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RESUMO

Diante do cenario atual de resisténcia aos antimicrobianos, a busca por novos farmacos a
partir de produtos naturais derivados de plantas apresenta grande potencial
biotecnologico. Usada na medicina tradicional e conhecida popularmente como “arvore
milagrosa”, a Moringa oleifera apresenta diversas propriedades bioldgicas, incluindo
atividade antimicrobiana e antioxidante. Assim, esta pesquisa teve como objetivo avaliar
a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos de folhas frescas e secas, e sementes
de M. oleifera, assim como, determinar seus compostos fitoquimicos. Foram feitos
extratos aquosos, metanolicos e etandlicos de folhas e sementes de M. oleifera, os quais
foram analisados com relagéo a atividade antimicrobiana atravées do teste de difusdo em
agar frente as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA 712, 984, R2 e S1), Enterococcus feacalis, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e a levedura Candida albicans. A
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
foram determinadas pelo teste de diluicdo em microplacas de 96 pocos. A atividade
antioxidante dos extratos foi avaliada pelo teste de capacidade de sequestro do radical
2,2 - difenil-1-picrilhidrazila (DPPH). A composicdo fitoquimica dos extratos foi
analisada determinando o teor de compostos fendlicos totais em todos extratos testados,
e pela cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS) para
extratos etanolicos e metandlicos de folhas secas. Verificou-se que os extratos etanélicos
de folhas secas e de sementes de moringa obtiveram os maiores rendimentos. Os extratos
aquosos de folhas frescas e de sementes apresentaram a maior atividade antimicrobiana
frente as cepas B. cereus, E. faecalis, S. aureus e MRSA S1, R2, 712 e 984, enquanto as
cepas E. coli, P. aeruginosa e C. albicans demonstraram resisténcia a todos os extratos.
As menores CIMs foram verificadas para o extrato de folhas frescas para E. faecalis (3,12
mg/mL), B. cereus (3,12 mg/mL) e S. aureus (0,78 mg/mL) e para o extrato aquoso de
sementes para MRSA S1 e R2 (0,78 mg/mL). Por sua vez, a menor CBM foi observada
para o extrato aquoso de folhas frescas para B. cereus (6,25 mg/mL) e extrato aquoso de
sementes para MRSA R2 (0,78 mg/mL). Todos os extratos folheares apresentaram
atividade antioxidante, sendo que o extrato aquoso de folhas secas apresentou maior
atividade (223,82 pg/mL), enquanto os extratos de sementes ndo tiveram atividade
antioxidante. O extrato metanolico de folhas secas apresentou o maior teor de compostos
fenolicos (67,6525 mg EAG/g) e para sementes 0 extrato aqusoso (19,4279 mg EAG/Q).
O perfil fitoquimico dos extratos etandlico e metanolico de folhas secas, mostrou
semelhanga apresentando 18 compostos classificados na sua maioria como flavonoides e
acidos fendlicos. A M. oleifera demonstrou ser uma espécie promissora para finalidades
fitoterapéuticas, uma vez que confirmou-se como agente antimicrobiano frente a diversas
bactérias, incluindo S. aureus resistente a meticilina.

Palavras-chaves: Fitoterapicos; resisténcia aos antibidticos; compostos bioativos;

microrganismos resistentes; acido clorogénico.



ABSTRACT

Given the current scenario of antimicrobial resistance, the search for new drugs from
natural products derived from plants has great biotechnological potential. Used in
traditional medicine and popularly known as the “miracle tree”, Moringa oleifera has
several biological properties, including antimicrobial and antioxidant activity. Thus, this
research aimed to evaluate the antimicrobial and antioxidant activity of extracts from
fresh and dried leaves, and seeds of M. oleifera, as well as to determine their
phytochemical composition. Aqueous, methanolic and ethanolic extracts of leaves and
seeds of M. oleifera were made, which were analyzed for antimicrobial activity through
the agar diffusion test against strains of Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
methicillin-resistant S. aureus (MRSA 712, 984, R2 and S1), Enterococcus feacalis,
Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli and the yeast Candida
albicans. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) were determined by the dilution test in 96-well microplate. The
antioxidant activity of the extracts was evaluated by the 2,2 diphenyl-1- picrylhydrazyl
(DPPH) radical scavenging capacity test. The phytochemical composition of the extracts
was analyzed by determining the content of total phenolic compounds in all tested
extracts, and by mass spectrometry-coupled liquid chromatography (HPLC-MS) for
ethanolic and methanolic extracts of dried leaves. It was found that the ethanolic extracts
of dried leaves and moringa seeds had the highest yields. The aqueous extracts of fresh
leaves and seeds showed the highest antimicrobial activity against strains B. cereus, E.
faecalis, S. aureus and MRSA S1, R2, 712 and 984, while strains E. coli, P. aeruginosa
and C. albicans showed resistance to all extracts. The lowest MICs were verified for the
fresh leaf extract for E. faecalis (3.12 mg/mL), B. cereus (3.12 mg/mL) and S. aureus
(0.78 mg/mL) and for the aqueous seed extract for MRSA S1 and R2 (0.78 mg/mL). In
turn, the lowest CBM was observed for the aqueous extract of fresh leaves for B. cereus
(6.25 mg/mL) and aqueous extract of seeds for MRSA R2 (0.78 mg/mL). All leaf extracts
showed antioxidant activity, with the aqueous extract of dry leaves showing the highest
activity (223.82 pg/mL), while the seed extracts had no antioxidant activity. The
methanolic extract of dry leaves had the highest content of phenolic compounds (67.6525
mg EAG/g) and for seeds the aqueous extract (19.4279 mg EAG/g). The phytochemical
profile of the ethanolic and methanolic extracts of dried leaves showed similarity and was
represented by 18 compounds classified mostly as flavonoids and phenolic acids. The M.
oleifera proved to be a promissory species for phytotherapeutic purposes, as it was
confirmed as an antimicrobial agent against several bacteria, including methicillin-
resistant S. aureus.

Keywords: Phytotherapics; antibiotic resistance; bioactive compounds; resistant
microorganisms; chlorogenic acid.
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1. INTRODUCAO

1.1 Uso de plantas medicinais

O uso de plantas para fins medicinais ou fitoterapia sempre esteve muito presente
em algumas culturas e populagdes, nos quais consiste no uso de ervas de forma
complementar ou alternativa e por muitos anos representou o principal e Gnico tratamento
e matéria prima para o desenvolvimento de medicamentos, através do uso de chas,
solugdes e consumo direto de partes da planta, e estende-se até os dias atuais sendo
preferivel a pessoas que evitam o uso de farmacos industrializados (MUNHOZ et al.,
2013; GOMES et al., 2018; CANTANTE et al., 2022).

O uso de fitoterdpicos continuam a se expandir em todo mundo, seja em paises
desenvolvidos ou em desenvolvimento, pois muitas pessoas estdo recorrendo a produtos
naturais para o tratamento de diversas doencas que sdo consideradas desafios para a
salde. Em paises como a China, a medicina tradicional corresponde a cerca de 40 % dos
cuidados gerais de saude, e mais de 90 % dos hospitais gerais tém unidades para medicina
tradicional utilizando as plantas como fonte de tratamento (BHARDWAJ; VERMA,
GRUPTA, 2018).

No Brasil, acredita-se que as praticas de fitoterapia estejam presentes desde antes
da colonizacdo, quando os povos indigenas faziam uso curativo de acordo com suas
experiéncias e conhecimentos (CANTANTE et al., 2022). Apesar da ampla
biodiversidade brasileira, o0 numero de fitoterdpicos registrados ainda é baixo. Nos
ultimos anos pesquisas realacionas a procura por plantas medicinais vem crescendo, uma
vez que suas propriedades terapéuticas e a alta disponibilidade de matérias-primas
vegetais esta distante de ser completamente elucidada, possuindo um amplo potencial na
producdo de farmacos inovadores (CASTRO et al., 2010; RICARDO et al., 2018;
CASTRO et al., 2022).

Quando comparados aos farmacos sintéticos, os fitoterapicos possuem algumas
vantagens, menores efeitos colaterais, baixo custo de producdo, baixos niveis de
toxicidade, possuem uma acdo terapéutica potencializada, considerando a presenca de
diversos bioativos em sua composicao. Entretanto, ainda que sejam produtos naturais 0s
fitoterapicos podem apresentar efeitos nocivos ao organismo, assim como, promover
interacbes farmacoldgicas com medicamentos alopéaticos (NISAR; SULTAM; RUBAB,
2017; BORGES; SALES, 2018; ESTEVES et al., 2020).
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No Brasil, a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, criada em
2006, e 0 Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, criado em 2008, tém
como objetivo “garantir a populagdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos e promover o0 uso sustentdvel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da inddstria nacional” (BRASIL, 2016). Além do
mais, a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de
Saude (SUS), aprovada pelo Ministério da Saude, contempla a legitimacdo do uso de
plantas medicinais e fitoterapia para o tratamento de agravos a salde, a promocao e a
recuperacdo da saude. Essas a¢Oes tém colaborado para o aumento da fitoterapia no pais
(BRASIL, 2016; FEITOSA et al., 2016).

O 6rgéo responsavel pela regulamentacédo das plantas medicinais e seus derivados
é a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o qual tem como objetivo
promover e proteger a salde da populacédo, assegurando a seguranca sanitaria de servigcos
e produtos (ZONNER et al., 2022). Além disso, para uma maior seguranca de uso, todo
fitoterpico antes de seu uso passa por um processo de industrializacdo, que objetiva
eliminar e evitar contaminacdes por microrganismos (fungos e bactérias) e/ou substancias
estranhas, além de uniformizar a maneira e quantidade correta para a sua utilizagédo
(HECK; RIBEIRO; BARBIERI, 2017).

Atualmente, as plantas medicinais possuem uma consideravel importancia devido
aos seus atributos, especialmente, por serem uma rica fonte de fitoquimicos terapéuticos
que pode gerar o desenvolvimento de novos medicamentos. Grande parte dos
fitoquimicos de fontes vegetais, como os flavonoides e fendlicos, tem um impacto
positivo na satide e na prevencao de doengas, como o cancer. E sabido que extratos brutos
de plantas medicinais e alguns compostos puros dessas plantas podem potencializar o
efeito dos antibidticos in vitro, no entanto, esta busca por moduladores de resisténcia a
antibidticos em plantas representa uma nova dimensdo para abordar o problema da
resisténcia aos antibidticos (DILBATO; BEGNA; JOSHI, 2019).

1.2 A espécie Moringa oleifera

1.2.1 Classificagdo botanica

O género Moringa, pertencente a familia Moringaceae (ordem Brassicales), possuli

13 espécies, que sdo: Moringa oleifera, M. concanensis, M. arborea, M. ovalifolia, M.
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borziana, M. pygmaea, M. ruspoliana, M. rivae, M. hildebrandtii, M. drouhardii, M.
stenopetala, M. longituba e M. peregrine (MATIC et al., 2017; SINGH et al., 2019).

A Moringa oleifera Lam. (sin. Moringa pterygosperma) é a mais bem conhecida,
sendo também chamada popularmente como “arvore milagrosa”, “raiz-forte” ou “arvore
da vida” ou apenas como “moringa” (Figura 1) (ANWAR et al., 2007; MATIC et al.,

2017; FALOWO et al., 2018).

Figura 1: Arvore de Moringa oleifera, localizada no bairro Costa do Sol,

Jodo Pessoa — Paraiba.

Fonte: Autoria propria, 2022.

Segundo Palada (2019), taxonomicamente a Moringa oleifera Lam. é classificada

da seguinte forma:

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Brassicales

Familia: Moringaceae

Género: Moringa

Espécie: Moringa oleifera Lam.
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1.2.2 Caracteristicas, origem e distribuicdo no Brasil

A M. oleifera é uma arvore perene que pode suportar longos periodos de seca,
crescendo tanto em ambientes &ridos como semiaridos, capaz de se adaptar a diferentes
ambientes, razdo pela qual é vista em diferentes tipos de solo, temperatura e regime de
precipitacdo, além disso, a planta tolera solos com pH entre 4 / 5 e 8, embora prefira solos
neutros ou levemente Umidos (SILVA; PADILHA; PADILHA, 2021; MILLA;
PENALVER; NIETO, 2021).

A moringa por ser uma especie muito adaptavel, ela vive aproximadamente 20
anos e atinge uma altura de 5 a 10 metros em um periodo curto de tempo, atingindo a 4
metros em 6 meses (MILLA; PENALVER; NIETO, 2021). Os brotos quando jovens
possuem casca cuja coloracdo é branco-esverdeada ou arroxeada, enquanto a casca da
planta possui coloragdo cinza-esbranquicada e € cercada por cortica grossa
(MALLENAKUPPE et al., 2019). Suas folhas pinadas séo dispostas em foliolos dispostos
em uma raque, suas flores sdo agrupadas em paniculas, bissexuais, zigomorfas com cinco
pétalas brancas diferentes, cinco estames, cinco sépalas e diversos estaminddios; possuem
pedicelos e inflorescéncias auxiliares. Além disso, a planta possui caule ereto e suas raizes
s&o consideradas tuberosas (MILLA; PENALVER; NIETO, 2021).

Suas flores séo brancas-amareladas e cheirosas (MALLENAKUPPE et al., 2019).
Quanto ao fruto da M. oleifera € longo e lenhoso, que, quando amadurecido, abre-se em
dois foliolos, os quais contém sementes trivalentes com asas longitudinais, medindo entre
20 e 45 cm de tamanho com cerca de 15 a 20 sementes globulares com 1 a 1,2 cm de
diametro (MALLENAKUPPEL et al., 2019; MILLA; PENALVER; NIETO, 2021).

Moringa é um género bastante conhecido, embora oriunda do noroeste de
Bangladesh, Paquistdo, india e Afeganistdo, atualmente esta se espalhando por todo
mundo como Asia, América Central, Africa e América do Sul, podendo assim ser
encontrada em diversas regides tropicais e subtropicais (RABBANI, 2012; SANTOS,
2015; TRIGO et al., 2020).

Essa planta de crescimento rapido possui um historico de utilizagdo remota desde
150 a.C., em que provas revelam que antigas rainhas e reis utilizavam as folhas e frutos
em sua dieta para manter a pele saudavel e o estado mental em alerta. Além disso, antigos
guerreiros da Mauritania, na india, usavam o extrato de folhas da moringa como alimento

durante o periodo de guerra. Acreditava-se que a bebida feita a partir dessa planta lhes
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dava energia extra e os aliviava das dores e estresse causados durante o periodo da guerra
(ZAKU et al., 2015).

No Brasil, acredita-se que a M. oleifera foi introduzida por volta de 1950 como
planta ornamental e medicinal, principalmente na regido do Nordeste, em estados como
Ceard, Piaui e Maranhdo (ANWAR et al., 2007; SARAIVA et al., 2018). No Brasil essa
espécie apresentou boa adaptacdo a condi¢des dificeis, como pluviosidade média anual
de 500 mm, periodos longos de estiagem, altas temperaturas e solos com baixa umidade
(ANWAR et al., 2007; SARAIVA et al., 2018).

1.3 Propriedades de M. oleifera relevantes para area da saude e biotecnologia

A M. oleifera, apresenta diversas caracteristicas nutricionais e medicinais
atribuidas a suas raizes, casca, folhas, sementes, frutos e flores (ANWAR et al.,
2007; KUMAR et al., 2010).

E sabido que diversas partes da moringa sio consideradas terapéuticas em muitas
regides da Asia e Africa, sendo utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de
diabetes, hipertensdo, HIV/AIDS, reumatismo, ascites, ou até mesmo estimulante
cardiaco e circulatorio (DIEYE et al., 2008; KASOLO et al., 2010; YEE, 2019). Além
disso, possuem diversas propriedades tais como anti-inflamatéria (GIACOPPO et al.,
2017), anti-tumor, anticancer (KHOR et al., 2018), antioxidante (PRASAJAK et al.,
2021) e imunomodulatoria (PADAYACHEE; BAIINATH, 2019).

