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RESUMO

As infecgbes flangicas ocasionadas por leveduras do género Candida acometem
pacientes imunocomprometidos e aqueles que usam antibioticos de amplo espectro. Para o
tratamento sdo utilizadas drogas antifungicas como os azdis, poliénicos e equinocandinas.
Entretanto, estes fungos estdo desenvolvendo resisténcia aos medicamentos disponiveis para a
terapéutica levando ao insucesso do tratamento do paciente. Como novas perspectivas de
agentes antifingicos, as plantas medicinais estdo sendo estudadas pela comunidade cientifica
frente estes patogenos. Momordica charantia L. e Luffa cylindirca (L.) M. Roem., pertencentes
a familia Cucurbitaceae, apresentam atividades anti-inlfmatorias, antidiabéticas,
antibacterianas e antifungicas. Assim, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade
antifungica frente isolados clinicos de leveduras do género Candida, a analise do perfil
fitoquimico dos extratos das folhas e frutos de M. charantia e de folhas de L. cylindrica bem
como a analise anatbmica e histoquimica de L. cylindrica. Para isso foram obtidos os extratos
hexanico, acetato de etila e etandlico das folhas e frutos por meio de Soxhlet e realizado o
perfil fitoquimico. Laminas foliares, gavinha e peciolo foram utilizados para analise de
anatomia de L. cylindrica e cortes transversais de sua folha fresca para a histoquimica. Para
atividade antifungica utilizou teste de microdiluicdo em placa de 96 pocos e o teste de
sinergismo com isolados clinicos de Candida obtidas da Micoteca URM da Universidade
Federal de Pernambuco. A fitoquimica evidenciou triterpenos e esteroides, flavonoides,
alcaloides, saponinas e mono e sesquiterpenos. A anatomia foliar evidenciou tricomas
glandulares identificados pela primeira vez no peciolo e a histoquimica identificou polifendis,
triterpenos, alcaloides, lignina. Quanto ao teste de microdilui¢do, os extratos das folhas de M.
charantia apresentaram concentracao inibitéria minima de 16pg/mL para o extrato hexanico e
etandlico ao isolado de Candida krusei, os extratos dos frutos de Momordica charantia ndo
apresentaram inibicdo do crescimento e os extratos das folhas de L. cylindrica apresentaram
concentracdo inibitoria minima de 64pg/mL para o extrato hexanico, 32 pg/mL para o extrato
de acetato de etila e 4 pg/mL para extratp etanélico ao isolado clinico de C. krusei e 4 pg/mL
do extrato de acettao de etila e etandlico para o isolado clinico de Candida glabrata. O teste
de sinergismo apresentou resultados de sinergia do extrato etandlico da folha de M. charantia
para a cepa ATCC 22019, o extrato hexanico das folhas de L. cylindrica também para cepa
ATCC 22019, extrato de acetato de etila para o isolado de Candida parapsilosis URM 7427 e
0 extrato etanolico para os isolados de Candida parapsilosis 7443 e 7427 e para a cepa

ATCC 22019. Os resultados da fitoquimica dos extratos permitem verificar quais metabdlitos



secundarios estdo presente nas espécies estudadas do municipio de coleta, a analise
da anatomia e histoquimica de L. cylindrica contribuem para a correta identificacdo da
planta bem como seu controle de qualidade e os resultados da atividade antifingica
evidenciaram que os extratos das folhas de ambas as espécies apresentaram acdo frente os
isolados clinicos testados.

Palavras-chave: Momordica charantia. Luffa cylindrica. Familia Cucurbitaceae. Candida.

Atividade antifingica.



