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Resumo

Baseado na crenca popular, em que se utiliza a gordura de G. g. domesticus.(galinha domestica),
para combater processos infecciosos e inflamataérios, este trabalho possui como objetivo avaliar a
acdo antibacteriana dos lipideos no tecido adiposo desses animais além verificar associagcdo com
antibiéticos observando o efeito modulador dos produtos naturais, frente a linhagens padrées de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli e multiresistentes de Staphylococcus aureus provenientes
de isolados clinicos. Foi avaliada a atividade antibacteriana das amostras, determinando a
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método da microdiluicdo. Elogo apds realizou-se ensaios
para verificar a possivel acdo sinérgica entre as amostras e os antimicrobianos, utilizando os tecidos
adiposos em uma concentracdo subinibitéria. As interacdes dos aminoglicosideos com as amostras
em concentracdoes de 128 ug/mL (CIM 1/8) foram eficazes frente a S. aureos 358, tendo a atividade
da amicacina associada ao TAGc com a mais representativa reducdo da CIM de 64 para 8ug/mL.
Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o TAGc e o TAGI sdo uma fonte alternativa de
produtos naturais com acdo antibacteriana, j& que possibilitam & potencializacdo da atividade
dos aminoglicosideos frente ds linhagens de S. aureus 358. Ambos merecendo continuidade para
elucidacdo da acdo antimicrobiana e toxicoldgica.

Palavras-chaves: aminoglicosideos, Gallus gallus domesticus, Staphylococcus aureus, tecido adiposo

Modulatory antibacterial activity of body fat from
Gallus gallus domesticus (Linnaeus 1758)

Abstract

Based on the popular belief ,which uses fat from G. g. domesticus. (domestic chicken), to combat
infectious and inflammatory processes, this work aims to evaluate the antibacterial action of lipids in
adipose tissue of these animals besides verifying association with antibiotics observing the modulating
effect of natural products against standard strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli
and multiresistant of Staphylococcus aureus from clinical isolates. We evaluated the antfibacterial
activity of the samples, determining the minimum inhibitory concentration(MIC) by microdilution
method. And after testing was conducted to verify the possible synergistic action between the
samples and the anfimicrobials using fat fissues in a sub inhibitory concentration.The interactions
of aminoglycosides with the samples at concentrations of 128g /mI(MIC1/8)were effective against
S.aureos 358,and amikacin activity associated with the TAGCc with most representative reduction
from 64 to 8ug/mL. The results of this study indicate that the TAGc and TAGi are an alternative
source of natural products with antibacterial action, as possible to potentiate the activity of
aminoglycosides against the strains of S.aureus 358. Both deserving confinuing fo elucidate the
antimicrobial and toxicological action.
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Introdugdo

Durante séculos o homem tem
procurado alternativas para eliminar seus males
fisicos, de forma empirica ou intuitiva. Assim
sendo, a medicina baseada no saber popular
mantém-se viva no cotidiano da populacdo
(SIQUEIRA et al., 2006).

Usados desde os tempos pré-histdricos,
os animais e os produtos derivados a partir deles
sdo importantes ingredientes na preparacdo
de vdrios medicamentos tradicionais. Nesse
contexto, uma das formas alternativas
bastante utilizadas, é o tecido adiposo da
galinha doméstica (Gallus gallus domesticus)
principalmente para combate das afeccdes do
aparelho respiratdrio. Isto porque, a medicina
positiva dos indigenas quanto & zooterapia,
resumia-se d aplicacdo de banhas de galinha
e de outros animais com outras finalidades de
diversas curas (FERREIRA et al., 2010)..

Na composicdo quimica do tecido
gorduroso do G. g. domesticus encontram-se
alguns fipos de dcidos graxos que compdem
a familia dos
desenvolvimento humano, e porisso € importante
0 seu consumo. Segundo Lee e Foglia (2000), os
dcidos graxos insaturados compdem cerca de
60% da gordura do frango. Dentre eles estd o
dcido oléico, um dcido graxo monoinsaturado
que possui um papel importante na reducdo
do risco de doenca arterial coronariana. Além
do dcido oléico, hd outro dcido que se destaca
na composicdo,
derivado do dcido oléico, com 18 carbonos e
duas insaturacdes, de formula quimica CH.-
(CH,) ,-CH=CH-CH,-CH=CH-(CH,),COOH. A
gordura de galinha é, entre todas as fontes
animal,

6megas-6, que ajudam no

o dcido graxo linoléico,

a que possui em sua composicdo
a mais alta quantidade de dcido linoléico,
utilizado na biossintese de dcido araquiddnico
e, consequentemente, algumas prostaglandinas
presentes nos processos inflamatdrios (IFA, 2011).

