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RESUMO

A Moringa oleifera Lamarck apresenta importantes efeitos biolégicos, entre eles
atividade antimicrobiana comprovada sobre varios microrganismos, incluindo
bactérias gram-negativas e positiva. Nesse contexto, o presente estudo, objetivou
determinar a atividade antibacteriana e antifungica in vitro de diferentes extratos da
planta Moringa. As analises dessa pesquisa revelaram promissoras inovadoras
atividades antimicrobianas. O extrato etandlico obteve os melhores resultados, com
atividades inibitérias com os halos de 4, 5 e 5mm, respectivamente sobre S.
maltophilia, E. coli, e E. faecalis. Os extratos hidroalcodlicos mostraram boa atividade
contra os patdégenos E. coli, S. maltophilia e P. mirabilis, com halos de tamanhos, 2, 3
e 4mm, respectivamente, sendo somente para E. faecalis o halo de 1mm. O extrato
metanolico, apresentou atividade inibitdria contra o microrganismo S. maltophilia, com
halo de aproximadamente 3mm, e sobre K. pneuminiae e P. mirabilis com halos de
imm. O extrato aquoso foi ativo contra E. faecalis com halo de 2mm a atividade
antimicrobiana negativa para os demais microrganismos. Em relagdo aos testes de
determinacao de Concentracao Inibitéria Minima e Concentracao Bactericida Minima,
o extrato etandlico apresentou resultados interessantes sobre E. coli, E. faecalis e S.
maltophilia com CIM e CBM de 20 e 24ug/mL, respectivamente para as trés cepas. Ja
para os mesmos testes, os extratos hidroalcodlicos apresentaram CIM e CBM
superiores a 36ug/mL sobre P. mirabilis. Nenhum dos extratos testados foram ativos
contra os fungos filamentosos empregados nos testes. Os dados relatados aqui nesse
estudo, comprovam o grande potencial antimicrobiano de extratos da Moringa,
constituindo mais uma perspectiva positiva na pesquisa de producdo de novos
antimicrobianos. Esses dados se mostram promissores e inovadores, uma vez que
sdo a primeira descricao da atividade do extrato metandlico sobre S. maltophilia, K.
pneuminiae e P. mirabilis.

Palavras-chave: Moringa oleifera Lamarck, atividade antibacteriana, atividade
antifangica.



ABSTRACT

Moringa oleifera Lamarck has important biological effects, including proven
antimicrobial activity on various microorganisms, including gram-negative and positive
bacteria. In this context, the present study aimed to determine the in vitro antibacterial
and antifungal activity of different Moringa extracts. The analyzes of this research
revealed promising innovative antimicrobial activities. The ethanolic extract obtained
the best results, with inhibitory activities with halos of 4, 5 and 5mm, respectively on S.
maltophilia, E. coli, and E. faecalis. The hydroalcoholic extracts showed good activity
against the pathogens E. coli, S. maltophilia and P. mirabilis, with halos of sizes 2, 3
and 4mm, respectively, being only for E. faecalis the halo of 1mm. The methanolic
extract showed inhibitory activity against the S. maltophilia microorganism, with a halo
of approximately 3mm, and on K. pneuminiae and P. mirabilis with 1mm halos. The
aqueous extract was active against E. faecalis with 2mm halo negative antimicrobial
activity for the other microorganisms. Regarding MIC and CBM determination tests,
the ethanolic extract showed interesting results on E. coli, E. faecalis and S. maltophilia
with MIC and CBM of 20 and 24ug / mL, respectively for the three strains. For the same
tests, the hydroalcoholic extracts presented MIC and CBM higher than 36ug / mL on
P. mirabilis. None of the extracts tested were active against the filamentous fungi
employed in the tests. The data reported here in this study prove the great antimicrobial
potential of Moringa extracts, constituting another positive perspective in the research
of production of new antimicrobials. These data are promising and innovative, since
they are the first description of the activity of motanolic extract on S. maltophilia, K.
pneuminiae and P. mirabilis.

KeyWords: Moringa oleifera Lamarck. antibacterial activity, antifungal activity.
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INTRODUCAO

A incidéncia de infeccdes humanas causadas por bactérias e fungos tem
aumentado drasticamente ano a ano e, as doencas infecciosas continuam sendo a
principal causa de mortalidade entre criangas e jovens adultos em todo o mundo
(DZOTAM, TOUANI, KUETE, 2016; ROMEO et. al., 2018).