ABSTRACT

Fungal infections caused by yeasts of the genus Candida affect
immunocompromised patients and those who use broad spectrum antibiotics. Antifungal
drugs such as azoles, polyenes and echinocandins are used for the treatment. However, these
fungi are developing resistance to medications available for therapy leading to failure of
patient treatment. As new perspectives of antifungal agents, medicinal plants are being
studied by the scientific community against these pathogens. Momordica charantia L. and
Luffa cylindirca (L.) M. Roem., Belonging to the family Cucurbitaceae, present anti-
inflammatory, antidiabetic, antibacterial and antifungal activities. Thus, the present work
aimed to evaluate the antifungal activity against clinical isolates of Candida yeasts, the
phytochemical profile analysis of leaf and fruit extracts of M. charantia and L. cylindrica
leaves as well as the anatomical and histochemical analysis of L cylindrica. For this, the
hexane, ethyl acetate and ethanolic extracts of the leaves and fruits were obtained by means of
Soxhlet and the phytochemical profile was obtained. Leaf blades, tendril and petiole were
used for anatomy analysis of L. cylindrica and cross sections of its fresh leaf for
histochemistry. For antifungal activity, it was used a 96-well plate microdilution test and the
synergism test with Candida clinical isolates obtained from the URM Micoteca of the Federal
University of Pernambuco. Phytochemistry evidenced triterpenes and steroids, flavonoids,
alkaloids, saponins and mono and sesquiterpenes. The leaf anatomy showed glandular
trichomes identified for the first time in the petiole, and histochemistry identified
polyphenols, triterpenes, alkaloids and lignin. As for the microdilution test, extracts from the
leaves of M. charantia presented a minimum inhibitory concentration of 16 pug / mL for the
hexanic and ethanolic extract to the Candida krusei isolate, the extracts of the fruits of
Momordica charantia showed no growth inhibition and the extracts of the L. cylindrica
showed a minimum inhibitory concentration of 64 pug / mL for hexanic extract, 32 pug / mL for
ethyl acetate extract and 4 pg / mL for ethanolic extracts of the clinical isolate of C. krusei
and 4 pg / mL of the ethyl acanthus extract and ethanolic extract for the clinical isolate of
Candida glabrata. The synergism test showed synergistic results of the ethanolic extract of
the leaf of M. charantia for strain ATCC 22019, the hexanic extract of the leaves of L.
cylindrica also for strain ATCC 22019, extract of ethyl acetate for the isolate of Candida
parapsilosis URM 7427 and the ethanolic extract for the isolates of Candida parapsilosis
7443 and 7427 and for the strain ATCC 22019. The results of phytochemistry of the extracts
allow to verify which secondary metabolites are present in the studied species of the



municipality of collection, the anatomy and histochemical analysis of L. cylindrica
contributes to the correct identification d aplanta as well as its quality control and the
ruminants of the antifungal activity evidenced that the extracts of the leaves of both species

presented action against the clinical isolates tested.

Keywords: Momordica charantia. Luffa cylindrica. Family Cucurbitaceae. Candida.

Antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

As infecgdes fungicas datam de muitos anos atras. Como principais agentes etiologicos
causadores destas infeccOes estdo as leveduras pertencentes ao género Candida que, na
década de 90, foram grandes preocupacdes nos paises desenvolvidos por ocasionarem
infeccdes sistémicas em pacientes hospitalizados em instituicdes de nivel terciario no cuidado
a saude (KHARLOWSKY et al., 1997).

Estudos realizados para andlise das infeccBes fungicas relataramm presenca de 4725
infeccbes sistémicas ocasionadas por espécies do género Candida em vaérias regides dos
Estados Unidos da América e o isolamento de 816 espécies em um hospital terciario no
Canada, subindo o rank de 13° para 4° maior patogeno relacionado a infecgdes sistémicas
ocorridas no ambito hospitalar (EDMOND et al., 1999).

Outra pesquisa analisando o perfil de resisténcia das espécies de Candida evidenciou
gue a maioria dos isolados clinicos apresentava sensibilidade aos medicamentos utilizados,
chegando em torno de 90% para fluconazol e itraconazol, entretanto o surgimento de
organismos resistentes ja era percebido, mas ndo atingiam mais que 20% dos isolados
coletados (PFALLER et al., 1998).

Um dos motivos que levaram a comunidade cientifica a analisar estas leveduras é o
carater oportunista apresentado, atingindo pacientes debilitados, como o0s recém-
transplantados que fazem uso de imunossupressores, aqueles em tratamento de cancer que
também ha reducdo dos agentes de defesa do organismo e neonatos de baixo peso (LEROY et
al., 2009).

Para que estas infeccBes ocorram essas leveduras utilizam alguns fatores que aS
beneficiam. Um deles é estar presente na microbiota humana que, por meio de via endogena,
atravessam 0s vasos mesentéricos chegando a circulacdo sanguinea. Outras formas relatadas
na literatura sdo a transmissdo através de profissionais relacionados a assisténcia, onde por
meio da auséncia de higienizacdo das maos, principalmente, transferem o patogeno ao ter
contato com o paciente e 0 outro € devido a caracteristica do fungo ser capaz de produzir
biofilme, que o protege da acdo de germicidas e proporciona sua estadia em materiais
médicos hospitalares como cateteres e tubos de ventilacdo (BRILHANTE et al., 2005;
COLOMBO et al., 2007; BRUNKE; HUBE, 2013; VILLALOBOS et al., 2016).

Apesar da presenca de resisténcia aos medicamentos antiflngicos, os tradicionais
farmacos utilizados pela medicina sdo pertencentes as classes do azois, poliénicos e

equinocandinas. Dentre estes os mais conhecidos sdo fluconazol e itraconazoll (azol),
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anfotericina B (poliénico) e caspofungina (equinocandina), sendo a primeira classe citada o de
tratamento de primeira escolha (YANAGIDA, 2000; BANSOND; RAl, 2008; PAPPAS et al.,
2009; PFALLER et al., 2010; GARCIA-EFFRON et al., 2010; KAUR et al., 2016).

