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RESUMO

A Moringa oleifera Lam é uma leguminosa que pode apresentar ampla propriedade
antimicrobiana, assim como valor econdmico e medicinal, proporcionando a melhoria da
satide. Proveniente da India, é conhecida como Acdcia-branca no Brasil, onde adaptou-se
bem a regido Nordeste. A Moringa oleifera e varios outros extratos de plantas medicinais
tém apresentado efeitos antimicrobianos e, quando associadas aos farmacos, podem
representar uma alternativa terapéutica no combate as doencgas infecciosas como a
Pseudomonas aeruginosa que € um bacilo ndo fermentador de elevada resisténcia aos
antibidticos, capaz de infectar animais, insetos e seres humanos. Sdo objetivos desta
pesquisa: analisar a atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico da Moringa oleifera
(EMO) sobre a cepa de Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), determinar a concentra¢ao
inibitéria minima (CIM) do EMO e verificar a interacdo desse extrato associada aos
antibidticos Benzilpenicilina, Ciprofloxacino e Oxacilina. Apds diluicdo, o EMO foi
colocado em placa de 96 pogos para determinar a concentracao inibitéria minima (CIM). A
atividade moduladora da acdo dos antibidticos foi avaliada pela concentragdo subinibitoria
do EMO e dos antibidticos em concentragdes decrescentes, partindo de 1024pg/ml até
l16pg/ml. Os resultados dos testes mostraram que o EMO ndo possui atividade
antimicrobiana clinicamente relevante, para Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853.
Observamos a inibi¢do do Ciprofloxacino quando associamos o EMO. Em associagdo com a
Oxacilina o EMO demonstrou atividade antibacteriana em todos os pocos, enquanto que
com a Benzilpenicilina ndo sofreu alteracdes. Mediante o fato de o extrato ndo ter
demonstrado agdo antibacteriana sobre a cepa da Pseudomonas aeruginosa, ndao sendo
possivel relatar os motivos, sugere-se identificar os componentes quimicos da semente da
Moringa oleifera, pois podem apresentar variacdo em virtude da sazonalidade, periodo de
coleta, origens geograficas diferentes, presenca de contaminantes, entre outros. A principal
descoberta desta pesquisa foi a interacdo medicamentosa da Moringa oleifera associada ao
antibidtico Ciprofloxacino inibindo a ag@o deste sobre Pseudomonas aeruginosa sugerindo-
se evitar o consumo desta planta concomitantemente com este firmaco até que sejam
realizadas mais pesquisas no ambito das interacdes medicamentosas para maiores detalhes.

Palavras-chave: Moringa oleifera. Pseudémonas aeruginosa. Interacdo Medicamentosa.
Anti-Infecciosos.



ABSTRACT

The Moringa oleiferous lam is a legume that can present wide antimicrobial property, as
well as economic and medicinal value, providing improved health. From India, it is known
as White Acacia in Brazil, where it has adapted well to the Northeast region. Oleferous
Moringa and several other medicinal plant extracts have shown antimicrobial effects and,
when associated with drugs, may represent a therapeutic alternative in the fight against
infectious diseases such as Pseudomonas aeruginosa which is a non-fermenting bacillus with
high resistance to antibiotics, capable of infecting animals, insects and humans. The
objectives of this research are: to analyze the antibacterial activity of the hydroalcoholic
extract of oleiferous Moringa (EMO) on the pseudomonas aeruginosa strain (ATCC27853),
to determine the minimum inhibition concentration (MIC) of EMO and to verify the
interaction of this extract associated with the antibiotics Benzylpenicillin, Ciprofloxacin and
Oxacillin. After dilution, the EMO was placed in a 96-well plate to determine the minimum
injunction concentration (MIC). The activity modulating the action of antibiotics was
evaluated by the subibibian concentration of EMO and antibiotics at decreasing
concentrations, from 1024ug/ml up to 16pg/ml. The test results showed that EMO does not
have clinically relevant antimicrobial activity for Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853.
We observed ciprofloxacin inhibition when associating EMO. In combination with
Oxacillin, EMO demonstrated antibacterial activity in all wells, while with Benzylpenicillin
it has not undergone changes. Due to the fact that the extract did not demonstrate
antibacterial action on the Pseudomonas aeruginosa strain, and it is not possible to report the
reasons, it is suggested to identify the chemical components of the oleferous Moringa seed,
as they may vary due to seasonality, collection period, different geographical origins,
presence of contaminants, among others. The main discovery of this research was the drug
interaction of oleferous Moringa associated with the antibiotic Ciprofloxacin inhibiting its
action on Pseudomonas aeruginosa, suggesting avoiding the consumption of this plant
concomitantly with this drug until further research is carried out in the context of drug
interactions for more details.

Keywords: Moringa oleifera. Pseudomonas aeruginosa. Drug Interaction. Anti-Infectives.
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1 INTRODUCAO

Pertencente a classe das gamaproteobactérias, a Pseudomonas aeruginosa pode
metabolizar diversas fontes de carbono e nitrogénio, crescendo tanto aerobiamente como
anaerobiamente. (KAIHAMI, 2018).

Mencionada na literatura por Schroeter pela primeira vez em 1892, a Pseudomonas
Aeruginosa foi chamada de Bacterium aeroginosium. Pertencente a familia
Pseudomonadaceae, ela ¢ um bacilo ndo fermentador, presente em varios ambientes da
natureza, tais como a agua e o solo, além de frutas e vegetais, capaz de infectar plantas,
insetos, animais e atuar como patégeno oportunista em seres humanos (GOODERHAM,;
HANCOCK, 2009). Nestes, age como causador de infec¢cOes em diversos orgaos e tecidos,
a exemplo da pele, pulmao, olhos, ouvidos, trato urinario, além de provocar feridas e
queimaduras (WILLIAMS et al., 2010, COOGAN; WOLFGANG, 2012).

As infec¢Oes hospitalares, atualmente conhecidas por Infeccdes Relacionadas a
Assisténcia a Satde (IRAS) dizem respeito a uma temadtica que continua chamando atengao
no cendrio mundial, por ser um grave problema de saide publica que demanda controle,
prevencdo e tratamento (ABREU, 2018). Essas infeccdes hospitalares para alguns autores,
trata-se de um episddio, ndo somente bioldgico, mas histdrico e social de impacto direto na
seguranca da assisténcia a saude, de grandes desafios mundiais para a qualidade dos
cuidados em sadde (SILVA, 2008, OLIVEIRA; SILVA; LACERDA, 2010).

No Brasil existe uma crescente busca por novas alternativas que se explicam devido
a uma série de problemas relacionados a multirresisténcia, acarretada, na maioria dos casos
pelo uso abusivo de antibidticos que tém causado prejuizos a saude da populacdo em geral,
pois 0s microrganismos tornaram-se mais resistentes as drogas. Controlar o crescimento
destes microrganismos através dos extratos, fracdes e compostos de plantas tem-se
mostrado como eficaz tornando o uso de antimicrobianos de origem natural uma alternativa
eficaz e econdmica (DUARTE, 2006).

Neste contexto, o crescente aumento da resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos
antimicrobianos tem restringido as alternativas de tratamento das infec¢des relacionadas a
assisténcia a satde nos hospitais brasileiros, fazendo com que medidas sejam tomadas para
solucionar tais problemas. Outra proposta seria o desenvolvimento de pesquisas para
melhor compreensdo dos mecanismos genéticos de resisténcia da Pseudomonas
aeruginosa, além da continuidade dos estudos referentes ao desenvolvimento de novas

drogas sintéticas e/ou naturais (NASCIMENTO et al., 2008).
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O uso de plantas medicinais constitui-se um dos recursos tradicionais mais antigos
da manifestacdo humana, tanto na alimentagao, quanto no tratamento de suas enfermidades.
Ha registro de cultivo de plantas medicinais na China, que datam de 3.000 a.C.; hebreus,
assfrios e egipcios em 2.300 a.C. também as cultivavam, produzindo vermifugos,
diuréticos, purgantes, solucoes liquidas e goma para o embalsamento de mumias.

Para Organizagdo Mundial da Saide — OMS, as plantas medicinais sdo espécies
vegetais das quais se podem obter produtos de interesse terapéutico e usados como
medicamentos em humanos (DI STASI, 2007). Em todas as espécies vegetais existem
componentes quimicos que podem ser ativos como medicamentos, 0 que ndo torna
necessariamente, a espécie uma planta medicinal. Na realidade, é defendido por varios
autores que as plantas medicinais sdo de conhecimento popular como uma amostra de valor
medicinal que tem alguma propriedade para prevenir ou combater determinadas doencgas
(NOLLA et al., 2005; DI STASI, 2007).