Associado a isso, problemas relacionados ao uso de diversos antimicrobianos,
como a resisténcia por parte de muitos agentes patdégenos, resultante do uso
indiscriminado desses antibidticos; e o aparecimento de efeitos colaterais muito
significantes; a escassez de novos antimicrobianos ativo contra microrganismos
resistentes aos farmacos disponiveis atuais, impulsionam a busca de agentes
quimioterapticos de diversas origens e o estudo sobre determinadas espécies
vegetais com propriedades antimicrobianas tem sido revisto e ampliado (CACEREZ
et. al., 1991; SUAREZ et. al., 2005; TRISTAO et al., 2012; SINGH, NEGI, RADHA,
2013; DZOTAM, TOUANI, KUETE, 2016, PAIKRA, DHONGADE, GIDWANI, 2017;
ROMEO et. al., 2018)

A escassez de novos compostos antimicrobianos ativos contra bactérias cada
vez mais resistentes a varias drogas, tem impulsionado a busca de agentes
quimioterapicos. Atualmente cerca 25 a 50% dos produtos farmacéuticos séo
derivados de produtos naturais, entretanto que quase nenhum usado como
antimicrobiano. Estudos anteriores documentaram o bom potencial antimicrobiano de
produtos naturais extraidos de plantas. Diversas plantas alimenticias também foram
documentadas como bom potencial para inibir o crescimento e morte de bactérias
Gram-negativas ja resistentes (SEUKEP, et. al., 2013; TRISTAO et. al., 2012;
DZOTAM, TOUANI, KUETE, 2016; COSTA et. al., 2017; ROMEU et al., 2018)

A Moringa, de nome cientifico, Moringa oleifera Lamarck ou munga é uma das
mais importantes plantas, sendo amplamente cultivada na india. Pertence a familia
Moringaceae. As folhas de Moringa contém uma abundancia de compostos bioativos,
principalmente polifendis (acidos fenolicos e flavonoides) e quatro isotiocianatos
moringa unicos, com fortes atividades biologicas. Esta planta € amplamente utilizada
como erva nutricional (rica em vitaminas A e C e proteinas do leite) e apresenta

importantes efeitos antiasmatico, antidiabético, hepatoprotetor, antinflamatério,
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antifertilidade, anticancer, antioxidante, cardiovascular, antitlcera, antialérgica,
cicatrizacdo de feridas, analgésico e atividade antipirética e antimicrobiano
(WATERMAN et al., 2015; PAIKRA et. al., 2017).

Estudos anteriores documentaram o bom potencial antimicrobiano de produtos
naturais e nesse contexto a Moringa oleifera Lamarck, tem sido objeto de muita
pesquisa devido aos seus multiplos usos e potencial bactericida (SUAREZ et. al.,
2003; SUAREZ et. al., 2005; DZOTAM, TOUANI, KUETE, 2016; ELGAMILY et al.,
2016; PAIKRA, DHONGADE, GIDWANI, 2017; ARORA, KAUR, 2018).

Nesse contexto, o0 presente estudo, objetivou determinar a atividade
antimicrobiana in vitro de diferentes extratos da Moringa oleifera Lamarck sobre

microrganismos de importancia médica.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Moringa oleifera Lamarck

2.1.1 Classificacao Botanica, Taxonémicaa e Distribuicao Geografica

A Moringa oleifera Lamarck € uma arvore do sul nativa das montanhas do
Himalaia, do noroeste do Paquistdo ao norte da india, Bangladesh e no Afeganistao,
onde foi primeiro descrita por volta de 2000 a. C. como uma erva medicamentosa. A
arvore de Moringa se espalhou para o leste (partes inferiores da China, Sudeste
Asiatico e Filipinas) e oeste (Egito, Chifre da Africa, em torno do Mediterraneo, e
finalmente para as indias Ocidentais na América) (STOHS, HARTMAN, 2015; MATIC
et al., 2018).

A Moringa é chamada nessa regidao como "Nebedaye", que significa "nunca
morrer” em muitas linguas africanas, também conhecidas como “a Arvore Milagrosa”
“arvore de baqueta” ou “Raiz-forte”. Esses nomes foram atribuidos por se tratar de
uma planta que é cultivada principalmente em territério semiarido, tropical e
subtropical, em solo seco e arenoso. E muito resistente e capaz de suportar tanto a
seca severa e condicdes de geada moderadas, sendo a planta mais amplamente
distribuida da sua referida familia, e que foi amplamente distribuida em muitos paises
das Américas, do México ao Peru, llhas do Caribe, Paraguai e Brasil (STOHS,
HARTMAN, 2015; MATIC et al., 2018).

A M. olfeira Lam. Pertencente a familia Moringaceae, E uma arvore € decidua,
que cresce rapidamente mesmo em solos pobres, bem adaptados a secas e com
capacidade de atingir até 15m de altura, com um didmetro de 20 a 40cm na altura do
peito (Figura 1). Produz frutos secos, de forma triangular, facilitando a dispersdo das

sementes pelo vento (Figura 2).
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Figura 1: Arvore adulta da Moriga
Fonte: BERBESI, appude, BEDOYA et al. 2018.

Figura 2: Vagem, folhas e sementes da Moringa
Fonte: LEAL, 2015.
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- 4

Figura 3: Flores da M. oleifera lam
Fonte: Disponivel em https://appverde.wordpress.com/2015/09/17/moringa-moringa-oleifera/ acesso
em: 3 agosto de 2019.