Assim, a utilizacdo do tecido gorduroso
de galinhas caipiras, em que, diferentemente
da galinha de corte e frangos
cujo principal objetivo é a obtencdo de alta
produtividade, ndo se tem interesse de acelerar
o crescimento por meio de promotfores como

industriais,

antibiéticos e hormdnios, e nem aumentar a

digestibilidade e a eficiéncia digestiva por meio
de enzimas e aminodcidos sintéticos, sendo a
grande maioria dos produtos que compdem a
dieta desses animais naturais de origem vegetal
(BRASIL, 2007).

Dessa forma, a crescente incidéncia
de resisténcia microbiana aos antibidticos,
germicidas e desinfetantes, efeitos adversos
associados as drogas convencionais e também
a existéncia de drogas com janelas terapéuticas
muito estreifas obrigam aos pesquisadores
buscarem cada vez mais produtos naturais
que apresentam eficiéncia no
destas infeccdes, bem como apresentem baixa
toxicidade para os pacientes. Sendo assim,
o estudo de produtos naturais com atividade
antimicrobiana apresenta uma alternativa vidvel
para essas problemdticas. (RECIO & RIOS, 1989).

Portanto,
afividade anfibacteriana presentes no tecido
adiposo do G. g. domesticus contra bactérias de
linhagens padroes e multirresistentes de origem
clinica, bem como a atividade moduladora do

fratamento

objetivou-se  avaliar a

produto combinado ao antibidtico da classe dos
aminoglicosideos.

Materiais e Métodos
Material bacteriano

As cepas bacterianas utilizadas foram
isolados clinico de E. coli (EC27), S. aureus (SA358)
e cepas padrdo de Escherichia coli (ATCC25922)
(ATCC12692) com o perfil de
resisténcia descritos na Tabela 1. Todas as cepas
foram mantidas em agar MUeller Hinton. Antes

e S. aureus

do ensaio, as células foram cultivadas durante
a noite a 37 ° C no cérebro coracdo infusdo de
caldo (BHI, Difco Laboratories Ltda.)

Obtencdo do material

Dois exemplares de Gallus gallus
domesticus foram obftidas na cidade de Juazeiro
do norte, Ceard, Brasil; um de criacdo domestica
(caipira)
industrial. Sendo que as obtencdes das banhas

foram realizadas de forma caseira, como é

e o outro obfido de uma granja

usada na medicina popular, onde os tecidos
adiposos foram retirados e levados ao fogo até
serem liquefeitos.
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Tabela 1. Origem das linhagens bacterianas e perfil de resisténcia a antibidticos

Bactéria Origem

Perfil de Resisténcia

Escherichia coli 27
Escherichia coli ATCC10536 -
Staphylococcus aureus 358

Staphylococcus aureus ATCC25923 -

Ferida cirUrgica

Ferida cirdrgica

Ast, Ax, Amp, Ami, Amox, Ca, Cfc, Cf,
Caz, Cip, Clo, Im, Can, Szt, Tet, Tob

Oxa, Gen, Tob, Ami, Can, Neo, Para,
But, Sis, Net

Ast — Aztreonan; Ax - Amoxacilina; Amp - Ampicilina; Ami — Amicacina; Amox — Amoxilina; Ca - Cefadroxil; Cfc — Cefaclor; cf - Cefalotina; Caz - Ceftazidima; Cip -
Ciprofloxacin; Clo — Cloranfenicol; Im — Imipenem; Can - Canamicina; Szt - Sulfametrim; Tet — Tetraciclina; Tob - Tobramicina; Oxa - Oxacilina; Gen — Gentamicina; Neo
- Neomicina; Para — Paramomicina; But — Butirosina; Sis — Sisomicina; Net — Netilmicina; ( - ) Auséncia de resisténcia ou resisténcia sem relevancia.

Teste de atfividade antibacteriana

A CIM (concentracdo inibitéria minima)
foi deferminada em ensaio de microdiluicdo
em caldo (NCCLS 2003) utilizando-se um inéculo
de 100 pyL de cada linhagem, suspensas em
caldo BHI que apresentava uma concentracdo
de 10° UFC/mL em placas de microfitulacdo
com 96 pocos, com diluicoes em série 2. Em
cada poco foi adicionado 100uL de solucdo
de cada amostra. As concentracdes finais das
banhas variaram entre 512 — 8 ug/mL. Para os
controles foram utilizados os antibidticos padrdes
amicacina, gentamicina e neomicina cujas
concenfracdes finais variaram entfre 512 pyg/mL
- 8,0 ug/mL. As CIMs foram registradas como
as menores concenfracdes para a inibicdo
do crescimento. O ensaio anfibacteriano foi
realizado em ftriplicata e os resultados foram
expressos como média das repeticoes.

