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RESUMO

Nim (Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae) é uma arvore indiana conhecida por
sua atividade pesticida e por suas vérias atividades farmacologicas, entre elas, acédo
de amplo espectro contra microorganismos patogénicos. Dentre mais de 300
compostos ja isolados, a azadiractina (AZA) foi identificada como seu principal
componente ativo. Prepararam-se extratos hidroalcoolicos de folhas de nim em
diferentes concentragcdes de etanol (50%, 60%, 70%, 80% e 90% (V/V)) por
percolacdo. A presenca de AZA foi verificada por cromatografia em camada delgada
(CCD) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV/DAD) por meio dos
meétodos isocratico e gradiente. Tanto os extratos quanto os produtos comerciais
preparados com nim foram avaliados com o objetivo de detectar e quantificar AZA e
testados contra bactérias Gram-positivo, Gram-negativo, fungos e leveduras
patogénicas. As curvas analiticas por CLAE-UV/DAD nos dois métodos de eluigéo
foram realizadas através da injecado de volumes crescentes (10 a 30 pl) de solugéo
padrao estoque (0,4 mg/ml). O método isocratico apresentou melhor linearidade (r =
0,9985) e menores tempos de retencdo dos dois picos avaliados (R; médio = 7,933
min e 8,780 min) que o gradiente (R; médio = 17,305 min e 18,872 min), e, portanto,
recomendado para a quantificacdo estimativa de AZA nos produtos. Os extratos nao
apresentaram mancha equivalente aquela da AZA por CCD. Todos os seis produtos
comerciais avaliados apresentaram grande variacdo no teor de AZA e apenas dois
deles apresentaram picos correspondentes a AZA por CLAE-UV/DAD. Os extratos
preparados com etanol a 70% e 80% (V/V) apresentaram atividade contra
Staphylococcus aureus, no entanto, ndo houve relacdo dose-dependéncia pelo
tratamento estatistico do teste de Tukey (g0,05;3;7). Dos seis produtos comerciais
testados, apenas um apresentou atividade antimicrobiana. A auséncia de AZA nos
extratos ou produtos indica que a atividade verificada pode estar relacionada a

presenca de outras substancias.

Palavras-chave: azadiractina, Azadirachta indica, nim, CLAE, CCD, atividade

antimicrobiana
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Neem (Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae) is an Indian tree well known for its
pesticide activity and several pharmacological activities, including a wide spectrum
activity against pathogenic microorganisms. More than 300 compounds have already
been isolated and azadirachtin (AZA) is its main active component. In the present
work, Neem leaves hydroalcoholic extracts were prepared by percolation in different
ethanol concentrations (50%, 60%, 70%, 80% e 90% (V/V)). The presence of AZA
was verified by thin-layer chromatography (TLC) and by high performance liquid
chromatography (HPLC-UV/DAD) using isocratic and gradient modes. Both for the
extracts and the commercial Neem products, the AZA presence was determined by
TLC and HPLC, as described above, and tested against Gram-positive and Gram-
negative bacteria, fungi and yeasts. Analytical curves were carried out by injecting
increasing volumes (10 to 30 pl) from AZA stock standard solution (0.4 mg/ml). The
isocratic method presented better linearity (r = 0.9985) and shorter retention times
for the two evaluated peaks (average R; = 7.933 min and 8.780 min) than the
gradient method (average R; = 17.305 min e 18.872 min), hence was recommended
for AZA estimate quantitation. The extracts did not display equivalent AZA spot by
TLC. Out of six commercial products analyzed, all presented a great variety in AZA
amount and only two showed the AZA correspondent peaks. The extracts prepared
with 70% and 80% (V/V) ethanol showed activity against Staphylococcus aureus,
however, no dose-dependent activity was detected, according to Tukey’'s test
(g0.05;3;7). Only one of the six products tested showd antimicrobial activity. The
absence of AZA in those extracts or products indicates that the activity may be due

to the presence of other substances.

Keywords: azadirachtin, Azadirachta indica, Neem, HPLC-UV/DAD, TLC,

antimicrobial activity
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1 INTRODUCAO

O uso de produtos botanicos no controle de pragas e doencas na agricultura é
uma pratica muito antiga. Eles foram altamente utilizados, principalmente, nos
paises em desenvolvimento até o advento dos produtos sintéticos para esse fim.
Estes substituiram os produtos naturais, devido a seu menor custo e maior eficacia
(SUBAPIRYA, NAGINI, 2005). Durante o inicio do século XX, o Brasil foi um grande
produtor e exportador de inseticidas naturais. Apés os anos 50, seguiu a tendéncia
mundial de substituir esses produtos por substancias sintéticas. Desde entdo,
observou-se o uso indiscriminado dessas substancias na agricultura, o que levou a
sérios danos ao ambiente e a vida de trabalhadores rurais devido a alta toxicidade
dos agrotéxicos e seu uso inadequado (MARTINEZ, 2002).

O nim (Figura 1), cujo nome cientifico € Azadirachta indica A. Juss., Meliaceae,
€ uma planta tropical conhecida por suas propriedades pesticidas e medicinais (DAI
et al., 1999). E uma das plantas pesticidas mais estudadas, sendo considerada a
mais importante e promissora espeécie vegetal com esta propriedade (MORGAN,
JOHNSON, 1997). Nos ultimos anos, o nim vem sendo utilizado na agricultura do
Brasil, embora de forma ainda artesanal. O extrato € feito pelo proprio agricultor, por
meio da diluicdo de p6 da planta em agua ou em mistura de agua e etanol. Extratos
etandlicos proporcionam melhor extracdo da azadiractina (AZA), principal
componente ativo do nim, e tém melhor estabilidade que extratos aquosos

(MARTINEZ, 2002).



Figura 1. A arvore (a) do nim (Azadirachta indica) e suas partes, folhas e frutos (b),
sementes de nim (c).

Vérias caracteristicas do nim o tornam uma planta tdo interessante, dentre
elas: o fato de a planta ndo ser destruida para a produgcdo dos extratos, uma vez
gue as substancias ativas encontram-se nas sementes e folhas; a dificuldade dos
insetos tornarem-se resistentes, pois possui uma grande diversidade de
substancias; a alta concentragdo de substancias ativas solliveis em agua, de facil
extracdo e de baixo custo; a alta toxicidade das substéncias as pragas e a
inocuidade ao homem e ao ambiente, pois sdo biodegradaveis e de baixa
permanéncia (BARREK et al., 2004). Além disso, 0 nim apresenta usos diversos,
podendo ser inserido em diversos setores da economia (ISMAN, 1997). A producgao
da matéria-prima, o preparo de extratos e a sua utilizacdo podem ser desenvolvidos
no pais e dentro da propriedade rural, levando a uma independéncia econémica e

tecnologica (MARTINEZ, 2002).



A arvore nim pode alcancar até quinze metros de comprimento quando atinge
a idade adulta, apresentando abundancia de folhas e frutos, de onde se extraem as
principais substancias ativas. Apresenta uma vasta utilidade para o homem, e
possui varias indicacbes comprovadas na agropecuaria, na veterinaria e na
farméacia, como planta medicinal (SUBAPIRYA, NAGINI, 2005). Por ser uma planta
tipicamente de clima tropical, o Brasil possui varias regides promissoras para seu
cultivo com condi¢des climaticas adequadas, principalmente nas regides Centro,
Norte e Nordeste, onde as arvores podem apresentar bons desenvolvimento e
producdo de frutos. Isto favoreceria o Brasil a produzir e exportar pesticidas
naturais, sendo uma fonte de verba significativa para o pais.

Tradicionalmente, na india, o nim é usado na prevencio da malaria, na cura da
lepra, em distarbios na producdo de bile, ténico, no alivio da tosse, ou da asma,
problemas urinarios em geral, vermifugo, contraceptivo, cicatrizante, para gases
estomacais, calmante, analgésico e febrifugo. Algumas dessas acdes ja foram
comprovadas, como suas ac¢fes antifungica, antibacteriana (ALMAD, BEG, 2001),
antiviral, antimalarica (ISAH et al., 2003), antifertilidade, antipirética, antiinflamatoria,
analgésica, antiulcerogénica (RAJI et al., 2004), anti-hiperglicEmica (principalmente
guando associado a Abroma augusta, o linho indiano) (HALIM, 2003),
neurofarmacoldgica, dermatofita, protetor bucal, hepatoprotetora, imunoestimulante,
antioxidante, antigenotoxica, anticancerigena (SUBAPIRYA, NAGINI, 2005).

Na india e no Paquistéo, derivados do nim também s&o usados em numerosos
produtos farmacéuticos e de toucador como pasta de dente, sabonete e pomada
dermatolégica, no controle da escabiose e de outros parasitas. Na Alemanha,
podem ser encontrados xampus, 6leo para unhas e creme dental. No Brasil,

algumas empresas fabricam produtos como xampus, 6leos para unhas, sabonetes
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medicinais e cremes dentais bactericidas preparados com nim, além de produtos
para uso nha agricultura, na pecuéria e no controle de pestes domeésticas
(MARTINEZ, 2002).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da RDC 48, de
2004, que regulamenta o registro de fitoterapicos, preconiza que esses devem
passar por testes fisico-quimicos e microbiolégicos de forma a garantir a sua
qualidade (BRASIL, 2004). A producdo de um extrato vegetal padronizado e a sua
caracterizacdo por meio de métodos fisicos ou fisico-quimicos de andlises quali e
guantitativa séo essenciais para a fabricacdao uniforme de produtos e, portanto, para
a sua seguranca, eficicia e qualidade final do produto. Varios procedimentos gerais
para produtos naturais e suas preparagdes encontram-se descritos em
farmacopéias de diversos paises, como Brasil, Estados Unidos, entre outros. Para
as formas farmacéuticas liquidas, por exemplo, € necessario realizar testes fisico-
guimicos (EUROPEAN, 2001; UNITED, 2006), como densidade relativa, teor
alcodlico, ensaio limite de metanol e 2-propanol e residuo seco, além dos testes de
identificacdo e doseamento do principio ativo. As farmacopéias também preconizam
as informagbes que devem estar contidas no rétulo do produto, como material
vegetal, concentracdo do solvente usado, concentracdo do solvente no produto final,
teor do principio ativo ou a razdo desse sobre a quantidade de material de partida e
a concentracdo de conservantes antimicrobianos usados. O desenvolvimento de
métodos de analise quali e/ou quantitativa contribui para assegurar a identidade e a
concentragdo de principios ativos nos extratos a serem utilizados na agropecuaria
ou na medicina, garantindo, assim, a producdo e distribuicdo de produtos de

qualidade para a populacao.