As folhas de M. oleifera, possuem em sua composi¢do aproximadamente 23
compostos fendlicos, incluindo lignanos, antocianinas, flavonas, flavondis, catequinas,
acidos hidroxicinamicos e chalconas, identificados em extratos aquosos preparadas pela
decoccdo e uso de micro-ondas (CASTRO-LOPEZ et al., 2017). Além disso, a alta
concentracdo de acido ascérbico, substancias estrogénicas e B-sitosterol, vitaminas A e
C, uteis em escorbuto e afeigdo catarral, e aminoacidos essenciais especificos, como
triptofano, metionina e lisina, presentes nas folhas e vagens, tornam a M. oleifera um
complemento nutricional ideal (CHOPRA; NAYER; CHOPRA, 1965; ADEJUMO;
KOLAPO; FOLARIN, 2012; SAFWAT et al., 2015).

Além disso, acredita-se que diversos constituintes quimicos de extratos
metandlicos encontrados em folhas e sementes de M. oleifera, incluindo acido oleico,
acido metil éster-hexadecandico &cido 9-octadecendico, 14-metil-8-hexadecenal, 4-

hidroxil-4-metil-2-pentanona, , 3-5-bis(1,1-dimetiletil)-fenol, 1-hexadecanol, &cido


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2012.720993
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2012.720993
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2012.720993
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2012.720993
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2012.720993
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/oleic-acid
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hexadecandico e N -(-1-metiletillideno)-benzeno etanamina foram previamente
observados usando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)
sejam compostos-chave para ajudarem no tratamento de estresse, feridas, cancer,
prevenindo 0s sangramentos em gengivas e danos oxidativos (AJA et al., 2014).

As sementes da M. oleifera, vém sendo bastante utilizadas como agentes
clarificantes no tratamento de 4gua (BAPTISTA et al., 2017; VAZQUEZ-SANCHEZ et
al., 2018; BANCESSI et al., 2020), em que a clarificacdo da dgua se torna efetiva devido
a presenca de proteinas com forte capacidade de aglutinacdo que agem como floculantes,
no qual possibilita eliminar a turbidez, fungos, microparticulas, virus e bactérias
(POZZOBON; KEMPKA, 2015). Logo, estas sementes contém proteinas com baixo peso
molecular e, uma vez seu po dissolvido em agua obtém-se cargas positivas que atraem as
particulas negativas de siltes e argilas, e consequentemente formam-se particulas mais
densas que se sedimentam, removendo a turbidez da d&gua (AMAGLOH; BENANG,
2009).

Mas, além das sementes serem utilizadas para clarificacdo da &gua, também
possuem um alto interesse cientifico devido a sua quantidade significativa de 6leo, o que
Ihes confere potencial para extracdo e producdo de biocombustivel e, como agentes
antimicrobianos (LORENZI; MATOS, 2002; RASHID; ANWAR; KNOTHE, 2008;
SILVA; NASCIMENTO, 2010; RIBEIRO; ANDRADE; REIS, 2019).

As flores apresentam diversos aminoacidos essenciais, como sacarose, D
- galactose, vestigios de alcal6ides, flavondides e vitaminas antioxidantes (MANGURO;
LEMMEN, 2007 ; AMAGLO et al., 2010 ; GOWRISHANKAR et al., 2010).

Estudos sobre as raizes ainda sdo poucos, no entanto, sabe-se que extratos de
raizes de moringa possuem em sua composi¢do os seguintes fitoquimicos: alcaloides,
esteroides, carboidratos, glicosideos, saponinas, terpenoides, taninos e flavonoides, o
principal constituinte responsével pela atividade antimicrobiana (RAMAKRISHNA et
al., 2018; TSHABALALA et al., 2019). Devido aos seus compostos, possuem diversas
utilizacbes como laxante, agente adstringente, cardiotbnico, abortivo, diurético, no
tratamento de dores de dente, feridas externas, inflamacdes, estomatite, bronquite, asma,
reumatismo, entre outras doencas (PADAYACHEE; BAIJNATH, 2019).


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2012.720993
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.3109/13880209.2012.720993
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1.3.1 Atividade antimicrobiana

Estudos sobre atividade antimicrobiana de M. oleifera vem sendo reportadas ha
muitos anos, mostrando que folhas, sementes, cascas e raizes apresentam atividade contra
diversas bactérias, leveduras, dematéfitos (RABIE; TAHA; YOUSSEF, 2019; OLADEJI
et al. 2019; FOUAD; AZZA; MAI, 2019; ROCCHETTI et al.,, 2020) e helmintos
(KANDIL et al., 2018).

Céceres e colaboradores (1991) avaliaram o potencial antibacteriano de extratos
de folhas frescas e extratos aquosos de sementes de M. oleifera, observaram que 0s
extratos foram capazes de inibir o crescimento das cepas de P. aeruginosa e S. aureus.
Dahot (1998) analisando extratos aquosos de folhas secas de M. oleifera, verificou
atividade antibacteriana frente as cepas Klebsiella areogenes, S. aureus e Bacillus
subtilis.

Atualmente, ha diversos estudos sobre as propriedades da M. oleifera, isso se da
devido a identificacdo de véarias moléculas com atividade antimicrobiana a partir de
extratos brutos de diferentes partes da planta (VIEIRA et al., 2010; PEIXOTO et al.,
2011; BRILHANTE et al., 2015; WANG; CHEN; WU, 2016).

Os extratos metandlicos de folhas secas de moringa mostraram atividade
antimicrobiana, inibindo bactérias patogénicas, como Escherichia coli, Enterobacter
aerogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Providencia stuartii
(DZOTAM; TOUANI; KUETE, 2016).

Em outra pesquisa, realizada por Oladeji e colaboradores (2019), foi observado
que extratos (acetato de etila, etanol e cloroférmio) de folhas secas de M. oleifera
apresentaram atividade antibacteriana contra as bactérias patogénicas E. coli, P.
aeruginosa, Klebsiella sp., S. pneumoniae e B. cereus.

A atividade antimicrobiana de extratos de folhas secas obtidos utilizando &gua
fria, &gua quente e etanol, foi testada através do método de difusdo em disco frente varias
espécies de bactérias por Fouad, Azza e Mai (2019). O extrato etandlico de folhas secas
apresentou atividade contra Corynebacterium pseudotuberculosis,
Corynebacterium ulcerans, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, Citrobacter spp., Proteus
vulgaris e P. aeruginosa, o extrato obtido com agua fria mostrou atividade contra
Citrobacter spp., C. ulcerans, E. coli, S. aureus, K. pneumoniae, P. vulgaris e P.
aeruginosa, no entanto, os extratos de dgua quente ndo apresentaram atividade inibitdria
(FOUAD; AZZA; MAL, 2019). Uma pesquisa com extratos de folhas secas de moringa
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obtidos com diferentes solventes (metanol 100 %, metanol 50 %, acetato de etila)
demonstrou que os extratos metandlicos apresentaram uma expressiva atividade contra
o0s patdgenos gram-positivos Bacillus cereus e Listeria innocua (ROCCHETTI et al.,
2020).

Com relacdo aos extratos de sementes de M. oleifera varios trabalhos mostram sua
atividade antimicrobiana. Saadabi e Zaid (2011) analisando o potencial antimicrobiano
de extratos de sementes, verificaram que os extratos aquosos e metandlicos tiveram
atividade contra S. aureus. B. subtillis, E. coli. P. aeruginosa, no entanto néo
apresentaram atividade contra nenhum fungo testado.

Os extratos aquosos de sementes também demonstraram atividade contra
patdégenos como S. aureus, B. subtilis, S. typhimurium, E. aerogenes, P. aeruginosa e E.
coli (RUTTARATTANAMONGKOL,; PETRASCH, 2015; VIRK et al., 2019).

Andrade e Gorlach-Lira (2018) observaram atividade antimicrobiana de extrato
aquoso de sementes de M. oleifera frente S. aureus e hidroalcéolico frente S. aureus, S.
typhimurim e V. cholerae. Vieira et al. (2010) também observou inibi¢do de S. aureus,
Vibrio cholerae e E. coli por extratos hodrialcéolicos de sementes.

Existem menos dados sobre atividade antimicrobiana de extratos de cascas, raizes
e flores. Por exemplo, extratos aquosos, cloroférmicos e alcodlicos de cascas e raizes,
apresentaram inibicdo de S. enteritica, Vibrio parahaemolyticus, E. coli e Listeria
monocytogenes (DALUKDENIYA; DE SILVA; RATHNAYAKA, 2016). Os extratos
aquosos e etanolicos de flores demonstraram atividade antibacteriana contra
Aeromonas hydrophila e V. parahaemolyticus, patégenos comumentemente encontrados
em peixes (KUMAR; JAMES, 2019).

Os extratos de partes de moringa apresentam também atividade antifungica. Os
extratos metandlico, acetato de etila, aquoso, etandlico de sementes, cascas e folhas
apresentaram atividade inibitéria frente Aspergillus flavus, sendo que o extrato aquoso de
sementes apresentou menor atividade e os extratos etandlicos e metandlicos de folhas e
casca a maior atividade inibitéria (AONDO et al., 2018).

Um estudo realizado por Isitua, Ibeh e Olayinka (2016), investigou a atividade
antifingica de extratos etanolicos e aquosos de folhas secas de M. oleifera frente C.
albicans, A. niger, A. flavus, Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans. A
atividade antifungica frente C. albicans também foi verificada para o extrato etandlico de
flores de moringa (TALREJA, 2010).
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Nesse contexto, os estudos acima citados demonstraram que a M. oleifera é uma
alternativa econdmica, viavel, com forte atividade contra diversas espécies de
microrganismos patogénicos (WANG et al., 2016; PARAY et al., 2018; LEONIDIO et
al., 2019).

1.3.2 Atividade antioxidante

Todas as partes da moringa possuem atividade antioxidante, especialmente suas
folhas, sementes e flores. Diversos compostos bioativos, como os polifendis, flavonoides
e acido ascorbico, sdo responsaveis pela eliminagdo dos radicais livres que ocasionam o
estresse oxidativo, inflamacéo e danos celulares (STOHS; HARTMAN, 2015; MILLA et
al., 2021). Os compostos mais conhecidos presentes em M. oleifera que possibilitam esta
atividade sdo a miricetina, niazimicina, niacimicina A e B, acido galico e elagico, B-
sitosterol, &cido felarico, a-tocoferol, &-tocoferol, y-tocoferol, quercetina, vanilina,
kaempferol, B-caroteno, atequina, isoquercetina e astragalina (MILLA et al., 2021).

Al-Taweel e Al-Anbari (2019) relataram alta atividade antioxidante de extratos
metanolicos de folhas de moringa e relacionaram essa atividade com alto conteddo
(21,52%) de compostos fenolicos, como a gardenina.

Fejér e colaboradores (2019) estudando a atividade antioxidante de folhas e
sementes de moringa, observaram que a quantidade de fendis nos extratos de sementes e
folhas varia de 1 % a 3 % da matéria seca, sendo que maior conteldo de substancias
fendlicas totais foi observado no extrato foliar (635,6 mg EAG/L) em comparagdo com
extrato de sementes (229,5 mg EAG/L). Autores indicaram forte correlagdo entre
atividade antioxidante e conteido de compostos fendlicos em extratos etandlicos.

Utilizando extrato etandlico de folhas de moringa, Galdino et al. (2021) obtiveram
como resultado maiores atividades antioxidantes nas concentragdes 100 mg/ml (71,39
0,52) e 500 mg/ml (52,21 £ 0,19). Sendo assim, a atividade antioxidante observado no
estudo pode ser justificada pela alta quantidade de compostos flavonoides e fenolicos
presentes no extrato etandlico, uma vez que, essas substancias possuem um elevado

potencial de reducéo de radicais livres.

1.4 Composicéo fitoquimica de M. oleifera
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Os fitoquimicos sdo caracterizados por serem um grupo de produtos quimicos
produzidos pelas plantas através do metabolismo primario ou secundario que as protegem
contra ameacas temporarias ou continuas e tém um funcao no crescimento e reproducao
das plantas (SAMANTA et al., 2018). Com base em sua estrutura quimica, 0s
fitoquimicos podem ser classificados em trés categorias principais: compostos contendo
nitrogénio/enxofre, terpenos e fendis, que incluem flavondides, lignanas, estilbenos e
acidos fendlicos (LIN; ZHANG; CHEN, 2018).

Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios de plantas presentes
principalmente como derivados do &cido hidroxicindmico (fendlicos livres) e acido
hidroxibenzdico (fendlicos ligados). Os principais compostos fenolicos encontrados nas
folhas de moringa sdo lignanas (medioresinol, isolariciresinol, secoisolariciresinol e
glicosideos de epipinoresinol), 26 flavondides (quercetina, kaempferol, apigenina,
luteolina e miricetina) e 11 acidos fenolicos e seus derivados (ou seja, cafeoilquinico,
acidos feruloilquinico e cumaroilquinico e seus isdmeros) (KASHYAP et al., 2022).

Os glucosinolatos sdo metabdlitos secundarios exclusivos da ordem Brassicales,
sendo geralmente abundantes em todas as partes da moringa, principalmente nas sementes
e folhas, exceto em suas raizes, e sdo responsaveis pela conversao de glucosinolatos em
isotiocianatos (KARIM et al., 2016; LOPEZ-RODRIGUEZ et al., 2020). O maior teor de
glucosinolatos é encontrado em sementes e folhas da moringa (SAINI; SIVANESAN,;
KEUM, 2016), sendo o benzil 4-O-(a-L-ramnopiranosiloxi)-glucosinolato predominante.

Os taninos sdo substancias fendlicas soliveis em agua que formam complexos
com outras substancias como alcaloides, proteinas, metais e macromoléculas, também
descritos como compostos fitoquimicos encontrados nas folhas e sementes de moringa
(MONTEIRO et al., 2021). As saponinas sdo compostos pertencentes ao grupo dos
glicosideos esteroides ou triterpenoides e sdo caracterizados por abrangerem um grande
ntimero de compostos biologicamente ativos (LEONIDIO et al., 2019).

Nas folhas e sementes da M. oleifera sdo encontrados por exemplo alcaloides, que
sdo uma classe de compostos alcalinos organicos contendo nitrogénio, com propriedades
antimurais, antibacterianas, analgésicas, anti-inflamatérias, entre outras. Entre eles, os
alcaloides N, a -L-ramnopiranosil  vincosamida, Nacido -benzilcarbdmico, deoxi-
niazimicina, 3-dibenzil ureia e acetato de aurantiamida exercem efeitos protetores contra

doencas cardiovasculares e participam na remocéo de radicais livres (XIE et al., 2021).
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Além dos compostos ja descritos acima, nas sementes, ainda sdo encontrados
fitoesterois, sendo os estigmasterol, campesterol ¢ B-sitosterol os mais abundantes, e 0s
fitatos (MILLA et al., 2021).

1.5 Resisténcia de microrganismos aos antibidticos

Os antibidticos sdo os agentes geralmente usados em tratamentos e prevengdes de
infeccdes causadas por bactérias. Devido a sua estrutura e grau de afinidade aos sitios-
alvo, sdo classificados em aminoglicosideos, carbapenémicos, cefalosporinas,
diaminopirimidinas, macrélidos, polimixinas, penicilinas, quinolonas, sulfonamidas e
tetraciclinas (LIU et al., 2016; SULTAN et al., 2018). Os antibiéticos possuem diferentes
mecanismos de acdo em bactéria, tais como: (i) afetar a sintese da parede celular (B-
lactdmicos), (ii) direcionar a maquinaria de sintese proteica via interacdo com
subunidades ribossomais (aminoglicosideos, cloranfenicol, tetraciclina etc.), (iii)
interromper o processo de sintese de acido nucléico (fluroquinosolonas e rifampcina), (iv)
interferir nas vias metabolicas (sulfonamidas e analogos do acido félico) e (v) romper a
estrutura da membrana bacteriana (polimixinas) (WALSH, 2010; SULTAN et al., 2018).