Entretanto, o desenvovimento de resisténcia e o surgimento de novas espécies do género
Candida multidrogarresistentes de acordo com os breakpoints estabelecidos pelos Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) e European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) levaram a busca de novos agentes antifungicos
(BERGOLD; GEORGIADS, 2004; SEARS; SCHWARTZ, 2017).

Para combater as infecgdes fungicas, novos medicamentos j& estdo disponiveis no
mercado como o Voriconazol e o Pozaconazol, (BERGOLD; GEORGIADS, 2004,
ARCADER; CARVALHO, 2006).

Também sdo utilizadas plantas medicinais como fonte de medicina alternativa,
principlamente pela populacdo, para se obter novos agentes com potencial antifungico
(BRUNING et al., 2012).

Seu uso ganhou forca a partir da Alma — Ata liberada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) ao expor que este recurso é utilizado por 80% da populacdo mundial. No Brasil
foi impussionada pela incluséo da fitoterapia no Programa Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares, tornando o uso de plantas medicinais ndo mais uma forma alternativa, mas
sim complementar, de modo a auxiliar nas mais diversas doengas (OMS, 1979; VEIGA-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; BRASIL, 2006).

Visto este estimulo ao uso de plantas medicinais, o presente estudo selecionou duas
espécies de plantas, sendo uma pertencente a relacdo de plantas medicinais de interesse ao
sistema Unico de saude (RENISUS) — Momordica charantia L. (Cucurbitacea) conhecida
popularmente como meldo-de-sdo-caetano — e outra pertencente a mesma familia — Luffa
cylindrica (L.) M. Roem. conhecida como bucha ou maxixdo, para realizar atividade
antifungica frente isolados clinicos de Candida (BRASIL, 2009).

Essa escolha se deu por estas espécies apresentarem estudos relatando atividades frente
diversas doengas com diabetes, distdrbios gastrointestinais, infec¢des virais, problemas
relacionados as vias respiratorias e acdo antimicrobiana frente varios micro-organismos deste
bactérias Gram-positivas e negativas como fungos leveduriformes e filamentosos (GROVER;
YADAYV, 2004; HAZRA et al., 2011;SILVA, 2012; WANG et al., 2016).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Realizar estudos farmacobotanico, fitoquimico e prospeccdo da atividade antifungica de
extratos de Momordica charantia L. e Luffa cylindrica (L.) M. Roem. frente isolados clinicos

de Candida spp.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Obter os extratos brutos de folhas e frutos de M. charantia e de folhas L. cylindrica

e Caracterizar o perfil fitoquimico dos extratos de folhas e frutos de M. charantia e
folhas de L. cylindra

e Realizar a anatomia de gavinha, peciolo e folha de L. cylindrica

e Realizar estudo histoquimico de lamina foliar de L. cylindrica

e Avaliar a atividade antifingica dos extratos de L. cylindrica e M. charantia frente
isolados clinicos de Candida

e Auvaliar atividade de sinergismo dos extratos obtidos com o fluconazol nos isolados
clinicos de Candida spp. obtidos
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFECC;)ES FUNGICAS POR LEVEDURAS DO GENERO Candida E
RESISTENCIA A AGENTES ANTIFUNGICOS

As leveduras do género Candida sdo organismos presentes na microbiota humana e
apresentam relacdo de comensalismo. Entretanto, sob variag0es desta microbiota e
diminuicbes nos componentes de defesa do organismo, como a terapia com agentes
antibacterianos e a utilizacdo de imunossupressores, pode haver deslocamento destes fungos
para a corrente sanguinea, acarretando infecgdes sistémicas graves (LEROY et al., 2009;
CAUCHIE et al. 2017; RICHARDSON; RICHARDSON, 2017).

Essas infeccbes sdo mais susceptiveis em pacientes que tiveram seu diagnéstico e
tratamento tardios para infec¢bes fungicas, os que realizaram transplantes de 6érgdos sélidos
e/ou transplante de medula 6ssea, aos que fazem uso de imunossupressores e nos internados
em unidades de terapia intensiva. Esse grupo de risco é susceptivel devido a fatores como
neutropenia, disfuncdo nas células de defesa e comprometimento da mucosa intestinal
(VAZQUEZ et al., 2013; SULEYMAN; ALANGADEN, 2016).

Candida abicans, como também espécies de Candida parapsilosis, Candida krusei,
Candida glabrata, Candida tropicalis e a mais recentemente isolada cepa de Candida auris —
sdo as mais reportadas com resisténcia a terapia antifungica nas infeccfes sistémicas. Estas
também sdo diagnosticadas, muitas vezes, apds o paciente ter sido exposto a antibi6ticos de
amplo espectro sem melhora clinica e ter feito uso de cateter venoso central (CALVO et al.,
2016; SULEYMAN; ALANGADEN, 2016; RICHARDSON; RICHARDSON, 2017,
ALATOOM et al., 2018).