Avaliacéo da interferéncia das amostras sobre a
resisténcia aos aminoglicosideos.

Para avaliar as amostras como
moduladores da acdo antibidtica, a CIM de
antibidticos da classe dos aminoglicosideos
foram avaliados na presenca e na auséncia das
banhas em microplacas estéreis. Os antibidticos
foram avaliados nas concentracdes variando de
2500 a 2,44pg/mL. Todos os antibidticos testados

foram obfidos junto a sigma.

Execucdo e leitura dos ensaios

As amostras foram misturadas em caldo
BHI 10% em concentracdes subinibitdrias, obtidos
e determinados apds a realizacdo de teste de
avaliacdo da CIM, sendo que para o teste de
modulacdo a concentfracdo da solucdo das
amostras foi reduzida 8(oito) vezes(CIM/8). A
preparacdo das solucdes de antibidticos foi
redlizada com a adicdo de dgua destilada

estéril em concentracdo dobrada (5000pug/ml)
em relacdo a concentracdo inicial definida
e volumes de 100uL diluidos seriadamente 1:1
em caldo BHI 10%. Em cada cavidade com
100uL do meio de cultura continha a suspensdo
bacteriana diluida (1:10). Os mesmos controles
utilizados na avaliacdo da CIM para os
extratos foram utilizados durante a modulacdo
(COUTINHO et al., 2008). As placas preenchidas
foram incubadas a 35°C por 24 horas e apds
esse periodo a leitura foi evidenciada pelo uso

da Resazurina.

Resultados e Discussdao

Para a determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) um ensaio piloto utilizando
apenas o DMSO foi realizado, mas nenhuma
atfividade antibacteriana ou moduladora foi
verificada, indicando ndo apresentar toxicidade.
Apds
Inibitéria Minima (CIM) do tecido adiposo da
galinha caipira (TAGc) e do tecido adiposos da

a Determinacdo da Concentragcdo

galinha de industrial (TAGI) testados contra E.
coli e S. aureus referéncia e multirresistentes,foi
demonstrado que as amostras TAGc e TAGI
apresentaram comparativamente a mesma CIM
de 21024pg/mL.

Os presentes resultados demonstram
uma atividade antfibacteriana irrelevante
clinicamente. Corroborando com trabalhos

similares realizados com tecidos adiposos de
répteis; Ferreira et al.( 2009) demonstra a falta
de afividade antimicrobiana in vitro de gordura
corporal de Tupinambis merianae, usado na
medicina popular contra infecgdes bacterianas
causadas por Escherichia coli e S. aureus. Santos
etal. (2011) também apresentou resultados muito
semelhantes com atividade antimicrobiana de
produtos naturais da pele dos lagartos Tropidurus
semitaeniatuse e Tropidurus hispidus, que vivem
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no semi-drido nordestino. O mesmo com os
estudos de Ferreira et al. (2011) usando a gordura
corporal da serpente Boa constrictor.

Modificadores da atividade antibidtica
é a denominacdo dos produtos de origem
vegetal ou animal que possam alterar o efeito de
antibidticos, seja aumentando ou reduzindo suas
atividades (COUTINHO et al. , 2008; RODRIGUES
et al. , 2009). Foram em seguida realizados os
testes de modulacdo da atividade antibidtica
frente s cepas gram positivas multirresistente de
S. aureus.

A Tabela 2 mostra a interferéncia das
amostras sobre a atividade de aminoglicosideos,
demonsfrando uma interferéncia na atividade
dos antibidticos, com reducdo das CIMs frente

as linhagens Gram positivas de S. aureus, o
que corrobora com o uso tradicional j& que
sAo para
infeccdes do aparelho respiratério superior, que
geralmente sdo. colonizadas por bactérias gram
positivas como o S. aureus.

O efeito mais representativo foi na
associacdo do TAGc em concentracdo de 128
pg/mL (CIM 1/8) com os antibidticos no meio de

frequentemente mais utilizadas

cultura, observando um reforco na atividade
da amicacina associada ao TAGc frente a SA
358 com reducdo da CIM de 625 para 39,06
pg/mL No entanto algumas associacdoes dos
produtos naturais com os antibidticos e com
linhagens Gram positivas, ndo foram observadas
interferéncia da atividade antibidtica.

Tabela 2.Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos aminoglicosideos na presenca e na auséncia das TAGc e

TAGi, em uma concentfragdo CIM/8 (128 pg/mL)

Staphylococcus aureus - SA358 TAGc TAGI Controle
Amicacina(ug/mL) 39,06 78,15 625
Neomicina(ug/mL) 78,12 78,12 78,12
Gentamicina(ug/mL) 19,53 2,44 19,53

TAGc- Tecido adiposo da galinha caipira; TAGi-Tecido adiposo da galinha industrial. SA - Staphylococcus aureus

O TAGc (Tecido adiposo da galinha
caipira) resulfados  se
comparado ao TAGi (Tecido adiposo da galinha

industrial) contra os antibidticos especificos, fato

apresentou melhores

este que pode ser justificado pela alimentacdo
que é diferente nas duas racas.
oriundos da alimentacdo de ambas poderiam

Produtos

ter influenciado nos presentes resultados (BRASIL,
2007; MEDEIROS et al., 2009).

