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Resumo

Os antimicrobianos sdo farmacos usados para inibir o crescimento de bactérias e fungos, assim, sdo indicados para o
tratamento de infec¢Bes microbianas, mas seu uso excessivo pode levar a sele¢do de cepas resistentes. Em contrapartida,
a Moringa oleifera é uma planta que tem suas partes comumente utilizadas na medicina tradicional, devido ao potencial
anti-inflamatorio e antibacteriano. O trabalho teve como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano do extrato das
folhas da Moringa oleifera frente a Staphylococcus aureus. Cepas de Staphylococcus aureus isoladas de amostras
clinicas foram mantidas em agar nutriente, ressuspendidas em solucéo salina estéril e semeadas na superficie de agar
Muller-Hinton. Discos de papel de filtro foram impregnados com os extratos obtidos, a fim de determinar a atividade
bacteriana. Ensaios realizados em triplicata. Foi observado halo de inibicdo apenas nos discos contendo oxacilina. A
revisdo de literatura evidenciou o amplo potencial dos extratos das partes da Moringa oleifera frente a microrganismos
diversos. Tal atividade, no entanto, ndo foi observada neste experimento, o que destaca a importancia de mais estudos
acerca das caracteristicas da planta.

Palavras-chave: Antibacterianos; Produtos naturais; Moringaceae; Atividades bioldgicas.

Abstract

Antimicrobials are drugs used to inhibit the growth of bacteria and fungi, thus, they are indicated for the treatment of
microbial infections, but their excessive use can lead to the selection of resistant strains. On the other hand, Moringa
oleifera is a plant whose parts are commonly used in traditional medicine, due to their anti-inflammatory and
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antibacterial potential. The aim of this study was to evaluate the antimicrobial potential of Moringa oleifera leaf extract
against Staphylococcus aureus. Strains of Staphylococcus aureus isolated from clinical samples were maintained in
nutrient agar, resuspended in sterile saline solution and streaked onto the surface of Miller-Hinton agar. Filter paper
discs were impregnated with the obtained extracts in order to determine the bacterial activity. Assays performed in
triplicate. A halo of inhibition was observed only in discs containing oxacillin. The literature review showed the broad
potential of extracts from parts of Moringa oleifera against different microorganisms. Such activity, however, was not
observed in this experiment, which highlights the importance of further studies about the characteristics of the plant.
Keywords: Antibacterials; Natural products; Moringaceae; Biological activities.

Resumen

Los antimicrobianos son farmacos utilizados para inhibir el crecimiento de bacterias y hongos, por lo que estan indicados
para el tratamiento de infecciones microbianas, pero su uso excesivo puede conducir a la seleccién de cepas resistentes.
Por otro lado, la Moringa oleifera es una planta cuyas partes son cominmente utilizadas en la medicina tradicional,
debido a su potencial antiinflamatorio y antibacteriano. El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial
antimicrobiano del extracto de hoja de Moringa oleifera contra Staphylococcus aureus. Las cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de muestras clinicas se mantuvieron en agar nutritivo, se resuspendieron en solucién salina esteril y se
sembraron en la superficie de agar Muller-Hinton. Se impregnaron discos de papel filtro con los extractos obtenidos
para determinar la actividad bacteriana. Ensayos realizados por triplicado. Solo se observé un halo de inhibicion en los
discos que contenian oxacilina. La revision de la literatura mostré el amplio potencial de los extractos de partes de
Moringa oleifera contra diferentes microorganismos. Sin embargo, tal actividad no se observé en este experimento, lo
que resalta la importancia de realizar mas estudios sobre las caracteristicas de la planta.

Palabras clave: Antibacterianos; Productos naturales; Moringéceas; Actividades bioldgicas.

1. Introducéo

A efetividade dos antibidticos propagou seu uso de maneira indiscriminada, refletindo com o decorrer do tempo, no
aumento da resisténcia bacteriana e, por consequéncia, resultando na reducdo da eficicia dos antimicrobianos. Assim, a
resisténcia bacteriana é considerada um problema de satde global, em razdo do comprometimento da eficiéncia dos antibi6ticos,
o0 que dificulta o tratamento e cura de doencas (Lima, et al., 2017; Fracarolli, et al., 2017).