Segundo Sousa et al., (2014), dentre as plantas medicinais mais estudadas a
Moringa oleifera destaca-se por apresentar uma ampla propriedade antimicrobiana de valor
econdmico e medicinal. Esta vasta utilizacdo pode ser utilizada como antiespasmddico,
diurético, expectorante, antifingico, tonico cardiaco e antisséptico (MISHRA et al., 2011).
A Moringa oleifera tem suas propriedades bioldgicas atribuidas aos tocoferdis, compostos
fenolicos, B-caroteno, Vitamina C e proteinas totais, Vitamina A, metionina, cisteina, ferro
e calcio de acordo com Ferreira et al., (2016).

Considerando que a Moringa oleifera tem baixo custo, por ser de facil acesso a
populacdo, ndo existindo contraindicagdes quanto ao seu uso terapéutico, podendo
apresentar atividade antibacteriana sobre a Pseudomonas Aeruginosa, tal fato motivou-me a
realizacdo desta pesquisa, uma vez que a Moringa oleifera € pouco conhecida e divulgada
entre os profissionais da drea da satde. Apesar da relevancia apresentada, a Moringa
oleifera in natura ou de forma industrializada ainda n@o se encontra acessivel para muitos
profissionais e, quando o servico oferece, ha necessidade de habilidades técnicas para fazer
o seu uso de forma correta.

Nesse sentido, este estudo foi desenvolvido com os objetivos de analisar a atividade
antibacteriana do extrato hidroalcodlico da Moringa oleifera, sobre cepas de Pseudomonas
aeruginosa, determinando a Concentracdo Inibitéria Minima - CIM do extrato da Moringa
oleifera frente a cepa de Pseudomonas Aeruginosa e verificar a agao do Extrato da Moringa
oleiffera - EMO 1isolado e em associagdo com os antibidticos Benzilpenicilina,

Ciprofloxacino e Oxacilina.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Género Pseudomonas

A Pseudomonas aeruginosa pertence 2 classe das gamaproteobactérias (Figura 1). E
uma bactéria gram-negativa, capaz de metabolizar diversas fontes de nitrogénio e carbono,
estando presente em diversos ambientes naturais, como no solo, na dgua, em frutas e
vegetais. A Pseudomonas Aeruginosa pode apresentar resisténcia natural ou adquirida a
antibidticos sendo constantemente relacionada a infecgdes em pacientes com
imunossupressao. As infec¢des pulmonares sdo uma das maiores taxas de mortalidade
relacionadas a esta bactéria (KAIHAMI, 2018; ABREU, 2018). Um dos problemas de
saide mais relevantes na atualidade € a resisténcia bacteriana aos antibidticos. Muitas
bactérias deixaram de responder aos tratamentos com antibidticos, sendo tal fendmeno
relacionado ao uso acelerado e inadequado destes farmacos, demonstrando uma relacdo
evidente de consumo alto de antibidticos com niveis mais elevados de resisténcia

microbiana (LOUREIRO et al, 2016).

Figura 1: Arvore filogenética da Pseudomonas aeruginosa.

Bacillus safensis (DSM=19292)
Microrganismo isolado em fenantreno
Bacillus altitudinis (DSM=21631)
Bacillus vallismortis (DSM=11031)
"_"I Bacillus atrophaesus (ATCC=49337)
Staphylococcus lentus® (ATCC=29070)
"_'[ Staphylococcus sciuri carnaticus (DSM=15613)
Acinetobacter calcoaceticus (ATCC=23055)
Acinetobacter genomospecies 3" (ATCC=17922)
Microrganismo isolado em antraceno
Acinetobacter baumannil (ATCC=19606)
Acinetobacter genomospecies 13° (ATCC=17303)
Acinetobacter haemolyticus™ (ATCC=17908)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=25619)
FPseudomonas aeruginosa (ATCC=10145)
Pseudomonas aeruginosa padrdo
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=9027)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC=27853)
Bacillus megaterium (ATCC=14581)
Microrganismo izsclado em naftaleno
- Bacillus flexus (ATCC=43095)
Bacillus macauensis (DSM=17262)
Bacillus pumilus (ATCC=7061)

Fonte: PINHATI et al., (2014).
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A Pseudomonas aeruginosa € facilmente encontrada em lagos e rios em altas
concentragdes, no entanto, em amostras analisadas em dguas de consumo humano ¢é
reduzido a quase 2%, relagdo provavel a sua capacidade de colonizar biofilmes presentes
em sistemas de distribui¢do, proliferando-se gracas aos compostos organicos como fontes
de carbono e energia, capaz de causar vérias patologias em pacientes imunossuprimidos
(RIVAS et al, 2015). Ainda de acordo com os autores, sendo de baixa necessidade
nutricional, a Pseudomonas aeruginosa, limita-se unicamente para proliferar a presenca de
oxigénio. Foi demonstrado em pesquisas recentes que ela € um dos poluentes mais comuns
encontrados nas fontes de dgua potdvel para consumo humano.

Sua identificacdo laboratorial se baseia no isolamento e identificacdo morfoldgica
da colonia, pela producdo de pigmentos e testes bioquimicos. A Pseudomonas Aeruginosa
cresce sem dificuldade em meios de cultivo enriquecidos como dgar sangue ¢ MacConkey
ou seletivo diferencial como dgar eosina azul de metileneo (EMB) e cetiltrimetil cloreto de
amonio (cetrimide). Pode ser identificada pelo odor de uvas caracteristico e produzem
pigmentos hidrossoliveis como pioverdina (pigmento fluorescente também produzido por
outras espécies de Pseudomonas do Grupo Fluorescente a qual pertencem) e um pigmento
azul caracteristico, a piocianina. De acordo com alguns estudos estes dois pigmentos
citados sdo responsdveis pela cor verde brilhante, caracteristica prépria de uma doenga a
patognomdnica das coldnias de Pseudomonas Aeruginosa (JACOME, 2011., ABREU,
2018., KONEMAN et al., 2008).

Em seres humanos, tem comportamento como microrganismo oportunista, causador
de infeccdes em vdrios 6rgdos e tecidos, como pele, pulmao, trato respiratério, ouvidos,
olhos, além de queimaduras e feridas (WILLIAMS et al., 2010).

Segundo Freitas (2013), no ambiente hospitalar as infec¢des por Pseudomonas
aeruginosa podem ter procedéncia enddgena ou exdgena. A disseminacdo desse
microrganismo podera ocorrer no trato respiratorio, sob o risco de pacientes em ventilacdo
mecanica, transplantados de pulmao, desenvolverem pneumonia. Para o autor, outro fator
de risco importante para colonizacdo das vias aéreas de pacientes que proporcionam um

crescimento seletivo de Pseudomonas Aeruginosa € o uso de antimicrobianos.

2.2 Fatores de viruléncia e componentes estruturais de patogenicidade

De acordo com Abreu (2018), sdo varios determinantes de viruléncia envolvidos na

patogenia das infec¢des causadas pela Pseudomonas Aeruginosa. Dificilmente provoca
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doencas em seres humanos sadios, por isso € considerada um patégeno oportunista,
causando infec¢des respiratérias, urindrias, dermatites, septicemia e outros agravos em
pacientes imunocomprometidos, principalmente os hospitalizados (JACOME, 2011;
ABREU, 2018). Os fatores determinantes de viruléncia ligados a superficie bacteriana,
como lipossacarideos, pili, proteinas da membrana externa, flagelos e o alginato/biofilme,
além de fatores secretados pelos microrganismos como as toxinas, elastases, proteases,
fosfolipases, piocianina, fenazinas, ramnolipideos, sideroféros, exotoxina A, exotoxina S,
nitrito redutase entre outros sdo importantes para o processo de infec¢do por Pseudomonas

aeruginosa (Figura 2).

Figura 2: Fatores de Viruléncia da Pseudomonas Aeruginosa.

Produtos extracelulares:

; -Proteases
/ -LasB elastase

Adesinas -Lash elactace
Protease alcalina
-Hemolisinas
-Fosfolipase €
-Ramnolipidic
-Exotaxina &
-Exoenzinias
-Ploganina

Fonte: (VAN DELDEN, IGLEWSKI, 1998).