A resisténcia aos antibidticos € antiga e o “resistomo” ¢ um problema dindmico e
crescente (ASLAM et al., 2018). O resistoma antibiotico compreende todos os elementos
genéticos que podem conferir resisténcia as drogas, podendo ser distinguido em dois
componentes gerais: resisténcia intrinseca (conferida por genes que sdo componentes
essenciais no genoma central de um organismo) e resisténcia adquirida (resulta de gentes
introduzidos em um organismo sensivel por meio de captura de elementos genéticos
moveis) (HOBSON; CHAN; WRIGHT, 2021).

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) atualmente é um dos problemas globais
de crescente preocupacdo para a saude humana, ambiental e animal. Isso se deve ao
aparecimento, disseminacdo e persisténcia de bactérias multirresistentes (MDR) ou
“superbactérias” (ASLAM et al., 2018).

As causas plausiveis que aceleram o “resistoma global” ou RAM incluem: o
aumento do uso excessivo e indiscriminado de farmacos para fins medicinais, uso para
producdo de alimentos para animais e na agricultura, fatores como esses tem contribuido
para 0 aumento do numero de microrganismos resistentes por mecanismos intrinsecos
(resisténcia natural, por exemplo). (ZIMERMAN, 2010; PROCOPIO et al., 2012;
VENTURA et al., 2016; ASLAM et al., 2018).
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A progressdo de bactérias resistentes também pode ser motivada por meio de
producdo agricola, onde as bactérias resistentes podem contaminar os vegetais pela
exposicdo a agua contaminada (na irrigagdo, por exemplo) ou até mesmo pelo solo
contaminado, mas condicdes de higiene, falta de saneamento, deslocamento e
agrupamento de pessoas, entre outros (BRUINSMA et al., 2002; VON NUSSBAUM et
al., 2006; HOLVOET et al., 2013; ARAUJO et al., 2016).

Diante disso, a busca por novos compostos antimicrobianos tem se tornado uma
constante, especialmente explorando as fontes naturais, como as plantas ricas em
compostos bioativos, com alto potencial de uso no tratamento de doencas infecciosas e
no combate dos microrganismos multirresistentes (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010; ELLER, et al., 2015).

Dentre as diversas propriedades terapéuticas e medicinais das plantas, destaca-se
a atividade antimicrobiana, ou seja, a capacidade inibitdria de crescimento de bactérias
ou fungos promovidos pelos extratos obtidos a partir dos vegetais (REIS et al., 2011).
Portanto, a atividade antimicrobiana de extratos vegetais pode demonstrar uma
importante alternativa terapéutica e medicinal quando comparada a outros agentes
quimicos usados rotineiramente, contra 0s quais 0S Mmicrorganismos ja expressam

diversos mecanismos de resisténcia (TINTINO et al., 2015).

1.6 Microrganismos patogénicos

Devido ao uso excessivo de antibidticos, diversos microrganismos patogénicos
humanos evoluiram para tipos de MDR, como S. aureus, E. coli, Enterococcus spp., P.
aeruginosa, B. cereus e C. albicans (ASLAM et al., 2018; CHAVES et al., 2019;
FIEDLER et al., 2019).

S. aureus é uma bactéria gram positiva, de formato esférico, imdvel, ndo
formadora de endosporo (ALGAMMAL et al., 2020). Essa espécie é encontrada na pele
e mucosas de aproximadamente de 30 % da populacdo humana e € muito comum em
infeccdo nosocomial (CRAFT et al., 2019).

Como um patodgeno adaptavel, S. aureus pode causar uma variedade de doengas
apos contaminacdo de uma ferida aberta (ponto de entrada). O furdnculo é o tipo mais
comum de infecg&o por estafilococos em adultos e o impetigo, feridas vermelhas no rosto

préximo ao nariz e boca, em criangas.
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Essa espécie pode causar outras manifestacdes clinicas como endocardite,
pneumonia, sindrome do choque toéxico, infeccdo osteoarticular e infecgbes por
dispositivos proteicos e cateteres (CRAFT et al., 2019).

Grande parte das cepas de S. aureus sdo resistentes a meticilina (MRSA),
responsaveis por diversas infeccdes adquiridas nos hospitais e nas comunidades. A
resisténcia a meticilina pode ser detectada pela técnica de PCR analisando a presenca do
gene mecA. As cepas MRSA demonstram padrdo multirresistente, ndo apenas a
resisténcia a meticilina, mas também para penicilina e outras classes de antimicrobianos
varidveis abrangendo aminoglicosideos, fluroquinolonas, lincosamidas e tetraciclinas
(ALGAMMAL et al., 2020).

No Brasil ha prevaléncia de infeccGes causadas por S. aureus e MRSA em
hospitais, especialmente em Unidades de Terapia Intensiva. Rodrigues et al. (2015),
avaliando a prevaléncia de S. aureus isolados do Hospital Universitario de Santa Maria
(HUSM), verificou que entre o periodo de 2007 a 2011, 616 das 1,852 amostras de S.
aureus eram resistentes a oxacilina. Siqueira e colaboradores (2022), analisaram amostras
provenientes de pacientes internados no Hospital e Maternidade Municipal de
Uberlandia, Minas Gerais, verificaram que 60,8 % das amostras de MRSA eram
provenientes da UTI dos pacientes com idade superior a 66 anos.

Avaliando a relagdo entre a taxa de mortalidade por infecgbes hospitalares e
resisténcia bacteriana aos antibiodticos de 87.931 pacientes de 29 UTIs francesas, Bonnet
et al. (2019) observaram que as cepas mais frequentes nas infec¢es foram Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis,
Acinetobacter baumannii e Enterococcus faecium, sendo S. aureus com a maior taxa de
incidéncia (19,9 %) e resisténcia (30,7 %). E, quanto a taxa de mortalidade, foram
verificados que os patdgenos bacilos gram-negativos apresentaram taxa de 48,2 % e 0s
cocos gram-positivos de 45,7 %.

Entre as bactérias com maior resisténcia aos antibioticos tem-se a E. coli, bacilo
gram-negativo, o qual habita principalmente o trato intestinal inferior dos humanos e
outros animais de sangue quente, e geralmente disseminado no meio ambiente através de
estacOes de tratamento de &guas residuais e fezes (PAITAN, 2018). Patdgeno causador
de uma variedade de doencas que afetam todas as faixas etarias, incluindo doencas
intestinais, como infec¢des do trato urinario, gastroenterite, insuficiéncia renal, choque
séptico, pneumonia, bacteremia e peritonite, entre outras (PAITAN, 2018; MUELLER;
TAINTER, 2022).
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O trato urinario € o local extra intestinal mais comum de infeccao causada por E.
coli, essas infec¢Bes sdo uma razdo significativa para visitas ambulatoriais nos EUA e é
a segunda maior causa de hospitalizacdo ap6s a pneumonia. S8 mais comuns em
mulheres do que em homens, pois as bactérias ascendem pela uretra o que facilita a
infeccdo (MUELLER; TAINTER, 2022).

Machado et al. (2019) avaliando 3.232 amostras coletadas no Laboratério de
andlises clinicas — Santa Helena, municipio de Jaragué do Sul — SC, verificaram que 519
(16 %) apresentaram infeccao do trato urinario (ITU), e, destes 458 eram mulheres (88,2
%) e 61 homens (11,8 %). Alem disso foi possivel verificar que as infeccdes acometeram
pacientes cujas faixas etarias estravam entre 19 e 59 anos. Dentre todos 0s pacientes
analisados com infec¢do do trato urinario, 324 apresentaram E. coli demonstrando
prevaléncia de 62,4% e maior resisténcia a antimicrobianos como ampicilina, acido
nalidixico e sulfametoxazol/trimetoprima.

Analisando 1.280 amostras de urina de pacientes mulheres (faixa etaria entre 18 e
65 anos) com sintomas de infecgdo do trato urinario de centros de cuidados primarios de
seis paises europeus, Ny et al. (2019) mostrou a prevaléncia de isolados de E. coli (775
pacientes, 60,5 %). Os autores reigstraram ainda que 21,6 % e 17,9% de culturas negativas
e positivas para outras espécies bacterianas, respectivamente.

Bacillus cereus ¢ uma bactéria gram-positiva, bastante conhecida por estar
presente em uma variedade de ambientes. Possui grande relevancia para a indudstria
alimenticia, pois estd associado a deterioracdo dos alimentos, e consequentemente na
deterioracdo da qualidade dos alimentos, assim como da seguranca alimentar, afetando a
satide publica e economia. E frequentemente presente em especiarias, ervas secas e
frescas e vegetais frescos (alface, cenoura, pepino, entre outros).

E caracterizado por ser um patégeno oportunista capaz de causar uma série de
doencgas, especialmente doengas transmitidas por alimentos devido a producdo de
enterotoxinas (toxina diarreica) ou uma toxina de peptideo sintetase ndo ribossomal
(toxina emética) (FIEDLER et al., 2019).

No Brasil, um dos agentes comumente envolvidos nos casos de doencas
transmitidas por alimentos (DTAs) € o B. cereus, visto que é encontrado em
equipamentos, utensilios mal higienizados utilizados no preparo de refei¢des. Por ser um
microrganismo mesofilo, possui uma temperatura 6tima de crescimento entre 30 — 40 °C,
0 que favorece sua capacidade de resistir ao calor, além de resistir a baixos indices de pH
e condicOes de dessecacdo (MORICONI et al., 2020).
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Yu et al. (2020) coletaram um total de 860 amostras de alimentos prontos para o
consumo em mercados de varejo e supermercados de grandes cidades chinesas, as
amostras incluiram carne cozida (656 amostras), pratos de frios vegetais em molho (85
amostras) e arroz/macarrdo (119 amostras). Como resultado da pesquisa, 224 das 656
amostras de carne cozida (34 %), 59 das 119 amostras de arroz/macarrao (50 %) e 19 das
85 amostras de pratos frios de legumes (22 %) foram positivas para B. cereus.

Pertencente ao género Enterococcus, a espécie E. faecalis, bactéria anaerdbica
gram — positiva, normalmente € encontrada em cavidade oral humana, trato
gastrointestinal e vagina, devido a sua étima adaptacdo a esses ambientes ricos em
nutrientes e com baixo nivel de oxigénio (ALGHAMDI; SHAKIR, 2020). Essa espécie
causa doencas inflamatdrias intestinais (colite ulcerativa e doenca de Crohn), infec¢des
endodénticas e periodontais cronicas, além de sere responsavel por duas vezes mais
infeccdes relacionadas a salde do que outras espécies do mesmo género. Infeccbes
causadas por E. faecalis tem aumentado nas Ultimas décadas, provavelmente devido a sua
capacidade de persistir em instalacbes de saude. Além disso, essa espécie esta
frequentemente associada a bacteremia adquirida nas comunidades (KAO; KLINE,
2019).

E. faecalis tem sido um patdégeno muito comum nos ambientes hospitalares. Uma
pesquisa feita por Acioly e colaboradores (2016), demonstrou que a maioria dos
Enterococcus spp., isolados de 726 amostras clinicas de pacientes internados em hospitais
publicos da cidade de Fortaleza — CE, foram pertencentes principalmente as espécies E.
faecalis (77,3 %) e E. faecium (22,7 %). Em um estudo semelhante, Esmail, Adbulghany
e Khairy (2019) coletaram amostras de 300 pacientes que desenvolveram sinais clinicos
de infeccdo de feridas cirurgicas e bacteremia, e identificaram 26 isolados de E. faecalis,
sendo que todos os isolados foram resistentes aos antimicrobianos como tetraciclina,
ampicilina e cefepima. Portanto, devido ao alto nivel de resisténcia aos antibioticos, torna-
se um grande desafio o tratamento de infec¢cdes causadas por E. faecalis.

A P. aeruginosa é um bacilo gram-negativo, ndo esporulado e estritamente
aerobico, caracterizada como uma bactéria ndo fermentadora de glicose (CHAVES et al.,
2019). P. aeruginosa é considerado um patdgeno oportunista muito comum em
ambientes hospitalares, especialmente, em unidades de terapia intensiva (UTI), e capaz
de adquirir resisténcia a diversas classes de antibidticos. Essa espécie esta diretamente

envolvida em diversas infeccGes potencialmente fatais em UTI, como septicemia e
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endocardite, pneumonia, cistite, infeccbes do trato urindrio e de feridas cirdrgicas
(PACHORI; GOTHALWAL; GANDHI, 2019).

Braga et al. (2018), analisaram pacientes internados em UTIs de 28 hospitais de
algumas cidades de Minas Gerais, através de dados coletados por triagem sistematica dos
prontuérios dos pacientes e, quando necessario, por meio de exame direto. Ao todo, os 28
hospitais tinham 5.027 leitos, incluindo 371 leitos de terapia intensiva, no qual 303 leitos
estavam ocupados durante o periodo da pesquisa. Dos 303 pacientes, 155 (79,4 %) foram
infectados dentro da UTI e 20,6 % fora da UTI, sendo P. aeruginosa a bactéria gram
negativa mais comum encontrada nos exames microbiol6gicos.

Muitas vezes o diagnostico microbioldgico de infeccdo de trato respiratorio
inferior é desafiador, uma vez que é possivel a contaminagdo das amostras por
microrganismos do trato respiratdrio superior. No entanto, analisando um total de 229
amostras coletadas de pacientes com infeccBes do trato respiratorio inferior, internados
em um hospital da China, Yang e colaboradores (2021) obtiveram dentre 229 culturas de
amostras, um total de 137 (59,8 %) identificadas como Pseudomonas sp., sendo 79 (57,7
%) da espécie P. aeruginosa. A presenca de P. aeruginosa foi significativamente maior
do que outras espécies do mesmo género. Sendo assim, é essencial o diagnostico preciso
para um tratamento agil e eficaz.

A espécie C. albicans, pertencente a género Candida, € um organismo polimdrfico
que sofre varias transicdes morfologicas entre as formas de levedura, pseudo-hifa e hifa.
Apresenta colonias Umidas, cremosas, branco-amarelada com odor especifico em meio
de cultura. Microscopicamente, as leveduras possuem formato esférico, alongado ou
ovoide, medem entre 3 a 5 um de didametro (SOARES et al., 2018). Em individuos
saudaveis, C. albicans esta presente como um comensal inofensivo em regides da
cavidade oral ou no trato gastrointestinal, porém, em individuos gravemente
imunocomprometidos, esse fungo pode se disseminar na corrente sanguinea e colonizar
Orgaos internos, e consequentemente causar infecgcdes sistémicas com risco de vida (LEE
et al., 2020)

E a espécie fingica mais isolada de infeccBes superficiais e invasivas sendo capaz
de causar candidiase ou até mesmo candidemia (TALAPKO et al., 2021). Mesmo diante
dos altos niveis de morbidade, as infec¢Ges superficiais causadas pela C. albicans néo
causam letalidade, porém, a candidiase sisttmica estd associada a uma elevada taxa de
mortalidade, mesmo com tratamento antifingico de primeira linha (SOARES et al.,
2018).
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Maranhdo et al. (2019) definiu a epidemiologia das micoses e o perfil de seus
agentes etioldgicos em Alagoas, no periodo 2009 - 2016, em que foram obtidos dados de
3.316 pacientes dos principais laboratorios da cidade. Foram confirmadas micoses de
3.776 amostras de todos os pacientes, pois alguns pacientes possuiam mdaltiplos sitios
infectados por fungos do mesmo género/espécie ou espécies diferentes. As amostras
positivas demonstraram que a incidéncia foi maior em mulheres com idade média de 40
anos e principalmente, nas amostras de secre¢do vaginal (42%), apresentando Candida
spp. e a espécie C. albicans como mais frequente.

No estudo feito por Anh e colaboradores (2021), entre 2019 e 2020, foram
analisadas as amostras vaginais de 462 mulheres ndo gravidas com quadro clinico
sugestivo de candidiase vulvovaginal, de uma clinica de obstetricia e ginecologia no
Vietnd. Das 462 das amostras coletadas, 237 (51,3 %) das pacientes foram diagnosticadas
com infec¢do. Nas amostras positivas para candidiase a C. albicans foi a mais frequente
(51,4 %). No mais, foi observado que 17 pacientes apresentavam uma coinfecccédo, ou
seja, mais de uma espécie de levedura do género Candida estavam infectando as
pacientes.