2.1.2 Composi¢ao Quimica

As folhas de M. olfeira possuem aminoacidos essenciais, incluindo os
aminoacidos sulfurados em niveis superiores aos recomendados pela Organizacao
das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacao (FAQO), com padrées semelhantes
aos das sementes de soja. Através de um estudo atual para analise do perfil
fitoquimico dessa planta Abd-Rani e colaboradores (2018) indentificaram mais de 119
compostos. Partes da folha e sementes, contém muitos fitoconstituintes como
flavonoides, alcaloides, esterdides, saponinas, glucosinolatos, taninos, &acidos
fendlicos e terpenos. Por essa riqueza de composi¢ao o governo chinés aprovou a M.
oleifera como um novo recurso alimentar (ABD-RANI et. al., 2018).

Em estudo realizado para identificacdo das composicdes nutricionais das
sementes, os resultados mostraram que o teor de proteina na semente de M. olfeira
indiana foi elevado para 40,34%, contendo sete aminoacidos essenciais. O teor de
macroelementos como potassio, sédio e magnésio € alto, com o teor de potassio tao
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alto quanto 2.357,71 mg/kg, entre os microelementos, o teor de ferro chega a 36,2
mg/kg, ainda em um resultado final obteve-se a capacidade antioxidante pela grande

quantidade de potassio encontrado (LIANG et al., 2019).

Tabela 1: Macroelementos minerais contidos na M. oleifera

Elemento Mineral | Conteildo mg/kg | Elemento Mineral | Conteudo mg/kg
K 2,35/1,87 Cu 0,03
Na 1,07/1,56 As 0,01/0,001
Mg 0,97/1,23 Cd 0,018/0,002
Ca 0,121/0,87 Pb 0,015/0,001
Fe 0,36/0,79 Sn 0,007/0,001
Zn 0,8/0,12

Fonte: Liang et al., 2019

2.1.3 Atividades Bioloégicas Comprovadas

M. oleifera € uma das plantas mais investigadas, como sugerido por varios
estudos que demonstrou que extratos inteiros das diferentes partes da planta foram
capazes de neutralizar o crescimento bacteriano. Estudos confirmam que extratos de
sementes de M. oleifera exercem atividade antimicrobiana contra diversas cepas de
bactérias como acao inibitéria do crescimento de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Salmonella typhii (VIEIRA, 2010; DZOTAM,
2016; ELGAMILY, 2016; COSTA, 2017; ROMEO et al., 2018).

Além disso Romeo e colaboradores (2018), reportaram a atividade
conservante, sendo a M. oleifera amplamente utilizadas para a conservacdo de
alimentos e controle de patégenos de plantas, gracas a sua atividade antimicrobiana.
A atividade antioxidante é particularmente forte na industria alimenticia, os compostos
antimicrobianos vegetais tém grande potencial para serem usados como
bioconservantes, além disso, a atividade antioxidante dos extratos vegetais previne a
degradacgao oxidativa dos alimentos. As plantas sdo a fonte natural de compostos
antimicrobianos e antioxidantes. O uso de extratos vegetais com ambas as atividades
melhora a qualidade dos alimentos e também aumenta a aceitabilidade dos extratos
vegetais como um substituto para as folhas de conservantes sintéticos (OKIKI;
BALOGUN; OSIBOTE, 2015).
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Estudos indicam que a Moringa tem atividade antimicrobiana e pode prevenir
doencas infecciosas transmitidas por alimentos, entre os principais patégenos estao
destacadas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Enterobacter aerogenes (BUKAR et al., 2010).

Um estudo realizado envolvendo extrato aquoso da Moringa mostrou eficacia
contra B. cereus, anaerdbio gram-positivo, e sobre Escherichia coli, importante
enterobactéria, com halos de inibicdo de 11mm em B. cereus e, ja para a E. coli, um
halo de 7mm (Figura 4) (MILLER et al., 2017)

Figura 4. Difusdo em disco do extrato aquosos de M. oleifera sobre B. cereus e E.

coliem agar Mueller Hinton.
Fonte: Miller et al., 2017

2.2 BACTERIAS

As bactérias sdo organismos microscopicos unicelulares que prosperam em
diversos ambientes. Esses organismos podem viver no solo, no oceano e no interior
do intestino humano, compondo a floral normal ou residente do organismo humano. A
relacdo dos seres humanos com as bactérias é complexa. As vezes, as bactérias nos
colonizam sem provocarem nenhum dano, participando inclusive de processos
fisiol6gicos normais, como a gram-negativa Escherichia coli, que tem funcéo especial
na degradacdo do conteudo intestinal, permanecendo no intestino grosso. Sao
essenciais em processos biotecnologicos, que envolvem tanto a produgdo de
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alimentos, medicamentos, em processos de melhoramento genético e envolvam
técnicas moleculares (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012; LEVINSON, 2016).

Entretanto, em outros casos, a relacéo pode ser nociva, pois as bactérias podem
expressar diferentes fatores de viruléncia e produzirem processos infeciosos de baixa,
média e alta complexidade e de perfis variados de resisténcia ao antimicrobianos
disponiveis (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012; AL-MOHANNA, 2016).