Ainda ha muitas pesquisas a serem realizadas sobre o nim, por exemplo em
relacdo as doses efetivas necessarias para o0s seus diversos usos, ao
aprimoramento genético das plantas cultivadas, as condi¢des ideais de cultivo e a
farmacovigilancia dos produtos ja existentes no mercado. Nesta pesquisa extratos
hidroalcodlicos preparados com folhas de nim e produtos comerciais preparados
com a planta foram analisados por métodos cromatograficos. A atividade
antimicrobiana foi também avaliada por meio de testes in vitro. O objetivo da
pesquisa foi contribuir no desenvolvimento de metodologia analitica e verificacdo da
atividade antimicrobiana para a avaliagao da qualidade de produtos preparados com

a planta.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A principal substancia ativa do nim é a azadiractina (AZA), que foi
primeiramente isolada das sementes de nim, por J.H. Butterworth e E.D. Morgan
(MERCK, 2006), mas também pode ser encontrada nas demais partes da planta,
contudo, em menores concentracdes. A AZA pode ser obtida como um po
microcristalino que possui massa molar 720,71 g, faixa de fusdo de 154 a 158 °C,
poder rotatério especifico, [0(]2°D, igual a -53° (0,5 mg/ml de AZA em cloroférmio) e
absorcdo maxima na regido do ultravioleta (UVmax) em A 217 nm em metanol
(MERCK, 2006). A AZA é extremamente instavel em meios acidos e alcalinos, em

altas temperaturas, em presenca de luz e umidade. A azadiractina foi apenas



recentemente sintetizada em laboratorio, sendo uma substancia de alta
complexidade e dificil sintese (VEITCH et al., 2007).

Além de AZA, varias outras substancias ativas isoladas do nim sdo descritas:
salanina, 1l14-epoxiazadiradiona, meliantrol, melianona, gedunina, nimbolina,
nimbina, nimbinem, desacetilasalanina, azadiractol, azadirona, vilosinina,
meliacarpina, entre outros, totalizando mais de 300 substancias isoladas e
caracterizadas. As atividades pesticida e farmacoldgica se déo principalmente pela
acao sinérgica dessas substancias (SHARMA et al., 2003; MARTINEZ, 2002; DAI et
al., 2001; SCHAAF et al., 2000; MORGAN, JOHNSON, 1997).

Vérias outras substancias com estrutura semelhante a da AZA (AZA A) séo
descritas na literatura, a saber, azadiractina B, C, D, E, F, G, H e |. Essas e outras
substancias ja foram elucidadas e ha dados espectrais de ressonancia magnética
nuclear (RMN) e de massas para a maioria (MORGAN, JOHNSON, 1997; SCHAAF
et al., 2000; SHARMA et al., 2003). Outras substancias isoladas do nim ainda
necessitam ser melhor estudadas, com a determinagdo final de estrutura,
confirmacdo de dados espectrais de RMN e de massas, principalmente devido a
grande semelhanca dessas substancias.

Na Figura 2, estdo representadas as estruturas de algumas dessas
substancias relacionadas. Pode-se observar que elas sdo muito semelhantes, o que
Ihes confere propriedades similares.

Métodos fisico-quimicos de determinacdo de AZA por cromatografia liquida de
alta eficiencia (CLAE) sdo bastante explorados por deteccdo na regido do
ultravioleta (UV) ou por massas (EM). Diversos métodos sdo descritos, conforme

demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Relagdo de métodos cromatograficos (CLAE) descritos para azadiractina.

Sistema de elui¢édo Tempo
Referéncia Coluna de Deteccéo
(mm) Fase movel Fluxo  retencéo (nm)
(ml/min) (min)
Gradiente
Interchim a .
) ACN" 16% em agua,
Ba”zegoit al., Uptgi’gere gradiente até 100% 0,4 21,3 UV, 215
(250 x 3) (40 min)
20% ACN/TFA®
Supelcosil isocrético (5 min), uv, 217
SCh;%fO%t al, C18 gradiente até 65% 0,5 -
X 4, min), isocratico
(100 x 4,6) (10 min), i Aati EM
(20 min)
Waters ACN/agua. 32%
Morgan, Johnson, Spherisorb  ACN (15 min) 32 a
1997 Cc18 55% ACN (5 min), 1.0 22 uv, 217
X 4, Q) min
(250 x 4,6)  55% ACN (30 min)
. . Novapak ACN/agua (40:60)
Theja\ggtéet al., C18 por 5 min, gradiente - 3,2 uv, 217
(150 x 3,9) até 100% (3 min)
Isocrético
Dai et al., Watgrs , ]
1999 Spherisorb  ACN/agua (40:60) 1,0 10,2 uv, 214
(250 x 4,6)
: Novapak
pevele C18 ACN/4gua (40:60) 1,0 28 UV, 214
(150 x 3,9)

a: acetonitrila, b: acido trifluoroacético

Verifica-se uma maior utilizagcdo de eluicdo por gradiente para avaliagcdo e
separacdo dos componentes dos extratos preparados com nim (THEJEAVANTI et
al., 1995; MORGAN, JOHNSON, 1997; SCHAAF et al., 2000; BARREK et al., 2004).
Este método de eluicdo pode ser de dificil execucdo, pois exige equipamento
sofisticado, com, no minimo, bomba binaria capaz de misturar previamente os
solventes. No método descrito por Kaushik (2002), utiliza-se uma coluna
cromatografica pequena (C18, 150 x 3,9 mm) e elui¢do isocratica, o que leva a um
baixo tempo de retencdo. Um curto periodo de eluicdo é desejavel, j& que reduz o

tempo de analise e, conseglentemente, diminui os custos finais da andlise. Dai



(1999) utiliza 0 mesmo sistema de eluicdo, mas com uma coluna maior (C18, 250 x
4,6 mm), mais comumente usada, porém com obtencdo de tempo de retencédo trés
vezes maior que o descrito por Kaushik (2002).

Métodos microbioldgicos de determinacdo da atividade antimicrobiana do nim
também sao descritos por varios autores (CHOPRA et al., 1952; ALLAMED et al.,
2001; ALMAD, BEG, 2001; ISAH et al., 2003; MOSSINI et al., 2004; SUBAPIRYA,
NAGINI, 2005). Demonstram-se resultados positivos a partir de extratos da semente
e das folhas contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli e, por outro lado,
resultados negativos contra Bacillus subtillis, Salmonella paratyphi, Salmonella
desynteriae e Candida albicans (ALHMAD, BEG, 2001). Extratos das folhas de nim
foram eficazes contra fungos patdégenos, como os do género Trichophyton, segundo
estudos relatados (KHAN, WASSILEW, 1987; apud SUBAPIRYA, NAGINI, 2005).
Também foram demonstradas atividades inibitérias da protease da espécie
Trichophyton (IYER, WILLIAEMOM, 1991), da producdo de aflatoxina de A.
parasiticus (ALLAMED et al., 2001), além de atividade antifingica contra Penicillium
expansum (MOSSINI et al., 2004).

O oOleo das sementes de nim também mostrou atividade antibacteriana de
amplo espectro para microorganismos Gram-positivos e Gram-negativos, incluindo
cepas resistentes a estreptomicina e também para Mycobacterium tuberculosis
(CHOPRA et al., 1952). Ha relatos de que as folhas também inibem Vibrio cholerae,
Klebsiella pneumoniae, M. tuberculosis e Micrococcus pyogenes in Vitro
(SATYAVATI et al., 1976; apud SUBAPRIYA, NAGINI, 2005).

Neste trabalho, os métodos cromatograficos (CLAE) descritos por Dai e
colaboradores (1999) e Morgan e Johnson (1997) foram adaptados para a avaliacado
de AZA em extratos hidroalcodlicos de folhas de nim, produzidos a partir de plantas
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cultivadas em solo brasileiro, e em produtos preparados com nim disponiveis no
comércio. A atividade antimicrobiana foi verificada contra microorganismos

patogénicos.

3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Material

3.1.1. Amostras utilizadas (extratos e produtos com  erciais)

- As folhas de nim foram coletadas de uma plantacdo localizada em Pompéu
(Longitode 45° 6’ 07, Latitude 18° 56 24”), Minas Gerais e 0s extratos
hidroalcodlicos, produzidos por percolacdo estatica no Laboratério de
Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). A excicata foi preparada e enviada para o Departamento de
Botanica da UFMG, que confirmou a espécie (DATAPLAMT 1235);

- Produtos comerciais obtidos no comércio de Belo Horizonte ou importados e
denominados alfabeticamente:

A- Bioneem universal (Bioneem, Itinga, MG), 6leo de nim emulsificado, de uso
recomendado na agricultura pelo preparo de uma solucdo a 1% do produto em
agua;

B- Bioneem uso doméstico Universal (Bioneem, ltinga, MG), 6leo de nim
diluido, recomendado para uso doméstico, no controle de pragas de jardim e
parasitas de animais, pela aplicacdo de uma solucéo a 1% do produto em agua;

10



C- Biotex Inseticida Biorganico (Biotex, local de producdo n&o informado no
rétulo), extrato de nim recomendado para uso doméstico e contra pragas
domiciliares pela pulverizacdo de uma solucdo a 2% do produto em agua;

D- Oleo Nim-1-Go, 6leo de nim (Azadirachta indica) emulsionado (AgroEcologic,
local de producdo n&o informado no roétulo), 6leo emulsificado de nim, Oleo de
karanja (Pongamia glabra), alho, pimenta malagueta, urucum e artemisia,
recomendado para uso contra pragas da plantacdo, pela pulverizagdo de uma
solucdo a 1% do produto em agua;

E- Oleo de Neem — O Pesticida Natural (Ervas do Brasil, Araguari, MG), 6leo
emulsificado de nim recomendado para uso em plantagdes, pela pulverizacdo de
uma solucgéo diluida do produto, recomenda-se diluigdo de um litro do éleo em 200
litros de agua para 0 uso;

F- Milbiol (Biocur, Holzkirchen, Alemanha), solugdo com aplicador em spray,
que nao necessita de diluicdo para ser aplicado, sendo recomendado para uso

contra pragas domésticas.

3.1.2. Analise cromatografica

- Cromatografo a liquido de alta eficiéncia HP série 1100, equipado com
bomba quaternéria, autoinjetor, detector de arranjo diodo (DAD), forno para coluna e
software HP CheEMtation (Agilent, Palo Alto, CA, EUA);

- Azadiractina, padréo de trabalho (CheEMervice, West Chester, PA, EUA),

pureza técnica, teor ndo declarado;
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- Solventes de grau analitico ou grau cromatografico (hexano, etanol 96%,
diclorometano, acetonitrila e metanol), agua ultrapurificada (A fase movel foi
sonificada por 30 min para desgaseificagcdo e todas as solugdes injetadas foram
filtradas em membrana PVDF de 0,45 -m (Sartorius, Gottingen, Alemanha));

- Tubos capilares de vidro (Drummond, Broomall, PA, EUA);

- Cromatofolhas de aluminio, silica gel 60 Fzs4 (Merck, DarEMtadt, Alemanha);

- Solugéo reveladora vanilina 1% (p/v) em metanol e acido sulfarico 5% (p/v)
em etanol,

- Solucao reveladora anisaldeido 0,5% (V/V), acido sulfurico 5% (V/V) e &cido
aceético glacial 10% (V/V) em metanol (WAGNER, BLADT, 1996);

- Cromatoégrafo a liquido de alta eficiéncia Agilent 1100 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemanha) acoplado a espectrometro de massas APl 4000 (Applied
BiosysteEM/MDS SCIEX, Concord, Ontario, Canada);

- Coluna C18 Agilent 250 x 4,6 mm (Agilent Technologies, Waldbronn,
Alemanha);

- Coluna Phenomenex Gemini C18 50 x 2 mm, 3 um (Phenomenex, Torrance,
CA, EUA).

