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Atividade antibacteriana de preparacoes de folhas de Moringa oleifera
contendo inibidor de tripsina

Maiara Celine de Moura', Raissa arques Mendonga', Patricia Maria Guedes Paiva', Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho!

Resumo (Atividade antibacteriana de preparacgdes de folhas de Moringa oleifera contendo inibidor de tripsina) As plantas
usadas na medicina popular tém sido aceitas, atualmente, como uma fonte importante no descobrimento e desenvolvimento
de drogas contra bactérias. Aresisténcia de microorganismos aos antibioticos sintéticos tem se tornado um problema de saude
publica. Estudos t€ém demonstrado potenciais farmacologicos de M. oleifera. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
atividade antibacteriana de prepara¢des de folhas de M. oleifera sobre bactérias patogénicas (Salmonela enteritidis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae). Aconcentragdo minima inibitoria
(CMI) e minima bactericida (CMB) foram determinadas. Em adicao, a presenca de lectinas e moléculas inibidoras de tripsina
nas preparacgdes também foram determinadas. Extrato de folhas (EF) foi obtido ap6s homogeneizagao de p6 das folhas (10 g)
com NaCl 0,15 M (100 ml). Ap6s tratamento com sulfato de amonio (0-20%, 20-40%, 40-60% e 60-80%) obteve-se as fragdes
proteicas F,, Fyouo, Fioo € Feosor resSpectivamente. EF, Fy,, e F,,4 apresentaram atividade antibacteriana in vitro contra S.
enteritidis, S. aureus, E. coli, ¢ E. faecalis; enquanto que F,.¢ ¢ F44 ndo foram ativas contra as bactérias avaliadas. K.
pneumoniae foi resistente a todas as preparacdes. Apresentaram atividade inibidora de tripsina preparagdes que
demonstraram efeito frente as bactérias (EF, F ., € F,,.,,) desde que a atividade inicial da tripsina (113 mU/ml) foi reduzida para
11,34 ¢ 71 mU/ml na presenca de EF, F,,, e F,,., respectivamente. Esses resultados indicam que preparacdes de folhas de M.
oleifera apresentam atividade antibacteriana e que a atividade inibidora de tripsina presente nas preparacgdes ativas pode estar
envolvidano mecanismo da agdo antibacteriano.

Palavras-chave: Moringa oleifera, lectinas, inibidor de tripsina

Abstract (Antibacterial activity of preparations from Moringa oleifera leaf containing trypsin inhibitor) Currently, plants
used in folk medicine have been accepted as an important source in the discovery and development of drugs against bacteria.
The resistance of microorganisms to synthetic antibiotics have become a public health problem. Pharmacological studies
have demonstrated the potential of M. oleifera. The present study aimed to investigate the antibacterial activity of
preparations of M. oleifera leaves against pathogenic bacteria (Salmonela enteritidis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Enterococcus faecalis and Klebsiella pneumoniae). The minimum inhibitory (MIC) and minimum bactericidal (MBC)
concentrations were determined. In addition, the presence of lectins and trypsin inhibitory molecules in these preparations
were also evaluated. Leaf extract (LE) was obtained after homogenization of leaf powder (10 g) in 0.15 M NaCl (100 ml).
After the treatment with ammonium sulphate (0-20%, 20-40%, 40-60% and 60-80%) the protein fractions F,,y, F., Fi.c0and
Fy50 were obtained. EF, F,,and F,,,, showed antibacterial activity in vitro against S. enteritidis, S. aureus, E. coli, and E.
faecalis; on the other hand, F,,4 e Fq. were not active against the bacteria evaluated. K. pneumoniae was resistant to all
samples. Preparations that demonstrated effect against bacteria (EF, F,,,and F,,,) showed trypsin inhibitory activity; the
initial trypsin activity (113 mU/ml) was reduced to 11, 34 and 71 mU/ml in the presence of EF, F ,,and F,.,,, respectively.
These results indicated that preparations of M. oleifera leaves showed antibacterial activity and the trypsin inhibitory activity
present in active preparations may be involved in the antibacterial mechanism of action.