De acordo com Lau et al (2005), a adesdao de formas livres de microorganismo, as
formas planctonicas, as células do hospedeiro ou a superficies inanimadas, como cateteres e
préteses inicia-se a partir do modo de interagdo da bactéria com o hospedeiro. Segundo
Freitas (2013), existe um componente que fica na superficie da bactéria, responsavel por
sua adesdo ao epitélio respiratério chamado pilus. De acordo com o autor os flagelos foram
identificados como adeninas para varios componentes do trato respiratério. O flagelo

proporciona ao microrganismo motilidade e atividade cinética (SADIKOT et al., 2005).
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Um fator de viruléncia de grande importancia citado por Winn et al (2008), sdo os
lipolissacarideos (LPS) da parede celular, subdividido em sorogrupos, com grande
diversidade de imunotipos, podendo sua identificacdo ser um método de tipagem
bacteriana. Responsdveis pelas propriedades endotéxicas do microorganismo, considerado
causador da sindrome séptica.

Para Jacome (2011), um processo muito importante de adesdo tecidual causado pela
Pseudomonas aeruginosa é a formacgao de biofilme, que proporciona aos isolados desta
espécie uma consisténcia mucoide. O biofilme, segundo a autora, consiste em
polissacarideo extracelular conhecido como alginato. A durabilidade do microrganismo por
um longo periodo, impedindo o acesso de elementos da resposta imune do hospedeiro e de
antimicrobianos € favorecido pela producdo do alginato (WILLIAMS et al., 2010). De
acordo com Abreu (2018), os biofilmes sdo encontrados nos ecossistemas naturais e
patogénicos e tem um papel importante em doencas infecciosas. O aspecto mucoide em
alguns isolados estd associado intimamente a um mau prognéstico da infeccdo, o
microorganismo cresce com ajuda do muco formando o biofilme, servindo de nicho
protetor da bactéria contra reconhecimento do sistema imune e a¢do dos antimicrobianos
(CIOFU et al., 2008).

A Pseudomonas aeruginosa é capaz de escolher diferentes estratégias em resposta a
sua interacdo com o ambiente e o hospedeiro. A Pseudomonas aeruginosa, € um importante
patégeno respiratério em pacientes com fibrose cistica, doenga genética com manifestagoes
clinicas principais a doenca pulmonar obstrutiva cronica e a insuficiéncia pancredtica

exocrina (FERREIRA, 2005).

2.3 Principais infeccoes causadas por Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa € responsdvel por causar uma série de infeccdoes em
seres humanos e € um dos agentes de infeccdo hospitalar mais prevalente no mundo.
Segundo Murray (1995), as infec¢des causadas por este agente vao desde infeccdes
superficiais de pele a sepse fulminante. Conhecer e identificar essas bactérias propiciam
medidas de controle destas infec¢Oes as quais podemos destacar as do trato respiratorio
inferior, respiratdrio superior, gastrointestinal, urindrio, sistema nervoso central, infeccoes
superficiais e tecidos moles, infeccdes dsseas e articulares (ABREU, 2018; BUCIOR et al.,
2012; FREITAS, 2013; TRABULSI; ALTERTUM, 2015). Segundo Ferreira (2005), a

PseudOmonas aeruginosa adquirida em UTI tem uma caracteristica marcante a
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multirresisténcia; nestas unidades, os percentuais sdo mais elevados nas amostras isoladas e
o uso de antimicrobianos € elevado neste ambiente, possibilitando entre os internos a

transmissao de cepas multirresistentes.

2.4 Resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos e tratamento

z N

Tratar infecgdes causadas por Pseudomonas aeruginosa é um desafio a terapia
antimicrobiana devido a grande resisténcia bacteriana a estes firmacos. De acordo com
Todar (2009) e Fuentefria et al (2008), geralmente os isolados de Pseudomonas aeruginosa
apresentam esse amplo espectro de resisténcia, tornando-se um desafio ao tratamento por
antimicrobianos porque podem resistir a varias classes desses medicamentos, incluindo as
cefalosporinas de terceira e quarta geracoes e carbapenémicos. Este fator é tdo complicado
quanto sua malignidade. Segundo Gooderham (2009) e Hancock (2009), Além destes
mecanismos intrinsecos resistentes e dos adquiridos por mutagdo cldssica, pode ocorrer
resisténcia adaptativa por condi¢cdes ambientais.

Segundo Abreu (2018), por muito tempo, a polimixina B e a colistina (polimixina
E) eram os tnicos antibidticos encontrados que apresentavam atividade contra
Pseudomonas aeruginosa, sendo a nefrotoxidade um de seus agravantes. Logo apds,
surgiram a gentamicina e a carbenicilina que os substituiram por um periodo curto de
tempo até nova resisténcia bacteriana (TRABULSI; ALTERTUM, 2015). Um dos
mecanismos de resisténcia da Pseudomonas aeruginosa € a permeabilidade baixa da parede
celular e da membrana lipopolissacaridica externa que forma uma barreira seletiva
(JACOME, 2011). Segundo Ciofu er al (2008), esta bactéria tem a tendéncia de formar
biofilmes que protegem as colOnias contra as concentracdes curativas dos antibioticos.

Quanto ao uso de produtos naturais como antimicrobianos, Almeida et al (2011)
afirmam que a Moringa oleifera tem um amplo espectro antimicrobiano, onde o extrato das
folhas de Moringa oleifera utilizado em seu experimento mostrou-se eficiente contra S.
aureus, V. parahaemolyticus, E. faecalis e A. Caviae. O estudo mostrou um potencial
promissor para extratos etandlicos e aquosos das folhas de Moringa oleifera como
alternativa ao tratamento de infecgdes causadas pelas cepas testadas, com bom efeito
antibacteriano em S. aureus, mas ndo em Pseudomonas aeruginosa. J4 no estudo de
Almeida (2018), véarias partes da planta possuem atividade antimicrobiana contra bactéria e
fungos, apresentando atividade in vitro contra bactérias, leveduras, dermatdfitos e

helmintos pelo método de difusdo em disco. Segundo a autora, as folhas e o extrato aquoso
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das sementes de Moringa oleifera inibem o crescimento de Pseudomonas Aeruginosa e S.
aureus.

De acordo com Almeida (2018), os flavondides extraidos das cascas da sementes de
Moringa oleifera tém potencial para inibir a anexacdo celular, podendo provocar o
rompimento de biofilmes pré-formados por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus

aureus e pelo fungo Candida albicans.

3. PLANTAS MEDICINAIS

A historia das plantas medicinais de acordo com Korczovei e Romagnolo (2013),
tem inicio antes das mais antigas civilizacdes conhecidas. Segundo as autoras, recorrer as
virtudes curativas de determinados vegetais fazia parte do esforco do homem para
compreensdo e utilizacdo da natureza para curar ou diminuir os sofrimentos causados pelas
enfermidades.

A utilizacdo de plantas medicinais representa um dos recursos mais longevos
utilizados pelo homem para tratamento de suas doencas. Ao longo da histdria, esse
conhecimento foi passado de geracdo em geracao pelo habito de consulta aos mais idosos e
a livros sobre plantas medicinais, que, utilizando-se de mitos e rituais, constituiram parte da
cultura local. (KORCZOVEIL, ROMAGNOLO, 2013, ALVES et al, 2016).

De acordo com Cunha (2008), esse conhecimento foi inicialmente transmitido
oralmente por geracdes, e depois, registrado e guardado como um tesouro apds o
aparecimento da escrita.

Para conhecer as contribuicdes dadas por diferentes civilizacdes € necessirio
retornar no tempo e verificar o desenvolvimento humano em relacdo as plantas medicinais.
(KORCZOVEI, ROMAGNOLO, 2013).

Ha registros de 3.000 a.C. de utilizac@o e cultivo de plantas medicinais na China,
como também cultivadas pelos egipcios, assirios e hebreus hd 2.300 a.C. que produziam
vermifugos, diuréticos, purgantes, produtos liquidos e gomas para embalsamentos de
mumias. DescricOes das plantas e seus atributos foram encontrados no Livro dos Mortos em
forma de receita para embalsamar caddveres e no Livro dos Vivos eram descritos as
propriedades e o uso de plantas para tratamento de enfermidades. J4 Hipdcrates (460-377
a.C.), considerado o Pai da Medicina, deixou seus escritos sobre doencas e os remédios

feitos com plantas para combaté-las (COAN e MATIAS, 2013).