Dentre as bactérias multirresistentes, podemos citar o Staphylococcus aureus, um microrganismo gram positivo que
pode ser encontrado na pele e fossas nasais de individuos saudaveis. Entretanto, o Staphylococcus aureus é também a principal
causa de doencas que vao desde uma infeccdo simples, como furlinculos, até formas graves, como endocardite, pneumonia,
sindrome do choque toxico e septicemia (Santos et al., 2007; Safdari, et al., 2020).

Nesse sentido, o surgimento dos Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), evidencia, além da viruléncia
do patdgeno, a sua rapida evolugao de resisténcia aos antimicrobianos. Os MRSA constituem um grande problema hospitalar na
atualidade, em razdo de um pior prognostico constantemente ligado as bacteremias por este microrganismo, bem como do nimero
limitado de antimicrobianos disponiveis (Duarte et al., 2018).

Dessa forma, faz-se necesséaria a adog¢do de medidas que diminuam o risco de evolucdo dessas cepas bacterianas
resistentes, como um tratamento criterioso no que diz respeito ao cumprimento das dosagens e do tempo de uso adequados dos
antibidticos, somado a busca pelo desenvolvimento de novas antibioticoterapias (Santos et al., 2007).

Nesse viés, 0s produtos naturais sdéo uma alternativa promissora nessa busca por terapias inovadoras, haja vista a
utilizacdo de plantas medicinais por populagdes no mundo todo no tratamento de diversas doencas e na alimentacdo desde a
antiguidade, sendo esse conhecimento transmitido de geragdo em geracao. Compostos naturais das plantas como flavonoides,
terpenoides, glicocorticoides e polifenois constituem seu mecanismo de defesa e, assim, conferem seu potencial farmacoldgico.
Assim, dentre as plantas medicinais, a Moringa oleifera ganha destaque em razéo de suas vastas propriedades antimicrobianas,
além de sua utilizagdo para diversos fins, como diurético, expectorante e antisséptico (Carvalho, 2020; Rocha et al., 2011;
Araljo-Leonidio, et al., 2019).

A Moringa oleifera é uma planta pertencente a familia Moringaceae que esta amplamente distribuida nas regides

tropicais do planeta, sendo rica em minerais - como ferro e célcio -, vitamina C, vitamina E, polifenois e betacaroteno. Portanto,
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essa planta tem suas partes - como folhas e sementes - comumente utilizadas na culinaria e na medicina tradicional, devido ao
seu potencial antimicrobiano, anti-inflamatério, antioxidante, anti-cancer, hepatoprotetor, entre outras qualidades. Além disso,
seu cultivo com irrigacdo e adubacdo aumenta a producdo de biomassa, mas esta arvore é capaz de crescer também em locais
privacdo de agua, caracteristica importante para lhe conferir resisténcia, sendo a espécie mais abrangentemente disseminada de
sua familia (Benavides & Ramirez, 2019; Capeleti & Tristdo, 2019; Kou, et al., 2018; Paikra, et al., 2017).

Dentre as moléculas com acédo antimicrobiana presentes na Moringa oleifera, destaca-se o Benzil-isotiocianato (BITC),
a pterigospermina, os pigmentos flavonoides e os alcaloides denominados moringina e moringinina. O BITC - composto liberado
na planta apés lesdo tecidual - tem sua agdo relacionada a alteracdo de processos do metabolismo bacteriano, culminando na
perda de estrutura e funcdo proteicas. Os flavonoides, como kaempferol e kaempferitrina, sdo compostos que possuem efeito
bacteriostatico, bactericida ou inibitério da formacao de biofilmes bacterianos. Ainda, os alcaloides sdo compostos nitrogenados
em fungos, plantas e bactérias e ja deram origem a medicamentos antimicrobianos, como as quinolonas (Aradjo-Leonidio et al,
2019; Silva, et al., 2021).

E vélido ressaltar que fatores como a tendéncia ao uso de produtos de origem natural e o acesso dificultado da populagéo
a assisténcia medica tém contribuido para 0 aumento do uso de plantas como recurso medicinal (Badke, et al., 2012). Desse
modo, a atual pesquisa é de extrema relevancia, visto que visa avaliar o potencial antimicrobiano do extrato etanélico bruto das
folhas de Moringa oleifera Lam frente a Staphylococcus aureus, bem como seu efeito sinérgico com a oxacilina, contribuindo,

logo, para o desenvolvimento de antibioticoterapias inovadoras, além de vincular os conhecimentos popular e cientifico.