Keywords: Moringa oleifera, lectins, trypsin inhibitor

Introducao

Bactérias, organismos procariotos simples, desenvolvimento de cepas resistentes, que aumentam os
apresentam importancia médica desde que causam casos de mortes e doencgas debilitantes (Wright, 2012;
infec¢des graves em humanos (Schaechter et al., 2002; Gomes et al., 2013); além disso, representam altos custos a
Trabulsi, 2005; Cantén et al.,2007; Hennequin & Forestier, saude publicaem todo o mundo (Choffnes et al.,2010).
2007). O uso de antimicrobianos sintéticos, tais como A resisténcia bacteriana ¢ um fendmeno genético
meticilina, oxacilina e penicilina, estd associado ao em que os microorganismos adquirem genes que
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mecanismos bioquimicos que impedem as agdes de drogas
(Davies & Davies, 2010). Dentre os mecanismos
associados a resisténcia bacteriana tém-se a producao de
enzimas hidroliticas que desativam os compostos
antimicrobianos, a adicdo de grupos quimicos & molécula
da droga, a remogao desses compostos por meio de bombas
de efluxo e a reducdo da afinidade do antimicrobiano pela
célula-alvo por meio de modificacdo genética (Davies &
Davies, 2010; De Pascale & Wright, 2010; Coyne et al.,
2011). Dessa forma, pesquisas relacionadas ao
desenvolvimento de novos antibidticos por fontes naturais
tém aumentado (Ramos et al., 2014); tornando-se uma
alternativa ao uso de drogas sintéticas comerciais
(Fischbach & Walsh,2009).

Produtos vegetais, como extratos ou seus
compostos isolados, apresentam atividade antibacteriana
(Costaetal.,2010; Ferreiraetal.,2011; Mouraetal.,2011;
Gomes et al., 2013). Lectinas e inibidores de proteases,
envolvidos no mecanismo de defesa das plantas, t€ém sido
descritos como potenciais compostos envolvidos na acao
antimicrobiana (Selitrennikoff, 2001). O mecanismo de
acao de lectinas antibacterianas envolve ligagao especifica
a acidos teicoicos e teicurdnicos, os peptidoglicanos e
lipopolissacarideos nas paredes das células bacterianas
(Ratanapo et al., 2001). Inibidores de proteases, sdo
proteinas que regulam a atividade de enzimas proteoliticas
(Liao et al., 2007). De acordo com Li et al. (2007), a
interagdo entre inibidores de tripsina e proteinas presentes
na membrana celular de bactérias induz alteracdes na
permeabilidade celular, levando o microorganismo a
morte.

Moringa oleifera Lam. (familia das Moringaceae),
nativa do Nordeste da India, tem sido objeto de varias
pesquisas, devido as suas propriedades industriais e
medicinais (Ghebremichael et al., 2005; Suarez et al.,
2005). Duas lectinas com atividade antibacteriana, cMoL e
WSMolL, foram purificadas e caracterizadas das suas
sementes (Santos ef al., 2009; Coelho et. al, 2009; Luz et
al., 2010; Ferreira et al., 2011). Sashidhara et al. (2009)
isolaram dois compostos a partir da sua raiz: acetato de
aurantiamide e uréia 1,3-dibenzil que podem ser
responsaveis por atividades antiinflamatoria e analgésica.
As flores sdo empregadas no tratamento de ascite,
reumatismo, picadas venenosas e como estimulantes
cardiacos (Anwar & Bhanger, 2003; Anwar et al., 2007).
Suas folhas sdo ricas em B-caroteno, proteinas, vitamina C,
calcio e potassio, apresentando atividade antioxidante,
além de atividade hipotensiva, hipocolesterolémica e
contra o virus herpes simplex tipo 1 (Faizi et al., 1995;
Dillard & German, 2000; Ghasi et al., 2000; Lipipun et al.,
2003; Siddhuraju & Becker, 2003; Lako et al., 2007).
Adicionalmente, extrato de folhas apresentam  atividade
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hipoglicémica, validando assim o seu uso para o tratamento
de diabetes mellitus (Jaiswal ez al., 2009).