3.1.3. Teste de susceptibilidade microbiana

- Culturas padrdo de microorganismos Bacillus subtilis (ATCC 6633),
Micrococcus luteus (ATCC 9341), Staphylococcus aureus (ATCC 6538p),
Staphylococcus epidermidis (ATCC), Escherichia coli (ATCC 8739), Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 9027), Salmonella thiphymurium (ATCC14028), Saccharomyces
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cerevisae (ATCC 2601), Candida albicans (ATCC 10231), Candida tropicalis (ATCC
1641), Aspergillus niger (ATCC 16404);

- Gentamicina e Cloranfenicol, substancias de referéncia (Sigma, Saint Louis,
MO, EUA);

- Anfotericina B, pé liofilizado, padrdo de trabalho (Fungizon®, Bristol, New
York, NY, EUA);

- Agar caseina-soja (Biobras, Montes Claros, MG) e Saboraud dextrose (Difco,
Franklin Lakes, NJ, EUA);

- Tween 80 (Synth, Sao Paulo, SP);

- Espectrofotdbmetro (Coleman Junior | 6/20, Maywood, IL, EUA);

- Paguimetro digital (Mitutoyo Measuring Instruments Co. Ltda., Suzhou,
Japao);

- Discos estéreis Sensibiodisc (CECON — Centro de Controle e Produtos para

Diagnostico Ltda., Sdo Paulo, SP).

13



3.2 Métodos

3.2.1 Extrato hidroalcodlico (ndo comercial)

3.2.1.1 Preparacao dos extratos hidroalcodlicos

Os extratos foram preparados por percolagcédo estatica de 500 g de folhas de
nim trituradas, misturadas com silica, em 500 ml de mistura aquosa de etanol (96%)
a 50%, 60%, 70%, 80% e 90% (V/V) em triplicata. A propor¢cao de planta:solvente
caracteriza a preparagdo como um extrato-fluido.

Para cada concentracdo de solvente extrator, as folhas trituradas foram
previamente umedecidas com o0 solvente e transferidas para um percolador,
acrescidas da solucdo até que essas fossem completamente cobertas. Deixou-se
em repouso por 48 horas e coletou-se a primeira fragdo. Acrescentou-se mais
solucdo alcodlica a torta, que permaneceu em repouso por mais 24 horas, quando
se coletou a segunda fragdo. Esse processo foi repetido mais uma vez para obter
um volume final de 500 ml de extratos de folhas de nim, nas diferentes

concentracOes de solvente extrator.

3.2.1.2 Anélise cromatografica

Os extratos hidroalcodlicos de folhas de nim foram testados por cromatografia

em camada delgada (CCD) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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3.2.1.2.1. Cromatografia em camada delgada

Por CCD, vérios sistemas de eluentes e reveladores foram testados. Melhores
resultados foram obtidos com o diclorometano:metanol (99:1). Aplicaram-se
aliquotas do extrato hidroalcoodlico e do padrao de trabalho de AZA (1,0 mg/ml) em
etanol, utilizando capilar de vidro e eluiu-se em placa de silica. Preliminarmente, os
extratos hidroalcodlicos de folhas de nim foram revelados com solucdo de vanilina
1% (V/V) em metanol e de acido sulfurico 5% (V/V) em etanol, e aquecimento. A
placa foi, em outros testes, revelada utilizando-se solugcdo reveladora de
anisaldeido/acido sulfurico e aquecimento por ar quente. A solucdo de
anisaldeido/acido sulfurico foi preparada pela adicdo de 0,5 ml de anisaldeido a 10
ml de &cido acético glacial, em seguida, acrescentaram-se 85 ml de metanol e 5 ml

de &cido sulfarico concentrado sob resfriamento (WAGNER, BLADT, 1996).

3.2.1.2.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Por CLAE-UV/DAD, utilizaram-se dois métodos de eluicdo, gradiente e
isocratico, adaptados de Morgan e Johnson (1997) e Dai e colaboradores (1999),
respectivamente. Por gradiente, iniciou-se com 32% de acetonitrila e apés 15 min
aumentou-se para 55% durante 5 min, mantendo esta fase movel por 30 min. No
método isocratico, utilizou-se como fase movel agua:acetonitrila (60:40). Em ambos
os meétodos, utilizou-se fluxo de 1 ml/min, coluna C18 Agilent (250 x 4,6 mm),
volume de injecdo de 20 pl e deteccdo UV/DAD em A 217 nm. Utilizou-se solucéo

padrao de trabalho de AZA a 0,2 mg/ml em acetonitrila (4,0 ug de AZA por injecao)
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para comparagdo. Os extratos hidroalcodlicos foram injetados sem diluicdo. Todas
as solucdes foram filtradas por membrana de 0,45 pm.

A identificacdo dos picos por CLAE-EM/EM foi gentiimente realizada pelo
Professor Dr. Michael R. Borenstein, Temple University, Philadelphia, PA, EUA,
utilizando ionizagdo por electrospray (IES) no modo positivo e utilizando coluna
Phenomenex Gemini C18 (50 x 2 mm, 3 um), fase mével agua:acetonitrila (60:40),
fluxo 0,3 ml/min, pela injecdo de uma solucdo do padréo de trabalho de AZA a 0,1
pg/ml em metanol 50% (V/V), monitorado nas transicbes [738,3—703,3] e
[680,3—645,2]. A fragmentacdo desses ions foi realizada utilizando dissociagéo
induzida por colisdo (gradiente de 5 a 130 V). Dados espectrais de AZAs A, Be H
(ion molecular M+H com m/z 721, 663 e 663, respectivamente) descritos por
Sharma e colaboradores (2003) foram utilizados para comparagdo com os dados
obtidos neste estudo. A raz&o entre os tempos de retengcédo (AZA B/AZA A) dos
picos de maior intensidade do cromatograma foram calculados para os dois

métodos CLAE-UV/DAD.

3.2.1.3 Teste de susceptibilidade microbiana

A atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcoodlicos foi determinada por
meio do método da difusdo de disco (NUNAN et al., 1985; NATIONAL, 1993).

Uma aliquota de 125 ml de extrato em cada concentragdo alcoolica foi seca em

evaporador rotatorio até residuo. Os residuos foram dessecados em estufa a vacuo

a 40 °C por 6 horas e deixados em dessecador por 50 horas. Tomaram-se 100 mg
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de residuo de extrato, reconstituindo-os em 1,0 ml de etanol a 50% (V/V). Foi
utilizada uma solucéo de etanol a 50% (V/V) para o controle negativo.

Os microorganismos foram preparados por repique de culturas padrao em
placas de Petri e por incubagéo da placa em estufas a 36,0 °C + 1,0 °C ou a 25,0 °C
+ 1,0 °C por 24 horas. A partir dessas placas, foram preparados os indculos em
salina até obtencdo da suspensdo com 40 * 1% de transmitancia (%T). Essa
suspensao foi diluida dez vezes em salina (1 ml de suspensao e 9 ml de salina), da
qual tomaram-se 250 ul, transferiram-se para erlenmeyer contendo 50 ml do meio,
preparado com agar apropriado para cada microorganismo, obtendo-se indculo a
0,05% (V/V). Para a cultura de Bacillus subtilis, acrescentou-se Tween 80 a salina,
na proporcao de 0,1% (V/V) (NUNAN et al., 1985).

O teste foi realizado em triplicata para cada microorganismo. Adicionaram-se
20 ml de meio em cada placa e, ap0s gelificagdo, acrescentaram-se 5 ml de meio
com o0s respectivos inoculos. Apos a gelificacdo do meio, colocaram-se os discos
impregnados com 20 ul de solucdo de extrato, solucdo de antibidtico (controle
positivo, cloranfenicol 1,0 mg/ml, gentamicina 1,0 mg/ml e anfotericina B 2,0 mg/ml)
ou etanol a 50% (V/V) (controle negativo). As solugdes foram difundidas por 60 min
e as placas foram incubadas a temperatura adequada, 36,0 °C + 1,0 °C para
bactérias e leveduras e 25,0 °C = 1,0 °C para fungos filamentosos. Apos 24 horas,
retiraram-se as placas das estufas e os halos de inibicdo de crescimento foram
medidos por meio de paquimetro.

Para as placas de cultura de microorganismo, com discos impregnados por

solugdes de extratos, em que se observou alguma atividade, o teste foi repetido com
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concentragbes de extrato a 100 mg/ml, 150 mg/ml, 200 mg/ml, 250 mg/ml e 300

mg/ml.

3.2.2 Produtos comerciais preparados com nim

Foram avaliados seis produtos comerciais preparados com nim, cinco foram
adquiridos no mercado local e um foi adquirido da Alemanha. Os seis produtos
foram testados por CCD e por CLAE-UV/DAD para avaliagcao de AZA.

Para a analise por CCD, as amostras e padrdo foram preparadas de forma
semelhante como para CLAE-UV/DAD, exceto que a solucao final foi preparada em
diclorometano para CCD e em acetonitrila para CLAE-UV/DAD. Utilizou-se sistema
eluente composto por diclorometano:metanol (99:1) e solugdo reveladora de
anisaldeido/acido sulfurico e aquecimento.

O preparo das solug@es foi realizado de acordo com a caracteristica fisica de
cada produto. Para os produtos A, B, D e E tomou-se uma aliquota de 1,0 ml e
suspendeu-se com 9,0 ml de agua. A suspenséo foi extraida com uma por¢éao de 20
ml e duas por¢cbes de 10 ml de diclorometano. As camadas organicas foram
coletadas, secas em evaporador rotatorio e o residuo foi reconstituido para baldo
volumétrico de 10 ml preenchido com diclorometano (CCD) ou acetonitrila (CLAE-
UV/DAD). O produto C foi preparado por diluicdo de 1,0 ml do éleo em balédo
volumétrico de 10 ml e o volume foi completado com diclorometano (CCD) ou
acetonitrila (CLAE-UV/DAD). O produto F (em spray) foi coletado do frasco e filtrado
diretamente por membrana de 0,45 pum para injecdo no cromatografo, sem qualquer

diluico.
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Para a analise por CLAE-UV/DAD, utilizaram-se dois métodos, um isocratico e
um gradiente, conforme descrito para os extratos hidroalcodlicos. O padrdo de
trabalho de AZA, na concentracdo 0,4 mg/ml (8,0 pg de AZA por injecao) foi
preparado em acetonitrila para comparacéao.