2. Metodologia

Trata-se de um estudo transversal de natureza exploratoria, descritiva de abordagem quantitativa e duplo-cego, no qual
0 pesquisador que preparou as solugdes ndo avaliou a atividade bioldgica. Este estudo descarta a necessidade de aprovacao pelo
Comité de ética em pesquisa, possui cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado (SisGen) - ACB3FEF e foi executado na Universidade Estadual de Ciéncias da Salde de Alagoas. O
extrato etanolico da folha da Moringa oleifera foi obtido em parceria com o Centro Universitario CESMAC.

Para determinacdo da atividade antibacteriana, foram utilizadas cepas de Staphylococcus aureus isoladas de amostras
clinicas. Esses microrganismos foram mantidos em gar nutriente recoberto por 6leo mineral. Posteriormente, para reativacdo
das culturas, foram inoculados em tubos contendo 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) e incubados a 35°C por 24-48 horas.
Ap6s reativacdo, os microrganismos foram semeados em Agar sangue de carneiro a 5% para obtengdo de colbnias isoladas e
utilizacdo destas nos testes antimicrobianos.

A determinagdo da atividade antibacteriana do extrato etandlico foi realizada por meio da técnica de difusdo em meio
solido utilizando discos de papel de filtro, conforme adaptacdo da metodologia descrita por Peixoto et al (2011). Para obten¢éo
do inéculo bacteriano, os microrganismos foram ressuspendidos em 3 mL de solugdo salina estéril 0,9%, com a turbidez ajustada
em espectrofotdmetro a 625 nm até atingir a concentragdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland. Posteriormente, 100
uL dos in6culos foram semeados na superficie do agar Miiller-Hinton com o auxilio de um swab estéril. Foram feitas duas
tentativas do experimento, assim, discos de papel de filtro com 6 mm de didmetro foram impregnados com trés dilui¢des do
extrato etandlico em solucédo salina estéril, com concentracdo da solu¢do-mae de 100 ug/ul na primeira tentativa e 250 pg/ul
na segunda tentativa (Figura 1). Dessa forma, para a concentracdo da solu¢cdo-mae de 100 pg/uL, os discos testados foram
impregnados com 10 pL da solu¢do-mée (contendo 1mg do extrato etandlico da planta), 20 uL da solugdo-mae (contendo 2mg
do extrato etandlico) e 10 pL da solugdo na concentragdo 1:2 (sendo uma parte da solugdo-mde e duas partes de solugdo salina
estéril, resultando em 0,5 mg do extrato etandlico). Para a concentracdo da solugdo-méde de 250 pg/uL, os discos foram

impregnados com 10 pL da solugdo-mae (contendo 2,5mg do extrato etandlico da planta), 20 puL da solugdo-mée (contendo 5mg
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do extrato etandlico) e 10 pL da solugdo na concentragdo 1:2 (contendo 1,25 mg do extrato etan6lico). Esse material foi incubado
por 18 horas a 35°C. Tais testes foram realizados em triplicata. Foi utilizado como padréao o disco de Oxacilina. Apés o periodo
de incubacéo, foi analisada a existéncia de halos de inibi¢do do crescimento microbiano, medidos em condicGes ideais de
luminosidade, com o auxilio de um paquimetro. A metodologia utilizada na pesquisa seguiu a proposta pela organizagao
americana Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006).

Figura 1 - Foto representativa da distribuicdo dos discos impregnados com 10 pL da solu¢do-mae (1), 20 uL da solugdo-méae
(2), 10 puL da solugdo na concentragdo 1:2 (3), solucdo salina estéril (-), discos de Oxacilina e discos de Oxacilina com 10 pL da

solucdo-mae (OE).