Este trabalho relata a avaliagdo de preparagdes de
folhas de M. oleifera quanto a atividade antibacteriana
sobre bactérias patogénicas (Salmonela enteritidis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis e Klebsiella pneumoniae) através da determinagao
da concentracdo minima inibitoria (CMI) e minima
bactericida (CMB). Em adigdo, a presenca de atividade
hemaglutinante e inibidora de tripsina nas preparagdes
também foram determinadas.

Materiais e métodos
Preparagoes de folhas de M. oleifera

Folhas de M. oleifera foram coletadas no campus
da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife, e
desidratadas em temperatura ambiente. Apos trituragcao em
multiprocessador, o p6 das folhas (10 g) foi homogeneizado
com NaCl 0,15 M (100 mL) durante 16 h a 4 °C. O
homogeneizado foi filtrado em algodao e, apos
centrifugagdo (15 min, 4 °C, 9000 g), o sobrenadante
correspondeu ao extrato de folhas (EF). Proteinas presentes
em EF foram precipitadas pela adi¢cdo gradual de sulfato de
amonio (0-20%, 20-40%, 40-60% e 60-80%), sob agitacdo
constante (4 h, 4 °C), e posterior centrifugagdo (15 min, 4
°C, 9000 g) (Green & Hughes, 1955). Os precipitados
foram solubilizados em agua destilada e, apos dialise,
corresponderam a F o, F2040, F40.60€ Feo-s0-

Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas das preparagdes
obtidas (EF, Fy,y, Fiou0, Fios0 € Feoso) foi avaliada segundo
Lowry et al. (1951) com a utilizagdo da curva padrdo de
albumina de soro bovino ( BSA) com valores
compreendidos entre 0 e 500 g.

Atividade antibacteriana de preparagdes de folhas de M.
oleifera

Linhagens de bactérias patogénicas S. enteritidis
(UFPEDA 414), S. aureus (ATCC 6538), E. coli (ATCC
25922), E. faecalis (ATCC 6057) e K. pneumoniae (ATCC
29665) foram fornecidas pelo Departamento de
Antibioticos da UFPE. As culturas estacionarias foram
mantidas em A gar Nutriente (AN) e estocadas a4 °C. Paraa
preparagao do experimento, as bactérias foram cultivadas
em meio Caldo Nutriente (CN) overnight a 37 °C sob
agitacdo constante. Para a determinagdo da concentragdo
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minima inibitdria (CMI), 100 pl de CN foi adicionado em
cada poco da placa de microtitulagao. Posteriormente, EF
(3,95 mg/ml), Fy,, (1,68 mg/ml), F, (2,32 mg/ml), F,uq
(2,62 mg/ml) e Fq5 (5,48 mg/ml) foram diluidos
sucessivamente em CN a partir do terceiro pogo da placa.
Do segundo poco em diante foram adicionados 20 pl da
cultura bacteriana, 10°-10°unidade formadora de colonias
(CFU)/ml. O primeiro pogo continha apenas CN (controle
negativo) e o segundo poco, CN e cultura bacteriana
(controle do crescimento 100%). O experimento foi
realizado em triplicata e as placas foram incubadas durante
24 h a 37 °C. Apos incubagdo, a densidade otica a 490 nm
(DO™) foi medida em espectrofotdometro. CMI foi
determinada e correspondeu a menor concentragdo de cada
amostra capaz de promover a redugio >50 % da DO em
relacdo ao controle do crescimento 100% (Amsterdam
1996).

A concentragdo minima bactericida (CMB) foi
determinada a partir do ensaio do CMI. Aliquotas de cada
poco onde houve inibi¢do do crescimento foram
transferidas para placa de petri contendo meio AN e
incubadas por 24 h a 37 °C. CMB correspondeu a menor
concentracdo de cada amostra que apresentou efeito
bactericida, ou seja, onde ndo foi observado crescimento
bacteriano a olho nu.

Avaliagdo daatividade hemaglutinante (AH)

A atividade hemaglutinante foi avaliada em placas
de microtitulacdo, de acordo com Paiva & Coelho (1992)
utilizando eritrécitos de coelho tratados com glutaraldeido.