Para CCD, aplicou-se uma solucdo de padrao de trabalho de AZA 1,0 mg/ml

em diclorometano, na placa, para efeitos comparativos.

3.2.2.1 Teste de susceptibilidade microbiana

A atividade antimicrobiana dos seis produtos comerciais preparados com nim
foi avaliada contra 0s mesmos microorganismos utilizados para a avaliacdo dos
extratos de folhas.

Para o preparo da solugdo dos produtos A, B, D e E tomou-se uma aliquota de
1,0 ml e suspendeu-se com 9,0 ml de agua. A suspensao foi extraida com uma
porcao de 20 ml e duas porgdes de 10 ml de diclorometano. As camadas orgéanicas
foram coletadas, secas em evaporador rotatorio e o residuo foi reconstituido para
baldo volumétrico preenchido com etanol 50% (V/V) em &agua, de forma a se obter
uma solugdo a 100 mg/ml a partir do residuo seco. Os produtos C e F foram
preparados pela secagem dos mesmos em evaporador rotatorio e diluicdo para se
obter uma solugé&o a 100 mg/ml de residuo seco em etanol 50% (V/V) em agua.

Os microorganismos e placas de cultura foram preparados conforme descrito

no item 3.2.1.2.
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3.2.3 Avaliacdo dos métodos de cromatografia liquid  a de alta eficiéncia

Os meétodos por CLAE-UV/DAD, eluicdo isocritica e em gradiente, foram
comparados através de figuras de mérito de validag&o. A linearidade, a precisdo e a
especificidade para ambos os métodos foram avaliadas. A robustez foi testada
apenas para o método isocratico.

Para a construgdo da curva analitica, injetaram-se volumes diferentes da
solugao padréo de trabalho de AZA padrao (0,4 mg/ml em acetonitrila), que foram
eluidos segundo esquema de fase movel de cada um dos sistemas utilizados.
Volumes de 10, 15, 20, 25 e 30 pl, com as respectivas massas de AZA estimadas,
4,0, 6,0, 8,0, 10,0 e 12,0 ug por injecao, foram utilizados.

A precisao intra-ensaio e a precisao inter-ensaio foram avaliadas pela injecao
em hexaplicata da solugcéo do produto E no mesmo dia e em triplicata em trés dias
diferentes, respectivamente. Os valores percentuais de desvio padrdo relativo a
média (DPR) foram calculados.

A seletividade foi avaliada pela determinacdo da pureza dos picos de AZA nos
produtos utilizando andlise espectral fornecida pelo detector ultravioleta com arranjo
de diodos (UV/DAD). A resolucao entre os picos também foi determinada.

A robustez foi determinada pela eluicdo da solugdo padrao de trabalho com
variacao intencional de composi¢cdo de fase movel e de temperatura (£10% e +5%

dos valores estabelecidos para o método, respectivamente).
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4 Resultados e discussao

Desde 1995, o Ministério da Saude no Brasil vem implementando uma série de
medidas visando aprimorar os produtos fitoterapicos comercializados no pais (Brasil,
1995). No entanto, o mercado de produtos de origem botanica no Brasil permanece
muito precario, especialmente nos centros urbanos, onde esses produtos
representam a principal fonte de medicamentos de origem vegetal e a atividade de
farmacovigilancia no pais € incipiente, sendo praticamente inexistente para
fitoterapicos (BRANDAO et al., 1998; BRANDAO et al., 2002). Nesta pesquisa foram
analisados, por métodos cromatogréaficos, extratos hidroalcodlicos preparados com
folhas de nim e produtos comerciais preparados com a planta. A atividade
antimicrobiana foi também avaliada por meio de testes in vitro. O objetivo do projeto
€ contribuir no desenvolvimento de metodologia analitica para a avaliacdo da
gualidade de produtos preparados com nim.

Ha uma grande dificuldade em se trabalhar com produtos naturais devido a
existéncia de grande quantidade de substancias nas matrizes vegetais, as quais
podem ser extremamente complexas. Desse modo, muitas vezes tratamentos
prévios trabalhosos ou dispendiosos da amostra sdo necessarios. Por exemplo, uma
eluicAo cromatogréfica em gradiente pode ser indispensavel, ao invés de uma
separacdo isocratica, que € muito mais simples. Da mesma forma, extracdes em
fase sdlida ao invés de uma extracao por particdo liquido-liquido podem apresentar-
se vantajosas, porém, dispendiosas. Além disso, a aquisicdo de marcadores
bioldgicos ou padrdes nem sempre é possivel, devido a indisponibilidade comercial
ou preco muito elevado. Na busca do isolamento e purificacdo da substancia de

interesse, processos complexos podem ser selecionados para analise. Em 2005,
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Silva isolou a AZA por cromatografia em contra-corrente (CCC), obtendo uma
substancia pura (aproximadamente 96% de pureza). O cromatograma apresentou
um pico Unico com pouco mais de 10 min de tempo de eluicdo (fase movel
metanol:agua (50:50), coluna C8, fluxo 0,8 ml/min, injecdo de 100 ul, deteccdo A

214 nm) conforme mostrado na Figura 3 (SILVA, 2005).

my Arad
100+
50+
0 T — T min
o 10 20

Figura 3. Cromatograma representativo de eluicdo por CLAE-UV/DAD para o pico de
AZA (SILVA, 2005, com permissao).

No caso de padrdes de AZA, a substancia € disponivel comercialmente, mas
quantidades muito pequenas (cerca de 5 a 50 mg) sao fornecidas com alto custo e
nem sempre como substancias totalmente puras. A azadiractina padrao de trabalho
(frasco com 10 mg), adquirida para a realizacdo do presente estudo ndo dispunha
de dados de pureza em seu rétulo. O fornecedor informou que a mesma apresenta
uma pureza técnica, sem, contudo, demonstrar a quantidade de AZA presente no
po. Dessa forma, foi possivel identificar e apenas estimar a quantidade de AZA nos

produtos, como para um método semi-quantitativo.

4.1 Extrato hidroalcodlico (ndo comercial) de folha s de nim
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Os extratos produzidos por percolagdo estética de folhas trituradas de nim
apresentaram diferencas visuais entre si. Observou-se, a medida em que a
concentragdo alcodlica do solvente extrator foi aumentada, que a coloragdo do
extrato ficou mais intensa. Os extratos em etanol a 50% e 60% (V/V) apresentaram
cor parda. Os extratos em etanol a 70%, 80% e 90% (V/V) eram verdes, com a
intensidade da cor aumentando nesta ordem. A alterac&o visual observada pode ser
devido a maior extragdo de clorofila com o aumento da concentragdo alcodlica, ja
gue essa substancia é solavel em etanol e praticamente insolivel em &agua

(MERCK, 2006).

4.1.1 Anélise cromatogréfica

4.1.1.1 Cromatografia em camada delgada

Preliminarmente, os extratos hidroalcodlicos de folhas de nim foram aplicados
em placa cromatogréfica, eluidos com diclorometano:metanol (99:1) e revelados
com solucdo de vanilina 1% em metanol e de &cido sulfarico 5% em etanol, e
aquecimento (resultado ndo mostrado). Este sistema revelador com vanilina e acido
sulfurico foi inicialmente avaliado devido a trabalho de Dai e colaboradores (1999),
usando vanilina e 4cido sulfurico em uma reacao colorimétrica para quantificacédo de
limondides relacionados a AZA em extratos de nim a partir de diversas partes da
planta. Tal sistema revelador, contudo, n&o foi eficaz para revelar AZA na solugao
padrdo de trabalho (1,0 mg/ml), sendo, entdo, substituido pela solu¢do reveladora
de anisaldeido/acido sulfurico.

A partir da aplicacdo dos extratos hidroalcodlicos de folhas de nim por CCD,

utilizando sistema de eluicdo composto por diclorometano e metanol (99:1) e
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solucéo reveladora de anisaldeido/acido sulfurico, e aquecimento ndo se observou
mancha correspondente aquela do padrao de AZA (Rf 0,25). Porém, varias outras
substancias foram reveladas com o sistema. A Figura 4 representa uma placa
cromatografica do extrato hidroalcodlico de folhas de nim em etanol 70% e 80%

(V/V) e padrao de trabalho de AZA 1,0 mg/ml (Pa).

70% Pa 80%

’O!
LI - ¢

Figura 4. Placa cromatogréafica representativa de eluicdo por CCD para o extrato
hidroalcodlico de folhas de nim em etanol 70% (V/V) e 80% (V/V) e mancha de
padrao de trabalho de AZA (Pa).
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4.1.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Por CLAE-UV/DAD, o perfil cromatogréafico da solucdo padrdo de trabalho de
AZA é mostrado na Figura 5, para os métodos isocratico (a) e gradiente (b). O perfil
espectrofotométrico no ultravioleta (UV/DAD) da AZA é apresentado no quadro
inserido na figura. Embora os cromatogramas tenham apresentado muitos picos,
observam-se dois picos correspondentes a AZA com o0 mesmo peffil
espectrofotométrico por UV/DAD, em 7,933 min e 8,780 min, no método isocratico e
em 17,305 min e 18,872 min, no método gradiente. Para verificacdo de uma
possivel divisdo dos picos por inadequacdo de pH da fase movel foram realizados
testes por adicdo de trietanolamina 1% ou &acido trifluoroacético 1% em &agua.
Contudo, ndo houve diferencga entre os cromatogramas obtidos pela alcalinizagéo ou
acidificacdo das fases modveis, indicando que os picos correspondem a duas
substancias diferentes. Esse fato pode ser devido a existéncia de diferentes
isbmeros de AZA, conforme previamente descrito na literatura (MORGAN,
JOHNSON, 1997; SHARMA et al.,, 2003). Os picos que apresentaram perfil de
UV/DAD iguais aquele representado na insercdo da Figura 5 foram, portanto,
considerados como picos de AZA e avaliados separada e conjuntamente, por meio

de curva analitica, para fins de quantificacéo posterior.
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Figura 5. Cromatogramas representativos de eluicdo por CLAE-UV/DAD para a
solucdo padrdao de trabalho de azadiractina (0,4 mg/ml) nos métodos
cromatograficos isocratico (a), tempos de eluicdo 7,933 min e 8,780 min
(agua:acetonitrila 60:40) e gradiente (b), tempos de eluicdo 17,305 min e 18,872 min
(ver parte experimental para detalhes). Figura inserida: espectro UV/DAD da solugao
padrao de trabalho de azadiractina.