As bactérias sao classificadas como procariontes, organismos unicelulares com
uma estrutura interna simples, a qual ndo possui nucleo, contendo um Uunico
cromossomo circulante livremente no citoplasma, alguns fragmentos de &cido
desoxirribonucleico (DNA) chamados de plasmideos. Os ribossomos sao as Unicas
organelas presentes (LEVINSON, 2016; AL-MOHANNA, 2016).

Externamente ao citoplasma estd a membrana celular, formada por uma
bicamada fosfolipidica. Sobre a membrana est4 a parede celular, estruturalmente
complexa, semi-rigida, e responsavel pela forma da célula. Além de proteger a
membrana celular, previne a ruptura das células, e de forma seletiva permite a
passagem de componentes seletos como apenas lipidios solUveis e pequenas
moléculas (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012; LEVINSON, 2016; AL-MOHANNA,
2017).

Alguns critérios diferentes sao usados para classificar bactérias, podendo ser
distinguidas pela natureza de suas paredes celulares, por sua forma ou por diferencas
em sua composicao genética. Clinicamente a parede celular € muito importante, pois
contribui para a capacidade de algumas espécies causarem doencgas, sendo o alvo
para a acao de substancia com poder antibacteriano. Esta parede celular é composta
por uma rede macromolecular denominada de Peptideoglicano, composta por
dissacarideos repetitivos unidos por polipeptideos formando uma rede que circunda
toda a célula (Figura 5) (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012; LEVINSON, 2016; AL-
MOHANNA, 2017).

Segundo Levinson 2016, Al-mohanna 2017, a parede celular diferencia dois tipos
de bactérias:

« Bactérias gram-positivas: possuem a parede celular geralmente mais espessa
(20 a 25mm) (Figura 5) e quando tratadas com um conjunto de reagentes
denominados de Coloracdo Gram permanecem coradas;
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« Bactérias gram-negativas: sdo aquelas que ao receberem a coloragdo Gram

tornam-se vermelhas.

Acido teicoico
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= Parede e
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/ : Membrana | {4

i plasmatica

(b) Parede celular gram-positiva
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(c) Parede celular gram-negativa

Figura 5: Estrutura da peptideoglicano em bactérias gram-positivas. Juntos, o
esqueleto de carboidrato (porcéo glicana) e as cadeias laterais tetrapeptidicas (porcao
peptidica) compbéem a peptideoglicana. a) uma parede celular gram-positiva; (b) uma
parede celular gram-negativa.

Fonte: (TORTORA, FUNKE, CASE, 2012).

2.3 FUNGOS

Os fungos também sdo componentes da flora normal do organismo humano, que
em condigbes normais de um individuo sadio, sdo inofensivos, como a Candida
albicans, presente na pele. Os fungos s&o organismos eucariéticos com nucleos
organizados, cuja membrana nuclear estd bem definida e possuem todas as
estruturas de uma célula eucaridtica, acrescidos de uma parede celular. Sao
aerobicos, heterotréfico e geralmente ndo mével (BONIFAZ, 2015; LEVINSON, 2016).

Como outros eucariéticos, as células fungicas possuem mitocondrias aparelho
de Golgi, reticulo endoplasmatico liso e rugoso, ribossomos, mitocondrias e varios
nucleos no caso dos fungos pluricelulares (filamentosos). A membrana celular basal
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€ bem organizada e contém grandes quantidade de esterbis; seu principal
componente € o ergosterol. O ergosterol € encontrado em praticamente todos os
fungos, com algumas excegdes, como certos microrganismos de transicdo, como
espécies do género Pneumocystis spp. (BONIFAZ, 2015)

A parede celular € uma de suas estruturas caracteristicas, formado basicamente
por quitina (N-acetilglucosamina), glucano, e outros compostos que em geral, eles
conferem grande rigidez, assim como alguns glicopéptidos e manoproteinas. Estes
fornecem algum grau de flexibilidade e sdo de grande importancia por sua taxonomia
e propriedades antigénicas. A parede celular dos fungos nao é somente uma cobertura
externa dessas células, ela serve ao fungo como uma barreira protetora, evita sua
ruptura osmética e Ihe confere forma, sendo a parede essencial para seu crescimento
e viabilidade (BONIFAZ, 2015; LEVINSON, 2016).

Morfologicamente, os fungos podem ser unicelulares, denominados de
leveduras, e os pluricelulares, denominados de filamentosos, podendo ser incluvise
macroscopicos, como os cogumelos (Figura 6). Fisiologicamente alguns fungos sao
considerados dimorficos, sendo que se alternam entre as duas (levedura e filamento)
formas em resposta ao ambiente (BRASIL, 2014; BONIFAZ, 2015).