Ensaio da inibicdo da tripsina bovina por preparagdes de
folhas de M. oleifera

Ensaio de inibicdo da atividade hidrolitica da
tripsina foi realizado utilizando 0,1 mg/ml de tripsina
bovina (Sigma-Aldrich, USA) em 0,1 M de Tris-HCI pH
8.0 contendo CaCl, 0,02 M. Tripsina bovina (5 pl) foi
incubada (5 min, 37 °C) com EF, F ., F1.40, F40.00U Fg0.50(50
ul; 395, 168,5, 232, 262 e 549 ug de proteinas,
respectivamente) em Tris-HCl pH 8.0 (140 ul). Em
seguida, o substrato sintético N-benzoil-DL-arginil-p-
nitroanilida (BApNA) dissolvido em dimetil sulféxido foi
adicionado (5 pl) e a mistura foi incubada (30 min, 37 °C).
Foram realizados controles da amostra (auséncia da enzima
e substrato), do substrato (auséncia da enzima e inibidor) e
enzima 100% (auséncia do inibidor). A hidrolise do
substrato foi medida na absorbancia a 405 nm e a atividade
inibitoria foi calculada pela atividade residual da enzima
em presenca da preparagao inibidora, considerando 100% a
atividade determinada na auséncia do inibidor. Uma
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unidade de atividade da tripsina foi definida como a
quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 pumol de
BApNApor minsob condigdes estabelecidas.

Resultados e Discussio

Concentracdes minima inibitoria (CMI) e minima
bactericida (CMB) foram determinadas para as
preparagoes ativas de folhas de M. oleifera (Tabela 1). Os
resultados indicam que EF, F,, e F,,, apresentaram
atividade antibacteriana in vitro contra as bactérias
patogénicas humanas gram-negativas (S. enteritidis e E.
coli) e gram-positivas (S. aureus ¢ E. faecalis). F,.q€Fs
nao foram ativas contra as bactérias avaliadas. EF foi capaz
de inibir o crescimento de S. enteritidis, S. aureus, E. coli e
E. faecalis e apresentou efeito bactericida apenas para S.
aureus (CMB de 3,95 ng/ml). F,,, apresentou efeito
bacteriostatico para S. enteritidis e S. aureus, com maior
eficiéncia para S. aureus (CMI de 1,68 pg/ml) sendo capaz
de abolir o crescimento de S. enteritidis na CMB de 26,3
ug/ml. F,, foi ativa apenas frente a S. aureus (CMIde 1,31
ug/ml) e ndo apresentou efeito bactericida contra nenhuma
cepa testada. K. pneumoniae foi resistente a todas as
preparacoes.

Tabela 1: Atividade antibacteriana de preparacdes de folhas de M.

oleifera.
Bactérias Extrato (EF) Fragao 0-20 % Fragao 2040 %
CMI CMB CMI CMB CMI CMB
Salmonella enteritidis (-) 1,97 ND 6,60 263 ND -
Staphylococcus aureus (+) 1,97 3,95 1,68 ND 1,31 ND
Escherichia coli (-) 395 ND ND - ND -
Enterococcus faecalis (+) 395 ND ND - ND
Klebsiella pneumoniae (-) ND - ND - ND

(+) Bactéria Gram-positiva. (-) Bactéria Gram-negativa. ND: atividade ndo detectada
(---) ndo avaliado. Os valores de CMI ¢ CMB sdo expressos em pg/ml de

proteinas.