Com o objetivo de investigar os picos detectados, utilizou-se espectrometria de
massas como recurso de identificacdo do padréo de trabalho. Através da varredura
por electrospray positivo (IES), observam-se dois sinais intensos em m/z 738,3 e
680,3 respectivamente, indicando que 0s compostos podem ter se combinado a
fons positivos, possivelmente [M+NH4]", azadiractina A (M'+H+17, 738) e
azadiractina B ou H (M'+H+17, 680), conforme mostrado na Figura 6. A

fragmentacdo desses ions utilizando dissocia¢éo induzida por colisdo (gradiente 5 a

130 V) resultou em produtos i6nicos fortes, como mostrado na Figura 7a,b. A
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analise dos espectros obtidos e a comparacdo com os perfis de fragmentagcdo das

azadiractinas A, B e H (Figuras 8-10) foi realizada segundo Sharma e colaboradores

(2003). Pode-se inferir que o sinal em m/z 738,3 equivale ao aduto de AZA A e o

sinal em 680,3 pode ser atribuido ao aduto de AZA B ou H.
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Figura 6. Espectro de IES-EM para solucao padrédo de trabalho de AZA (0,1 pg/ml
em metanol 50% V/V).
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Figura 7. Espectro IES-EM/EM do produto idnico obtido pela dissociagédo induzida
por colisdo dos ions em m/z 738,3 (a) e em m/z 680,3 (b) (ver texto para detalhes).
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Figura 8. Perfil de fragmentacao da AZA A por IES (SHARMA et al., 2003).
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Figura 9. Perfil de fragmentacao da AZA B por IES (SHARMA et al., 2003).
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Figura 10. Padrdo de fragmentacéo da AZA H por IES (SHARMA et al., 2003).
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Como se pode verificar pelos perfis de fragmentagao propostos (SHARMA et
al., 2003), ndo h& como atribuir o sinal em m/z 680,3 a um isébmero especifico de
AZA. Os sinais dos produtos ionicos obtidos a partir da dissociagdo podem
corresponder tanto a AZA B quanto a AZA H. Pelas condi¢cdes do experimento, o
perfil apresentado mostra um caminho de fragmentagcdo comum aos dois isdmeros,
ja que observam-se sinais em m/z 680,3, 645,2, 627,3, 609,1 e 545,2.

O cromatograma obtido na analise por CLAE-IES/EM apresentou dois picos
em diferentes tempos de retengao 1,70 min e 1,84 min, respectivamente, indicando
qgue o padrao de trabalho é composto por uma mistura, provavelmente AZA A (pico
1) e AZA B ou H (pico 2), conforme mostrado na Figura 11. Como mostrado em seu
trabalho, Sharma e pesquisadores (2003) realizaram a separacgao e identificagao de
AZA A, B e H, utilizando CLAE-EM. AZA B foi eluida com maior tempo de retencéo
que AZA A, enquanto AZA H obteve menor tempo de retencéo.

De modo analogo, pode-se inferir que os picos do padrao de trabalho obtidos
por CLAE-EM em 1,70 e 1,84 min, neste trabalho, correspondem a AZA A e a AZA
B, respectivamente. A razdo dos tempos de retencdo (AZAB/AZA A) obtida nesse
método é de 1,08. Os valores obtidos para CLAE-UV/DAD, foram 1,10 para o
método isocratico e 1,09 para o método gradiente. Isso indica que os picos obtidos
em 7,933 min e 8,780 min no método isocratico e em 17,305 min e 18,872 min no

método gradiente, correspondem a AZA A e AZA B, respectivamente.
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Figura 11. Cromatogramas (CLAE-EM) da solucdo padrdao de trabalho de
azadiractina (0,1 pg/ml em metanol 50% V/V) monitorados nas transicoes
[738,3—703,3] (tempo de retencao 1,70 min) e [680,3—645,2] (tempo de retengao
1,84 min), respectivamente (ver texto para detalhes das condicdes).

Os extratos hidroalcodlicos foram injetados no cromatografo utilizando-se os
dois métodos CLAE-UV/DAD descritos. O cromatograma representativo para a
eluicdo isocratica dos extratos estd representado na Figura 12. Como pode ser
observado, ndo ha picos correspondentes as AZAs, nos tempos de retencdo a cerca
de 7,9 e 8,7 min. Pode-se inferir, portanto, que ndo hd AZA em quantidade
detectavel por CLAE-UV/DAD nos extratos, indicando a auséncia de AZA nos

extratos hidroalcodlicos de folhas de nim avaliados.
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Figura 12. Cromatograma representativo de eluicdo por CLAE-UV/DAD para o
extrato hidroalcodlico de folhas de nim em etanol 70% (V/V), utilizando eluicdo
isocrética.

4.1.2 Teste de susceptibilidade microbiana

Os extratos hidroalcodlicos de folha de nim preparados por meio de diferentes
concentragdes alcodlicas foram testados contra microorganismos patogénicos para
determinacdo de sua atividade antimicrobiana. Os discos impregnados com controle
positivo apresentaram halos de inibicdo adequados para cada microorganismo. Para
cloranfenicol (1,0 mg/ml) verifcaram-se halos médios de inibicdo de 29,5 + 1,8
contra B. subtilis, 31,8 £ 0,3 contra M. luteus, 26,0 £ 0,8 contra S. aureus, 19,5 +0,3
contra E. coli e 19,3 + 0,3 contra S. thiphymurium. Gentamicina (1,0 mg/ml)
apresentou halo médio de inibicdo de 10,0 + 0,1 contra P. aeruginosa. Para
anfotericina B (2,0 mg/ml) observaram-se halos médios de inibicdo de 12,7 + 0,3
contra S. cerevisae, 28,3 £ 0,5 contra C. albicans e 24,0 £ 0,8 contra C. tropicalis.
N&o se observou halo de inibicAo nos discos impregnados com o branco. Os
extratos hidroalcodlicos a 50%, 60% e 90% (V/V) de etanol ndo apresentaram
atividade antimicrobiana contra as bactérias Gram-negativo, Gram-positivo,

leveduras e fungo filamentoso, na concentracédo testada (100 mg/ml). Apenas os
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extratos obtidos com etanol a 70% e 80% (V/V) apresentaram atividade contra
Staphylococcus aureus. No entanto, verificou-se apenas uma inibicdo local, sem
possibilidade de medir o diametro do halo de inibicdo precisamente. A fim de
verificar a relagdo dose-dependéncia da atividade, os extratos ativos foram
avaliados em concentragdes crescentes contra S. aureus. Verificou-se, ainda, uma
pequena atividade, comprovada pela medida dos halos de inibicdo local, como
apresentado na Tabela 2. Conforme mostrado na Tabela 3, verifica-se que a
diferenca entre os halos de inibicdo medidos (n=3) n&o foi estatisticamente
significativa (teste de Tukey, q0,05;3;7) e, portanto, ndo ha relacdo entre as doses
aplicadas e a atividade antimicrobiana dos extratos.

Apesar da atividade antimicrobiana de extrato de folhas de nim sobre diversos
microorganismos ter sido descrita por varios autores (ALMAD, BEG, 2001; CHOPRA
et al., 1952; SUBAPIRYA, NAGINI, 2005), uma inibicdo pequena foi verificada com
0s extratos hidroalcodlicos testados nesse trabalho, produzidos a partir de plantas
cultivadas em Minas Gerais.

A auséncia de AZA, principal componente do nim, verificada por CCD e CLAE-
UV/DAD, pode justificar a baixa atividade antimicrobiana do extrato hidroalcodlico de
folnas de nim. Sabe-se que a adaptacéo ao terreno e ao tipo de solo e diferentes
nutrientes fornecidos sdo grandes responsaveis por essa alteracdo (SIDHU et al.,
2003) e que ha grande diferenca na composicdo dos extratos de plantas cultivadas
em locais diferentes daquele de origem. Uma possivel causa para a auséncia
dessas substancias pode ser o local da plantacdo, cujas arvores podem néo ter se

adaptado bem ao clima e ao terreno mineiros.
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Tabela 2. Resultados (n=3) da relagédo dose-dependéncia da atividade contra S.

aureus para os extratos hidroalcodlicos de folhas de nim a 70% e 80% (V/V) de

etanol em concentragdes crescentes (100 a 300 mg/ml), por meio de medida dos

halos de inibi¢do, utilizando cloranfenicol como controle positivo.

Concentragéo Halo de inibic&do Halo médio
(mg/ml) (mm) + DP? (mm) + DP?
Controle 23.35+0.3  24.20+0.3 24.00+0.1
positivo 1,0 23.80"t0.4
: 22.65+0.8  24.20+0.3 24.40+0.4
(cloranfenicol)
70%  7.00+0.1 6.95+0.1  6.85+0.1 6.93°:0.1
100
80%  6.60+0.0 6.50+0.1  6.70+0.1  6.60+0.1
70% 6.70x0.2 7.35+0.2  7.05+0,1  7.03x0.2
Extratos 150
80%  7.10+0.2 6.60£0.2  6.75+0.1  6.82+0.1
hidroalcoolicos
70%  7.30+0.1 7.50£0.1  7.55+0.1  7.45x0.1
de folhas de 200
80%  6.10+0.1 6.35+0.1  6.20+0.1  6.22+0.1
nim
70%  7.20+0.3 7.45+0.1  8.10x0.4  7.58%0.2
250
80%  6.65+0.2 7.15+#0.3  7.10£0.1  6.97+0.2
70%  7.50+0.3 7.25+0.1  7.20+0.1  7.32#0.1
300
80%  6.45x0.4 8.00£0.5 6.35x0.4 6.93x0.5

a: desvio padrao, b: n = 6 para padrdes, c: n = 3 para extratos.
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Tabela 3. Resultados estatisticos para o teste de Tukey (g0,05; 3; 7)% para
verificacdo da relacdo dose-dependéncia dos extratos hidroalcoolicos em etanol a

70% e 80% (V/V), em concentracdes crescentes (100 a 300 mg/ml) contra S.

aureus.
Extrato hidroalcodlico 70%°®
Concentracdo Média 250 200 300 150 Discriminacao
(mg/ml)
250 7,58 - - - - a
200 7,45 0,13 - - - a
300 7,32 0,27 0,13 - - a
150 7,03 0,55 0,42 0,28 - a
100 6,93 0,65 0,52 0,38 0,10 a
Extrato hidroalcodlico 80%"
Concentracdo Média 250 200 300 150 Discriminacao
(mg/ml)
250 6,97 - - - - a
300 6,94 0,03 - - - a
150 6,82 0,15 0,12 - - a
100 6,60 0,37 0,33 0,22 - a
200 6,22 0,75 0,72 0,60 0,38 a

a: q critico (0,05;3;7) = 4,17, amplitude do teste a 5% de probabilidade, obtido pela
tabela de Tukey, considerando 3 diferentes tratamentos (réplicas) e 7 graus de
liberdade; b: diferenca minima significativa (DMS) = 1,39; c: DMS = 11,08.