A atividade sinérgica observada pode
ser devido a constituicdo de metabolitos
secunddrios ainda ndo elucidados, como vdrios
componentes de muitos extratos e produtos que
podem atuar como permeabilizantes de células,
sendo capazes de alterar a parede celular ou
destruir a membrana plasmdtica facilitando
absorcdo das drogas (TSUCHIYA et al. , 1996;
MATIAS et al. ,2010; FIGUEREDO et al., 2013).

Devido & absorcdo para o espaco
infracelular, a toxicidade celular é comum para
todos os aminoglicosideos com excecdo da
estreptomicina. Nefrotoxicidade, ofofoxicidade
e bloqueio
importantes efeitos tdxicos dos aminoglicosideos
(VALLEJO et al., 2001; OLIVEIRA, 2006).

A combinacdo das amostras com os

neuromuscular sdo 0s mais

aminoglicosideos pode ser uma alternativa
para minimizar os efeitos indesejdveis desses
quando para O
tfratamento de bactérias Gram positivas uma vez

antibidticos, utilizadas
que associacdo acarreta em um efeito sinérgico
significativamente a CIM  destas
drogas , diminuindo entdo a dose necessdria
para que haja sucesso terapéutico.

Esta diminuicdo substancial na
concenfracdo de aminoglicosideos seria um

reduzindo

melhoramento promissor no tratamento das
infeccdes (FIGUEREDO et al., 2013).

Trabalhos como os de Zheng et al. (2005)
afrmam que os dcidos graxos podem mostrar
principalmente o©s
insaturados, por afetar a sintese enddégena dos

atividade antibacteriana,

dcidos graxos bacterianos. No entanto Das (2008)
também observou que os dcidos graxos podem
agir diretamente no processo inflamatério como
parte da resposta imunitdria provocada por
antigenos; a fosfolipase A2 (PLA2) na membrana
plasmdtica produz dcido araquiddnico (AA),
que é oxidado para formar prostaglandinas,
leucoftrienos, tromboxanos que sdo responsdveis
por os sinfomas visiveis de inlamacodes.

Os resultados de um estudo feito por
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Ferreita et al. (2010) sobre atividade anti-
inflamatdéria  tépica  da gordura corporal
dos lagartos Tupinambis merianae,  mostrou

significativa atividade anti-inflamatdéria tépica,
justificando seu uso como um agenfe anti-
inflamatdério na medicina

fradicional. Seus

componentes possivelmente possuem uma
atividade anti-inflamatdéria  semelhantes aos
das drogas que diminuem metabdlitos do

dcido araquidbnico, atuando na producdo de
mediadores eicosandides ou inibicdo da COX e
/ ou enzimas LOX.

Henry et al. (2002) observou que o dcido
oléico a 100 ppm possui uma atividade inibitéria
de cerca de 25% contra COX-1. O &cido linoleico
(n-6 poli-insaturado) possui efeitos tanto pro-
inflamatdrios como anti-inflamatérios. Seu efeito
pré-inflamatério pode ser atribuido ao fato de
que é um precursor de AA . No entanto, o seu
efeito anti-inflamatdrio pode ser justificado pelo
fato de que o dcido linoleico € um precursor
do dcido
HODE) por meio de 15-LOX, uma substéncia que
inibe a producdo de superdxidos, reduzindo a
migracdo de polimorfonucledres
através do endotélio, que é ativado por
citocinas, promovendo a vasodilatacdo arterial
da aorta,modulando as acdes de leucotrienos e
prostandides (FRITSCHE, 2008). O dacido linoleico
também pode atuar como um inibidor in vitro de
COX-1 e COX-2 (RINGBOM et al., 2001; HENRY et
al., 2002).

13-hidroxi- octadecadiendico (13-

leucocitos

Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho
indicom que o TAGc e o TAGi sédo uma
fonte alternativa de produtos naturais com

acdo antibacteriana, j& que possibilitam
a potencializacdo da afividade dos
aminoglicosideos frente das linhagens de S.

aureus 358.  Ambos merecendo continuidade
para elucidacdo da constituicdo quimica
e toxicolégica, além de surgir através deste
estudo a necessidade de compreender como
estas subst@ncias agem de modo a modular a

atividade desta classe de antibidticos.
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