Além de infeccbes sistémicas, pode haver acometimentos como vulvovaginites em
mulheres que apresentam desequilibrio na microbiota ou durante o periodo gestacional,
podendo ser assintomatica ou sintomaticas com aparecimento de corrimento vaginal, coceira,
sensacdo de queimor e disuria. Outra infeccdo esta relacionada a onicomicose que, em geral,
ocorrem devido a traumas ocasionados nas unhas ou a exposicdo a ambientes Umidos
(MUCCI et al., 2017; SAV et al., 2018).

As infeccOes de pele séo tratadas com antifungicos topicos ou orais. Ja as infeccoes
sistémicas sdo tratadas principalmente com antifangicos sistémicos de via de administragdo

endovenosa. A exposicdo aos antifingicos de acdo sistémica apresenta fins terapéuticos,
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profilaticos, ou ambos, de acordo com a clinica do paciente. Entretanto, pode ocasionar o
desenvolvimento de fungos resistentes ao tratamento, levando o paciente a estagios mais
graves da doenca, com passivel desfecho de morte (ALATOOM et al., 2018).

O surgimento das resisténcias pode ser evidenciado pela presenca do fungo quando o
paciente esti fazendo uso do medicamento e ao fim do tratamento sua erradicacdo néo foi
bem-sucedida. O micro-organismo lanca médo de estratégias, como a liberacdo de toxinas e
reorganizacdo estrutural para driblar a acdo dos agentes antifungicos. Além disso, estas
propriedades vdo sendo transmitidas para as espécies descendentes, aumentando sua
replicacéo ocasionando falha terapéutica (ANDERSON, 2005; COWEN, 2008; MORACE et
al., 2014).

Esses mecanismos de resisténcia ocorrem frente varias classes de agentes antifungicos.
Algumas espécies apresentam esta resisténcia de forma intrinseca, como C. krusei frente
fluconazol, um medicamento da familia dos azolicos e primeira escolha para tratamento de
infeccdes. Mas, a forma como a levedura se comporta para burlar os mecanismos de agéo dos
farmacos varia de acordo com a classe terapéutica e as espécies. De modo geral, pode haver a
formacdo de bombas de efluxo, facilitando a saida do farmaco da célula flngica,
downregulation ou modificagdo da conformacdo dos sitios de acdo, impedindo que a agdo
farmacoldgica seja iniciada (ANDERSON, 2005; COWEN, 2008; MORACE et al., 2014; LU
et al.,2017; PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; ALASTRUEY-I1ZQUIERDO, 2017,
KOOSHKI et al., 2018).

2.2 AGENTES ANTIFUNGICOS E NOVAS PERSPECTIVAS

Haja vista as classes terapéuticas de farmacos disponiveis para o tratamento e profilaxia
(Tabela 1) de pacientes e 0os mecanismos de resisténcia que apresentam, a busca de novos
agentes antifngicos é necessario (CALVO et al., 2016; ZIDA; BAMBA et al., 2016;
BERKOW et al., 2017).

A descoberta de substancias ativas até a chegada do farmaco a populagdo com a garantia
de qualidade, segurancga e eficicia demanda tempo e muito investimento financeiro. Mas, com
a evolucdo da tecnologia, novas formas de se pesquisar possiveis candidatos a novos farmacos
foram sendo criadas e fortalecidas ns ultimos anos como os estudos sobre producdo de
vacinas e testes in silico (SILVA et al., 2019).



Tabela 1 Agentes antifingicos comuns usados na terapia antifingica.

Classe Farmaco Espectro de Atividade Usos
antifingica representante acéo antifingica terapéuticos
Esofagite por
Candida,
Ligacdo com o ergosterol na aspergilose
. membrana flngica formando invasiva, meningite
Polieno - . e
. Anfotericina B Amplo espectro poros que aumentam a por Coccidioides,
Macrolideo A .
permeabilidade da membrana e esporotricose,
0 extravasamento de moléculas  fusriode,

histoplasmose,
blastomicose

E convertida em 5-

InfecgBes por
Critococcus

. - N Espectro fluorouracila, que inibe a neoformans, espécies
Atimetabdlito  Flucitosina . Lo . L
restrito timidilato sintase, inibindo a de
sintese de DNA fungico. Candida e
cromoblastomicose
C. albicans, C.
tropicalis, C.
parapsilosis, C.
Clotrimazol, glabrata, C
Miconazol, Inibem a enzima 14-a-esterol neoformans,
Cetoconazol, desmetilase, uma CYP Blastomyces
Azdlicos - Econazol, mitocondrial, essencial par a dermatitidis,
imidazoélicos Butoconazol, sintese do ergosterol, Histoplasma
Oxiconazol, ocasionando inibicéo do capsulatum,
Sertaconzol, crescimento fangico espécies de
Sulconazol Coccidioides,
Paracoccidioids
brasilienses e
dermatofitos
Amplo espectro
Terconazol,
Azolicos Itraconazol,
(triazolicos) Fluconazol,
Voriconazol

Equinocandin
as

Caspofungina,
Micafungina,
Anidulafungina

Amplo espectro

Inibem a sintese de 1,3-p-
glicano, polimero de glicose
necessario para manter a
estrutura da parede celular
fangica.