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

3. Resultados e Discusséo

No tocante a presente pesquisa, 0s ensaios ndo demonstraram a presenca de halos de inibi¢éo do crescimento microbiano
para os extratos testados (Figura 2 e Figura 3). Entretanto, trabalhos anteriores com extratos de diferentes partes da Moringa
oleifera evidenciam o potencial antimicrobiano da planta. Vieira, et al., (2010) demonstraram em seu estudo com extratos
etandlicos e aquosos de suas sementes, com concentragdo de 1:5 em volumes que variaram de 50 a 200 pL, obtendo halos de

inibicdo com didmetros iguais ou maiores que 19 mm frente a cepa padrdo de Staphylococcus aureus.
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Figura 2 - Foto do primeiro ensaio.

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Figura 3 - Foto do segundo ensaio.

Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Os resultados do presente estudo, ainda, diferem daqueles apresentados por Abdallah (2015), no qual foi observada

atividade antibacteriana contra S. aureus a partir de diferentes extratos de folhas da M. oleifera, com solventes como agua, acetato
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de etila, butanol e cloroférmio, em concentragéo de 200 mg/mL. Além disso, o trabalho de Peixoto et al. (2011) demonstra que
extratos aquosos e etandlicos desta mesma parte da planta em concentracdes de 10 ¢/190 mL e 20 ¢/180 mL também
apresentaram atividade inibitéria frente a S. aureus, em volumes que variaram de 100 a 400 uL por disco, sendo o resultado mais
promissor os discos com 400 pL de volume dos extratos testados.

Ademais, o trabalho realizado por Feitosa, et al., (2018) - no qual foram utilizadas folhas, sementes e a combinacao
destes dois componentes (50% cada) da M. oleifera, com os solventes dgua destilada, acetona, metanol e etanol nas concentracGes
de 40% e 80% - demonstrou a sensibilidade do S. aureus apenas aos extratos de folhas, semente e mistura de folhas com sementes
em etanol a 80%. Assim, tal resultado traz a tona a possibilidade de que a falta de atividade do extrato da planta observada na
atual pesquisa esteja vinculada a uma concentracdo diferente do solvente.

Os resultados obtidos por Gongalves et al (2021), em experimento realizado com a utilizacdo das técnicas de
impregnacdo de disco e perfuracdo em agar, mostraram que o extrato bruto da M. oleifera apresentou atividade antibacteriana
frente a S. aureus, Escherichia coli e Proteus mirabilis somente através da segunda técnica. O estudo destaca que o método de
impregnacado de disco ndo fornece condicGes de igualdade para a comparagdo de substancias com solubilidade e difusibilidade
distintas, visto que sofre influéncia de fatores como a difuséo da substancia no meio e sua estabilidade, o periodo de incubagéo,
a presenca de enzimas bacterianas e a composi¢do do meio.

Dessa forma, os diferentes resultados, com a variacdo de producdo e tamanhos de halos de inibicdo, indicam que a
atividade do extrato é influenciada pelo solvente utilizado na solugdo, bem como as partes da planta empregadas, a técnica
aplicada para o antibiograma, a concentracdo e o volume dos extratos. Estes fatores demonstram que ha muitas variaveis
envolvidas nesse processo que irdo interferir no resultado do experimento.

A atividade antimicrobiana da M. oleifera é evidenciada em diversos estudos contra agentes bacterianos e fungicos,
todavia, no presente trabalho ndo foi possivel constatar tais caracteristicas, o que ressalta a necessidade da realizagdo de mais
experimentos nessa esfera, com ajustes nas concentragdes e volumes dos extratos testados.

E importante destacar, outrossim, que ainda ndo é bem definido na literatura de que forma os diferentes tipos de
solventes e as técnicas de extra¢do irdo impactar na acdo antimicrobiana do extrato vegetal, fato que corrobora para a relevancia
da realizagdo desta pesquisa, haja vista a caréncia de experimentos e estudos detalhados acerca do potencial antimicrobiano do

extrato das folhas da M. oleifera (Feitosa et al., 2018).

4. Concluséo

Desse modo, é evidente o amplo potencial dos extratos de diversas partes da M. oleifera, como as folhas e sementes,
frente a microrganismos fungicos e bacterianos, entre eles, S. aureus. Assim, torna-se fundamental o desenvolvimento de mais
estudos e ensaios acerca das caracteristicas da planta, tendo em vista 0 aumento de bactérias resistentes em razdo do uso

indiscriminado de antibidticos e a possibilidade de encontrar tratamentos alternativos em produtos naturais.
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