Nas plantas, muitas proteinas antimicrobianas
estdo envolvidas no mecanismo de defesa e exibem
potencial uso como antibidticos naturais (Ye & Ng, 2001;
Doughari, 2006). Extrato de cascas do tronco e folhas de
Tamarindus indica apresentaram atividade frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; extrato da
casca apresentou maior atividade inibitoria frente S.
paratyphi, Shigella flexnerri, S. aureus e B. subitilis (CMI
de 8 mg/ml) e atividade bactericida diante de todas as cepas
testadas (E. coli, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, S. typhi,
S. paratyphi, S. flexnerri, S. aureus, B. subtilis e
Streptococcus pyrogenes). Valores de CMI e CMB para o
extrato das folhas foram maiores para todas as bactérias
(Doughari, 2006). Sa et al. (2009) detectaram  atividade
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antibacteriana em extrato bruto e fracdo protéica do cerne
de Myracrodruon urundeuva contra as espécies B. subtilis,
Corynebacterium callunae, E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, S. aureus e E. faecalis. Extrato aquoso (MoE) e
fracao de proteinas precipitadas (MoPF) de flores de M.
oleifera foram ativos contra bactérias Gram-negativas
(Escherichia coli, Proteus mirabilis ¢ Salmonella
enteritidis) e Gram-positivas (Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus). CMI de
0,023 ¢ 0,018 mg/mL, e CMB de 0,366 ¢ 0,297 mg/mL,
obtidas respectivamente para MoE e MoPF, revelaram que
ambas as preparagdes foram mais fortemente ativas contra
E. coli(Mouraetal.,2010).

Os valores de CMI e CMB das preparagdes de
folhas de M. oleifera obtidas indicam que as mesmas
contém diferentes agentes antibacterianos. Preparagdes
antibacterianas com atividade ndo-especifica constituem os
mais eficientes antibacterianos por agirem em diferentes
bactérias (De Souza et al., 2003); ou seja, esses compostos
sdo considerados de amplo espectro por serem ativos contra
bactérias Gram-negativas ¢ Gram-positivas (Doughari,
2006).

Com o objetivo de identificar compostos que
possam ser responsaveis pela atividade antibacteriana das
preparagdes ativas de folhas de M. oleifera foram avaliadas
a atividade hemaglutinante para deteccao de lectinas e o
efeito das preparagdes sobre a tripsina bovina a fim de
investigar a presenca de inibidores de tripsina. EF, F e F,,.
» Ndo continham lectina, uma vez que nao foi observada
aglutinacdo dos eritrocitos de coelho em todas as
preparagdes. Por outro lado, preparagoes de folhas de M.
oleifera contém inibidor de tripsina, uma vez que a
atividade hidrolitica inicial da tripsina (113 mU/mL) foi
reduzida para 11, 34 ¢ 71 mU/ml na presenga de 50 ug de
proteina de EF, Fy,, F,o.0.respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2: Avaliagdo da atividade da tripsina bovina na presenga das

preparagdes de folhas de M. oleifera (EF,F,,, eF,, )

Preparacao inibidora Atividade da tripsina(mU/ml)
—_— 113
EF 11
Fracao0-20% 34

Fragao2040% 71

Esses dados sugerem que EF contém diferentes
moléculas capazes de inibir a tripsina, que ndo foram
precipitados com o tratamento com sulfato de amonio em 0O-
20% e, principalmente em 20-40%, ja que EF causou maior
diminuigdo na atividade de tripsina em relagdo a F,, eF..
Em adicdo, esse resultado explica o diferente espectro de
acdo antibacteriano entre as preparagdes e sugere que a
maior acdo antibacteriana de EF frente as bactérias testadas,
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se refere a maior quantidade de moléculas capazes de inibir
a atividade da tripsina. A atividade antibacteriana de
inibidores de proteases tem sido descrita (Ngai & Ng, 2004;
Kim et al., 2005) e ocorre devido a inibi¢do de enzimas
proteoliticas envolvidas em diversos processos fisiologicos
das bactérias ou através da interagdo desses inibidores ¢
proteinas de membrana das bactérias, levando a alteragdes
da permeabilidade celular, induzindo a morte dos
microorganismos (Kim et al.,2009). De acordo com Moura
et al. (2010), a atividade antibacteriana de MoE ¢ MoPF
pode estar relacionada com a presenga de inibidores da
atividade da tripsina bovina, uma vez que a atividade da
tripsina (425 mU/ml) foi reduzida a 125 mU/ml e 212
mU/ml, respectivamente.

Concluimos que preparagdoes de folhas de M.
oleifera inibiram e mataram bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas; a diferente especificidade entre o extrato e
as fragdes de proteinas precipitadas sobre bactérias sugere
que esta planta contém diferentes agentes antibacterianos.
Por fim, a atividade inibidora de tripsina presente nas
preparagoes ativas pode estar envolvida no mecanismo da
acdo antibacteriano.
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