Candidiases e
aspergiloses
invasivas, refratarias
a Anfotericina.

Fonte: Goodman; Gilman, 2010; Rang; Dale, 2012.
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Estudos sobre a producdo de vacinas estdo sendo realizados por pesquisadores através
da andlise da acdo imunoldgica dos fungos no organismo, porém necessita de mais pesquisas,
visto que relatos indicaram dificuldades com relacdo ao publico alvo, como pacientes
imunossuprimidos que ndo apresentam imunidade responsiva a vacinas e 0s que desenvolvem
alergias aos componentes da formulagdo. Entretanto, o uso de anticorpos monoclonais pode
ser uma via promissora (NAMI et al., 2019a; NAMI et al., 2019b).

Esta nova técnica pode realizar a construcdo in silico de possiveis sitios de acdo do
micro-organismo ao qual se deseja pesquisar e, a partir de estudos prévios de analise de
espectrometria de massa e demais técnicas para se predizer a estrutura de uma molécula
estudada, desenhar a molécula em formato 3D em programas especificos para testar sua
afinidade de ligacdo com o sitio em questdo e assim estimar se esta tem algum potencial
farmacoldgico (SILVA et al., 2019).

Estudos recentes in silico estdo auxiliando na descoberta de estruturas das leveduras do
género Candida para serem utilizados em teste de Doking molecular (SILVA et al., 2019). A
analise simula a interacdo de duas estruturas, normalmente uma proteina e o ligante, através
das interacOes eletrostaticas, forcas de Van der Waals e ligacdes de hidrogénio e indica o
potencial de interacdo (PAGADALA; SYED; TUSZYNSKI, 2017).

Estes testes estdo sendo aplicados em compostos sintéticos de imidazolilflavanonas,
onde estas sdo precursoras de possiveis moléculas com acdo antifingica que foram testadas
com método in silico para verificacdo de acdo frente as espécies de Candida (EMAMI et al.,
2013).

2.3 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo das plantas medicinais para fins de tratamento, cura e prevencdo de
doencas € uma pratica milenar. A busca por remédios a base de plantas, como as ervas,
iniciou para suprir necessidades de combater doengas e, a medida que esse conhecimento
aumentava, as pessoas que manipulavam estas ervas foram nomeadas de curandeiros, que
tinham a responsabilidade de transmitir esta sabedoria a pessoas escolhidas (VEIGA-
JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005; BRUNING et al., 2012).

Esse uso foi tomando a sociedade de tal forma que se tornou uma préatica generalizada
na medicina popular. Mas, com o surgimento da industrializacdo, do empirismo e da quimica

experimental a sintese de novos compostos organicos destinados ao tratamento da
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populago, levou a diminuicdo do uso das plantas pela medicina (SIMOES et al., 2001;
FRANCA et al., 2007; ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010).

Contudo, os medicamentos alopaticos tinham um alto custo agregado e a populacao
ndo tinha um bom acesso a assisténcia a saide nem condicdes financeiras para a aquisicao
destes medicamentos, recorrendo assim ao uso das plantas medicinais para o tratamento das
enfermidades (SIMOES et al., 2001; BRASILEIRO et at., 2008).

O uso etnobotanico e etnofarmacolédgico das plantas evoluiu de uma forma que a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) explanou na Declaragdo Alma-Ata, em 1978, que
80% da populacdo mundial utiliza plantas ou preparados delas como forma de atencdo
primaria a salde e destaca 0s paises em desenvolvimento nesta préatica, visto que possuem
67% das espécies vegetais do mundo (OMS, 1979; BRASIL, 2006).

No Brasil, 0 uso das plantas medicinais tomaram maior visibilidade apds a aprovacgéo
da Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Sadde
(PNPIC) onde traz a Fitoterapia — terapéutica caracterizada pelo uso de plantas medicinais
em suas diferentes formas farmacéuticas, sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas,
ainda que de origem vegetal — para tratar o paciente de forma holistica (BRASIL, 2006;
FOGLIO et al.,, 2006; PINTO; AMOROZO; FURLAN, 2006; FRANCA et al., 2007
ROQUE; ROCHA; LOIOLA, 2010)

A insercdo da fitoterapia no SUS causou bom impacto a populagdo, visto que
pesquisas com pacientes frequentadores de unidades basicas de salde e do programa de
salde da familia relataram sobre a importancia da intervencdo de profissionais capacitados
para garantir a seguranca do paciente haja vista as informacdes dos préprios usuarios quanto
ao uso indiscriminado das plantas medicinais, sem ter consciéncia da passividade dos efeitos
toxicos que estavam expostos (BRASILEIRO et al. 2008; BRUNING et al., 2012).