RE'“E”"{ _ Mitecondrias Cuerpos
endoplasmico A e cisternales

- Vacuolas
. Aparato de
Golgi
Pared celular
Membrana

celular ——

Figura 6. Células fungicas: fragmento de hifa A e levedura B. BONIFAZ (2015).
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Figura 7: A: Pseudo-hifas e blastoconideos de Candida albicans (PAS, 100X); B: Aspergillus niger
(azul de metileno, 100X). Setas: A: microconidios, B: filiades, C: vesicula, D: conidiéfaro. (BONIFAZ,
2015)

Figura 8: Amanita muscaria. (BONIFAZ, 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro de diferentes extratos da Moringa

oleifera Lamarck sobre microrganismos de importancia médica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar a atividade antibacteriana de diferentes extratos da Moringa
oleifera Lam. sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas;

* Determinar a atividade antifungica de diferentes extratos da Moringa oleifera
Lam. Sobre fungos filamentosos;

» Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), Concentragédo Bactericida
Minima (CBM) e a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) sobre os microrganismos

com crescimento inibido.
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4 METODOLOGIA

4.1 LOCAL DE REALIZAGAO DAS ANALISES

Todas as etapas dessa pesquisa foram realizadas nos laboratérios de

microbiologia e de alimentos da Faculdade de Educacao e Meio Ambiente — FAEMA.

4.2 AMOSTRA VEGETAL

Amostra da espécie Moringa oleifera Lam. foi obtida através da parceria do
professor Dr. Driano Rezende, da FAEMA, com a professora Dra, Rosangela
Bergamasso do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de
Maringa.

4.3 MICRORGANISMOS UTILIZADOS

Os microrganismos utilizados nesse estudo foram obtidos através de parceria
da professora Dra, Taline Canto Tristdo, da FAEMA, com a professora Ma. Adriana
Ema Nogueira, também da FAEMA, com o Laboratério Parana e com o Professor Dr.
Christian Collins Kuehn, do Centro Microbiolégico, Parasitologico e Imunolbgico da
Universidade Federal de Rondénia (UNIR).

Foram utilizadas cepas patogénicas das bactérias gram-negativas, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e a Stenotrophomonas maltophilia; da
bactéria gram-positiva Enterococcus faecalis e; os fungos filamentosos Mycelia sterilia

e Sclerotium rolfsii
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4.4 PREPARACAO DOS EXTRATOS

4.4.1 Preparacao da Amostra Vegetal

100g de sementes da Moringa foram triturados e posteriormente tamizados no

modelo niumero 20, de poros de 0,85 mm (Figura 9).

Figura 9: Processo de trituracdo e tamiza¢do das sementes da Moringa
Fonte: imagem produzida pelo autor

4.4.2 Extrato Aquoso

Para a obtencao do extrato aquoso, 10g da amostra vegetal preparada foi diluida
em 25 mL de 4gua destilada e levada a agitacdo e aquecimento por 2 horas a 80°C
num agitador magnético (Figura10) (adaptado de VIEIRA et al., 2010).
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Figura 10: Processo de extragcdo aquosa
Fonte: imagem produzida pelo autor

4.4.3 Extratos Alcoolicos

Para anadlises microbiolégicas, foram propostos mais 4 tipos de extratos
alcodlicos, sendo: hidroaolcodlico, hidroaolcodlico por Soxhlet, metandlico e o
etandlico, através de metodologia adaptada de (ELGAMILY e colaboradores

2016; DZOTAM, TOUANI E KUETE 2016) (Figura 11).

Os extratos foram obtidos adicionando-se 10g amostra vegetal preparada em
50mL de solvente, sendo:

» Extrato hidroalcodlico e hidroalcodlico por Soxhlet - solucdo de etanol e agua
destilada a 50% e;

» Extratos metandlico e etandlico: solugdo de etanol e metanol absoluta.

Posteriormente 3 extratos, hidroalcodlico, metandlico e etandlico, foram
encaminhados para agitacdo no Shaking por 24 horas e, apdés esse periodo
armazenados para repouso por mais 24 horas. Enquanto que um dos extratos
hidroalcodlico foi submetido ao processo de destilagdo por Soxhlet, por um periodo
de 4 horas.
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4.4.4 Filtracao dos Extratos

Apos periodo de extracdo, todos os 5 tipos de extratos foram filtrados a vacuo
usando papel de filtro n®. 1 (Figura 11)

Figura 11: A: Processo de extracdo hidroalcodlica por Soxhlet; B: Shaking; C:

Processo de filtragdo de todos os extratos
Fonte: imagem produzida pelo autor

¥
Figura 12: A: Extratos aquoso, hidroalcodlico, hidroalcodlico por Soxhlet, etandlico e

metandlico
Fonte: imagem produzida pelo autor

4.5 TESTES MICROBIOLOGICOS

4.5.1 Preparacao dos Inéculos Microbianos

Para cada microrganismo testado, preparou um inéculo na escala 0,5 de Mac
Farland, equivalente a 1,5 x 108 unidade formadoras de col6nia (CFU)/mL. Obteve-se
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o in6culo microbiano da seguinte forma: transferiu-se cerca de 3-4 UFC da cepa
isolada em um tubo de ensaio contendo 4 m\L de solucao salina e realizou-se medida
absorbancia da suspensdo preparada (valor ideal entre 0,08 — 0,1) em
espectrofotometro ajustado a 85% de transmitancia no comprimento de onda de 625
nm (Figura 13) (BRASIL, 2013).

