo uma solugdo de 1 mL
composta por 900 pL de BHI 10% e 100 yL da
suspensdo  bacteriana. A  placa de
microdiluicdo foi preenchida no sentido
numeérico , adicionando 100 pL da solucdo de
distribuicdo em cada cavidade, posteriormente
foi realizada a microdiluicdo seriada com 100
ML da solugéo teste, com concentragdes finais
variando de 512 a 8 pg/mL, até a pendltima
cavidade, pois a ultima é destinada ao controle
do crescimento microbiano. Em seguida as
placas foram incubadas durante 24 h a 35°
C[6]. Para revelag&o das placas com bactérias,
seré adicionado 20 yL de resazurina, e apés 1
hora em temperatura ambiente sera realizada
a leitura.

Teste de Modulagao de Drogas

Para avaliar o potencial da substancia
como modificadora da resisténcia aos
antibidticos, foi utilizado o método proposto por
Coutinho et al. (2008). A solucéofoi testada em
concentracdo  subnibitéria. O meio de
distribuicho  foi  preparado em  tubos
eppendorf® contendo cada BHI 10% + 150 pL
da suspensdo bacteriana + substancia,
atingindo 1,5 mL de solug&o. Para controle, a
solucéo de 1,5 mL possuira apenas BHI 10% +
150 uL de suspensdo microbiana. A placa de
microdiluicdo foi preenchida no sentido
alfabético, adicionando 100 pL da solucdo de
distribuicho em cada cavidade, em seguida
fazendo microdiluicdo seriada (proporcéo 1:1)
com 100 pL da droga (antibidtico), até a
penultima cavidade, posteriormente as placas
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serdo incubadas a 37° C por 24 horas. A
concentracdo dos  antibiéticos  variaram
gradualmente de 1024 a 1 pug/mL
respectivamente. A leitura foi realizada da
mesma maneira do teste de CIM.

Analise estatisticas

Os dados foram analisados através de
um teste ANOVA de duas vias seguida pelo
teste de Bonferroni post hoc (onde p<0,05e p
<0,0001 sédo considerados significativo e p >
0,05 ndo significativo). e expressos em
gréficos.

Resultados e Discussao

Nos testes da CIM que foram
realizados frente as linhagens bacterianas
padrées a naringenina nao apresentou

atividade antibacteriana clinicamente
relevante, onde todos os resultados foram =
1024 pg/mL.

A naringenina quando combinada
com os antibidticos, verificou-se a diminuicdo
da concentracdo inibitoria minima, com
resultados relevantes apartir do CIM/8.

A associacdo da naringenina frente
S.aureus 10 apresentou diminuicdo da CIM,
principalmente  quando associada com
Norfloxacino  evidenciando um  possivel
sinergismo.

A CIM da Norfloxacino foi de
128pg/mL, quando associado com a
naringenina frente a bactéria S.aureus 10,
obtendo uma reducgao da CIM para 64 pg/mL.
As demais bactérias E.coli 06 e P.aeruginosa-
24 quando associados com o0s antibioticos
obtiveramum efeito antagoénico.

O uso de produtos isolados como um
possivel agente antimicrobiano, apresentm
uma baixa possibilidade dos microrganismos
adquirem resisténcia & sua acao. Pois essas
misturas sé@o bastante complexas, dificultando
a adaptabilidade  microbiana.[5]. Varios
estudos vem demostrando a eficdcia dos
flavonoides, contra a resisténcia bacteriana
[1,8].

Conclusdes:

Apbés a andlise dos resultados, os
mesmos indicaram que a narigennina e muito
eficaz quando associada com a nofloxacino
frente a S. auerus, bactéria multirresistente.
‘Podendo assim possibilitar o uso de produtos
insolados guando combinados com

antibidticos.
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