De acordo com Almeida (2018), a Moringa oleifera, como planta medicinal, tem
histérico datado desde 150 a.C.. Esses dados revelam que as folhas e os frutos de Moringa
oleifera eram consumidos por antigos reis e rainhas na sua dieta para manter a mente alerta
e a pele sauddvel. Os extratos das folhas de Moringa oleifera eram usados por guerreiros
“Maurian”, na india, na frente de batalha, bebida esta que Ihes davam energia suplementar
e aliviava o stress e as dores a que estavam expostos durante a guerra, relata a autora.

De acordo com Alves et al (2016) apud Monteiro et al (2010), manter uma boa
resiliéncia e manuten¢do do conhecimento sobre as plantas medicinais € imprescindivel
para reunir, concentrar, manter e difundir o saber empirico sobre a diversidade tanto da
fauna como da flora, ressaltando a importancia dos mercados tradicionais que
comercializam as plantas medicinais.

Influenciada pelas culturas indigenas, africanas e europeias, a utilizacdo de plantas
medicinais surge no Brasil como opg¢do terapéutica (ALVES et al, 2016). O primeiro
registro do uso de plantas medicinais no Brasil data de 1587 no Tratado Descritivo do
Brasil segundo Souza (1587), “... uma drvore comprida e delgada, que faz uma copa em
cima de pouca rama... tem o olho desta drvore grandes virtudes para com ele curarem
feridas...” . No capitulo LXI € relatado a qualidade de ervas encontradas na Bahia, parecida
com a erva-santa encontrada em Portugal, que fazem curas estranhas matando com seu
sumo os vermes que se criam em feridas e chagas, o autor descreve que a doengca matou
muita gente e que com esta erva houve muita cura. (SOUZA, 1587).

Os primeiros europeus, ao chegarem ao Brasil, encontraram uma imensidade de
plantas medicinais em wuso pelas tribos locais. Em contado com os pajés estes
conhecimentos foram transmitidos e aprimorados por geragdes. Os novos conhecimentos
fundiram-se com os trazidos da Europa e com a contribuiciao dos escravos africanos e suas
plantas trazidas da Africa (LORENZI e MATOS, 2008).

De acordo com Lorenzi e Matos (2008), o Brasil, até o século XX, era
substancialmente rural, com grande utilizacdo da flora medicinal que foi posta em segundo
plano com inicio da industrializacio e consequentemente da urbanizacio. Com o
surgimento dos medicamentos sintéticos e poucos estudos sobre as propriedades
farmacoldgicas das plantas medicinais, evidenciou-se a flora medicinal como sindnimo de
atraso tecnoldgico e charlatanismo.

Para Oliveira et al (2011), o conhecimento sobre a utilizacdo de plantas medicinais

tende a desaparecer por falta de interesse das novas geracdes, tornando necessdria a
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valorizagdo desta cultura e a retomada do conhecimento adquirido pela populagdo sobre o
uso dos recursos naturais, para que nao fique esquecido ao passar dos anos.

Corroborando com os autores acima, Korczovei e Romagnolo (2013) afirmam que
ocorre uma diminui¢do considerdvel do héabito de cultivo e uso de plantas medicinais em
regides mais urbanizadas. Segundo os autores, mesmo em regides menos desenvolvidas, os
mais jovens se desvinculam dessas praticas, para sentirem-se mais inseridos na sociedade
atual, deixando de lado a tradicdo e a cultura dos seus antepassados em detrimento da
valorizac¢do dos remédios sintéticos hoje comercializados em farmécias.

Segundo Lorenzi e Matos (2008), em busca de bases mais consistentes para
validacdo cientifica do uso de plantas medicinais, foram estabelecidas novas linhas de
pesquisas em universidades brasileiras. Este despertar tem haver com as novas tendéncias
globais de preocupagdo com a biodiversidade e desenvolvimento sustentavel.

Por seu baixo custo e acessibilidade, as plantas medicinais representam uma
importante alternativa para o tratamento das enfermidades e atualmente sdo muito
procuradas pela populacdo. Esta busca fez com que aumentasse o nimero de mercados
fornecedores de plantas medicinais e fitoterdpicos. Dados da OMS apontam que 80% da
populacdo mundial fazem uso de plantas medicinais e seus produtos, chegando a quase
92% entre os brasileiros (MARTINS e COSTA, 2016). Para Alves er al (2016), a
comercializacdo de plantas medicinais € discutida no Brasil e no mundo. Trata-se de
préticas tradicionais, culturais e econdmicas disseminada por raizeiros comerciantes de
feiras livres. De acordo com os autores, os raizeiros desempenham um papel
socioecondmico importante nas cidades, retratando a diversidade enraizada na cultura
Nordestina, cultivando uma grande variedade de plantas em suas residéncias, nos seus
quintais, varandas e até em seus sitios, 0 que marca a tradicional medicina popular. Quem
ndo tem o habito de cultivar pode procurar nas feiras de frutas e legumes essas p’lantas
tradicionais da medicina popular, o que ndo € diferente como podemos verificar na feira

livre de Cajazeiras-PB (Figura 3).
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Figura 3 - Venda de Ervas Medicinais na Feira Livre de Cajazeiras-PB.
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Fonte: da prépria pesquisa, 2020.
3.1 Interacoes entre plantas medicinais e medicamentos

De acordo com Carneiro e Comarella (2016), interacdes medicamentosas referem-se
as respostas farmacoldgicas que alteram a acdo de um ou mais medicamentos. O uso de
plantas medicinais na forma de chds, in natura ou cédpsulas, é cada vez mais habitual. Por
ser de origem natural e muito difundida na midia, causa na populacdo principalmente entre
os mais idosos uma falsa sensacdo de seguranca. Para as autoras, a seguranca da terapéutica
¢ de grande importancia, havendo a necessidade de estudos toxicoldgicos, farmacocinéticos
e clinicos para evitar as possiveis reacdes adversas, bem como um controle na qualidade,
eficdcia e seguranca do tratamento. O uso de forma inadequada de qualquer planta
medicinal em forma de fitoterapico, mesmo de baixa toxidade, pode levar a sérias
consequéncias caso o paciente apresente fatores de risco, como contraindicagcdes ou uso de

outros medicamentos (MAIA et al., 2011).

4. MORINGA OLEIFERA LAM

A Moringa oleifera Lam (Figura 4), tem sido utilizada como um produto terapéutico
natural ha muitos anos. Dentre as mais diversas espécies vegetais com propriedade
antimicrobiana, destaca-se por apresentar valor econdmico e medicinal de grande

importancia; € uma das espécies mais cultivadas da familia Moringaceae. E altamente
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valorizada desde tempos longinquos por causa de suas amplas propriedades. Apresentando
atividades anti-inflamatdrias, anticariogénicas, antissépticas, antioxidantes, bactericidas,
bacteriostiticas e cicatrizantes suas agdes farmacoldgicas e propriedades medicinais
combatem a anemia, ansiedade, asma, cravos, impurezas no sangue, bronquite, catarro,
congestdo no peito, colera, conjuntivite, tosse, diarreia, infec¢des oculares e auditivas,
febre, hipertensdo, dores articulares, escorbuto, deficiéncia de sémen, dores de cabeca e

tuberculose, a Moringa oleifera é de grande importancia medicinal e nutricional (MISHRA
etal, 2011; SOUSA et al., 2014; ALMEIDA, 2018).

Figura 4 - Moringa oleifera Lam. UFCG Campus Cajazeiras.

Fonte: Da propria pesquisa, 2020.

De acordo com Mishra et al (2011), a avaliagdo de varios produtos vegetais leva a
descoberta de medicamentos mais novos e recentes para o tratamento de varias doencas. A
Moringa oleifera é uma dessas plantas de elevado valor medicinal. Pertencente a familia
Moringaceae, de crescimento rapido, propaga facilmente, sempre verde e que pode chegar

a 12 m de altura (RANGEL et al., 2010).

4.1 Taxionomia e posicao sistematica da Moringa oleifera Lam

Segundo Bicudo (2004), a taxionomia € a ciéncia da identificacdo, necessdria e

imprescindivel, no tocante a uma profunda anélise, efetuando a sintese deste conhecimento
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para chegar ao nome da espécie, do género ou do que for, apresentada nos estudos de

Almeida (2018), representando a posicao sistemdtica (figura 5).