4.2 Produtos comerciais preparados com nim

Uma pesquisa telefonica realizada em lojas especializadas em produtos
agropecuarios em Belo Horizonte mostrou que de um total de 50 lojas consultadas,
apenas cinco tinham produtos preparados com nim disponiveis para compra. Isso
revela que, embora o nim seja uma planta tdo extensamente estudada, com
atividades comprovadas pelo uso tradicional, ela ainda € uma planta muito
desconhecida pelos mineiros. As lojas consultadas a respeito da venda de produtos

preparados com nim, disponibilizavam o0s mesmos produtos dos mesmos
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fabricantes, o que ndo permitiu uma aquisicdo mais diversificada de produtos a
serem testados. Assim, foram avaliados seis produtos comerciais preparados com
nim, cinco (A,B, C, D, E) foram adquiridos no comércio local de Belo Horizonte e um
deles (F) foi adquirido da Alemanha.

E importante observar que nenhum dos produtos comerciais adquiridos trazia a
concentragdo de principio ativo nem a composi¢édo detalhada no rétulo. Os produtos
C e D sequer traziam o endereco do fabricante, nem o nome do responsavel
técnico. Na loja em que foi obtido, o produto D era adquirido pelo comerciante em
frascos de 1000 ml e comercializado em frascos menores (cerca de 100 ml),
diferentes daquele em que foi originalmente acondicionado. Os frascos vendidos
estavam sem rotulo e as instrucbes de uso eram passadas apenas verbalmente.
Isso mostra 0 quanto a producdo e a distribuicdo de produtos agroveterinarios, no
Brasil, ainda sdo fracamente regulamentadas. Além disso, pouco das normas
estabelecidas por regulamentacfes oficiais € seguido, pois as informacfes dos
rétulos e instrugcbes de uso dos produtos ao consumidor estdo frequentemente
incompletas.

As analises dos produtos comerciais foram realizadas por CCD e por CLAE-
UV/DAD. Pela andlise do perfil por CCD (Figura 13), pode-se observar que o padrao
de trabalho de AZA (Pa) apresenta varias manchas. Os perfis de eluicdo das
manchas dos produtos e do padrdao foram comparados por meio do fator de
retencdo (Rf). A mancha com Rf 0,25 foi considerada equivalente a AZA, por ser a
de maior intensidade para o padrdo de trabalho. Alguns dos produtos (A — D) néo
apresentaram manchas correspondentes aquela com Rf 0,25. Apenas os produtos E
e F apresentaram manchas com esse mesmo Rf. Além dessas, véarias outras

manchas estavam presentes nos perfis de eluicdo dos produtos. As manchas com
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Rf 0,41 e 0,59 estdo presentes nos perfis de eluicdo de quase todos os produtos,
exceto para o produto D. H&, porém, varias outras substancias que se revelam com
o sistema. Varios autores relatam uma acéo sinérgica de substancias presentes no
nim (SUBAPIRYA, NAGINI, 2005; IYER, WILLIAEMON, 1991; ISMAN, 1997,

MARTINEZ, 2002; SIDDIQUI et al., 2003; SILVA, 2005).

Figura 13. Placa cromatogréafica por CCD representativa para eluicdo de produtos
comerciais preparados com nim (A-F) e do padrao de trabalho de AZA (Pa).

Tanto pelo método isocratico como pelo método gradiente em CLAE-UV/DAD,
os produtos A-D ndo apresentaram picos correspondentes aquele de AZA, apenas
os produtos E e F apresentaram esses picos. Utilizaram-se o0s sinais espectrais de

deteccédo UV/DAD para identificar os picos. Os cromatogramas representativos da

39



eluicio dos produtos E e F pelos métodos isocratico e gradiente estdo
representados nas Figuras 14 e 15, respectivamente. A analise por CLAE-UV/DAD
permitiu que se confirmasse a auséncia de AZA na maioria dos produtos testados,

exceto para E e F.
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Figura 14. Cromatogramas representativos de eluicdes por CLAE-UV/DAD para o
produto E pelo método isocratico (a), picos de AZA em 8,155 min e 9,023 min e
gradiente (b), picos de AZA em 16,956 min e 18,546 min. Ver texto para condi¢cdes.
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Figura 15. Cromatogramas representativos de eluicdes por CLAE-UV/DAD para o
produto F pelo método isocratico (a), picos de AZA em 7,936 min e 8,752 min e
gradiente (b), picos de AZA em 16,821 min e 18,336 min. Ver texto para condi¢des.

Verifica-se que, pelo método isocratico, o tempo de retencédo correspondente a

AZA é menor que pelo método gradiente, contudo, a separacdo entre 0s picos € um

pouco melhor no método por gradiente. Apesar de este ultimo proporcionar melhor

separacdo da AZA, o méetodo por gradiente torna-se menos viavel para analises de

rotina de produtos preparados com nim, devido ao longo tempo de corrida (55 min).

Desta forma, o método isocratico, que leva um tempo total de eluicdo de 20 min, é

um meétodo mais rapido e, portanto, vantajoso. A avaliacdo estatistica dos métodos

foi realizada utilizando algumas figuras de mérito.

4.2.1 Teste de susceptibilidade microbiana
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Os produtos comerciais preparados com nim foram testados contra
microorganismos patogénicos para determinacao de sua atividade antimicrobiana.
N&o se observou halo de inibicAo nos discos impregnados com o branco. Os
produtos A, B, D, E e F ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra as
bactérias Gram-negativo, Gram-positivo, leveduras e fungo filamentoso, na
concentragdo testada (100 mg/ml). Os discos impregnados com controle positivo
apresentaram halos de inibicdo adequados para cada microorganismo e apenas 0
produto C apresentou atividade contra 0s microorganismos testados, como
mostrado na Tabela 4.

O produto C é um preparado de nim que possui forte odor de pinho. Assim, a
atividade antimicrobiana observada é provavelmente devido a excipientes usados na
formulacéo.

Os produtos E e F, que apresentaram picos e manchas de AZA por CLAE-
UV/DAD e CCD, nao demonstraram contudo, atividade antimicrobiana contra os
microorganismos testados, o que pode indicar que apresentam AZA em quantidade

inferior aquela necessaria para a inibicdo do crescimento desses microorganismos.
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Tabela 4. Resultados da atividade do produto C (100 mg/ml em etanol 50% V/V)

contra bactérias Gram-positivo, Gram-negativo, leveduras e fungo, por meio de

medig&o dos halos de inibi¢ao.

Microorganismo

Halo de inibicdo+DP?

Padréao Produto C
Bacillus subtilis 22,57+0,61 5,90+0,36
Micrococcus luteus 27,30+1,26 8,63+0,79
Saccharomyces cerevisae 13,2340,13 8,46%1,35
Escherichia coli 15,07+0,12 11,65+1,31
Salmonella thiphymurium 15,79+0,78 10,30+0,74
Candida albicans 12,75+0,64 10,82+1,46
Staphylococcus epidermidis 17,26%0,15 10,28+0,57
Candida tropicalis 11,25+0,48 7,21+0,17
Staphylococcus aureus 19,6540,15 -
Pseudomonas aeruginosa 12,4610,64 -

a: desvio padréo, b: n&o se observou halo de inibigéo.
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4.3 Avaliacdo dos meétodos cromatograficos por CLAE- UV/DAD

Com o objetivo de se verificar a confiabilidade, a eficacia e a praticidade dos
meétodos para analise dos produtos preparados com nim, realizaram-se alguns
testes estatisticos, comparando-se parametros de validacdo previamente definidos
para cada meétodo. Testaram-se a linearidade, a especificidade e a precisao para 0s
dois métodos por CLAE-UV/DAD e a robustezfoi testada apenas para o0 método
isocratico.

Para a comparacdo da linearidade, diferentes volumes de solucdo padréo de
trabalho de AZA (0,4 mg/ml) injetados foram avaliados. Tracaram-se as curvas
analiticas de quantidade de AZA (mg) versus area dos picos. A linearidade foi
avaliada para cada um dos picos de AZA e para a soma dos dois picos, conforme
mostrado na Figura 16, para os dois métodos cromatograficos.

As areas dos picos obtidas pela injecdo de volumes crescentes de solucéo
padrao de trabalho de AZA, para determinacdo da curva analitica estédo
representadas nas Tabelas 5 e 6, para os meétodos isocratico e gradiente,

respectivamente.
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Tabela 5. Resultados da curva analitica obtidos a partir de inje¢bes de diferentes
volumes de solucdo padrdo de trabalho (AZA, 0,4 mg/ml, CLAE-UV/DAD,

isocratico).

Massa de AZA (mQ) Pico de AZA Area do pico Média das areas

1029,0

AZA A 993,8 1005,1
9925
464,6

0,004 AZA B 438,2 447,5
439,8
1493,6

AZA total 1432,0 1452,6
1432,3
1532,5

AZA A 1574,1 1551,2
1547,1
722,0

0,006 AZA B 754,6 738,0
737,5
2254,5

AZA total 2328,7 2289,3
2284,6
2092,6

AZA A 2117,0 2096,3
2079,4
1010,4

0,008 AZA B 1025,0 1011,6
999,5
3103,0

AZA total 3142,0 3108,0
3078,9
2573,0

AZA A 2559,2 2562,9
2556,4

1235,8
0,010 AZA B 1226,3 1228,5
1223,5

3808,8

AZA total 3785,5 37914
3779,9
3069,5

AZA A 3058,3 3081,4
3116,5

1441,3

0,012 AZA B 1417,7 14441
1473,2

4510,8
AZA total 4476,0 4525,5
4589,7
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Tabela 6. Resultados da curva analitica obtidos a partir de injegbes de diferentes
volumes de solucao padrdo de trabalho (AZA, 0,4 mg/ml, CLAE-UV/DAD, gradiente).