Figura 13: Medida da absorbancia no espectrofotometro
Fonte: imagem produzida pelo autor

4.5.2 Difusdo em Agar — Método Pocos

A sequir saturou-se um swab na suspensao preparada de cada microrganismo
e espalhando-os uniformemente sobre a superficie de agar Mdueller Hilton para
bactérias e Saboraund para fungos. Todos os microrganismos supracitados foram
expostos a todos os extratos obtidos da Moringa, em duplicada, resultando em 70
placas (Figuras 14 e 15) (ELGAMILY et al., 2016).

Posteriormente delimitou-se em cada placa de petri 2 pocos com 0,5 cm de
diametro cada, com um furador adaptado. Em estufa a temperatura média de 36 a
37°C, as placas permaneceram por 24 horas. Apos este periodo de incubacéo,
mensurou-se 0os halos de inibicdo bacteriana com uma régua com escala em
centimetros (Figura 15) (ELGAMILY et al., 2016).
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Figura 14: Teste de difusdo em &gar por perfuracdo em pogos
Fonte: imagem produzida pelo autor

,/

Figura 15: Continuagao do teste de difusdo em &gar por perfuracdo em pogos
Fonte: imagem produzida pelo autor

4.5.3 Prova de Sensibilidade por Diluicao em Caldo

Todas os extratos que apresentaram halos iguais ou superiores a 4mm, foram
submetidos aos testes para determinacao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracao Bactericida / Fungicida Minima (CBM / CFM).
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a) Concentracdo Minima Inibitéria (CIM): Teste que tem por objetivo determinar qual
€ concentragdo minima de um principio ativo em pg/mL, que em inibe o crescimento
microbiano. O resultado se baseia na queda da turvacdo ou na sedimentacdo do
crescimento no fundo dos tubos. O primeiro tubo que ndo apresenta crescimento apds
o tempo de incubacéao, é considerado a CIM (DZOTAM, TOUANI, KUETE, 2016).

Foram utilizados 10 tubos de ensaio contendo 5mL de BHI, aos quais adicionou-
se 150uL da suspensao microbiana previamente preparada conforme descrito no item
4.5.1. A cada tubo, sequencialmente enumerados, foi acrescida uma quantidade de
extrato testado, variando de 100uL no tudo 1 até 900uL no tudo 9. E no tubo 10,
adicionou-se ao meio BHI, apenas os microrganismos, tornando-se este o tubo
“controle positivo” (FIGURA 15) (ANGIOLETTO, 2003; DZOTAM, TOUANI, KUETE,
2016).

S i L S " —

100uL 200 pL 300pL 400uL 500uL 600upL 700uL 800uL 900uL Controle

Figura 16: Esquema da Concentragéo Inibitéria Minima

Fonte: imagem produzida pelo autor

Posteriormente inoculacéo, os tubos permaneceram por 24 horas em estufa em
temperatura média de 36 a 37°C. sendo que apo6s este periodo analisado o

crescimento.

b) Concentracdo Bactericida / Fungicida Minima (CBM / CFM): Teste com objetivo de
determinar a concentracdo Bactericida / Fungicida minima, que é a menor
concentracdo de um principio ativo em pg/mL, com capacidade de causar um dano
irreversivel as células, levando a morte do microrganismo DZOTAM, TOUANI,
KUETE, (2016).

Neste teste utilizou-se apenas os tubos que nado apresentaram turvacao visivel.

Saturou-se um swab com a solugdo dos tubos e semeou-se uniformemente sobre
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placas de petri contendo Mueller Hilton. Estas placas foram levadas a estufa por 24
horas a temperatura média de 36 a 37°C. ApGs este periodo de incubacao observou-
se o crescimento ou ndo de coldnias. Nas placas que nao cresceu nenhuma colénia
€ correspondente a concentracdo bactericida / fungicida minima (ANGIOLETTO,
2003; DZOTAM, TOUANI, KUETE, 2016).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DIFUSAO EM AGAR — METODO POCOS

Conforme visualizado na tabela 2, o extrato de etanol teve ag¢ao sobre todas as
bactérias, sendo elas E. coli, S. maltophilia, P. mirabilis, K. pneumoniae, E. faecalis.
Ja os outros extratos apresentaram atividade antimicrobiana sobre parte das cepas
testadas. Observa-se que os microrganismos P. mirabilis e S. maltophilia, sofreram

atividade com os maiores halos de inibicdo em todos os extratos, exceto aquoso.

Tabela 2. Acdo antibacteriana e antifingica dos extratos aquoso, etandlico, metandlico e
hidroalcodlicos

EC* EF* KP* PM* SM* MS* SR*
AQUOSO - 2mm - - - - -
HIDROALC. 2mm 1mm - 4mm 2mm - -
HID. 2mm 1mm - 4mm 3mm - -
SOXHLET
METANOL - - 1mm 1mm 3mm NR NR
ETANOL 5mm 5mm 2mm 1mm 4mm NR NR

*EC (E. coli), SM (S. maltophilia), PM (P. mirabilis), SR (Sclerotium rolfsii), KP (K.

pneumoniae), EF (E. faecalis), MS (Mycelia sterilia).