Figura 5 — Classificagdo Taxiondmica da Moringa oleifera Lam.

Reino: Plantae
Sub-Reino: Tracheobionta
Super Divisio: Spermatophyta
Divisao: Magnoliophyta
Classe: Eudicots (Magnoliopsida)
Subclasse: Rosids (Dilleniidae)
Ordem: Brassicales (Capparales)
Familia: Moringaceae
Genero: Moringa
Espécie: Moringa oleifera Lam.

Fonte: ALMEIDA (2018).

4.2 Moringa oleifera Lam e sua origem botinica

A Moringa oleifera é uma planta nativa origindria do Nordeste e Norte da India, de
porte arbéreo, introduzida no Brasil por volta de 1950, sendo atualmente encontrada em
varios paises (Figura 6). No Brasil, a espécie se adaptou especialmente a regido Nordeste,
em virtude de suas caracteristicas, como pouca exigéncia hidrica e nutricional, sendo
tolerante a seca, e devido suas propriedades medicinais € considerada um “milagre da
natureza”, ndo resistentes a climas de temperaturas muito frias (ALMEIDA, 2018;
CALDEIRA, 2012; MOREIRA, 2016).

Figura 6 — Distribui¢do geografica da Moringa oleifera Lam.
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Fonte: ALMEIDA (2018).
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Segundo Henriques et al. (2014), quando implantada no Brasil, a Moringa oleifera
teve como destino a regido Nordeste, especificamente nos estados do Maranhdo, Piaui e
Ceard. Plantada ornamentalmente ficou conhecida popularmente como “quiabo-de-quina”
ou “lirio branco” ou simplesmente Moringa oleifera.

H4 no Nordeste brasileiro varios trabalhos que divulgam os beneficios da Moringa
oleifera para satde, um deles é a “Moringa oleifera, a Semente da Vida” da Fundagao
Educacional Deusmar Queir6és no Ceard (SILVA, 2013). De acordo com Nogueira et al.
(2016) apud SILVA (2012), a Moringa oleifera atualmente € encontrada nos estados do Rio
Grande do Norte, Piaui, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Mato
Grosso do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Parand conforme trabalhos
apresentados no Encontro Nacional de Moringa oleifera (ENAM). Esta ampla distribui¢do

€ confirmada pelo site da EMBRAPA Pantanal em sua biblioteca virtual.

4.3 Maturacao fisiologica das sementes de Moringa oleifera Lam

Em estudo realizado por Agustini at al. (2015), procurou-se analisar a maturidade
fisiolégica das sementes de Moringa oleifera para caracterizar a melhor época de colheita
dos frutos. Usando como base o catidlogo de cores de Munsell (1976), que classifica as
vagens de Moringa oleifera visualmente de acordo com a coloragdo do epicarpo
representativos dos estddios de maturacdo (figura 7), Agustini et al., (2015) enfatizam que a
coloragdo dos frutos determina a maturidade fisiolgica das sementes e podem ser usadas
como parametro. Segundo os autores, a maturidade fisioldgica das sementes foi atingida no
estddio 4 de matura¢do, com maior acimulo de matéria seca (95,89g), baixo teor de dgua

(42,74%) e alto indice de velocidade de germinacao.
Figura 7 — Catédlogo de cores de Munsell (1976), maturacdo fisiolégica das sementes da Moringa oleifera.
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Fonte: AGUSTINI et al., (2015)
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4.4 Valor nutricional da Moringa oleifera Lam

De acordo com Almeida (2018), em estudos etnobotanicos € apontado o consumo
humano de Moringa oleifera como uma das principais razdes desta planta ter se espalhado
por vérios paises. Segundo a autora, a leguminosa tem sido consumida como alta fonte de
proteina digeriveis ricas em cdlcio, ferro e vitamina C em que, por conter elementos
nutricionais essenciais vitais para seres humanos e animais, sua proteina possui qualidade
que chega a ser superior do que é encontrado em leites e ovos, sendo assim, uma op¢ao de
fonte proteica vegetal conforme podemos observar na figura 8§ (ANWAR et al., 2007;

KASOLO et al., 2010; DALEI, 2016; DHAKAR, 2011).

Figura 8 — Composicao nutricional das folhas secas em p6 da Moringa oleifera.

Valor nutricional por 100 g Valores

Mutrientes

Agua (%) 75
Proceinas {g) 27.1
Lipidos {g) 2.3
Hidratos de Carbona (g) gz
Fibra (g} 19.2
Calorizs {Kcal) 205
Minerais

Calcio (mg) 2003
Magnesio (mg) 168
Fasforo (mg) 204
Potdssio [mg) 1324
Farro {mgh 8.2
Sodio {mgh 870

Vicaminas

Vitamina A - Ber caroteno (mg) 16,3
Witamina Bi - damina (mg) 1564
Vitamina Bz - riboflavina (mg) 205
Witzmina B - dcido nicotinico fmg 8.2
Witamina C - acido ascorbico (mg) 173
Witamina E - acemuo de wocofercl (mg 113

Aminoacidos essenciais

Arginina (g 6ef) 1.33%
Histidina (g | 6gh) 0.61%
Lisinz (g | 6eld) 1.32%
Triptofano (gl M) 0.43%
Fenilalanina (g1 6ghl) 1.3%5%
FMetioning (g1 4gi) 0.35%
Trecaina (g'16ghl) L 19%
Lescing {g'l &gid) 1.95%
Iscfaucing (g1 6ghd) 0.83%
Walina (g1 6gh) 1.06%

Fonte: ZAKU et al., (2015).
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Segundo o estudo de Almeida (2018), as folhas de Moringa oleifera tem alto valor
nutritivo, bem como as sementes € os frutos sdo ricos em minerais e vitaminas. As folhas
passadas pelo processo de fervura t€ém o triplo de ferro biodisponivel do que as cruas e a
qualidade proteica das folhas € comparada a do leite e dos ovos. Cada 100 gramas de folhas
secas contém no minimo duas vezes mais proteina que o leite e metade da proteina do ovo;
possui mais ferro que a carne de vaca e o valor do cdlcio encontrado € quatro vezes maior
que no leite. Possui quatro vezes mais vitamina A que a cenoura; as folhas chegam a
possuir vitamina C em até sete vezes mais que a laranja, trés vezes mais potdssio que o
encontrado em bananas (figura 7) (QURESHI E SOLANKI, 2015; ZAKU et al., 2015).

Nao muito diferente das folhas, as sementes de Moringa oleifera, objeto deste
estudo, segundo Almeida (2018), podem ser cozinhadas para consumo. Conforme a autora,
em cor amarelo-dourada, o 6leo das sementes podem ser usado para cozinhar, temperar e
fritar. Os 4cidos gordos livres podem variar entre 0,5% a 3%, predominando em sua
composicdo lipidica composta predominantemente, por triglicerideos constituidos, 13% de
acidos gordos saturados e 82% de 4cidos gordos insaturados, onde cerca de 70% ¢é

representado pelo dcido oleico.

4.5 Atividade antimicrobiana da Moringa oleifera Lam

Destacando a Moringa oleifera como uma espécie vegetal de propriedade
antimicrobiana com alto valor econdmico e medicinal, Sousa et al (2014), avaliaram em
seu estudo a estabilidade da atividade antimicrobiana do extrato bruto aquoso da semente
de Moringa oleifera em relagdo ao tempo/temperatura. O extrato foi depositado em placas
de Petri contendo Agar Miieller Hinton, previamente semeadas com culturas de Escherichia
coli ATCC 25922 e Staphylocococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853. Considerando a sensibilidade das culturas para os halos de inibicdo maiores
que 13 mm. De acordo com os autores a unica bactéria susceptivel foi Staphylococcus
aureus ATCC 25923, ndo apresentando atividade para Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Escherichia coli ATCC 25922. Para os autores este estudo indica o potencial de
aplicacdo do extrato da semente de Moringa oleifera como alternativa interessante para
conservacdo de géneros alimenticios, manipulados e comercializados em temperatura de
refrigeracdo.