Massa de AZA (mg)

Pico de AZA

Area do pico

Média das areas

0,004

AZA A

890,9
897,8
901,5

896,7

AZA B

375,7
378,0
372,8

375,5

AZA total

1266,6
1275,8
1274,3

1272,2

0,006

AZA A

1309,1
1288,4
1454,7

1350,7

AZA B

528,2
499,6
570,7

532,8

AZA total

1837,3
1788,0
2025,4

1883,6

0,008

AZA A

1995,6
1901,7
19419

1946,4

AZA B

734,8
695,1
799,8

743,2

AZA total

2730,4
2596,8
2741,7

2689,6

0,010

AZA A

2429,1

2283,5
2417,7

2376,8

AZA B

883,0
824,2
887,1

864,8

AZA total

3312,1
3107,7
3304,8

3241,5

0,012

AZA A

3663,1
3372,0
3010,4

3348,5

AZA B

893,0
1011,2
862,5

922,2

AZA total

4556,1
4383,2
3872,9

4270,7
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Figura 16. Curvas analiticas obtidas para AZA pelo método cromatografico em
gradiente (G) em relacéo as areas dos picos em 17,305 min (a), em 18,872 min (b) e
a soma das areas dos picos (c) e pelo método isocrético (I) em relacdo as areas dos
picos em 7,993 min (a), em 8,780 min (b) e a soma das areas dos picos (c).
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Os dados obtidos a partir das curvas analiticas pelos métodos isocratico e
gradiente estdo representados na Tabela 7. Os coeficientes de correlacdo médios
foram maiores para o método isocratico (r>0,990) que para o método gradiente
(r>0,978). O DPR da regresséao foi menor pelo método isocratico em relacao a area
de AZA A, B e total (4,580% pelo método gradiente e 1,136% pelo método
isocratico, para AZA A; 5,421% pelo método gradiente e 1,847% pelo método
isocratico em relacdo ao pico de AZA B e 4,386% pelo método gradiente e 1,358%,
pelo método isocrético, em relagdo a area total dos dois picos), sugerindo uma
maior precisdo. Ambos os métodos foram precisos, mostrando valores de DPR intra-
ensaio menor que 2,0% e inter-ensaio menor que 3,0%, como mostrado na Tabela
8. De acordo com a analise espectral por UV/DAD, os picos de AZA padrdao de
trabalho apresentaram pureza dentro do limite esperado para a confirmagédo do
indice de semelhanca. Os valores foram superiores a 999,66 (99,97% de pureza),
para o método gradiente e superiores a 994,98 (99,50% de pureza) para 0 método
isocratico, devido a melhor separacao pelo gradiente. Estes valores apontam para a
individualidade dos picos, ou seja, 0S picos ndo correspondem a uma mistura de
substancias. A resolucdo dos picos foi avaliada tanto para 0 método isocratico,
quanto para o gradiente. A resolugdo entre os picos no método gradiente foi de
1,395 e no método isocratico, 1,718. Esses dados comprovam a eficacia dos
métodos, j& que ambos separaram bem os picos de AZA, com fatores de resolugéo
adequados (R>1,2) e valores de pureza de picos acima de 99%. O método
isocratico foi considerado robusto, pois os parametros de precisao, avaliados pelo
desvio padrao relativo das areas dos picos, ndo se alteraram de forma consideravel

ao variar, intencionalmente, a composi¢cédo da fase movel em 5% da condicéo
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estabelecida ou a temperatura da coluna em 10% daquela estabelecida (Tabela 9).

As andlises pelo método gradiente ndo foram continuadas, devido aos resultados

menos favoraveis obtidos em relagdo ao método isocratico. Portanto, a quantidade

de AZA para os produtos comerciais foi estimada apenas pelo método isocratico.

Tabela 7. Resultados obtidos a partir das curvas analiticas de AZA pelos métodos

gradiente e isocratico em CLAE-UV/DAD nos produtos comerciais preparados com

nim (ver parte experimental para condicdes).

Precisao da
Pico de Coeficiente de
Método Equacéo da reta regressao
AZA correlacao

(%DPR)
AZA A y = 333220x-608,20 0,9570 4,580
Gradiente AZA B y = 69470x+127,18 0,9409 5,421
AZA total y = 402690x-481,02 0,9811 4,3861
AZA A y = 256075x+10,72 0,9994 1,136
Isocratico AZA B y = 123360x-12,06 0,9959 1,847
AZA total y = 379435x-1,34 0,9987 1,358

a: desvio padréao relativo da regressao.
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Tabela 8. Resultados obtidos de precisdo intra-ensaio e inter-ensaio para 0S
métodos gradiente e isocratico em CLAE-UV/DAD, utilizando produto comercial E

(ver parte experimental para condi¢des).

Tempo de Preciséo
Método retencao (DPR, %)
(min) Intra-ensaio Inter-ensaio

AZA A 0,4020 2,9800
Gradiente AZA B 0,6630 2,8172
AZA total 0,4765 2,9838
AZA A 1,1073 1,6814
Isocratico AZA B 1,3249 2,5034
AZA total 1,1895 2,2738
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Tabela 9. Resultados de robustez obtidos por meio de altera¢des intencionais na composi¢cdo de fase movel e na temperatura de

eluicdo para o método isocratico (ver texto para detalhes).

Alteracdo de composicao

Alteracdo de temperatura

Agua/acetonitrila (62:38)

Agua/acetonitrila (58:42)

Temperatura 27 °C

Temperatura 33 °C

) Area média ) Area média ] Area média ] Area média

Pico Area Area Area Area
(DPR, %) (DPR, %) (DPR, %) (DPR, %)

1026,2 999,6 793,7 843,1

AZA A 1007,1 1020,1 (1,1) 984,7 993,5 (0,8) 791,4 788,6 (0,9) 840,0 841,9 (0,2)
1027,0 996,3 780,7 842,6
480,4 499,7 312,8 396,5

AZA B 454,9 468,1 (2,7) 486,6 495,6 (1,6) 307,9 30,1 (1,1) 397,8 397,4 (0,2)
468,9 500,6 306,6 397,9
1506,6 1499,3 1106,5 1239,6

AZA total 1462,0 1488,2 (1,6) 1471,3 1489,2 (1,0) 1099,3 1097,7 (0,9) 1237,8 1293,3 (0,1)
1495,9 1496,9 1087,3 1240,5
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Dos seis produtos testados pelo método isocratico por CLAE-UV/DAD, os
produtos A, B, C e D ndo apresentaram picos correspondentes a AZA no tempo de
eluicdo esperado. Apenas os produtos E e F mostraram picos de AZA na regiao
esperada. De acordo com instru¢gBes do fabricante, os produtos devem ser diluidos
de forma diferente para o uso, portanto, a quantidade de AZA foi também estimada
de acordo com tal fator de diluicdo proposto pelo fabricante (1:200 para o produto E
e sem diluicho para o produto F). Os picos, cujos perfis espectrofotométricos
(UV/IDAD) correspondem aquele inserido na Figura 5, foram identificados como
positivo para AZA, nos produtos testados. De acordo com a andlise espectral
UV/DAD, os picos de AZA apresentaram valores de semelhanca acima de 990,45,
isto é, 99,04% de pureza para o produto E, apontando para sua autenticidade. Os
calculos dos valores de semelhanca dos picos para o produto F ndo puderam ser
calculados pelo software, devido a baixa intensidade do sinal e pequena area dos
picos. Estdo mostrados na Tabela 10 os resultados obtidos para o célculo da
guantidade estimada de AZA por volume injetado e por produto, calculados segundo
as instrucdes de diluicao do fabricante.

Considerando que a maioria dos produtos avaliados sejam derivados da
semente de nim, era de se esperar que apresentassem manchas e picos de AZA
por CCD, bem como por CLAE-UV/DAD. A partir dos resultados da Tabela 10,
verifica-se que o produto E apresentou uma quantidade de AZA da ordem de 10% e
o produto F, de 10, ou seja, o produto F apresentou concentracao dez vezes maior
na solucao final. Além disso, o produto F apresentou maior quantidade de AZA B
gue AZA A. Conforme relatado por Sharma e colaboradores (2003), a AZA B possui

uma maior atividade nematicida e o isbmero H, maior atividade antifungica que AZA
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A, sugerindo que esse produto pode apresentar efeito maior para seu propésito

como pesticida.

Tabela 10. Resultados obtidos de quantidade estimada de AZA em produtos
comerciais preparados com nim? por CLAE-UV/DAD, método isocréatico (ver parte

experimental para condi¢des).

Quantidade estimada de .
Razé&o entre as

AZA _
_ i quantidades
Produto Pico Area  Porinjecdo  Por produto® _
estimadas de AZA
(mg/20pl) (mg/ml) (F/E)
AZAA 38693 151x10% 3,77x10°
AZA A =597
E AZAB 27764 226x10%2 565x10°
AZA total 66457 1,75x10%  4,38x10°
AZA B = 16,65

AZAA 1259 450x10%  2,25x107°

F AZAB 2196 1,88x10° 941x107?

AZA total = 10,43
AZAtotal 3454 9,10x10% 4,57 x 107

a: dos seis produtos testados, A, B, C, D, E e F, apenas os dois ultimos continham
AZA; b: fator de diluicdo para o produto E, 1:200, segundo fabricante e auséncia de

diluicdo para o produto F.
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5 Conclusodes

Os testes realizados com os extratos hidroalcoolicos de folhas de nim
permitiram concluir que as folhas ndo continham quantidade suficiente de AZA para
o0 doseamento e que a atividade do extrato sobre microorganismos foi limitada.

Um estudo mais aprofundado a respeito da composicéo do extrato de folhas de
nim, bem como da atividade pesticida do mesmo, € necessario, de forma a avaliar a
presenca de outras substancias ativas. Este resultado revela a importancia de se
avaliar a matéria-prima vegetal antes da preparacéo dos produtos.

Dos cinco produtos nacionais testados, apenas um (20%) apresentou
quantidade de AZA detectavel por CLAE-UV/DAD, método isocratico. Para os dois
produtos que apresentaram picos ou manchas de AZA nos seus perfis
cromatograficos, o produto importado apresentou uma concentracdo de AZA dez
vezes maior que o brasileiro na solucédo de uso, podendo ter uma acéo terapéutica
superior como pesticida. Apenas o produto C apresentou atividade contra os
microorganismos testados. Essa atividade pode ser devida a presenca de Oleo
essencial, utilizado em sua formulacdo. Embora os produtos E e F tenham
apresentado manchas e picos de AZA, a sua quantidade nao foi suficiente para
inibir o crescimento dos microorganismos.

Esta pesquisa demonstrou que a planta ainda é usada de forma inadequada
no Brasil, apesar de contar com varios cultivos, estudos fitoquimicos e diversas
acOes terapéuticas comprovadas.

Apesar da existéncia de uma regulamentacdo da Anvisa (RDC 48), nem todos
os produtos preparados com nim atendem a testes como identificacao ou teor de

ativo, segundo a RDC 48.

54



6 Referéncias bibliograficas

ALLAMED, A., ABYAMEH, M.R., SHAEM, M., REZAEE, M.B., JAIMAND, K. Effects
of neem leaf extract on production of aflatoxins and activities of fatty acid synthetase,
isocitrate dehydrogenase and glutathione S-transferase in Aspergillus parasiticus.

Mycopathologica. v. 154. p. 79-84, 2001.

ALMAD, 1., BEG, A.Z., Antimicrobial and phytochemical studies on 45 medicinal
plants against multi-drug resistant human pathogens. Journal of Ethnopharmacology.

V. 74. p. 113-123. 2001.

BARREK, S., PAISSE, O., GRENIER-LOUSTALOT, M.F., Analysis of neem oil by
LC-EM and degradation kinectics of azadirachtin-A in a controlled environment.
Characterization of degradation products by HPLC-MS/MS. Analytical and

Bioanalytical Chemistry. v. 378. p. 753-763, 2004

BRASIL, Ministério da Saude, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucéo
RDC 48 de 16 de marco de 2004. D.O.U. - Diario Oficial da Unido; Poder Executivo,

de 18 de marco de 2004.