E importante ressaltar, que diante da ampla incidéncia das bactérias acima
descritas, as quais sdo agentes causadoras de diversas doencas, apresentando muitas vezes
resisténcia aos antimicrobianos comumente utilizados em tratamentos contra infeccdes,
seu combate se torna um desafio na area de saude. Desta forma os tratamentos
alternativos, com uso de plantas medicinais com propriedades terapéuticas, podem
oferecer grande ajuda no combate desses e outros patdgenos, especialmente contra as
linhagens MRSA e bactérias multirresistentes.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar a atividade antimicrobiana e antioxidante de extratos de folhas e

sementes da Moringa oleifera Lam. e determinar sua composicao fitoquimica.

2.2 Objetivos Especificos

= Obter extratos aquosos, metandlicos e etandlicos de folhas e sementes de M.
oleifera;

= Avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de M. oleifera frente as
bactérias Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
MRSA, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e levedura Candida
albicans através do teste de antibiograma;

= Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo
Bactericida Minima (CBM) de extratos de M. oleifera.

= Determinar a capacidade antioxidante dos extratos de M. oleifera;

= Determinar o teor dos compostos fenélicos totais nos extratos da M. oleifera;

= Realizar prospeccdo fitoquimica dos extratos de M. oleifera através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(HPLC-MS).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

As folhas frescas, secas e sementes de M. oleifera foram obtidas de uma plantacéo
no municipio de Pitimbu (coordenadas: 7°21'23"S e 34°49'36"W) no estado da Paraiba
(Figura 2).

A atividade de acesso ao patriménio genético foi cadastrada no SisGen em
atendimento a Lei n® 13.123/2015 sob nimero de cadastro AOF8986.

Figura 2: Moringa oleifera e as partes usadas no preparo de extratos.

FOLHAS FRESCAS

FOLHAS SECAS

SEMENTES SEM CASCA

Fonte: Autoria propria, 2022.

As folhas frescas foram coletadas e transportadas ao laboratorio para realizar o
preparo do extrato no maximo de 2 horas ap6s a coleta. As folhas secas foram obtidas
pela secagem por 5 dias e as sementes foram escarificadas.

As folhas secas e as sementes foram submetidas ao processamento num
liquidificador industrial para obter farinha fina, a qual foi utilizada para o preparo dos
extratos.
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O preparo dos extratos vegetais e analises de atividade antimicrobiana foram
realizados no Laboratério de Biologia de Microrganismos do Departamento de Biologia
Molecular (CCEN/UFPB).

3.2 Microorganismos

Foram utilizadas as cepas de bactérias Bacillus cereus (CCT0198), Enterococcus
faecalis (NEWP 0012), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (NEWP
0039), Pseudomonas aeruginosa (NEWP 0027) e de levedura Candida albicans (NEWP
0031). Também foram usadas cepas clinicas de S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA): MRSA 712, MRSA S1, MRSA 984, MRSA R2, as quais foram cedidas pelo
Hospital Universitario Lauro Wanderley da UFPB.

As cepas MRSA foram caracterizadas com relagdo a sua resisténcia aos cinco
antibioticos comerciais: Acido clavulanico + Amoxicilina 30 mcg (AMC),
Ciprofloxacina 5 mcg (CIP), Estreptomicina 10 mcg (EST), Tetraciclina 30 mcg (TET) e
Vancomicina 30 mcg (VAN), fabricados pelo CECON (Centro de Controle e Produtos
para Diagnostico), utilizando o método padréo de Kirby e Bauer (HUDZICKI, 2009). As
cepas foram foi inoculadas em placas de Petri contendo meio de cultura Caldo de Infuséo
de Cérebro e Coracdo (Brain-Heart Infusion — BHI, HiMedia) por 24 horas a 37 °C, ap6s
esse periodo foi feita a suspensdo de células em solucdo salina (NaCl 0,9%) com a
turbidez de 0,5 da escala de McFarland. A suspensdo bacteriana foi espalhada com o
auxilio de um swab no meio de cultura Mueller Hinton Agar (hiMedia) e ap6s 30 min
foram adicionados a placa os discos de antibioticos. Apds o periodo de incubacéo (37 °C,
24 horas) foi realizada a medicdo do diametro dos halos de inibicdo de crescimento

utilizando paquimetro. Todas as anélises foram feitas em triplicata.

3.3 Preparo de extratos de folhas e sementes de M. oleifera

Foram preparados os extratos aquosos (folhas frescas, folhas secas e sementes),
etandlicos e metandlicos (folhas secas e sementes). Para obtencdo dos extratos foi
utilizada metodologia de Dodiya e Amin (2015), com as modificacdes.

Para o preparo do extrato aquoso de folhas frescas 50 g de folhas recém retiradas
da arvore foram pesadas e adicionadas ao blender contendo 250 mL de agua destilada

estéril. Apos agitagdo por 5 min foi obtido o extrato pastoso, e apds 30 min de manutencao
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em temperatura ambiente (25 — 27 °C) o extrato foi filtrado utilizando gaze (tecido téxtil)
e posteriormente papel filtro qualitativo (Unifil, 80 g) (Figura 3). O filtrado foi

armazenado em frasco &mbar e congelados em freezer a -20 °C.

Figura 3: Processo de obtencdo dos extratos de folhas frescas e secas e sementes

de M. oleifera, demonstrando o processo de filtracdo.

Syt

FOLHAS SECAS SEMENTES SEM CASCA

Fonte: Autoria propria, 2022.
Legenda: Gaze (A) e papel filtro (B).

Quanto ao preparo do extrato aquoso das folhas secas, 30 g de farinha foram
adicionados a um frasco escuro com 250 mL de agua destilada estéril. Apds 30 min de
manutengdo em temperatura ambiente (25 — 27 °C), o extrato foi filtrado utilizando gaze
(tecido téxtil) e posteriormente um papel filtro qualitativo (Unifil, 80 g) e armazenado em
freezer a -20 °C.

Para o extrato aquoso de sementes, foram adicionados a um frasco escuro 50 g da
farinha e 250 mL de agua destilada estéril. Apoés 30 min de manuten¢do em temperatura
ambiente (25 — 27 °C), o extrato foi filtrado com auxilio de gaze e papel filtro qualitativo
(Unifil, 80 g), em seguida o filtrado foi transferido para frascos ambar e armazenados no
freezer (-20 °C).

Os extratos aquosos de folhas frescas, secas e sementes foram liofilizados

utilizado o equipamento L101 - Liobras, disponibilizado no Laborat6rio de Quimica de
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Proteinas e Peptideos (LQPP), localizado no Departamento de Biologia Molecular da
UFPB.

Para os extratos etanolicos e metandlicos foram utilizadas 30 g de farinha de folhas
secas e 50 g de farinha de sementes, adicionados a 250 mL do solvente. Os extratos
acondicionados em frascos ambar foram mantidos por seis dias em temperatura ambiente
(25 - 27 °C) e foram agitados manualmente uma vez ao dia por 1min. Apds esse tempo
os extratos foram filtrados utilizando gaze e em seguida papel filtro (Unifil, 80g) e
depositados em frascos ambar. Os extratos foram submetidos a secagem em estufa de
circulacdo (SL-102, Solab) a 40 °C.

Apb6s a liofilizagdo ou secagem, os extratos obtidos foram pesados e
posteriormente solubilizados em Dimetilsulfoxido (DMSO) a 10 % (CORDOVA et at.,
2010). Os extratos foram armazenados em geladeira a aproximadamente 4 °C.

O rendimento dos extratos, em porcentagem, foi calculado de acordo com a

equacéo 1 proposta por Mahmoud et al. (2017):

Equacao 1. Porcentagem de rendimento de extrato vegetal.

) . Peso do extrato seco (g)
Rendimento de extracio (%) = - x 100
Peso total do material vegetal (g)

3.4 Atividade antimicrobiana dos extratos de M. oleifera

3.4.1 Método de difusdo em agar

Avaliacdo de atividade antimicrobiana foi realizada pela técnica de difusdo em
agar (HUDZICKI, 2009).

Os extratos foram ressuspendidos em solvente DMSO 10% para obter a
concentragdo de 500 mg/mL e em seguida foram filtrados em membrana de 0,22 pm, com
filtro de seringa.

As cepas de bactérias e de levedura foram inoculadas em tubos contendo 10 mL
de Caldo BHI (HiMedia), incubadas a 37 °C por 24 horas até a cultura atingir a densidade
0,5 da escala McFarland (1,5 x108 UFC/mL). Quando necessario, a densidade foi ajustada

adicionando a quantidade de meio estéril necessario.
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Posteriormente, as células bacterianas foram espalhadas com o auxilio de um swab
estéril na superficie de agar Mueller- Hinton em placa de Petri. As placas ficaram em
repouso por aproximadamente 30 minutos e em seguida em cada placa foram feitos quatro
pocos com 5 mm de didmetro. Aos pocos adicionou-se 50 pL do extrato (trés pogos) ou
50 uL de DMSO 10% (um pogo - controle negativo). O teste foi feito em triplicata. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e ap0s o periodo de incubacdo os didametros
dos halos de inibicéo foram medidos utilizando paquimetro digital (Figura 4).

Figura 4: Analise da atividade antimicrobiana de extratos de M. oleifera pelo

método de difusdo em agar.

Cepa Padrio
(Escala 0,5 Mc Farland)

——

Extrato vegetal +
DMSO (10%) I

Placa contendo: Meio
Mueller Hinton + Cepa
Padrio.
Descanso por 30min.

Adicédo de extrato vegetal
aos pocos.

Incubacio a 37°C. DMSO

Fonte: Autoria prdpria, 2022.
3.4.2 Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

Para o ensaio da Concentragéo Inibitoria Minima foram utilizados os extratos que
demonstraram atividade antimicrobiana no teste de difusdo em agar, ou seja, foram
analisados todos os extratos, com excecdo do extrato aquoso de folhas secas. A
determinacdo da CIM foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo em
microplacas de 96 pocos de acordo com método de referéncia M7-A6 (NCCLS, 2003)
para bactérias.

Os extratos foram ressuspendidos em solvente DMSO 10% para obter a

concentracdo de 50 mg/mL e em seguida foram filtrados em membrana de 0,22 um, com
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filtro de seringa. Alguns dos extratos foram usados também em uma concentragéo de 200
mg/mL.

As cepas foram inoculadas em 10 mL de caldo BHI e incubadas em estufa
bacterioldgica, por 24 horas a 37 °C. Por seguinte, aliquotas de 1,5 mL da cultura foram
transferidas para tubos de eppendorf e centrifugados a 12.000 rpm por 5 min a 25 °C. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 500 pL de solugdo salina
(0,9% de NaCl) e a densidade foi ajustada para a escala McFarland, nivel 0,5 (3x108
UFC/mL).

Para a montagem da microplaca de 96 pocos, foram adicionados aos po¢os das
colunas 1-12 100 pL de caldo BHI, exceto coluna 9. Em seguida, aliquotas de 100 pL do
extrato (50 mg/mL ou 200 mg/mL) foram adicionadas aos pog¢os da coluna 1, e foram
feitas diluicBes seriadas seguindo da coluna 1 a 9, homogeneizando o conteudo do poco
e transferindo aliquotas de 100 pL para pogos da proxima coluna utilizando pipeta
multicanal. Nessa etapa o volume final dos pogos foi 100 pL de extrato e de meio de
cultura. Em seguida, aliquota de 10 pL do indculo de bactérias foi adicionada a cada poco,
com excec¢do da coluna 11.

As colunas 10 a 12 foram usadas como controle do teste (sem extrato): controle
positivo - coluna 10 (100 pL de meio de cultura, 10 pL de NaCl 0,9% e 10 pL de in6culo),
controle do meio de cultura - coluna 11 (100 pL de meio de cultura e 10 puL de NaCl
0,9%, sem indculo), controle negativo - coluna 12 (100 puL meio de cultura e 10 pL de
indculo e 50 pL do antibiético amoxicilina 50 mg/mL).

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica por 24 hrs a 37 °C. Em
seguida, para analise do crescimento bacteriano foi adicionado a cada pogo 10 pL de
resazurina (0,01%). Apds duas horas de incubacdo da microplaca a 37 °C realizou-se a
leitura visual, no qual a cor azul da resazurina caracterizou auséncia de crescimento
microbiano, enquanto sua modificacdo para cor rosa revelou o crescimento do

microrganismo testado (Figura 5).
3.4.3 Determinagdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Para estimar a CBM, as aliquotas de 10 pL de cada pogo, de coloracdo azul, da
microplaca de 96 pocos, contendo meio de cultura, extrato e indculo bacteriano, foram
semeadas em meio agar BHI em placas de Petri, as quais foram incubadas a 37 °C por 24

h. Ap6s o tempo de incubacéo, as placas foram avaliadas com relagcdo ao crescimento de
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bactérias. O CBM foi considerado a menor concentracdo do extrato a partir da qual nao

foi observado crescimento microbiano (Figura 5).

Figura 5: Determinacéo de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo
Bactericida Minima (CBM) no ensaio em microplaca de 96 pogos utilizada nos testes de

microdiluicdo de extratos de Moringa oleifera.

Inicio da diluigao
Final da diluigdo
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de resazurina
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Fonte: Autoria prépria, 2022.
Legenda: Coloracgdo da resazurina, em azul demonstra a auséncia do crescimento microbiano e
em rosa demonstra presenca do crescimento microbiano.

3.5 Atividade antioxidante dos extratos de M. oleifera

As andlises do potencial antioxidante dos extratos foram realizadas no
Laboratdrio Multiusuério de Caracterizacdo e Anélises (LMCA/UFPB).

O potencial antioxidante dos extratos de moringa foi determinado pela capacidade
de sequestro do radical 2,2 - difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) utilizando a metodologia

descrita por Garcez et al. (2009), com algumas adaptacoes.
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O método consiste em verificar o consumo do radical livre DPPH através da
diminuicdo da absorbancia quando submetido a diferentes concentraces dos extratos.
Foi preparada uma solucdo estoque de cada extrato cuja concentragéo inicial foi 1mg/mL,
utilizando o solvente metanol — agua (1:1) para a dissolucdo. Posteriormente, foram feitas
diluicoes seriadas dessa solucdo inicial, resultando em seis concentragdes: 150 pg/mL,
200 pg/mL, 250 pg/mL, 300 pg/mL, 350 pg/mL e 400 ug/mL. Em paralelo, foi feita a
solucdo inicial de &cido ascorbico (AA) cuja concentracdo inicial foi 1mg/mL, usando o
metanol como solvente, em seguida foram feitas dilui¢bes seriadas, resultando nas
concentragdes 5 ug/mL, 7,5 ug/mL, 12,5 pg/mL, 15 pg/mL e 17,5 ug/mL. A solugdo com

AA foi utilizada como controle positivo do teste.

Para montagem da microplaca de 96 pocos, foram adicionados aos pogos 100uL
de cada solucéo do extrato e 100 uL. de DPPH 3 mM, assim, cada coluna representa uma
concentracédo. Para preparacdo do controle positivo foi adicionado aos poc¢os 100 uL do
acido ascorbico e 100 uLL de DPPH 3 mM, ja para o branco foram adicionados aos pogos
100 pL do extrato vegetal e 100 pL. de MeOH, por fim, para o controle negativo foram
adicionados aos pogos 100 pL. de DPPH ¢ 100 uL. de MeOH. Todos ensaios foram feitos
em triplicata (Figura 6).

Figura 6: Montagem da microplaca de 96 pocos para o teste de sequestro do radical
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).

Controle negativo

A E- E E- E- E E- B AA-AA- AA- AA-AA-
Cl C2 C3 C4 C5 C6 Cl C2 C3 C4 C5
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7 10 11 12

B- B- B- B- B-
AA-AA- AA- AA-AA-
Cl1 C2 C3 C4 C5

Fonte: Autoria propria, 2022.