Peixoto et al (2011), realizaram um experimento utilizando as folhas da Moringa

oleifera Lam. Com objetivo de avaliar o efeito antibacteriano de extratos aquosos e
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etandlicos de folhas de Moringa oleifera sobre o crescimento de bactérias gram-positivas e
negativas. Os extratos foram testados contra Escherichia coli (ATCC25922),
Staphylococcus aureus (ATCC25923), Vibrio parahaemolyticus, Enterococcus faecalis
(ATCC29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), Salmonella enteritidis (IH) e
Aeromonas caviae. De acordo com os autores, o método de difusdo de disco modificado foi
realizado para os testes de sensibilidade. Nos resultados obtidos para as linhagens E. coli,
Pseudomonas aeruginosa e S. Enteritidis (IH) foram resistentes a todos os tratamentos. O
extrato mostrou-se eficiente contra S. aureus, V. parahaemolyticus, E. faecalis e A. Caviae,
o estudo mostrou um potencial promissor para extratos etandlicos e aquosos das folhas de
Moringa oleifera como alternativa tratamento de infec¢des causadas pelas cepas testadas,

com bom efeito antibacteriano em S. aureus, mas ndo em Pseudomonas aeruginosa.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Tipo de pesquisa

A pesquisa foi do tipo exploratéria de procedimento técnico-experimental, com
abordagem quantitativa. Para Prodanov (2013), este método constitui-se em submeter os
objetos de estudo a influéncia de certas varidveis, em determinadas circunstincias
controladas e conhecidas pelo explorador, para analisar os resultados que a varidvel produz
no objeto. Segundo o autor, nos trés ultimos séculos boa parte significativa dos
conhecimentos obtidos se deve ao emprego do método experimental, € em ci€ncias naturais

este método pode ser considerado como exceléncia.

5.2 Local da pesquisa

Esta pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia e Parasitologia do
Centro de Formacdo de Professores (CFP) da UFCG- Campus Cajazeiras-PB , Campus da
UFCG de Pombal-PB e o Laboratério de Microbiologia do Campus Jodo Pessoa da
Universidade Federal da Paraiba — UFPB (figura 9), nestes campi foi possivel o uso de uma
ampla tecnologia para o desenvolvimento do estudo em seus laboratdrios, com todo aparato

de equipamentos, materiais e profissionais capacitados para auxiliarem na pesquisa.
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Figura 9 - Mapa ilustrativo da regido onde foi realizada a pesquisa.

CAIATZEIRAS POMBAL 1I0AC PESSOA

Fonte: Adaptado do Google (2018)

5.3 Obtencao do material botanico

A amostra das sementes de Moringa oleifera Lam foram obtidas em darvores
préximo ao restaurante universitario (figura 10 A), no Centro de Formacgdo de Professores
(CFP) da UFCG- Campus Cajazeiras— PB, Regiao Nordeste do Brasil, latitude e longitude
6°5220.0"S 38°33'30.5"W -6.872222, -38.558472 (figura 10 B).

Figura 10 A e B — Latitude e longitude do local de coleta das sementes de Moringa oleifera.

6°52'20.0"S 38°33'30.5"W

-6.872222,-38.558472

Fonte: Prépria pesquisa e Google Maps, 2020.
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A determinacdo da maturidade para colheita dos frutos de Moringa oleifera foi
classificada visualmente de acordo com a coloracdo do epicarpo, representada pelos
estddios de maturacdo do catdlogo de cores de Munsell (1976), representado anteriormente
na figura 7. Usamos como parametro o estadio 4 que determia a maturidade fisiolégica das

sementes segundo Agustini et al. (2015), (figura 11).

Figura 11 - Amostra da vagem e sementes de Moringa oleifera .

Fonte: Da prépria pesquisa, 2020.

5.4 Preparacio do extrato

O material botanico da semente da Moringa oleifera foi descascado (figura 13), em
seguida pesada em balanca de precisdo (50g), colocada em embalagem estéril e em seguida
encaminhada para o laboratério de microbiologia da Universidade Federal da Paraiba —

UFPB, Campus I em Jodo Pessoa, Paraiba.

Figura 12 - Amostra das sementes de Moringa oleifera apds retirado a casca.
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No laboratério de microbiologia da UFPB as sementes foram maceradas
manualmente em cadim de porcelana (figura 13 A) em seguida colocadas em um recipiente
de vidro transparente, embebida em 250mL de dlcool absoluto e 250mL de dgua destilada

na proporcao 1:1, por um periodo de 72h (figura 13 B).

Figuras 13 A e B — Maceracdo das sementes de Moringa e solu¢do hidroalcodlica 1:1

Fonte: Da prépria pesquisa, 2020.

Passado as 72 horas (figura 14 A), a solucdo foi filtrada sendo retida a parte sélida
(figura 14 B). A secagem do extrato da semente da Moringa oleifera foi realizada em uma
estufa digital timer 200° da marca Sterilifer onde ocorreu o processo de esterilizagcdo e

secagem (figura 14 C).

Figura 14 A, B e C:Solucéo hidroalcodlica 72h apés, Filtragem e Estufa Digital a 40°C.




Na estufa, o processo ocorreu com as seguintes condi¢cdes operacionais: a) controle
temperatura de entrada: 40 °C; b) controle de temperatura de saida: 40 °C; ¢) O processo de
secagem controlada consiste na mudanca de um produto que se encontra no estado fluido
para o estado sélido em forma de pd, o coeficiente efetivo de difusdo e a energia de
ativacdo da semente de Moringa oleifera € ajustado por modelos matemdticos, sendo a
secagem a 40 °C que apresentou melhor ajuste aos dados experimentais (ALMEIDA et al.,

2015).

Figura 15- Fluxograma da preparagdo do extrato da Moringa oleifera.

Sementes da Fetirado a casca, hidroaledolica.
Maringa oleffera pesada e macerads 1:1 por 72 hotas:

Secagem controlada 40°C / Filtrada
e estufa digital \

Fonte: Da prépria pesquisa, 2020.

5.5 Determinacao da atividade antibacteriana do extrato da Moringa oleifera

5.5.1 Microrganismos

A linhagem padrdo utilizada foi obtida da American Type Culture Collection
(ATCC) que estd mantida no laboratorio de Microbiologia do Centro de Formacio de
Professores (CFP/UFCG) (figura 16 A). Foi realizado a repicagem ou subcultivo da
Pseudomonas aeruginosa (figura 16 B), colocada em estufa a 37 °C (figura 16 C) por 24
horas, de acordo com Sola et al (2012), a repicagem ou subcultivo € uma técnica antiga de
conservagao obtida para manter a viabilidade de microrganismos por um método simples e
tradicional de manutencdo de culturas em laboratdrios. Apds o repique os estoques de

culturas foram mantidos em Agar Heart Infusion (HIA) e armazenados em refrigerador.

33



Figura 16 A, B e C: Linhagem ATCC, Subcultivo da Pseudomonas e Estufa a 37°C respectivamente.
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Fonte: Da propria pesquisa, 2020.

5.5.2 Preparo das solugdes de extrato e antibidticos

Para avaliacdo da atividade moduladora da acdo antibidtica do extrato da Moringa
oleifera foram utilizados os antibiéticos Benzetacil® (benzilpenicilina benzatina) 1.200.000
U/ml conteido 4 ml produzido pela Eurofarma Laboratérios S.A., o antibidtico
Ciprofloxacino 2mg/ml bolsa de 200ml produzido pela Isofarma® Industrial Farmacéutica
Ltda e o antibidtico Oxacilil (Oxacilina sédica) 500mg p6 para solucdo injetdvel e frasco
ampola de 4gua estéril 2,7ml para diluicdo, o produto foi produzido pela Novafarma
Inddstria Farmacéutica Ltda. Em seguida, 0,5 pg do p6 de extrato da Moringa oleifera foi

diluido em 1ml de Tween 80 e 4 ml de 4gua destilada em recipiente estéril.

Figura 17 A, B e C: Antibidticos, Extrato da Moringa oleifera em Pé e Extrato diluido.

Fonte: Da prépria pesquisa,2020.



5.5.3 Concentracao Inibitéria Minima

A concentragdo inibitoria minima (CIM pg/mL), tanto do extrato de Moringa
oleifera como dos antibidticos selecionados, foi determinada em caldo Brain Heart Infusion
(BHI 100 %) através do método de micro dilui¢do, numa suspensdo de 10° (Unidade

Formadora de Col6nia) UFC/mL (para escala de Mcfarland 0,5) em concentracio do
extrato da Moringa oleifera 1024 pg/mL padronizadas segundo CLSI (2015) diluidas

sequencialmente pelo titulo 1:2 e incubadas em estufa com temperatura controlada a 37 °C

por 24h JAVADPOUR et al., 1996) (quadro 1).