Esse perfil de resultados, permite supor que o arraste de compostos hidrofilicos
foi menos eficaz do que arrastes oleosos, muitas vezes por conter partes mais toxicas
ao microrganismo.

Baseado nos relatos da literatura, os extratos mais lipofilicos arrastam, das
sementes, metabolitos secundarios como, alcalodides, polifendis, flavondides,
cumarinas € saponinas, suspeitos das potenciais e comprovadas atividades
antimicrobianas (DZOTAM, TOUANI, KUETE, 2016; MILLER et al., 2017; ROMEO et
al., 2018).

O aquoso foi efetivo contra E. faecalis (Figura 17) com halo de 2mm a atividade

antimicrobiana negativa para os demais microrganismos.
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ELGAMILY e colaboradores (2016) relataram atividade contra alguns patégenos
orais como S. aureus, S. mutans e C. albicans, com o mesmo extrato aquoso sendo
microrganismos associados a doengas respiratorias e carie dentaria e candidiase oral.
Extratos aquosos de plantas geralmente possuem pouca atividade antimicrobiana, de
acordo com (PAIKRA, DHONADE, GIDWANI 2017), o extrato aquoso e hidroalcodlico
da Moringa possui metionina, cisteina, benzilglucosinolato, sdo substancias que

possivelmente tiveram ag&o contra 0s microrganismos.

Figura 17: Difusdo em pogos do extrato aquoso sobre E. faecalis

Fonte: produzida pelo autor

Os extratos hidroalcodlico mostraram boa atividade contra os patdégenos E. coli,

S. maltophilia e P. mirabilis podendo-se destacar os halos de tamanhos, 2, 3 e 4mm,
respectivamente, sendo somente para E. faecalis o halo de 1mm (Figura 18).

Segundo (PAIKRA, DHONADE, GIDWANI 2017), folhas, raizes, cascas e

sementes de M. olfeira mostram atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos. A
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planta mostra atividade in vitro contra bactérias, leveduras, dermatéfitos e helmintos

pelo método de difusdo em disco, estando nossos dados em consonancia.

A sy

Figura 18: Difusdo em pogos do extrato hidroalcodlico E. coli, S. maltophilia e P.

mirabilis, respectivamente
Fonte: produzida pelo autor

Outros estudos também reportaram resultados de inibicao sobre E. coli. Cepas
semelhantes isoladas foram inibidas pela Moringa a base de extrato hidroalcodlico,
através do método de discos, com halos de 13-15mm (COSTA, 2017).

O fato de nossas cepas serem patogénicas, hiposteniza-se que possam ser mais
resistentes do que cepas padronizadas, além do fato que as bactérias gram-negativas,
sdo potencialmente mais tolerantes por arquitetura da parede celular (TORTORA,
2011), e por isso os resultados foram negativos quanto a atividade inibitéria

Observa-se pela tabela 2, atividade interessante do extrato metandlico contra o
microrganismo S. maltophilia, com halo de aproximadamente 3mm, e sobre K.
pneuminiae e P. mirabilis com halos de 1mm, ainda que pequenos, refletem a
capacidade inibitoria.

Pesquisas buscam informacdes sobre a atividade da planta sobre numeros
tipos de microrganismos, e essas mostraram eficacia contra gram-negativas e
positivas, o extrato metanol de folhas contra 13 diferentes cepas bacterianas foram
testadas e ativas, incluindo E. coli, E. aerogenes, K. pneumonie, P. aeruginosa e P.
stuartii, a extragao dos flavonoides das sementes contra S. aureus, P. aeruginosa e
C. albicans (ARORA, KAUR, 2015; DZOTAM, TOUANI, KUETE, 2016).

Dados anteriormente reportados, mostram que os extratos aquosos, etanélicos

e metanodlicos sdo amplamente usados para fins de investigacao, identificacao e
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estimativa de qual a melhor maneira de utilizar esses extratos. No futuro, breve, os
constituintes ativos poderdo ser isolados e formulado em diversas formas
farmacéuticas com dosagens e sistemas de administracdo adequados (PAIKRA,
KUMAR, GIDWANI, 2017, AREVALO et al., 2018).

Ainda na tabela 2, observa-se que extrato etandlico obteve os melhores
resultados entre os microrganismos S. maltophilia, E. coli, e E. faecalis, sendo os halos
de 4, 5 e 5mm, respectivamente.

Em relatos de (ELGAMILY et al., 2016), o extrato etandlico a partir das sementes
da M. olifera, mostrou a maior média em valores de zona de inibicdo, mostrando poder
inibitério eficacia contra o crescimento de Staphylococcus aureus e Streptococcus

mutans, com halos de aproximadamente 5mm, semelhante ao presente estudo.

Figura 19: Teste de difusao em Agar do extrato etandlico sobre E. coli (C1), S. maltophilia
(C3), P. mirabilis (C6), E. faecalis (EF)
Fonte: produzida pelo autor
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5.2 PROVA DE SENBILIDADE POR DILUICAO EM CALDO

Para os resultados positivos no teste de difusdo em agar e com halos igual ou
superior a 4mm, realizou-se teste do crescimento em caldo BHI para determinacéo da
CIM e CBM (tabela 3). Observa-se que para este teste foram incluidos apenas trés
extratos, o etandlico e os hidroalcodlicos.