Legenda: Microplaca A: com o extrato de M. oleifera (E) em diferentes concentracdes (C) e o
branco (B). Microplaca B: microplaca com &cido ascérbico (AA) em diferentes concentragdes
(C), o branco (B) e controle negativo.
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Ap0ls 0 tempo necessario para que a reacdo ocorresse, foi medida a absorbancia
das solucdes atraves do espectrofotdmetro UV-Visivel, utilizando o comprimento de onda
de 517 nm. A porcentagem de sequestro de radicais livres de DPPH por extratos em
diferentes concentracdes foi calculada expressando a porcentagem do indice de inibicao,

através da equacdo 2:

Equacéo 2. Indice de inibicdo de radicais livres de DPPH.

L A0 — Al
% de inibicao = a0 x 100

Onde: A0 é a absorbancia do controle negativo e Al é a absorbancia da amostra
+ DPPH.

Os resultados foram expressos em CEso (concentracdo efetiva 50%) que
corresponde a concentragdo do extrato (pug/mL) necessaria para reduzir em 50% a

quantidade do radical DPPH em solucéo.

3.6 Analise quimica dos extratos de M. oleifera
3.6.1 Determinacéo do teor de compostos fenolicos totais

As andlises de determinacdo do teor de fendlicos totais foram feitas com
colaboracdo do Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analises (LMCA/UFPB),

seguindo a metodologia de Singleton et al. (1999) com as modificaces.

Inicialmente foi preparada a solucdo do reagente Folin-Ciocalteu a 10 % em agua

destilada e a solucdo de carbonato de sédio (Na2COz) a 7,5 % em agua destilada.

Foram preparadas as solucfes dos sete extratos de M. oleifera em metanol: 4gua
(1:1) na concentracgdo inicial de 1 mg/mL. Foi preparada a solucao padréo de acido galico
(AG), cuja concentragéo inicial foi 1 mg/mL. Em seguida foram feitas dilui¢Ges seriadas
de extratos e de acido galico obtendo as seguintes concentragdes: 150, 100, 75, 50 e 25

pg/mL.

Para preparacao do branco, foi transferido para um epperndorff 120 uL da amostra
(extrato ou padréo) e adicionado 900 uL de agua destilada.
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Para preparacdo da reacdo, no escuro, foram transferidos 500 uL do reagente
Folin-Ciocolteu (10%) para um epperdorff contendo 120 uL da amostra (extrato ou
padrdo; 1 mg/mL). As amostras ficaram em repouso por 8 minutos, e em seguida foi
adicionada aliquota de 400 uL de Na;COs ao eppendorff com a mistura de reagdo. Os
tubos ficaram em repouso por 120 minutos.

ApOs esse periodo, aliquotas de 200 uL da reacdoa citada anteriormente foi
transferida para a microplaca de 96 pogos. Cinco pogos de uma coluna (posicéo vertical)
foram preenchidos com essas solugdes para cada amostra, incluindo as amostras de acido
galico. Para 0 branco foram transferidos 200 uL da solugdo previamente preparada
anteriormente para trés ultimas colunas e linhas da microplaca. Entéo, foi realizada a
leitura da microplaca em espectrofotdmetro UV-Visivel no comprimento de onda de 765
nm. Os dados foram expressos em mg equivalentes de acido galico (EAG) por grama de

amostra (mg EAG/Q).
3.6.2 Anélise de composicdo de extratos de M. oleifera pelo HPLC-MS

As andlises de composicdo quimica dos extratos foram realizadas com
colaboragdo do Laboratorio Multiusuario de Caracterizagdo e Analises (LMCA/UFPB).

Para realizar a analise cromatogréafica foram utilizados os seguintes equipamentos:
um sistema composto por unidade de bomba de solvente LC-20AD (vazdo de 600
uL/min-1); um desgaseificador online DGU-20A5; um controlador de sistema CBM-20A
e um detector de arranjo de diodos SPD-M20A (190-800 nm).

A separacao foi feita em 100-5-C18 4,6 x 250 mm (Kromasil, Bohus, Suécia). As
injecdes (20 pL) foram realizadas usando um amostrador automatico (SIL-10AF). O
solvente A era &gua acidificada (&cido formico a 0,1%) e o solvente B era metanol. A
eluicdo consistiu em um gradiente exploratério linear (5 x 100% B) em 60 min.

Para determinar o perfil quimico pelo padréo de fragmentacdo (MSn) foi utilizado
um Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Shimadzu (Kyoto, Japao),
acoplado a uma fonte de ions de eletrospray (ESI) Amazon X (Bruker Daltonics, Billerica,
MA, EUA).

Os parametros aplicados foram: capilar 4,5 kV, ESI em modo negativo, placa final
offset 500 V, nebulizador 40 psi, gas seco (N2) com vazdo de 8 mL/min e temperatura de
200 °C. A fragmentagdo de CID, no Amazon X, foi obtida no modo MS/MS automatico
usando o modo de resolugéo aprimorado para 0 modo MS e MS/MS. Os espectros (m/z
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50-1000) foram registrados a cada 2 segundos. As andlises de HRMS foram realizadas
seguindo 0s mesmos paradmetros citados anteriormente.

Os dados apresentados atraves dos espectros de massa, foram analisados a partir
da interpretacdo de seus padrdes de fragmentacdo de massa. E, para a avaliacdo

abrangente das amostras, foram empregados dados fornecidos da literatura.

3.7 Analises estatisticas

Para os dados obtidos em ensaios de rendimentos de extratos, do teste de difuséo
em agar, da analise de Concentracdo Inibitéria Minima e de Concentracdo Bactericida
Minima foram calculadas as médias e desvio padréo utilizando o programa Excel 2016.

Para o teste de atividade antioxidante (DPPH) foi utilizado o Excel 2016 para
calculo das médias e desvio padrdo, e 0 programa estatistico SisVar, versdo 5.6, e teste

Tukey para analise de variancia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Rendimentos dos extratos de M. oleifera

Os rendimentos dos extratos vegetais estdo mostrados na tabela 1. Os dados
indicam que o maior rendimento foi obtido para os extratos etanolicos e metanélicos tanto
de folhas secas quanto de sementes, variando de 19,13 a 22,24 %. O rendimento de

extratos aquosos variou de 7,26% (folhas frescas) a 9,36% (sementes).

Tabela 1: Rendimento dos extratos vegetais da M. oleifera.

Parte da planta Solvente Rendimento

Folhas Frescas Agua 3,63 g (7,26 %)

Agua 2,20 g (7,35%)
Folhas Secas Etanol 70% 6,57 g (21,92%)
Metanol 80% 5,73 9 (19,13%)

Agua 4,68 g (9,36%)
Sementes Etanol 70% 11,12 g (22,24%)
Metanol 80% 10,54 g (21,10%)

Fonte: Autoria prdpria, 2022.

Corroborando com essa pesquisa, Adeoye et al. (2014) e Adepoju-Bello et al.
(2017) avaliando os efeitos dos solventes no rendimento dos extratos de folhas de
moringa, observaram que o0s extratos etandlicos e metandlicos possuiam um rendimento

maior gue os extratos aquosos.

Esses dados mostram que o etanol e metanol utilizados como solventes aumentam
o rendimento devido sua maior solubilidade e forte capacidade de extracdo de
fitogquimicos vegetais (ADEBAYO; ARSAD; SAMIAN, 2017).

4.2 Atividade antimicrobiana dos extratos de M. oleifera
4.2.1 Extratos de folhas

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos de folhas frescas e secas

de M. oleifera sdo mostrados na tabela 2.

Foi observado que entre os extratos testados, o extrato de folhas frescas apresentou

a mais forte inibicdo (halos > 15mm) de B. cereus, E. faecalis e S. aureus (Tabela 2,
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Figura 7). Os maiores halos de inibi¢do foram observados para a MRSA R2 (25,56 mm)
MRSA S1 (25,06 mm) e MRSA 712 (23,53 mm) (Tabela 2, Figura 7).

Quanto aos extratos de folhas secas, atividade inibitoria foi observada apenas para
extratos metandlicos e etandlicos (Tabela 2). Os extratos aquosos ndo demonstraram
atividade antimcrobiana frente as cepas testadas (Tabela 2, Figura 8).

O extrato etandlico de folhas secas mostrou atividade frente a quatro cepas
MRSA, sendo que a maior zona de inibi¢do (13,90 mm) foi registrada frente a MRSA S1
(Tabela 2, Figura 9). Quanto ao extrato metandlico de folhas secas foi observada sua
atividade inibitoria frente a B. cereus e quatro cepas MRSA, com 0 maior halo de inibicéo
para MRSA 984 (13,74 mm) (Figura 9).

Tabela 2: Atividade antimicrobiana de extratos de folhas frescas e secas de M.

oleifera.

Zona de inibicdo em mm (X + DP)

Extrato Aquoso Extrato Etandlico Extrato Metanolico

Isolado

F. frescas F. secas F. secas F. secas

Bacillus cereus 21,00 £ 0,82 - - 13,04 + 1,24
Enterococcus faecalis 15,72 £ 0,80 - - -
Staphylococcus aureus

(ATCC 25923) 16,91 + 1,27 - 12,90 + 0,64 11,99 + 0,37
MRSA S1 25,06 + 0,82 - 13,99+ 1,22 12,25+1,21
MRSA R2 25,56 + 0,21 - 13,42 £ 0,11 -
MRSA 712 23,53+ 0,20 - 10,14 + 0,67 11,43 £ 053
MRSA 984 17,99 + 0,45 - - 13,74 £ 1,26

Escherichia coli - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - -
Candida albicans - - - -

Fonte: Autoria prépria, 2022.
Legenda: (-) sem atividade; F. frescas — folhas frescas; F. secas — folhas secas; x + DP: média
* desvio padréo.

Diversas plantas e seus extratos tém sido amplamente estudadas devido as suas
atividades, especialmente antimicrobianas, pois demonstram ser altamente eficientes
frente a diversas cepas microbianas (SOHAIB et al., 2021). Os resultados apresentados
demonstram que o potencial inibitorio depende principalmente da parte da planta e do
solvente utilizado no processo de extragdo (VANKWANI et al., 2022).
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Figura 7: Atividade antibacteriana do extrato aquoso de folhas frescas de M.
oleifera frente as cepas MRSA R2 (A), MRSA S1 (B) e MRSA 712 (C).

Fonte: Autoria prdpria, 2022.
Legenda: C — controle (10% DMSO)

Figura 8: Atividade antibacteriana do extrato aquoso de folhas secas de M.
oleifera frente as cepas MRSA 984 (A); MRSA S1 (B) e B. cereus (C).

Fonte: Autoria prépria, 2022.
Legenda: C — controle (10% DMSO)

Figura 9: Atividade antibacteriana do extrato etandlico e metanolico de folhas
secas de M. oleifera frente as cepas MRSA S1 (A) e MRSA 984 (B).

Fonte: Autoria propria, 2022.
Legenda: C — controle (10% DMSO)
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Estudos sobre atividade antimicrobiana de extrato aquoso de folhas frescas de
moringa ainda s&o poucos. Em nosso trabalho o extrato aquoso de folhas frescas
demonstrou maior atividade antibacteriana frente aos microrganismos testados,
especialmente, MRSA. A pesquisa realizada por Amabye e Tadesse (2016) também
mostra a atividade antimicrobiana de extratos aquosos de folhas frescas frente a diversos
microrganismos patogénicos como S. aureus, E. coli, P. aeroginosa, Proteus vulgaris,

Streptococcus mutans, Bacillus subtilus e S. epidermidis.

Nossos dados demonstram que o0s extratos aquosos de folhas secas néo
apresentaram atividade frente as dez cepas testadas. Semelhante, dados relatados por
Vankwani et al. (2022) mostram que os extratos aquosos de folhas secas néo
apresentaram atividade contra S. aureus resistente a meticilina, no entanto quando se
utilizou etanol e metanol como solventes foram observados halos de inibi¢do de 10,5 mm
e 11,5 mm, respectivamente. Akinduti e colaboradores (2022), estudando a atividade
antimicrobiana de extratos aquosos frente a S. aureus, observou que em comparacao a
outras plantas, como Acalypha wilkesiana Mueli. Arg, Azadirachta indica Juss e
Vernonia amygdalina Del., os extratos aquosos de folhas de M. oleifera exibiram uma

baixa atividade, sendo inferior a 10 % comparado aos extratos das demais plantas.

Quanto aos extratos de folhas secas analisados no nosso trabalho foi possivel
observar que o extrato metanolico foi mais eficiente frente a B. cereus, S. aureus, MRSA
S1, 712 e 984. Dodiya e Amin (2015), verificaram que o melhor solvente utilizado foi o
metanol 80 % e em seguida o etanol 70 %, apresentando atividade antibacteriana frente a
S. aureus, com zonas de inibicdo > 25mm. Garga e colaboradores (2019), avaliando a
atividade antibacteriana de extratos metanolicos de folhas contra S. aureus, observaram
zona de inibicdo (> 20 mm) foi verificada apenas na concentragdo de 500 mg/mL, e em

concentracgdes inferiores ndo houve atividade.



48

4.2.2. Extratos de sementes

Os extratos aquoso e etandlico apresentaram atividade inibitoria frente a B. cereus,
E. faecalis, S. aureus, enquanto extrato metanolico frente B. cereus e S. aureus (Tabela

1). Nenhum extrato inibiu o crescimento de E. coli, P. aeruginosa e C. albicans.

O extrato aquoso de sementes apresentou maiores halos de inibicdo frente as cepas
MRSA R2 (34,88 mm), MRSA S1 (31,93 mm) e MRSA 712 (30,02 mm) (Tabela 3,
Figura 10).

O extrato etanolico demonstrou atividade frente as linhagens de B. cereus, E.
faecalis e S. aureus padrao e todos MRSA, com halos de inibicdo variando entre 24,57 -
39,83 mm (Figura 11).

O extrato metandlico, diferente do aquoso e etandlico, ndo apresentou atividade
frente E. faecalis e MRSA R2. Os maiores halos de inibicdo foram observados para
MRSA S1 (29,34 mm), MRSA 712 (28,23 mm) e MRSA 984 (26,14 mm) (Tabela 3,
Figura 12).

Tabela 3: Atividade antimicrobiana de extratos de sementes de M. oleifera.

Zona de inibicdo em mm (X + DP)

Isolado Extrato Extrato Extrato
AQquoso Etandlico Metanolico
Bacillus cereus 2663+0,89 2561+192 23,94+0,88
Enterococcus faecalis 2480+1,03 2457+0,32 -
gtsaépzh%'ococcus aureus (ATCC 3000+113 2842+101 2472+1.90
MRSA S1 31,93+0,20 31,93+1,35 29,34 + 2,18
MRSA R2 3488+1,14 39,83+0,35 -
MRSA 712 30,02+0,84 3592+454 28,23+0,43
MRSA 984 2984 +145 30,27 +0,42 26,14 +1,12

Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans

Fonte: Autoria propria, 2022.
Legenda: (-) sem atividade; X = DP

: média + desvio padrao.
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Figura 10: Atividade antibacteriana do extrato aquoso de sementes de M.
oleifera frente as cepas MRSA R2 (A), MRSA S1 (B) e MRSA 712 (C).

o
Fonte: Autoria prépria, 2022.
Legenda: C — controle (10% DMSO).

Figura 11: Atividade antibacteriana do extrato etandlico de sementes de M.
oleifera frente as cepas MRSA R2 (A), MRSA 712 (B) e MRSA S1 (C).

Fonte: Autoria i, 2022.
Legenda: C — controle (10% DMSO).

Figura 12: Atividade antibacteriana do extrato metanolico de sementes de M.

oleifera frente as cepas MRSA S1 (A), MRSA 712 (B) e MRSA 984 (C).

Fonte: Autoria propria, 2022.
Legenda: C — controle (10% DMSO).
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No nosso trabalho o extrato etandlico de sementes foi mais eficaz frente aos
isolados de S. aureus quando comparado ao extrato metandlico. Dodiya et al. (2015),
avaliando os extratos etandlico (70 %) e metandlicos (80 %) de sementes, obtiveram
resultados semelhantes aos descritos nesse trabalho, pois os extratos etanolicos foram

mais eficazes contra S. aureus (> 15mm).