Quadro 1: Determinacio da concentracao inibitéria minima (pg/mL) do extrato da semente de Moringa.

Benzilpenicilina Ciprofloxacina Oxacilina Extrato da semente

1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 (1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024 | 1024

512 512 512 512 512 512 | 512 512 512 | 512 512 512
256 | 256 | 256 | 256 | 256 | 256 |256 | 256 | 256 [ 256 | 256 | 256

128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 | 128 128 | 128 | 128 | 128 | 128
64 64 64 64 64 64 | 64 64 64 64 64 64

32 32 32 32 32 32 | 32 32 32 32 32 32
16 16 16 16 16 16 | 16 16 16 16 16 16
CN [CN [CN |CN | CN | CN | CN [ CN [ CN | CN | CN | CN

Fonte: Da prépria pesquisa, 2020.

Seguindo os ensaios, foi preparado o meio de distribuicio em tubos estéreis
utilizando 100 pL do in6culo em 900 uLL do meio de cultura liquido BHI. Posteriormente, o
conteddo do tubo foi transferido para placa de microdiluicdo de 96 pogcos com tampa,
perfazendo 09 pogos em sentido horizontal, utilizando 100 uL. em cada poco. Em sentido
vertical foi utilizado 100 uL em cada pogo, perfazendo 08 pocos. Apds essa etapa, a
microdiluicdo das substancias (extrato da Moringa oleifera e dos antibidticos
Ciprofloxacino, Benzipenicilina e Oxacilina) foi realizada sendo 100 uL nesse meio até
pendltima cavidade (1:1). Em concentragdes de 1024 pg/mL a 16 pg/mL. Na dltima
cavidade ndo foi adicionada microdiluicdo por ser o controle de crescimento. As placas

foram incubadas por 24h em estufa de crescimento a 37 °C. Apds este periodo foi realizada

a leitura visualmente e observado se houve mudanca de cor do meio, caracterizado pela
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adicao de 20 uL de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido). A leitura visual
das placas teve como caracteristica, a mudanca de cor do meio de azul para rosa, indicando
se houve presenca de crescimento bacteriano, permanecendo em azul, indicaria a auséncia

deste crescimento (figura 18). Para avaliar as substancias como moduladoras da resisténcia

aos antibidticos, a concentragcdo subinibitdria foi determinada pelo CIM/8 para PA-ATCC

27853.

Figura 18- Fluxograma da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM).

= ==
5 &=

Fonte: Da prépria pesquisa, 2020.
5.5.4 Modulagao

Os testes para avaliar a atividade moduladora da acdo de antibidticos em
combinacdo com o extrato de Moringa oleifera foram realizados em triplicata. Em cada
pogo da placa de microdilui¢cdo foi colocado o extrato da Moringa oleifera em concentracio
subinibitdria de forma constante e os antibidticos em concentragdes decrescentes, iniciando
em 1024 pug/mL, diluidas sequencialmente 1:2 até¢ 16 pg/mL, sendo misturadas em caldo
BHI 100%, preparado com agua destilada estéril. Sendo adicionado em cada pogo 100 puL

de caldo BHI 100% com 128 pg/mL do extrato da Moringa oleifera e indculo bacteriano

(105 UFC/mL). No primeiro poco, foi adicionado 100 pLL de uma solug@o do antibiético
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com 1024 pg/mL em diluicdo sequencial com titulo 1:2 nos demais pogos. Apds o
procedimento, as placas foram incubadas a 37°C por 24h e o crescimento bacteriano foi

avaliado visualmente pelo uso de 20 puL resazurina (Figura 19).

Figura 19: Fluxograma da atividade moduladora

Adicao de 100
pL da solugao

Inéculos diluidos em BHI Preenchimento da placa de de antibiotico
100% (1:8) + EMO 96 pocos (100 pL por 1024 pul/mL na
concentragéo 128 pg/mL cavidade — 08 pogos) primeira

cavidade

Adicao de 20
pL de
resazurina, 01 Diluicdes sucessivas 1:2 até
hora apés Incubagéo por 24 horas a penultima cavidade.
feito

Concentragao de 1024 pL/mL

A 37°C a 16 pL/mL

Fonte: Da prépria pesquisa, 2020.

avaliagdo da

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Rendimento do extrato da Moringa oleifera

A massa inicial do extrato da Moringa oleifera foi 50g, ao final na forma de p6

obteve-se 26,523¢g, gerando um rendimento de 53,1%.

Figura 20 : P6 obtido do extrato hidroalcoolico da Moringa oleifera.

Fonte: Da prépria pesquisa, 2020.



6.2 Determinacdo da concentracgio inibitéoria minima (CIM) do extrato da Moringa
oleifera e dos antibiéticos

O teste por pogo de difusdo foi realizado conforme recomendagdes da CLSI (2015).
Os resultados da determinagdo da concentrac@o inibitéria minima do extrato da Moringa
oleifera revelaram um valor da CIM > 1024pg/mL para a Pseudomonas aeruginosa,
indicando ndo haver atividade antimicrobiana clinicamente relevante, de forma isolada.
Nota-se que nos pogos identificados em ordem decrescente: 1) 1024, 2) 512, 3) 258, 4) 128,
5) 64, 6)32,7) 16 e 8) CN (Controle Negativo); a coloragado foi considerada como rosa pela
visdo a olho nu, constatando a presencga de crescimento bacteriano em todos os pogos, para

todas as concentragdes (figura 21).

Figura 21: Placas avaliadas na CIM, Antibiéticos e EMO Extrato da Moringa oleifera.

Fonte: Da propria pesquisa, 2020.

Em relacdo aos antibidticos usados, notou-se atividade antimicrobiana do
Ciprofloxacino em todas as concentragdes: 1) 1024, 2) 512, 3) 258, 4) 128, 5) 64, 6) 32, 7)
16 e 8) CN (Controle Negativo); onde a coloragdo visualizada foi azul em todos os pocos,
exceto no CN, indicando inibi¢do de crescimento bacteriano ou atividade antimicrobiana,
do referido antibiético (tabela 1). No experimento de Ferreira (2005) e Abreu (2018), o

Ciprofloxacino demonstrou baixo valor para a CIM, corroborando com 0 que encontramos.
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De acordo com Ferreira (2005), a Pseudomonas aeruginosa apresenta um sério problema
de resisténcia que cresce para muitos agentes antimicrobianos. Enquanto que, nos
antibidticos Benzilpenicilina e Oxacilina, observou-se mudanca da cor do meio de azul para
rosa, indicando presenca de crescimento bacteriano e a ndo atividade antimicrobiana das
substancias testadas em todos os po¢os, em todas as concentragdes 1) 1024, 2) 512, 3) 258,
4) 128, 5) 64, 6) 32, 7) 16 e 8) CN (Controle Negativo). As atividades do extrato da
Moringa oleifera e dos antibidticos sobre Pseudomonas aeruginosa de forma isolada
demonstraram que a Ciprofloxacino apresentou CIM a partir de 16 e as demais substancias

testadas poderdo ou nao obter resultados satisfatorios se forem testadas em nivel >1024.

Tabela 01. Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima diante de Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853
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PRODUTOS TESTADOS CIM (ug/mL)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Extrato Moringa oleifera >1024
Oxacilina >1024
Benzilpenicilina >1024
Ciprofloxacino 16

Fonte: Da propria pesquisa, 2020.

Trabalhos utilizando esta metodologia do nosso experimento com o extrato
hidroalcodlico de sementes de Moringa oleifera para enfrentamento a Pseudomonas
aeruginosa nao foram encontrados durante a pesquisa bibliografica. Ha estudos realizados
anteriormente onde revelaram que componentes bioativos dos revestimentos de sementes
de Moringa oleifera exibiram potencial antibiofilme contra os organismos de teste
pertencentes a Gram-positivos, Gram negativo e levedura (ONSARE e ARORA, 2014).
Segundo os autores, a atividade antimicrobiana de amplo espectro é encorajadora, devido
sua classe de fitoconstituintes e sua ndo mutagenicidade e ndo citotoxicidade. Para o
desenvolvimento e exploragdo do produto final eles salientam que estudos para elucidagao
da estrutura do composto ativo sd@o necessdrias para complementar produtos disponiveis no

combate as ameacas do biofilme.