Uma outra forma de auxiliar os profissionais para a orientacdo do paciente quanto ao
uso seguro de plantas medicinais foi a criagcdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (Renisus), onde traz uma sele¢é@o de plantas com acéo terapéutica, com fim
de estimular a pesquisa cientifica, a producdo de medicamentos fitoterapicos e contribuir
com a assisténcia farmacéutica para a promocéao de seguranca e eficicia do uso de plantas

medicinais e fitoterapicos, utilizados na atengéo basica da saude (BRASIL, 2009).
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2.4 FAMILIA CUCURBITACEAE

A familia Cucurbitaceae, segundo The Plant List (2018), tem 134 géneros de plantas
e 965 espécies, apresenta variabilidade genética e pode crescer em locais de clima
subtropical, tropical, arido e temperado. Os géneros de destaque na familia sdo Bryonopsis,
Corallocarpus, Cucurbita, Cucumis, Citrullus, Lagenaria, Luffa, Momordica e
Trichosanthes. (DHIMAN et al., 2012; PARIS et al., 2017 The Plant List, 2018;).

Sado plantas herbaceas, com folhas geralmente grandes inteiras ou com lobos
profundos, podendo se comportar como trepadeiras ou rastejantes. Suas flores apresentam
sexos separados com ovario infero grande, e seus frutos sdo, geralmente, do tipo pepdnio,
indeiscentes, com epicarpo duro, mesocarpo e endocarpo carnosos (JOLY, 1993; SOUZA;
FLORES; LORENZI, 2013).

Visto sua ampla adaptagdo em diversas areas de climas diferentes, as espécies da
familia Cucurbitacea sdo bastante cultivadas. Seus frutos podem ser consumidos verdes ou
guando estdo maduros e sdo servidos em formas de doces, picles ou frescos, em saladas ou
sobremesas. Além dos frutos, as sementes, raizes e folhas sdo também utilizados pela
populagdo para tratamento de vermes, diabetes, abortivas, dismenorreia, reumatismo,
purgativa, dentre outros relatos (BELOIN et al., 2005; JEYADEVI et al., 2012; MODI;
KUMAR, 2014; GIOVANNINI et al., 2016).

A composicdo quimica apresenta diversos metabdlitos secundarios, como o0s terpenos,
polifendis e alcaloides, que variam entre as espécies. Mas, a presenca das substancias
denominadas cucurbitacinas, um derivado triterpeno tetraciclico oxidado, identificadas
inicialmente na década de 50, sdo predominantes na familia, e responsaveis por atividades in
vitro como anticancer, antimicrobiana, antipirética, hepatoprotetora e anti-inflamatdria
(GEISSMAN, 1964; KIM; PARK; KIM, 2014; ZHU et al., 2018).

2.4.1 Momordica charantia L.

De nome popular meldo-de-sdo-caetano, M. charantia é uma planta encontrada em
diversas regides da América do Sul, inclusive no Nordeste brasileiro, mas de origem africana
e asiatica. Ela tem como caracteristicas ser uma trepadeira anual, com caule chegando a 10
metros de comprimento, folhas recortadas entre 5 e 7 I6bulos, sendo estes denteados e

obtusos. Apresenta numerosas gavinhas que nascem em lado oposto a folha, suas flores se
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apresentam sozinhas, de coloracdo amarela clara e geram frutos pequenos, pendentes, do tipo
capsula escamosa, deiscente, fusiforme, medindo de 4 a 6 centimetros de comprimento. A cor
de seus frutos é verde, quando imaturos, se tornando alaranjados quando maduros, onde se
abrem e expdem as sementes que estdo envolvidas em um arilo vermelho-vivo adocicado
(MATOS, 2007; SOUZA; FLORES; LORENZI, 2013).

Levantamento etnobotanico desta planta no Tongo (Oeste da Africa) evidenciou seu uso
para tratamentos de doencas como diabetes, variola e sarampo, infeccdes de pele, problemas
gastrointestinais e em pessoas acometidas por malaria. A populacéo utiliza as folhas e caules
em &gua por um grande periodo de tempo e em seguida bebem ou se banham com o preparo.
Suas sementes sdo raramente utilizadas, mas houve relatos de uso para problemas
ginecologicos, como dismenorreia, e também de acdo abortiva (BELOIN; GBEASSOR;
AKPAGANA, 2005).

Estudos farmacoldgicos vem sendo realizados para verificacdo da atividade de M.
charantia em varias doencas. Glicosideos cucurbitanos, encontrados em extratos etanélicos,
tiveram acdo comprovada como anti-hiperglicemiante, com comportamento semelhante a
insulina. Extratos etanol/agua de partes aéreas, e extratos metandlicos do caule foram
testados para acdo antioxidante, sendo estas comprovadas, evidenciando as moléculas de
triterpenoides cucurbitanos e de triterpenoides multifloranos (LIU et al., 2010; ZHANG et
al., 2014; SVOBODOVA et al., 2016).