O extrato aquoso de sementes demonstrou atividade frente aos microrganismos
resistentes (MRSA S1, R2, 712 e 984) e padrdo. Resultado semelhante foi observado na
pesquisa de Abadallah e Ali (2019) em que avaliando o potencial antimicrobiano de
extratos aquoso e etanolico de sementes da M. oleifera observaram atividade frente a S.
aureus (7,23 — 12,60 mm) e E. faecalis (6.00 — 11,60 mm), os halos de inibicéo variando
de acordo com a concentracgdo do extrato, ou seja, quanto maior a concentracéo do extrato

maior o didmetro da zona de inibicéo.

Sharma, Wichaphon e Klangpetch (2020) relataram também maior atividade
antimicrobiana dos extratos etanolicos de sementes de M. oleifera frente as cepas de B.
cereus (19,75 mm) e S. aureus (19,25 mm). No entanto, o extrato etandlico de sementes
ndo demonstrou atividade frente a P. aeruginosa, E. coli e C. albicans, resultado
semelhante ao encontrado por Okafo, Akpo e Okafor (2020), em que o extrato foi capaz

de inibir a cepa de S. aureus, mas ndo as bactérias gram-negativas e a levedura.

Os extratos aquoso, etanolico e metanélico ndo demonstraram atividade frente a
duas bacterias: P. aeruginosa e E. coli, essa auséncia de atividade antimicrobiana pode
esta associada a diversos fatores, como a sua resisténcia (0 que torna mais dificil sua
suceptabilidade e gera problemas para os pesquisadores) e acredita-se que a menor
suscetibilidade das bactérias gram-negativas esteja atribuida a presenca da membrana
externa de fosfolipideos e lipopolissacarideos, a qual as torna menos impenetraveis do
que as bactérias gram-positivas (ABALAKA et al. 2012; SHARMA; WICHAPHON;
KLANGPETCH 2020 ).

Além das bactérias citadas no paragrafo anterior, o fungo C. albicans também
demonstrou resisténcia aos extratos de sementes. Resultado semelhante foi observado por
Saadabi e Zaid (2011), em que 0s extratos aquoso e metandlico ndo apresentou atividade

frente a C. albicans.
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4.2.3 Sensibilidade das linhagens de S. aureus aos antibidticos

Os dados referentes a acdo dos cinco antibidticos frente aos isolados de MRSA

utilizados nesse trabalho sdo mostrados na Tabela 4.

As trés cepas MRSA das cinco testadas demonstraram resisténcia a ciprofloxacina
e uma a estreptomicina e ciprofloxacina (Tabela 4). Todas as cepas testadas foram
sensiveis aos antibidticos tetraciclina, vancomicina e amoxicilina + acido clavulanico
(Tabela 4, Figura 13).

Tabela 4: Acédo dos antibioticos frente as linhagens de Staphylococcus aureus.

Zona de inibicdo em mm (X + DP)
Cepas Padrédo

. S. aureus
Antibidtico
(ATCC S. aureus S. aureus S. aureus S. aureus

25923) R2 S1 984 712
AMC 41,73 +2,71 4507 +2,57 38,17+2,36 41,63+0,84 24,49+041
CIP 25,04 + 2,48 - 24,09 + 0,93 - -
EST 20,2+3,30 30,01+0,53 23,93+0,25 23,87 +2,99 -
VAN 1791+1,76 29,62+0,94 19,09+0,81 22,53+0,44 19,51+0,18
TET 26,49 + 3,09 43,42+2 28,89+0,89 3805+156 12,41+0,61

Fonte: Autoria prépria, 2022.
Legenda: AMC (Acido Clavulanico + Amoxicilina); CIP (Ciprofloxina); EST (Estreptomicina);
TET (Tetraciclina); VAN (Vancomicina); (-) sem atividade, X £ DP: média * desvio padréo.

Figura 13: Antibiograma das linhagens S. aureus (A), MRSA 984 (B), MRSA S1 (C).

Fonte: Autoria prdpria, 2022.
Legenda: AMC (Acido Clavulanico + Amoxicilina); CIP (Ciprofloxina); EST (Estreptomicina);
TET (Tetraciclina) e VAN (Vancomicina).
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Dados sobre o perfil de resisténcia de isolados de S. aureus sdo muito importantes,
uma vez que essa espécie é vista como um dos principais patdgenos responsaveis por
diversas manifestagdes clinicas como intoxicacgdo alimentar em humanos e infecces em
pele, pulmdes e corrente sanguinea. Um agravante nas infeccdes por S. aureus € a
resisténcia aos antimicrobianos, dentre as formas mais alarmantes esta a resisténcia aos
beta-lactamicos meticilina, cefoxitina e/ou oxacilina, frequentemente observada para essa
espécie (SOUZA et al., 2020).

Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura. Pereira et al. (2021)
observou que 100 % dos isolados de S. aureus foram sensiveis a amoxicilina. Rath, Das
e Padhy (2017) coletaram amostras de secrecdo purulenta de pacientes, onde as bactérias
mais comumente isoladas foram S. aureus e P. aeruginosa, dentre os S. aureus 95,2% das
amostras eram sensiveis a cloxacilina, 83,3 % a eritromicina e 78,5 % a gentamicina.
Todos os isolados de MRSA eram multirresistentes; no entanto, nenhum era resistente a

vancomicina.

Em nosso trabalho os extratos de moringa, assim como alguns antibidticos
testados, demonstraram atividade antimicrobiana contra as linhagens MRSA, sendo que
foram observadas algumas diferencas entre a atividade dos extratos nas quatro cepas
testadas. O extrato aquoso de folhas frescas e, 0 extrato aquoso e etandlico de sementes
demonstraram atividade contra todas linhagens (S1, R2, 712 e 984). O extrato metanolico
de folhas e de sementes mostrou atividade contra os isolados MRSA S1,984 e 712, e 0
extrato etanolico de folhas secas frente S1, R2 e 712. A linhagem MRSA 712 apresentou
resisténcia aos antibioticos estreptomicina e ciprofloxacina, entretanto foi sensivel a todos

extratos de moringa testados.
4.3. Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de M. oleifera

A concentragdo inibitéria minima dos extratos foi avaliada para os isolados de B.
cereus, E. faecalis, S. aureus ATCC 25923, MRSA S1, R2, 712 e 984 (Tabelas 5 — 6). Os

extratos apresentaram acao inibitoria frente esses isolados no teste de difusdo em &gar.
4.3.1 Extratos de folhas

Para o extrato aquoso de folhas frescas foram obtidos os valores de CIM variando
entre 0,78 - 50 mg/mL, sendo que a menor CIM foi verificada frente a S. aureus ATCC
25923 (Tabela 5, Figura 14 — A).
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Quanto ao extrato etandlico de folhas secas, os valores de CIM encontradas foram
entre 25 e 50 mg/mL, sendo que CIM de 25 mg/mL foi observada para S. aureus ATCC
25923 e MRSA S1 (Tabela 5, Figura 14 — B).

O menor valor de concentracéo inibitéria minima para os extratos metanolicos de

folhas secas foi de 25 mg/mL para S. aureus e trés cepas MRSA (Tabela 5, Figura 15).

Tabela 5: Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) expressa em mg/mL dos

extratos de folhas frescas e secas de M. oleifera.

Linhagem
S.
Parte da planta Solvente B. E. aureus MRSA MRSA MRSA MRSA
cereus faecalis (ATCC S1 R2 712 984
25923)
Folhas frescas Agua 3,12 3,12 0,78 1250 50,00 3,12 25,00
Etanol 70% - - 25,00 2500 50,00 50,00 -
Folhas secas
Metanol 80% 25,00 - 25,00 25,00 - 25,00 25,00

Fonte: Autoria prdpria, 2022.
Legenda: (-) sem atividade.
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Figura 14: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) expressa em mg/mL do extrato

aquoso de folhas frescas (A) e extrato etandlico de folhas secas (B) frente a S. aureus
ATCC 25923.

Controle Positivo

Controle Negativo

[—» Amoxicilina

e

200 100 S0 25 125 625 3,12 15 0,78

200 100 S0 25 125 625 312 15 0,78

Fonte: Autoria propria, 2022.
Legenda: Controles: positivo (meio de cultura sem extrato com inoculo); negativo (meio de
cultura); amoxicilina (meio de cultura com amoxicilina 50 mg/mL e inoculo).

Figura 15: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) expressa em mg/mL do extrato
metandlico de folhas secas frente a S. aureus MRSA 712,

Controle Positivo

Controle Negativo

Amoxicilina

200 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,5 0,78

Fonte: Autoria propria, 2022.
Legenda: Controles: positivo (meio de cultura sem extrato com inoculo); negativo (meio de
cultura); amoxicilina (meio de cultura com amoxicilina 50 mg/mL e inoculo).
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Os dados obtidos indicam que o extrato aquoso de folhas frescas demonstra uma
eficiente atividade contra as cepas de S. aureus, inclusive contra as cepas MRSA. Esses
dados sdo importantes, também devido ao fato que os estudos sobre extratos de folhas

frescas de M. oleifera sdo ainda escassos.

Existem mais dados sobre os valores de CIM dos extratos de folhas secas e de
sementes de M. oleifera. Taemchuay et al. (2021) relataram os valores de CIM de 64 e
128 mg/mL de extratos etandlicos de folhas secas para a S. aureus. Esses resultados sdo

menores aos encontrados no presente trabalho.

Avaliando os extratos etanolicos de folhas de M. oleifera, Abadallah e Ali (2019)
verificaram que a CIM (12,5 mg/mL) para S. aureus foi menor comparando com E. coli
e E. faecalis. Unegbu et al. (2020), estudando os extratos aquosos e etandlicos de folhas
secas de moringa verificou que a menor CIM observada para S. aureus e 0 extrato
etanolico (25,5 mg/mL). No nosso trabalho, os valores de CIM do extrato etanélico de
folhas observados para duas cepas de MRSA foram semelhantes (25 mg/mL) aos

encontrados nos trabalhos citados.

Tabidi e colaboradores (2019) analisaram atividade de extrato metandlico de
folhas secas frente B. subtilis, S. aureus, E. coli, P. aeruginosa e Salmonella typhi, e
observaram o menor valor de CIM (25 mg/mL) para S. aureus, assemelhando-se ao
encontrado nesta pesquisa frente a cepas MRSA.

4.3.2. Extratos de sementes

Os valores de CIM observadas para diferentes extratos e microrganismos testados

variaram de 0,78 mg/mL a 200 mg/mL (Tabela 6).

Os menores valores de CIM (0,78 - 12,5 mg/mL) foram registrados para extrato

aquoso, principalmente para linhagens MRSA S1 e R2 (Tabela 6, Figura 16 — A).

Para os extratos etanolicos CIM variou entre 25 (MRSA R2) e 200 mg/mL (E.
faecalis) (Tabela 6, Figura 16 — B).

O extrato metandlico exibiu os valores de CIM de 50 — 100 mg/mL, sendo o valor

mais frequente foi de 50 mg/mL (Tabela 6, Figura 17).
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Tabela 6: Concentracédo Inibitoria Minima (CIM) expressa em mg/mL dos extratos de

sementes de M. oleifera.

Linhagem

S.
Parte da planta Solvente B. E. aureus MRSA MRSA MRSA MRSA
cereus faecalis (ATCC S1 R2 712 984

25923)
Agua 312 1250 312 0,78 0,78 6,25 3,12
Sementes Etanol 70% 50,00 200,00 50,00 50,00 25,00 50,00 50,00
Metanol 80% 50,00 - 100,00 50,00 - 50,00 50,00

Fonte: Autoria prépria, 2022.
Legenda: (-) sem atividade.

Figura 16: Concentracao Inibitéria Minima (CIM) expressa em mg/mL do extrato

aquoso (A) e etanolico (B) de sementes frente a S. aureus MRSA R2.

A Controle Positivo
— Controle Negativo
CIM
; Amoxicilina
1 2 3 4 5 6 7 8 9 ’
W7 S 3 e e e o - o :
I » N (*»4‘, . N 7 % G QP »

Controle Positivo

Controle Negativo

Amoxicilina

1

S0 25 12,5 625 312 15 078 039 0,19

Fonte: Autoria propria, 2022.
Legenda: Controles: positivo (meio de cultura sem extrato com inoculo); negativo (meio de
cultura); amoxicilina (meio de cultura com amoxicilina 50 mg/mL e inoculo).
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Figura 17: Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) expressa em mg/mL do extrato
metandlico de sementes frente a S. aureus MRSA 984.

Controle Positivo

Controle Negativo

l—v Amoxicilina
T
7

Fonte:

200 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78

Autoria propria, 2022.
Legenda: Controles: positivo (meio de cultura sem extrato com inoculo); negativo (meio de
cultura); amoxicilina (meio de cultura com amoxicilina 50 mg/mL e inoculo).

Os resultados referentes a acdo antibacteriana apresentados nesse e outros
trabalhos podem indicar a possibilidade do uso da M. oleifera no tratamento de infeccdes

causados por S. aureus, incluindo MRSA

Nesse trabalho os menores valores de CIM foram observados para o extrato
aquoso de sementes (0,78 - 6,25 mg/mL). Dados semelhantes foram relatados por Virk et
al. (2019), onde foi determinado o valor de CIM de 6,25 mg/mL para o extrato aquoso de

sementes frente a cepa de S. aureus multirresistente.

Com relacdo aos extratos etandlicos de sementes, Kheir, Kafi e Elbir (2015) e
Abdulkadir et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes. Kheir, Kafi e Elbir (2015)
relataram os valores de CIM de 62,5 mg/mL e 31,25 mg/mL para MRSA, e S. aureus
ATCC, respectivamente, e Abdulkadir et al. (2015) observou CIM de 50 mg/mL para S.

aureus.

O extrato metandlicos de sementes apresentaram variacdo de CIM de 50 a
100mg/ml. Bello e Jamiu (2017) verificou que para a cepa S. aureus o CIM de extratos
do extrato metanolico de sementes verificou que frente a cepa S. aureus foi de 50 mg/ml.
Esses resultados colaboram com os encontrados nesta pesquisa, pois o CIM apresentado
demonstra 0 mesmo valor frente as cepas B. cereus, MRSA S1, 712 e 948.
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4.4 Concentracdo Bactericida Minima (CBM) dos extratos de M. oleifera
4.4.1 Extratos de folhas

A concentragdo bactericida minima do extrato aquoso de folhas frescas variou
entre 6,25 e 100 mg/mL para B. cereus, S. aureus, MRSA S1, R2, 712 e 984 (Tabela 7).
Apenas para E. faecalis ndo foi observada acdo bactericida desse extrato, bem como de

outros extratos analisados.

Para o extrato etanolico e metandlico de folhas secas, os valores de CBM foram
maiores, variando entre 50 e 200 mg/mL. Esses extratos apresentaram acdo bactericida

frente menor numero de linhagens testadas que o extrato de folhas frescas.

Tabela 7: Concentracdo Bactericida Minima (CBM) expressa em mg/mL do extrato de

folhas frescas e secas de M. oleifera.

Linhagem

s,
Pglr;ﬁtia Solvente B. E.  aureus MRSA MRSA MRSA MRSA
cereus faecalis (ATCC  S1 R2 712 984

25923)
Folhas frescas Agua 6,25 ~ 100,00 2500 50,00 100,00 50,00
Folhas secas Etan0! 70% - - 10000 - 200,00 100,00 -
Metanol 80% 200,00 - ; ; - 100,00 50,00

Fonte: Autoria prdpria, 2022.
Legenda: (-) sem atividade.

Com relagdo ao extrato etandlico de folhas secas de moringa Unegbu et al. (2020)
relataram a CBM de 25,5 mg/mL, enquanto Issa, Muazu e Rabi’u (2021) o valor de CBM
de 80 mg/mL. Taemchuay et al. (2021) registraram os valores de CBM entre 64 e
128mg/mL para S. aureus. No nosso trabalho valores de CBM variaram de 100 e 200

mg/mL para esse extrato.