BRANDAO, M.G.L.; ALVES, R.M.S.; MOREIRA, R.A.; CAMPOS, L.M.M.; VIEIRA,

M.T. Qualidade de amostras comerciais de chas de plantas medicinais. Revista

Brasileira de Plantas Medicinais, v. 5, p. 56-59, 2002.

55



BRANDAO, M.G.L., FREIRE, N., VIANNA-SOARES, C.D. Farmacovigilancia em
fitoterapia: verificacdo da qualidade de diferentes amostras comerciais de camomila.

Cadernos de Saude Publica, v. 14, p. 693-700, 1998.

BUTTERWORTH, J.H., MORGAN, E.D. Isolation of a substance that suppresses
feeding in locusts. Journal of the Chemical Society, Chemical Communication, v.35,

p.23-24, 1968.

CHOPRA, I.C.,, GUPTA, K.C., NAZIR, B.N. Preliminary study of anti-bacterial
substances from Melia azadirachta. The Indian Journal of Medical Research. v. 40,

p. 511-515, 1952.

DAI, J., YAYLAYAN, V.A., RAGHAVAN, G.S.V., PARE, J.R., Extraction and

colorimetric determination of azadirachtin-related limonoids in neem seed kernel.

Journal of Agricultural and Food Chemistry. v. 47, p. 3738-3742, 1999.

EUROPEAN pharmacopoeia, Strasbourg, Franca: EDQM, 4.Ed., p. 509, 2001.

HALIM, E.M., Lowering of blood sugar by water extract of Azadirachta indica and

Abroma augusta in diabetes rats. Indian Journal of Experimental Biology. v. 41, n. 6,

p.636-640, 2003.

IYER, S. R., WILLIAEMON, D. Efficacy of some plant extracts to inhibit the protease

activity of Trichophyton species. Geobios. v. 18 p. 3-6, 1991

56



ISAH A.B., IBRAHIM Y .K., IWALEWA E.O. Evaluation of the antimalarial properties
and standardization of tablets of Azadirachta indica (Meliaceae) in mice.

Phytotherapy Research. v. 17, n. 7, p.807-810, 2003.

ISMAN, M.B. Neem and other botanical insecticides: barriers to commercialization.

Phytoparasitica v. 4, n. 25, p.339-344, 1997.

KHAN, M., WASSILEW, S.W., Natural Pesticides from the Neem Tree and other
Tropical Plants. Schmutterer, H., Asher, K.R.S., GTZ: Eschborn, Alemanha, 645 p.,
1987 apud SUBAPIRYA R., NAGINI S., Medicinal properties of neem leaves: a
review. Current Medicinal Chemistry — Anti-Cancer Agents. v. 5, n. 2, p.149-156,

2005.

KAUSHIK, N., Determination of azadirachtin and fatty acid methyl esters of
Azadirachta indica seeds by HPLC and GLC. Analytical and Bioanalytical Chemistry.

v. 374. p. 1199-1204, 2002

MARTINEZ, S.S. (Ed), O Nim. Azadirachta indica, natureza, usos mudultiplos,

producdo. Londrina: Instituto Agrondmico do Parana, 142 p., 2002.

MERCK index: an encyclopedia of chemicals, drugs and biologicals. Whitehouse
Station, New Jersey: Merck Research Laboratories, 14.Ed., p. 150, 356-357, 2006.
MORGAN, E.D., JOHNSON, S. Comparison of chromatographic systeEM for
triterpenoids from Neem (Azadirachta indica) seeds. Journal of Chromatography, A.
v. 761, p. 53-63, 1997.

57



MOSSINI, S.A., DE OLIVEIRA, K.P., KEMELMEIER, C. Inhibition of patulin
production by Penicillium expansum cultured with neem (Azadirachta indica) leaf

extracts. Journal of Basic Microbiology. v. 44. p. 106-113, 2004.

NCCLS. National Committee for Clinical Laboratory Standards. Performance

standards for antimicrobial disk susceptibility testing. p. M100-514, 2004.

NUNAN, E.A., MOREIRA-CAMPOS, L.M., PAIVA, R.L.R., OLIVEIRA, S.T.
DAUDOUN, H.A., OLIVEIRA, A.B. Estudo da atividade antimicrobiana de extrato de
folha de Aristolochia gigantea, Mart. e Zucc. Revista de Farmécia e Bioquimica. v. 6,

p. 33-40, 1985.

RAJI Y. OGUNWANDE |.A. OSADEBE C.A. JOHN G, Effects of Azadirachta indica
extract on gastric ulceration and acid secretion in rats. Journal of

Ethnopharmacology. v. 90, n. 1, p.167-170, 2004.

SATYAVATI, G.V., RAINA, M.K., SHARMA, M. Medicinal Plants of India. Indian
Council of Medical Research, v. 1, 397 p., New Delhi, india. 1976 apud SUBAPRIYA
R., NAGINI S., Medicinal properties of neem leaves: a review. Current Medicinal
Chemistry — Anti-Cancer Agents. v. 5, p.149-156, 2005.

SCHAAF, O., JARVIS, A.P., ESCH, S.A.V.D, GIAGNACOVO, G., OLDHAN, N.J.,
Rapid and sensitive analysis of azadirachtin related triterpenoids from neem

(Azadirachta indica) by high-performance liquid chromatography-atmosferic pressure

58



chemical ionization mass spectrometry. Journal of Chromatography A. v. 886. p. 80-

97, 2000.

SHARMA, V., WALIA, S., KUMAR, J., NAIR, M.G., PARMAR, B.S., An efficient
method for the purification and characterization of nematicidal azadirachtins A, B,
and H, using MPLC and ESI-MS. Journal of Agricultural and Food Chemistry. v. 51,

p. 3966-3972, 2003.

SIDDIQUI, B.S., AFSHAN, F., GULZAR, T., SULTANA, R., NAQVI, S.N., TARIQ,
R.M. Tetracyclic triterpenoids from the leaves of Azadirachta indica and their

insecticidal activities. Chemical and Pharmaceutical Bulletin. v. 51, p. 415-417, 2003.

SIDHU O.P., KUMAR V., BEHL HM, Variability in Neem (Azadirachta indica) with
respect to azadirachtin content. Journal of Agricultural and Food Chemistry. v. 51,

p.910-915, 2003.

SILVA, J.C.T., Isolamento de tetranortriterpendides de sementes de Azadirachta
indica (nim) e avaliagcédo da atividade nematicida sobre Heterodera glycines. 2005. 81
p. Dissertacdo (Mestrado em Agroquimica) — Departamento de Quimica,

Universidade Federal de Vicosa, Vicosa.

SUBAPRIYA R., KUMARAGURUPARAN R., CHANDRAMOHAN K.V., NAGINI S,

Chemoprotective effects of ethanolic extract of neem leaf against MNNG-induced

oxidative stress. Pharmazie. v. 58, p. 512-517, 2003.

59



SUBAPRIYA R., NAGINI S., Medicinal properties of neem leaves: a review. Current

Medicinal Chemistry — Anti-Cancer Agents. v. 5, p.149-156, 2005.

THEJEAVANTI, R., YAKKUNDI, S.R., RAVINDRANATH, B., Determination of
azadirachtin by reversed-phase high-performance liquid chromatography using

anisole as internal standard. Journal of Chromatography A. v. 705, p.374-379, 1995.

UDEINYA, 1.J., MBAH, A.U., CHIJIOKE, C.P., SHU, E.N. An antimalarial extract from
neem leaves is antiretroviral. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine

and Hygiene. v. 98, p.435-437, 2004.

UNITED states pharmacopeia. National Formulary. 30 rev. Rockville: United States

Pharmacopeial Convention, p. 212-214, 2006.

VEITCH, G.E., BECKMANN, E., BURKE, B.J., BOYER, A., MASLEN, S.L., LEY, S.V.

Synthesis of Azadirachtin: A Long but Successful Journey. Angewandte Chemie,

WAGNER, H., BLADT, S. Plant Drug Analysis: A Thin Layer Chromatography Atlas.

2. Ed. Berlin: Springer. 384p.

60



7 ANEXO
7.1 Resultados estatisticos do teste de Tukey para
de folhas de nim 70% V/V.

Extrato hidroalcodlico

0 extrado hidroalcodlico

70% Ho: As médias ndo diferem entre si
Tratamento (concentragcdo mg/ml)
Repeticao 100 150 200 250 300 Total bloco
1 7,00 6,70 7,30 7,20 7,50 35,70
2 6,95 7,35 7,50 7,45 7,25 36,50
3 6,85 7,05 7,55 8,10 7,20 36,75
Total 20,80 21,10 22,35 22,75 21,95 108,95
Media 6,93 7,03 7,45 7,58 7,32 36,32
Quadro ANOVA
F.vV G.L S.Q Q.M F p
Tratamento 4 2,717 0,6793 2,0321 0,2559
Bloco 2 0,6017 0,3008 0,9000 0,6012
Residuo 5 -1,671 -0,334
Total 11 1,6473

Conclui-se que as médias nao diferem entre si (p=0,0919).

Teste de Tukey

Diferenca minima 05%,3,7
signif. = = 4,17
Concentragao Discriminagao
(mg/ml) Media 250 200 300 150 (5%)
250 7,58 - - - - a
0,1
200 7,45 3 - - - a
0,2
300 7,32 7 0,13 - - a
0,5
150 7,03 5 0,42 0,28 - a
0,6
100 6,93 5 0,52 0,38 0,10 a

Conlcui-se que os tratamentos nao diferem entre si,

possibilidade

pelo teste de Tukey a 5% de
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7.2 Resultados estatisticos do teste de Tukey para
de folhas de nim 80% V/V.

Extrato hidroalcodlico

0 extrado hidroalcodlico

80% Ho: As médias nao diferem entre si

Tratamento (concentracdo mg/ml)

Repeticao 100 150 200 250 300 total bloco
1 6,60 7,10 6,10 6,65 6,45 32,90
2 - 6,60 6,35 7,15 8,00 28,10
3 - 6,75 6,20 7,10 6,35 26,40
Total 6,60 20,45 18,65 20,90 20,80 87,40
Media 6,60 6,82 6,22 6,97 6,93 29,13
Quadro
ANOVA
F.V G.L S.Q Q.M F p
Tratamento 4 151,28 37,8208 11,7872  0,3002
Bloco 2 22,727 11,3633 0,5370 0,7754
21,1621
Residuo 7 -148,1 3
Total 11 3,1481
Conclui-se que as médias néo diferem entre si (p=0,0919).
Teste de Tukey
Difenreca minima signif. = 11,075 05%,3,7 = 4,17
Discriminacao
Concentracao (mg/ml) Media 250 200 300 150 (5%)
250 6,97 - - - - a
300 6,93 0,03 - - - a
150 6,82 0,15 0,12 - - a
100 6,60 0,37 0,33 0,22 - a
0,3
200 6,22 0,75 0,72 0,60 8 a
Conlcui-se que os tratamentos néo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de
possibilidade.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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