Outros testes realizados em modelo animal para evidenciar efeito antiulcerogénico
com extratos metandlicos a 70% de frutos de M. charantia verificaram que os resultados
foram significativos frente as Ulceras induzidas por etanol, indometacina, estresse e
cisteamina. Sendo verificada também o efeito cicatrizante de Ulceras induzidas por acido
acetico (ALAM et al., 2009).

Estudos envolvendo metabdlitos secundarios como triterpenos do tipo cucurbitanos
oriundos de frutos imaturos apresentaram caracteristica de protetor hepatico com acéo ati-
fibrosi e anti-hepatoma em testes in vitro (YUE et al., 2019). Outros compararam a acéo de
saponinas e polissacarideos extraidos de frutos verdes quanto a acdo anti-hiperlipedémica e
hipoglicemiante, tendo os extratos com saponinas melhores resultados (WANG et al., 2019).

A acdo anticancer também é relatada na literatura. Extratos obtidos de frutos verdes
foram testados frente ceélulas tumorais como MDA-MB-231 (celula epitelial de cancer de
mama humano), MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), WiDr (adenocarcinoma de
célon humano) evidenciaram acéo citotoxica de moderada a alta, apresentando morte celular.

Nestes estudos se evidenciou também a acdo do extrato na clivagem da enzima PARP,
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responsavel pela reparacdo do DNA das células tumorais e a modulagdo de enzimas de
apoptose celular (RAY et al., 2010; HSIAO et al., 2013).

Com relacdo as atividades antimicrobianas, a agdo antifingica em Fusarium solani L. a
partir de extratos obtidos de sementes e acdo em bactérias Gram positivas (Enterococcus
faecalis HQ693279) e Gram negativas (Aeromonas hydrophila ATCC7966) a partir de
extratos aquosos de frutos frescos foram relatadas na literatura (MALAIKOSHUNDAN et
al., 2016; WANG et al., 2016).

Outros relatos de acdo antimicrobiana envolvem atividade antifungica. Algumas sao a
acdo do extrato aquoso do melédo identificada frente a levedura Candida albicans e
Cryptococcus neoformans com inibigdo total do crescimento fungico, ao qual o autor fez
uma proposicdo de estar relacionado a presenca da proteina MAP-30 que apresenta atividade
bioldgica em varios ramos da pesquisa (SCHMOURLO et al., 2005), e também a acdo frente
fungos leveduriformes e filamentosos atraves de sabonetes contendo 6leo de sementes de M.
charantia (ZUBAIR et al., 2018).

Acdes antivirais também sdo descritas na literatura sobre esta planta. Pesquisas relatam
a acdo de metabdlitos oriundos de M. charantia frente o virus da imunodeficiéncia humana.
Dentre os compostos evidenciados temos o0 MAP-30 (proteina inativadora de ribossomo tipo
I) que impede a infec¢do dos linfécitos T, mondcitos e a replicacdo do virus em células ja
infectadas bem como a transcriptase reversa, a a ¢ [3-momorcarina que inibem a enzima
integrasse e a MRK29 que também inibe a transcriptase reversa (FANG; NG, 2011;
NAGARANI; ABIRAMI; SIDDHURAJU, 2014; PALAMTHODI; LELE, 2014; RAINA;
KUMAR; AGARWAL, 2016).

Quanto a sua composicdo fitoquimica, ha varios estudos com identificacdo de seus
metabolitos secundarios, suas elucidacfes estruturais e, em alguns casos, as possiveis
atividade que eles possuem. As observacdes destas pesquisas estdo descritas na Tabela 2
(FANG;NG,2011).
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Tabela 2 Identificacdo de metabdlitos secundarios, estruturas quimicas e atividades de Momordica charantia.