O extrato etandlico foi testado sobre E. coli, E. faecalis e S. maltophilia com CIM
e CBM de 20 e 24ug/mL, respectivamente para as trés cepas. Enquanto que os
extratos hidroalcodlicos apresentaram CIM e CBM superiores a 36ug/mL sobre P.

mirabilis.

Tabela 3. Resultado dos testes CIM e CBM

EC EF SM PM

CIM CBM CIM CBM CIM ¢cBMm CIM CBM
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/m pg/mL

L
ETANOL 20 24 20 24 20 24 NR NR
HIDROALC. NR NR NR NR NR NR 236 236
HIDRO. NR NR NR NR NR NR 236 236

SOXHLET.

*EC (E. coli), SM (S. maltophilia), PM (P. mirabilis), SR (Sclerotium rolfsii), KP (K.

pneumoniae), EF (E. faecalis), MS (Mycelia sterilia).

Ao observar o resultado da CIM e CBM do extrato etandlico sobre a E. coll,
percebe-se que os dados obtidos na pesquisa foram promissores, uma vez que esses
resultados foram superiores aos obtidos e relatados na literatura. DZOTAM, TOUANI,
KUETE. (2016), em seu estudo, analisaram o extrato metandlico sobre E. coli, e
identificou CIM de 256uL/mL, enquanto o presente resultado, a pesar de que com
extrato etandlico, foi possivel identificar concentracdes de 20ug/mL para inibitéria e
24pg/mL para bactericida. O extrato metandlico, que apesar de serem substancias
quimicamente diferentes, sdo da mesma classe de solventes, com polaridades e
caracteristicas semelhantes, portanto arrastam compostos semelhantes.

Em relacéo a E. faecalis pode-se observar que o resultado da (tabela 3) para
CIM foi de 20ug/mL, quando sua CBM apresentou 24ug/mL com o extrato etandlico,
os resultados sao satisfatorios e promissores. Estudo anteriormente postados por
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Arévalo et al. (2018), apresentaram concentragdes inibitoria e bactericida sobre E.
faecalis com o valor de até 75ug/mL quando utilizou o extrato metandlico da M. olfeira.
Mais uma vez, mesmo sendo extrato diferente, arrastam compostos semelhantes que
tem atividade antimicrobiana.

Na literatura ndo foram encontrados relatos de atividade antimicrobiana de
extratos etandlicos sobre as bactérias testdas para esse extrato com nosso estudo,
mostrando serem os dados dessa analise, promissores e inovadores, uma vez que
sao a primeira descris¢ao de tal atividade. Esses resultados sé comprovam o que ha
anos estudos tem comprovado, a atividade atimicrobiana da Moringa, outrora
supracitados nesse trabalho.
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CONCLUSAO

As analises dessa pesquisa revelaram promissoras inovadoras atividades
antimicrobianas. O extrato etandlico obteve os melhores resultados, com atividades
inibitérias sobre bactérias gram-negativas e positivas, sendo elas E. coli, S.
maltophilia, P. mirabilis, K. pneumoniae, E. faecalis, destacando-se os halosde 4,5 e
5mm, respectivamente sobre as bactérias S. maltophilia, E. coli, e E. faecalis.

Os extratos hidroalcodlicos mostraram boa atividade contra os patégenos E. coli,
S. maltophilia e P. mirabilis, podendo-se destacar os halos de tamanhos, 2, 3 e 4mm,
respectivamente, sendo somente para E. faecalis o halo de 1mm.

Em relagdo ao extrato metandlico, o mesmo apresentou atividade inibit6ria
interessante contra o microrganismo S. maltophilia, com halo de aproximadamente
3mm, e sobre K. pneuminiae e P. mirabilis com halos de 1mm, ainda que pequenos,
refletem a capacidade inibitéria.

O extrato aquoso foi ativo contra E. faecalis com halo de 2mm a atividade
antimicrobiana negativa para os demais microrganismos.

Em relacdo aos testes de determinacdo de CIM e CBM, o extrato etandlico
apresentou resultados interessantes sobre E. coli, E. faecalis e S. maltophilia com CIM
e CBM de 20 e 24ug/mL, respectivamente para as trés cepas.

Ja para os mesmos testes, os extratos hidroalcodlicos apresentaram CIM e CBM
superiores a 36pg/mL sobre P. mirabilis.

Nenhum dos extratos testados foram ativos contra os fungos filamentosos
empregados nos testes.

Os dados relatos aqui nesse estudo, comprovam o grande potencial
antimicrobiano de extratos da Moringa, constituindo mais uma perspectiva positiva na
pesquisa de producdo de novos antimicrobianos. Esses dados se mostram
promissores e inovadores, uma vez que este trabalho é o primeiro relato da atividade
do extrato metandlico sobre S. maltophilia, K. pneuminiae e P. mirabilis, e do extrato

etandlico sobre E. coli, E. faecalis e S. maltophilia.
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