Em estudo realizado por Sousa et al. (2014), utilizando o extrato aquoso das

sementes de Moringa oleifera, apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria



Staphylococcus aureus ATCC 25923; ja contra a Escherichia coli ATCC 25922 e
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 nio houve inibi¢do do crescimento, o que ocorreu
com nosso extrato hidroalcoolico, corroborando com nosso experimento.

Em pesquisa utilizando o extrato hidroalcoolico de sementes da Moringa oleifera,
Silva et al. (2017), investigaram o efeito da atividade antibacteriana deste extrato sobre
bactérias patogénicas humanas. Os resultados encontrados, segundo os autores, mostraram
que o extrato hidroalcéolico de Moringa oleifera apresentou inibicdo do crescimento de
todas as cepas de S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. Em nosso estudo, a inibi¢do do
crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa com o extrato da Moringa oleifera de
forma isolada ndo foi obtida em nenhuma das repeticdes da triplicata, contrapondo Silva et
al. (2017). Vale salientar que nosso experimento foi utilizado a semente sem a casca.

Nesta pesquisa, ndo foi possivel relatar os motivos pelos quais o EMO néo inibiu o
crescimento da bactéria, porém, Augustini et al. (2015), afirmam que a maturidade
fisiolégica da Moringa oleifera é caracterizada pela cor do epicarpo. A maturidade
fisioldgica das sementes € atingida no estidio 4 de maturacdo, com maior acimulo de
matéria seca (95,89g), menor teor de dgua (42,74%) e alto indice de velocidade de
germinacdo. Segundo os autores, este parametro € usado para avaliar a maturacdo das
sementes de Moringa oleifera e seria no estddio 4 onde a cor predominante € a marrom
escuro, o que nao ocorreu nesta pesquisa porque os frutos secavam ainda numa cor marrom
claro, onde as vagens abriam-se naturalmente e as sementes caiam, sendo necessirio
realizar a coleta antes do contato com o solo evitando a contaminacdo das sementes.
Possivelmente, possa ter ocorrido este fato pelo uso de diferentes estirpes (CARDOSO et
al., 2002). A alteracdo fitoquimica dos compostos da planta pode ser resultado das
condig¢des edafocliméticas de acordo com Farooq et al., (2007).

Em relacio aos resultados da determinacio do CIM dos antibidticos,
Ciprofloxacino, Benzilpenicilina e Oxacilina, observou-se no primeiro antibidtico testado a
inibicdo do crescimento bacteriano por meio da coloracdao azul em triplicata apresentada
nos pocos, em todas as concentracdes. Nos antibidticos, Benzilpenicilina e Oxacilina,
ocorreu crescimento bacteriano evidenciado pela alteracdo da coloracdo do meio de azul

para rosa corroborando com a pesquisa de Abreu (2018).

6.3 Modulacao
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Os resultados do teste de modulagdo demonstraram que o Ciprofloxacino (figura
19), associados a concentracdo subinibitéria do EMO, ndo inibiu o crescimento da
Pseudomonas aeruginosa, (ATCC 27853). O resultado foi diferente da acdo do antibidtico
testado isoladamente. Em todas as concentracdes dos antibidticos ( 1) 1024, 2) 512, 3) 258,
4) 128, 5) 64, 6) 32, 7) 16 e 8) CN (Controle Negativo), houve crescimento bacteriano
demonstrado pela coloragdo azul em todas as concentragdes, demonstrando acdo contraria a
realizada na primeira etapa sobre esta cepa bacteriana.

No antibiético Benzilpenicilina, associado a concentracdo subinibitéria do EMO,
ndo apresentou sinergismo, antagonismo e nem efeito bactericida, demonstrado
anteriormente quando o antibidtico foi testado isoladamente. H4 resisténcia bacteriana a

este medicamento nas seguintes concentragdes de 1) 1024, 2) 512, 3) 258, 4) 128, 5) 64, 6)

32,7) 16, foi observada através da mudanga do meio de azul para rosado.

Tabela 2. Modulacdo do extrato de Moringa oleifera com antibidticos diante de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
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PRODUTOS TESTADOS CIM (ug/mL)
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Oxacilina isolada >1024
Oxacilina+EMO 16

Benzilpenicilina isolada >1024
Benzilpenicilina+EMO >1024
Ciprofloxacino isolada 16

Ciprofloxacino+EMO >1024

Legenda: EMO — Extrato de Moringa oleifera
Fonte: Da propria pesquisa, 2020.

No antibidtico Oxacilina associado a concentragdo subinibitéria do EMO,
apresentou uma alta porcentagem de reducdo da CIM, demonstrando que ndo houve
crescimento bacteriano ao contrdario do teste anterior quando o antibidtico foi testado
isoladamente. Observamos que nao houve desenvolvimento bacteriano nas concentracdes
de 1) 1024, 2) 512, 3) 258, 4) 128, 5) 64, 6) 32, 7) 16. (Figura 22).

Percebemos que o inverso ocorreu com o antibiético Ciprofloxacino ocorrendo um
aumento na porcentagem da CIM de 16 para >1024 o que sugere uma interacdo

medicamentosa do EMO ao efeito do antibidtico isolado conforme descrito na tabela 02,



sendo observado o crescimento bacteriano nas concentragdes de 1) 1024, 2) 512, 3) 258, 4)

128, 5) 64, 6) 32, 7) 16. Permanecendo sem altera¢des o antibidtico Benzilpenicilina tanto
isolado quanto associado ao EMO.

Figura 22: Placa avaliada no processo de modulag@o.

Fonte: Da propria pesquisa, 2020.

Quadro 2 : Esquema de distribui¢do dos antibidticos em modulac@o para P. aeruginosa (ATCC 27853).

EMO + Benzilpenicilina EMO + Ciprofloxacino EMO + Oxacilina
1024 1024 | 1024 1024 | 1024 1024 1024 | 1024 | 1024
512 512 512 512 512 512 512 | 512 | 512
256 256 256 256 256 256 256 | 256 | 256
128 128 128 128 128 128 128 | 128 | 128
64 64 64 64 64 64 64 64 64
32 32 32 32 32 32 32 32 32
16 16 16 16 16 16 16 16 16

CN CN CN CN CN CN CN | CN | CN

Fonte: Da propria pesquisa, 2020.
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Figura 23 : Gréfico da modulagdo do extrato de Moringa oleifera com antibidticos diante de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Fonte: Da prépria pesquisa, 2020.

Quando usados isoladamente e associados ao EMO nos antibidticos Oxacilina e
Ciprofloxacino ocorre uma inversdao em relacdo a sua CIM, verificou-se uma inibi¢do de
crescimento bacteriano ao associar o antibidtico Oxacilina ao extrato da Moringa oleifera.
E ocorreu o impedindo a acdo do Ciprofloxacino ao associar a EMO, o que ndo ocorreu
quando este antibidtico foi usado de forma isolada. A Benzilpenicilina isolada e/ou
associada ao extrato da Moringa oleifera ndo inibiu o crescimento bacteriano da

Pseudomonas aeruginosa (figura 23).

7 CONCLUSAO

O extrato hidroalcéolico das sementes sem casca da Moringa oleifera nao possui
atividade antibacteriana sobre a Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). A concentragdao
inibitéria do extrato da Moringa oleifera ndao possui atividade clinicamente relevante para
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853), pois o valor do CIM > 1024 pg/mL, o que sugere
identificar os componentes quimicos da semente da Moringa oleifera, pois pode apresentar
variacdo em virtude da sazonalidade, periodo de coleta, origens geograficas diferentes,
presenca de contaminantes, entre outros.

A principal descoberta desta pesquisa foi a interacio medicamentosa da Moringa
oleifera associada ao antibidtico Ciprofloxacino inibindo a ac¢do deste sobre Pseudomonas

aeruginosa.
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A Moringa oleifera é uma planta notdvel, de ampla atividade antimicrobiana, os

fitoquimicos nela presente podem ser usados contra vdrias espécies de micro-organismos

patogénicos. E importante conhecer as influéncias que a Moringa oleifera in natura, em

cépsulas, p6 ou chd possa exercer quando utilizada concomitantemente com os farmacos.
Neste caso, deverd ser evitado seu consumo em associagdo ao antibiético Ciprofloxacino,
objeto desta pesquisa, até que sejam realizadas mais pesquisas no ambito das interagdes

medicamentosas para maiores detalhes.
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