Mukhtar, Orah e Mohammed (2017) avaliando a atividade dos extratos
metandlicos de folhas secas, obtiveram como CBM o valor de 100 mg/mL, valor igual ao

encontrado nesse trabalho para MRSA 712.

A atividade bactericida dos extratos pode ser o resultado da acédo dos constituintes
fitoquimicos que podem afetar as enzimas e danificar membrana plasmatica, alterando
dessa forma processos fisioldgicos de bactérias (NJOKUOCHA; EWENIKE, 2020).
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4.4.2. Extratos de sementes

Todos os extratos de sementes de moringa demonstraram atividade bactericida
(Tabela 8). O extrato aquoso apresentou os menores valores de CBM (0,78 — 25 mg/mL)
para B. cereus, S. aureus, MRSA S1, R2, 712 e 984.

O extrato etanolico demonstrou valores de CBM entre 25 e 200 mg/mL para B.
cereus, E. faecalis, S. aureus, MRSA S1, R2, 712 e 984. Enquanto, o extrato metandlico
demonstrou atividade bactericida apenas frente B. cereus, MRSA 712 e 984, com CBM
de 50 — 100 mg/mL (Tabela 8).

Tabela 8: Concentracdo Bactericida Minima (CBM) expressa em mg/mL dos

extratos de sementes de M. oleifera.

Linhagem
S.

Parte da planta Solvente B. E. aureus MRSA MRSA MRSA MRSA
cereus faecalis (ATCC S1 R2 712 984

25923)
Agua 3,12 - 2500 312 0,78 1250 6,25
Sementes  Etanol (70%) 50,00 - 200,00 50,00 25,00 100,00 12,50
Metanol 80%) 50,00 - - - - 100,00 25,00

Fonte: Autoria prdpria, 2022
Legenda: (-) sem atividade.

Alguns trabalhos relatam os valores de CBM para S. aureus e outras espécies de
bactérias. No estudo com extratos aquosos de semente de moringa de Virk et al. (2019),
foi observado o valor de CBM de 100 mg/mL a todas as cepas estudadas, incluindo
MRSA.

Abdulkadir et al. (2015), avaliando os extratos etanélicos de sementes comprovou
o0 potencial bactericida frente a cepa S. aureus, em que o valor de CBM foi superior a 100

mg/mL.

Quanto aos extratos metanolicos de sementes, Bello e Jamiu (2017) relatou o valor
da CBM de 200 mg/mL para S. aureus, o valor superior ao observado nesta pesquisa.
Mesmo que o0s extratos metanolicos tenham demonstrado atividade bactericida em altas
concentragdes, dados como esses sdo importantes, uma vez que evidenciaram atividade

frente a isolados multirresistentes.
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4.5 Atividade antioxidante de extratos de M. oleifera

A tabela 9 mostra os dados referentes a atividade antioxidante dos extratos
realizada pelo método DPPH. Apenas os extratos de folhas mostraram atividade

antioxidante nas concentragdes testadas.

O DPPH ¢ um radical livre estavel que pode se transformar em uma molécula
diamagnética estavel quando aceita um elétron, portanto o ensaio de atividade
sequestrante do radical DPPH representa o potencial da atividade antioxidante contra os
radicais livres no corpo humano (TSHABALALA et al., 2020). A concentracdo efetiva
(CEso) € um parametro comumente utilizado para determinar a atividade antioxidante. No
geral, quanto maior o consumo de DPPH, maior o potencial antioxidante da amostra e
menor a concentracao efetiva dos extratos capaz de neutralizar em 50% a ac¢éo do radical
(CEso), ou seja, quanto menor o valor de CEso maior o potencial antioxidante do extrato

testado (FERNANDES et al., 2015; TSHABALALA et al., 2020).

Os valores de CEso variaram de 223,82 pg/mL a 305,47 pg/mL para o extrato
aquoso de folhas secas e frescas, respectivamente. Foram observadas as diferencas
significativas entre atividade antioxidante dos extratos testados (Figura 18). O maior
potencial antioxidante foi verificado para o extrato aquoso de folhas secas, seguido por

extratos etandlicos e metanolicos das folhas secas (Tabela 9, Figura 18).

Tabela 9: Atividade antioxidante de extratos de M. oleifera.

DPPH
Parte da planta Solvente CEso (ug/mL)

Folhas Frescas Agua 305,47 + 2,48
Agua 223,82 + 4,76
Folhas Secas Etanol 70% 245,65 + 4,31
Metanol 80% 265,04 + 5,06

Agua -

Sementes Etanol 70% -

Metanol 80% -

Fonte: Autoria propria, 2022.
Legenda: (-) sem atividade; DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).
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Figura 18: Atividade antioxidante de extratos de Moringa oleifera expressa em

CEso (ug/mL).
DPPH
400-
m AA
b
3004 . B EAFF
¢ 2 = =3 EAFS
2
2 200- = EEFS
© =3 EMFS
1004
da
0- T T T
EXTRATOS

Fonte: Autoria prépria, 2022.

Legenda: AA (&cido ascorbico - controle), EAFF (extrato aquoso de folhas frescas), EAFS
(extrato aquoso de folhas secas), EMFS (extrato metandélico de folhas secas), EEFS (extrato
etandlico de folhas secas).

Embora o antioxidante padrdo (&cido ascérbico) tenha uma maior atividade de
eliminacdo de radicais DPPH quando comparado com as amostras analisadas, 0s extratos
mostraram atividade antioxidante promissora. Estudos tem relatado que a atividade
antioxidante de plantas como a M. oleifera pode ser atribuida a presenca de diversos
compostos fendlicos, incluindo flavonoides (MWAMATOPE et al., 2020; PRASAJAK
etal., 2021) (Figura 18).

No estudo de Prasajak e colaboradores (2021) o extrato aquoso de folhas secas de
moringa também apresentou maior atividade antioxidante (CEso — 49,85) comparado ao
extrato etandlico (CEso - 189,41). Os autores associaram essa atividade ao maior teor de
compostos fendlicos totais no extrato aquoso (67, 18 EAG/g) comparado com o extrato
etanolico (41,49 + 0.04 mg EAG/qg).

Ali e Chatterton (2018) e Baldisserotto et al. (2018) avaliando a atividade
antioxidante de folhas de moringa observaram resultados semelhantes aos obtidos nesse
trabalho. Baldisserotto et al. (2018) relatou o valor do CEso de 232.8 ug/mL para o extrato
aquoso de folhas e 305,8 pg/mL para o extrato metandlico. Ali e Chatterton (2018)
mostraram que o extrato aquoso e etanolico de folhas secas apresentaram maior atividade
antioxidante através do método DPPH, quando comparado a extratos obtidos com outros

solventes como acetato de etila.
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4.6 Teor de Compostos Fenolicos Totais (CFT)

A determinacdo do teor de compostos fenolicos totais foi realizada pelo método
do reagente de Folin-Ciocalteu, utilizando como padréo o acido galico, cuja curva padréo
apresentou r? = 0,9933, equagdo y = 0,0067x + 0,0595 (Figura 19).

Figura 19: Curva de calibracao de 4cido galico.

Curva - Média - Acido Galico

1
y = 0,0067x - 0,0595 Lo
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e Q.-
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.
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Concentracdo (mg/mL)

Fonte: Autoria prépria, 2022.
Todos os extratos analisados apresentaram compostos fenolicos (Tabela 10).

O maior teor desses compostos nos extratos de folhas secas foi obtido para o
extrato metandlico (67 mg EAG/g), em seguida para aquoso (54 mg EAG/g) e etandlico
(42 mg EAG/g). O extrato de folhas frescas apresentou menor teor de compostos

fenodlicos.
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Tabela 10: Teor de compostos fendlicos totais nos extratos de M. oleifera expresso em

mg de equivalente de acido galico (EAG) por g de extrato (média £ desvio padréo).

Parte de planta Solvente Fenolicos Totais

(mg EAG/g)
Folhas Frescas Agua 37,5816 + 1,65
Agua 54,4610 + 1,37
Folhas Secas Etanol 70% 42,0149 £ 0,52
Metanol 80% 67,6525 + 2,86
Agua 19,4279 + 0,96
Sementes Etanol 70% 15,1990 = 0,38
Metanol 80% 13,9552 + 0,26

Fonte: Autoria propria, 2022.

O metanol mostrou-se o melhor solvente de extracdo para os compostos fenolicos
totais das folhas da M. oleifera.

Semelhantes resultados obtiveram Prabakaran et al. (2018) observando o maior
teor de fendlicos no extrato metandlico (112 mg EAG/g), seguido pelo extrato aquoso
(102 mg EAG/qg) e extrato etanolico (90 mg EAG/qg) de folhas de M. oleifera.

Quanto aos extratos de sementes, foi observado que o extrato aquoso teve maior
teor de fendlicos totais comparado ao extrato etandlico e metandlico. Semelhante ao
apresentado nesse trabalho, Jahan et al. (2018) revelou que o extrato aquoso de sementes
continha maior quantidade de compostos fendlicos totais (91 mg EAG/g) que o extrato
metanolico (61 mg EAG/g). Adebayo, Arsad e Samian (2018) também observou que 0
extrato aquoso teve a maior teor dos fendlicos totais (20 mg EAG/g) quando comparado

ao extrato etanélico.

As variagdes de teores de fendlicos nos extratos obtidos com diferentes solventes
podem ser explicadas pela complexidade estrutural dos compostos e diferengas na sua
polaridade, bem como pela solubilidade seletiva de alguns fitoquimicos em um
determinado solvente (NOBOSSE; FOMBANG; MBOFUNG, 2018).

Os compostos fendlicos sdo os principais antioxidantes de origem vegetal e, dentre
0s mecanismos associados a atividade farmacolodgica esta a sua capacidade de eliminacéo
de radicais livres atribuida a grupos hidroxila, e esses radicais estdo envolvidos em

diversas patologias como diabetes, obesidade, aterosclerose, céncer, transtornos
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neurodegenerativos e doencas cardiovasculares (GHAFAR et al., 2017; ANUNCIACAO
et al., 2020).

4.7 Composicao de extratos de M. oleifera

O extrato etandélico e metanolico das folhas de M. oleifera foi analisado utilizando
a técnicas de cromatografia HPLC-ESI-HRMS e HPLC-DAD-ESI-MS" . Os dados

obtidos mostraram a presenca de 18 compostos (Tabela 11, Figura 20).

Figura 20: Cromatogramas de pico de base dos extratos etandlico e metanolico
de folhas secas de M. oleifera mostrando a distribuicdo dos principais metabolitos

secundarios em cada solvente.
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Fonte: Autoria propria, 2022
Legenda: Em azul - extrato metandlico de folhas secas e em vermelho - extrato etanélico de folhas

Secas.

A partir da analise cromatogréafica, foi possivel observar que os extratos etanolico
e metandlico de folhas de moringa possuiam perfis semelhantes. Os picos podem ser
observados na figura 20, em que 1-10 e 12 foram identificados como &cidos fendlicos,
sendo que o composto mais abundante foi o isoméro cafeoilglicosideo — acido quinico

(picos 3,7 e 8), seguido do 3- acido cafeoilquinico (picos 6 € 9).

Os picos 11, 13-18 foram identificados como flavonoides individuais, no qual o

mais abundante foi o composto apigenina (apigenina-6-C-glicosideo-7-O-glicosideo,
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apigenina-8-C-hexose e apigenina-6-C-hexose), seguidos dos guercetina (quercetina-O-
hexosideo e quercetina 3-O-(6-O-ramnosilglicosideo) e kaempferol (kaempferol-O-
dihexosideo e kaempferol-3-O-glucoideo) (Figura 21).

Figura 21: Cromatograma de pico de base do extrato metandlico de folhas secas
de Moringa oleifera mostrando a distribuicdo dos 18 compostos detectados.

40 )

Fonte: Autoria prépria, 2022.
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Tabela 11: Caracteriza¢do dos compostos presentes nos extratos etanolico e metandlico de folhas de M. oleifera através da HPLC-ESI-
HRMS e HPLC-DAD-ESI-MS".

Pico _ uv m/z Formula Erro 2 3 Nome do A
No. R (min) (hm)  /M—HJ- Molecular (ppm) MS*MS Composto Referéncia
MS2 [191]: 85(23); 93(26); 111(35); 127(27); ) Jaiswal et al
1 52 204 1910562 C;H120s 0.2 173(100)/ [MS3a173]: 71(11); 93(90); 111(86); Acido quinico '

127(100) (2010)

MS? [341]: 161(5); 179(13); 215(10); 341(100); Gouveia:

2 55 194 3.410.910 CisHigO9 1.7 353(78) / [MS%a341]: 131(7); 143(23); 161(22); Cafeoilglicosideo : ’
Castilho (2010)

179(100)

MS? [515]: 191(20); 335(18); 341(100); 353(78) / Cafeoilglicosil —  Jaiswal et al.

3 165 275 5151420 CaHzOus 2.7 [MS®4341]: 135(6): 179(100) 4cido quinico (2010)

5 Cafeoilglicosil —
MS? [515]: 191(11); 341(45); 353(100) / [MS3a353]: . e Zhang et al.
4 16.8 275 515.1353 CxH28014 5.0 135(28) 179(71): 191(100) am_dqqumlco (2018)
(isbmero)

MS? [515]: 191(20); 323(14); 335(18); 341(100); 4-cafeoilglicosil —  Jaiswal et al.

5 193 275 5151398 CaHzOu 23 353(50) / [MS®4341]: 135(15); 179(100) cido quinico (2014)
MS?[353]: 135(10); 139(38); 191(100) /MS? 3- 4cido Makita et al.

6 200 255 3530878 CieHiOo 0.1 [3534191]: 85 (71); 127 (86); 173(100) cafeoilquinico (2017)

Cafeoilglicosil—- .

MS? [515]: 191(1); 323(1); 341(100); 353(75); gy P Jaiswal et al.

7 21.1 275 5.151.409 CxH28014 05 416(5); 467(5) / [MS®4341]: 135(16): 179(100) aC(I;jS%r?]l;Lr;I)CO (2014)

\ Cafeoilglicosil —
MS? [515]: 341(81.3); 353(100) / [MS3a353]: o : Zhang et al.
8 21.5 275 5.151.418 Cx2H28014 -2.0 135(11); 173(72); 179(100); 191(35) acido quinico (2018)

(isbmero)
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11

12

13

14

15

16

17

18

23.5

25.8

28.3

29.3

31.2

334

35.0

36.8

37.8

395

280

253

269

280

265

269

269

259

260

265

3.370.941

3.530.886

6.091.451

3.370.936

5.931.393

4.310.967

4.310.981

4.630.887

6.091.503

4.470.946

C16H180s

C16H1809

C27H29016

C16H180s

C27H29015

C21H19010

C21H19010

C27H29016

C27H29016

C21H20011

0.6

-1.2

4.3

MS? [337]: 163 (100); 173(9.17); 191(10.5) / MS*®
[3374163]: 119 (100)

MS2[353]: 135(11.6); 173(100); 179(63); 191(15)
IMS® [3533173]: 93(100)

MS2[609]:285(18); 327(11); 447(100); 489(14) / MS?
[6092447]: 227(8); 255(67); 285(100)

MS2 [337]: 163 (12.78); 173(100); 191(5.19) / MS?
[3374173]: 93 (100)

MS2[593]:239(3); 283(6); 311(31); 431(100) / MS®
[5933431]: 283(12); 311(100); 341(6)°

MS2[431]:283(6); 311(100); 341(8) / MS3[4314311]:
283(100)

MS2[431]: 283(3); 311(100); 341(48); 413(8) / MS®
[4313311]: 283(100)

MS2[463]: 179(2); 271(3); 301(100); 343(2) / MS?
[4633301]: 151(70); 179(100); 255(60); 271(95)

MS2[609]: 301 (100) / MS® [609a301]: 179 (100),
273 (20), 257 (14), 151 (94);

MS?[477]: 227(6); 255(47); 285(100)/ MS?
[477a285]: 227(11); 255(100); 267(11)

3-acido
cumaroilquinico

5-4cido
cafeoilquinico

Kaempferol-O-
dihexosideo

4- 4cido
cumaroilquinico
Apigenina-6-C-
glicosideo-7-O-

glicosideo
Apigenina-8-C-
hexose

Apigenina-6-C-
hexose

Quercetina-O-
hexosideo

Quercetina 3-0O-(6-

O-

ramnosilglicosideo)
kaempferol-3-O-

glucoideo

67

Jaiswal et al.
(2010)

Clifford et al.
(2007)

Cabral et al.
(2021)

Clifford et al.
(2007)

Hu et al.
(2022)

Hu et al.
(2022)

Cabral et al.
(2021)

Hu et al.
(2022)

Cabral et al.
(2021)

Cabral et al.
(2021)

Fonte: Autoria propria, 2022
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Diversos estudos relataram a presenca de compostos fendlicos, como o0s
flavonoides, em diferentes partes de moringa e sua bioatividade em testes in vitro e in
vivo, incluindo alto poder antioxidante (SUACEDO-POMPA et al., 2018; BENNOUR et
al., 2020). Os compostos fenolicos diferem quanto a sua estrutura quimica e podem
ocorrer em sua forma livre (como agliconas) ou, comumente, ligados a uma porc¢édo de
acucar (como glicosideos) (MAKITA et al., 2016)

Al Juhaimi et al. (2017) fazendo um estudo comparativo, na base dos dados
obtidos pelo HPLC, das espécies Moringa peregrina e M. oleifera relataram que o
contetdo fendlico total de folhas de M. oleifera é 22 % maior que o de folhas de M.
peregrina, o que provavelmente torna a M. oleifera uma étima fonte para obtengdo de
compostos ativos. Dentre as moléculas bioativas, o acido clorogénico foi um dos
principais compostos fitoquimicos encontrados das folhas de M. oleifera, o qual
apresentou alta atividade antioxidante (AL JUHAIMI et al., 2017), assim como

encontrado no extrato etanolico estudado nesse trabalho.

Os &cidos clorogénicos (ACG) sdo os principais compostos fendlicos das espécies
de Moringa, antioxidantes naturais e fazem parte dos polifen6is mais abundantes na dieta
humana. ACGs sdo ésteres de um ou mais acidos cinamicos e acido quinico, os acidos
cindmicos mais comuns identificados sdo os ferulico, p-cumarico e acidos cafeico, que
dao origem aos acidos p — cumaroilquinico, cafeoilquinico e feruloilquinico (MAKITA
etal., 2017).

Diversos acidos clorogénicos ja foram observados em espécies do género
Moringa, no entanto em M. oleifera os dados sdo escassos. Nesta pesquisa foram
identificados seis acidos clorogénicos associados a glicosideos (agucar) (2 — 5, 7 e 8,

Tabela 11), no qual nenhum desses foram descritos ainda na espécie de M. oleifera.

Compostos semelhantes ao cafeoilglicosil-acido quinico (Tabela 11) ja foram
descritos em espécies de plantas como Lonicera henryi e Helichrysum italicum. Jaiswal
et al. (2014) identificaram a partir das folhas da planta Lonicera henryi L.
(Caprifoliaceae) acidos clorogénicos associados a glicosideos, dentre eles 5-O-(4’-O-
Cafeiol glicosil) acido quinico (C22H28014), 5-O-(3’-O-Cafeiol glicosil) acido quinico
(C22H28014), Cis-5-O-(4’ -O- Cafeiol glicosil) &cido quinico (C22H28014), 3-O-(4’-O-
Cafeiol glicosil) &cido quinico (C22H28014), A cis-4-0-(4’-O- Cafeiol glicosil)-5-O-4cido

cafeiolquinico (Cs1H34017) entre outros.



69

Krambeger e colaboradores (2020) avaliaram 0s compostos bioativos de extratos
etandlico e aquoso da espécie Helichrysum italicum, e identificaram dois compostos
inéditos que séo 3-0-(4’-cafeoil glicosil) acido quinico e 5—O—(4'-cafeoil glicosil) acido
quinico, acido clorogénicos que se aproximam estruturalmente aos que encontramos nesta

pesquisa.

Avaliando o0s compostos em semen Cuscutae uma Semente madura seca
de Cuscuta australis, Zhang et al. (2018) identificaram 45 composto, dentre eles acidos
clorogéncios como cafeoil glicosideo, cafeoil diglicosideo, 6-O-cafeoil-p-glicose, 6-O-
cafeoil-a-glicose, 3-O-(4'-O-cafeoil glicosil) &cido quinico, 5-O-(3'-O-cafeoil glicosil)

acido quinico entre outros compostos semelhantes aos encontrados em nossa pesquisa.

Um dos compostos fendlicos mais comuns encontrados em folhas de M. oleifera
é 0 &cido quinico, um ciclitol importante intermediario bioquimico na via do chiquimato,
no qual esta envolvido na biossintese de diversos compostos aromaticos em plantas. Além
disso esse acido possui propriedade antioxidantes, anti-inflamatorias e hepatoprotetoras
(Mezhoudi et al., 2022). Assim como identificado em nosso estudo, o acido quinico ja foi
observado em outras pesquisas como as de Braham et al. (2018) e Mezhoudi e

colaboradores (2022), em que foram utilizadas as folhas da M. oleifera.

Compostos como 3-&cido cafeoilquinico e 5-acido cafeoilquinico identificado
nesta pesquisa ja foi observado em outros trabalhos como Bennett e colaboradores (2003),
Braham et al. (2018) e Teclegeorgish et al. (2021).

Bennett e colaboradores (2003), utilizando folhas de moringa identificaram
compostos como 3-acido cafeoilquinico, 4- &cido cafeoilquinico 5- acido cafeoilquinico,
kaempferol 3-O-Glc, kaempferol 3-O-(6"-malonil-Glc), gercetin 3-O-Glc, quercetin 3-O-
(6"-malonil-GlIc), quercetina3-O-(X"-malonil-Glc) e quercetina 3-O —Glc-rham. Braham
et al. (2018), além de identificar o composto fendlico 3-acido cafeoilquinico, observou a
presenca de cis-3- acido cafeoilquinico, 4-acido cafeoilquinico, cis-4-acido
cafeoilquinico, quercetina-3-O-glucosideo ou quercetina-30-galactosideo, quercetina 3-

O-(6"-malonil) glicosideo e outros.

Teclegeorgish et al. (2021), além do 3-acido cafeoilquinico, compostos
semelhantes aos encontrados neste estudo, &cido 3-cumaroilquinico e 4&cido 4-
cumaroilquinico, foram identificados sendo eles acido 3-p-cumaroilquinico e acido 4-p-

cumaroilquinico, além de 4-acido cafeoilquinico, quercetina-3-O-rutinosideo, apigenina
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C-hexose, quercetina-7-hexose, quercetina-3-hexose, kaempferol-3-O-rutinosideo,

kaempferol-3-hexose, entre outros.

Estudo realizado por Zhao et al. (2019) observaram um total de 14 picos nos
cromatogramas de folhas de moringa, dos quais 6 foram identificados como &cidos
fendlicos e 7 como flavonoides; um pico néo foi identificado. O composto mais abundante
dentro dos acidos fendlicos foi o &cido 3-cafeoilquinico, e em seguida &cido 4-
cafeoilquinico. Alguns dos compostos encontrados, como acido 3- cafeioilquinico e

kaempferol-3-O-glucosideo, foram observados no presente trabalho.

Os dados apresentados por Rodriguez-Pérez et al. (2015) e Castro Lopez et al.
(2017), referentes ao perfil fitoquimico das folhas de moringa, indicaram a presenca de
diversos compostos bioativos como 5 lignanas (medioresinol, isolariciresinol,
secoisolariciresinol e glicosideos de epipinoresinol), 26 flavonoides (quercetina,
kaempferol, apigenina, luteolina e glicosideos de miricetina) e 11 acidos fenolicos e seus

derivados (acidos cafeoilquinico, feruloilquinico e cumaroilquinico e seus isdmeros).

A presenca de alguns compostos detectados nos extratos de M. oleifera nesse
trabalho foi relatada nos trabalhos Rufino et al. (2010), Rodriguez-Pérez et al. (2015),
Nouman e colaboradores (2016), Castro Lopez et al. (2017), Al Juhaimi et al. (2017),
Zhao et al. (2019), Zhu, Yin e Yang (2020).

Nouman e colaboradores (2016) avaliaram a composicao polifendlica de folhas
de M. oleifera de acordo com o tempo de retencdo, massas moleculares e padrbes de
fragmentacdo, e observaram doze flavonoides individuais (quercetina-3,7-diglicosideo,
quercetina-3,7-diglicosideo  (isdbmero),  apigenina-8-C - glicosideo,  quercetina-3-
glicosideo, apigenina-7-C-glicosideo (isorhoifolina), kaempferol-3,7-diglicosideo,
apigenina-7-rutinosideo, quercetina-3-ramnosideo, quercetina-3- O -  soforosideo,
quercetina-3- acetil-glucosido, kaempferol-3-glucosido e kaempferol-7-glucésido, os
quais foram derivados de kaempferol, apigenina e quercetina, que corresponderam a 47,0,

20,9 e 30,0% do total de flavonoides, respectivamente.

Zhu, Yin e Yang (2020) relataram que os teores totais de polifendis foram maiores
em folhas e menores em outras partes da M. oleifera, como segue: folhas > caules >
sementes > raizes. Acido clorogénico, isoquercetina e tutina foram os polifen6is mais

evidentes. A grande variacdo observada nos niveis desses compostos fendlicos nas


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/glucoside
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diferentes partes da moringa é provavelmente devido a diferencas da origem, condicdes

ambientais e periodo de coleta de amostras.

Segundo Rufino et al. (2010) a atividade antioxidante esta estreitamente ligada
aos polifendis, ou seja, quanto maior o teor de polifendis, maior atividade antioxidante.
No nosso trabalho essa relacdo pode ser observada para os extratos de folhas de moringa.
Lin, Zhang e Chen (2018), afirmaram que a forte atividade antioxidante dos flavondides
in vitro se deve principalmente a sua capacidade de capturar radicais livres diretamente

por meio da quelacdo de metais e doar elétrons ou atomos de hidrogénio.

Os dados obtidos no presente trabalho apontam a presenca de compostos mais
polares como flavondides e seus derivados, os quais tém maior afinidade por solventes
polares devido as suas estruturas quimicas, especialmente presenca de grupos OH
(OLDONI et al., 2019).

Os antioxidantes naturais geralmente sdo a primeira escolha dos consumidores e
s&o melhores do que os antioxidantes sintéticos. Acido ascobico, quercetina, kaempferol,
acido ascérbico, p-caroteno, isotiocianatos, polifendis e rutina sdo fortes antioxidantes
encntrados em folhas da M. oleifera. A maior atividade antioxidante das folhas da planta
tem uma relacdo linear com os compostos fendlicos, o que auxilia no desenvolvimento
de produtos que melhoras a estabilidade oxidativa dos produtos alimenticios, por exemplo
(KASHYAP et al., 2022).

As plantas produzem compostos fenolicos para atuar como mecanismo de defesa
contra herbivoria por animais ou microrganismos (TSHABALALA et al., 2020).
Alcal6ides, terpendides e compostos fendlicos (acido galico, acido clorogénico, acido
cafeico, acido ferulico, quercetina e kaempferol) possuem atividade antimicrobiana
significativa. Inclusive, a presenca de alguns fenolicos pode sugerir que a atividade
antimicrobiana pode ser devido a esses compostos, em gue sdo bastante conhecidos por
suas interacdes com proteinas e enzimas da membrana celular microbiana (PAZ et al.,
2018; PRABAKARAN et al.,, 2019). Além de atuarem na quebra da estrutura das
membranas celulares, consequentemente inibindo as fungdes celulares, causando a morte
dos microrganismos (MOSTAFA et al., 2018).
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Diante da grande variedade de compostos bioativos, que normalmente séo
produzidos como metanolitos secundarios, a planta pode aumentar sua capacidade geral
de sobrevivéncia e superar os desafios locais, permitindo que interajam com seus
arredores. A abundancia desses compostos fitoquimicos geralmente sao influenciados por
diversos fatores como espécie da planta, idade da planta, épocas de colheita, nutrientes

do solo, localizacio geografica e condigdes climéticas (VAZQUEZ-LEON et al., 2017).

Vazquez-ledn e colaboradores (2017) avaliando a interferéncia de fatores
climaticos (radiacéo solar, precipitacédo, radiacdo ultravioleta e temperatura média), idade
das arvores, parametros de solo (pH, capacidade de troca catibnica, condutividade
elétrica, K, P, matéria orgéanica, argila, silte, areia entre outros) sobre os compostos
bioativos de folhas de M. oleifera verificaram que fatores citados estam correlacionados

com o teor de compostos das folhas de moringa com diferencas significativa (p<0,05).

Diante disso, estudos sobre parametros quimicos e fisicos do solo de coleta da M.
oleifera ainda se fazem necessario para avaliarmos as interferéncias na composicédo
fitoquimica dos extratos folheares, e comparar com outros trabalhos. Além disso, a partir
desse estudo foi possivel verificar a presenga de compostos nunca descritos em espécies

de M. oleifera, o que torna a pesquisa inovadora e, consequentemente promissora.


https://link.springer.com/article/10.1007/s00217-017-2868-4#auth-L__A_-V_zquez_Le_n
https://link.springer.com/article/10.1007/s00217-017-2868-4#auth-L__A_-V_zquez_Le_n

73

5 CONCLUSOES

e Os extratos etanolicos de folhas e de sementes de M. oleifera apresentaram maior

rendimento, superior aos extratos aquoso e metandlico de folhas e sementes.

e Entre os extratos folheares de M. oleifera, o extrato aquoso de folhas frescas
demonstrou melhor atividade antimicrobiana inibindo o crescimento de B. cereus,
E. faecalis, S. aureus e MRSA.

e Entre os extratos de sementes de M. oleifera, o extrato aquoso demonstrou melhor

atividade antimicrobiana inibindo B. cereus, E. faecalis, S. aureus e MRSA.

e Nenhum dos extratos de M. oleifera foi capaz de inibir o crescimento das

linhagens de E. coli, P. aeruginosa e C. albicans.

e Os extratos aquosos de folhas frescas e de sementes apresentaram 0s menores

valores de CIM para S. aureus, MRSA, E. faecalis e B. cereus.

e Atividade bactericida foi observada para todos extratos de folhas e de sementes,
apresentando diferencas com relacdo a concentracdo do extrato e linhagem
bacteriana. Os menores valores de CBM foram observados para o extrato aquoso
de folhas secas frente a B. cereus e para o extrato aquoso de sementes frente
MRSA.

e Todos os extratos folheares apresentaram atividade antioxidante, sendo que o
extrato aquoso de folhas secas apresentou maior atividade. Os extratos de

sementes ndo apresentaram atividade antioxidante.

e Dentre os extratos folheares o extrato metandlico de folhas secas apresentou o
maior teor de compostos fendlicos. Os extratos de sementes demonstraram menor

teor desses compostos.

e O perfil fitoquimico foi semelhante para os extratos etandlico e metanélico de

folhas secas, apresentando 18 compostos classificados na sua maioria como
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flavonoides e cidos fendlicos. Seis acidos clorogénicos identificados ndo foram

escritos em M. oleifera anteriormente.

M. oleifera demonstrou ser uma espécie promissona para finalidades
fitoterapéuticas, uma vez que apresentou-se como agente antimicrobiano frente a

diversas bactérias, incluindo S. aureus resistente a meticilina.

Estudos mais detalhados sobre composi¢do fitoquimica dos extratos aquoso de
folhas frescas e secas e sementes de M. oleifera, bem como como estudo sinérgico
entre o0s extratos de moringa e antimicrobianos, sdo necessarios para uma melhor

utilizacdo na fitoterapia.
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