Parte Tipo de Separacéo dos Compostos Classe Atividade Referéncia
usada extrato compostos identificados quimica
Raiz Extrato Coluna Kuguancina A - E Cucurbitacinas. Anti - HIV Chen
metandlico cromatografica Kuguancinas C, D etal.,
Sephadex LH- e E sdo 2008
20 e silica gel triterpenoides
tetraciclicos
Folhae Extrato Coluna Kuguancina F - S Cucurbitacinas Anti-HIV Chen
videira  etandlico, cromatografica etal.,
seguido de se Sephadex 2009
suspensdo em LH-20 e silica
agua e gel
particdo em
solventes de
polaridade
diferentes
Caule Extrato Cromatografia Acido 3p- 1 — triterpenoide Antioxidante Liu
metanolico, em Silica Gel hidroximultiflora-8- multiflorano, para tratamento etal.,
seguido de em-17- oico (1), 2 e 3 - de doencas que 2010
suspensdo em Cucurbita- Triterpenoide envolvam
agua e 1(10),5,22,24-tetraen- cucurbitano espécies reativas
particdo em 3a-ol (2), de oxigénio
solventes de 5p,19B-
polaridade epoxicucurbita-
diferentes 6,22,24-trien- 3a-ol
®)
Fruto Extrato Cromatografia (23E)- Triterpenoides Apenas 0 Cao
etandlico a emsilica gel 5p,19- cucurbitanos metabdlito 1 etal.,
70%. Seguido epoxicucurb apresentou 2011
de suspensdo ita- atividade
em 4agua e 6,23,25(26) anticancer e em
tratamento -trieno-3p- uma linhagem
com solventes ol. de células
de polaridades (19R, 23E)-5 B,19- (MCF-27).
diferentes epoxy-19-
etoxicucurbita-6,23-
diene-3p,25-diol.
Fruto Extrato Cromatografia Kuguasaponinas de A Glicosideos Acdo Zhang et
fresco etanolico a liquida de fase aH cucurbitanos hipoglicemiante  al., 2014
70%. reversa — Compostos B
e C, G e H
Compostos B -
F apresentaram
Significativa
atividade frente
células tumorais
Parte Extrato Cromatografia Cucurbita-6,24-dien-  Triterpenoides N&o realizado Jiang
aérea metanolico a emsilica gel 3pB,23-diol-19,5p - cucurbitanos testes para etal,
95% sob olideo (1), (19R)- verificacdo de 2016
refluxo a 5B,19-epoxi-19- acdo dos
65°C metoxicucurbita-6,24- compostos

particionado
em solventes
de
polaridades
diferentes

dien- 3p,23-diol (2),
(19S)-5p,19-epoxi-
19-metoxicucurbita-
6,24-dien-3,23-diol
(3), (19R)-5B,19-
epoxi- 19-
isopropoxicucurbita-
6,24-dien-3,23- diol
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(4), 3p,23-dihidroxi-
5-metoxicucurbita-
6,24-dien-19- al (5),
(19R)-7p,19-epoxi-
19-metoxicucurbita-
5,24-dien-3,23-diol
(6)

Fonte: Autor

Devido as variadas pesquisas sobre esta planta, dentre elas etnobotanicas e
farmacobotanicas, visando a descoberta de atividades em diversas doencas, esta planta foi
elencada na RENISUS, com a finalidade de fortalecer as pesquisas com esta espécie para
futuras producbes de medicamentos fitoterapicos em laboratérios publicos e privados, a
publicacdo técnico-cientifica de plantas brasileiras e também para contribuir com a
assisténcia farmacéutica promovendo o uso com seguranca e eficicia da planta na atencéo
basica no Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2009).

2.4.2 Luffa cylindrica (L.) M. Roem.

A espécie Luffa cylindrica (L.) M. Roem. tem como nomes vulgares bucha, maxichéo,
bucha de banho (OBOH; ALUYOR, 2009; ALBUQUERQUE et al., 2007) e esta presente em
regibes de clima subtropical como india, Brasil, Asia e Africa (OBOH; ALUYOR, 2009;
KAO; HUANG; CHEN, 2012).

Tem como sindnimos Momordica cylindrica L. e Luffa aegypitiaca Mill. e é de habito
arbustiva/ trepadeira. Pode ser encontrada nas regides Norte (Amazonas, Para e Rondonia),
Nordeste (Bahia, Paraiba e Pernambuco), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids, Mato Grosso
do Sul) e Sudeste (Rio de Janeiro), nos dominios fitogeogaficos Amazobnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (FLORA DO BRASIL, 2018).

Seu uso popular é bem disseminado no semi-arido do Nordeste Brasileiro. A populacéo
faz uso de seus frutos para tratamento de Ulceras e gastrite (ALBUQUERQUE et al., 2007),
como anti-inflamatéria a partir da infusdo de suas folhas para auxiliar no tratamento de artrite
reumatoide (SALIHU et al., 2018) e para o tratamento de rinites, mastites, amenorreia,
qgueimaduras, faringite, inchacos e enxaqueca por meio do uso oral, de sucos e por decocc¢do
de seus frutos e sementes (SIVASANKARI; ANANDHARAJ; GUNASEKARAN, 2014).

Quanto a sua composicao fitoquimica, suas folhas apresentam os metabdlitos saponinas,
alcaloides, glicosideos cardiotonicos (OYETAYO; OYETAYO; AJEWOLE, 2007), seus
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frutos podem apresentar triterpenos, flavonoides e derivados cindmicos (DU et al., 2006;
PARTAP et al., 2012) e as sementes apresentam alcaloides, flavonoides glicosideos e
esteroides (MUTHUMANI et al., 2010).

Com o auxilio de estudos fitoquimicos foram isolados alguns componentes de varias
partes de L. cylindrica. Dentre eles os mais recentes foram a Lufacilina, uma proteina
inativadora de ribossomo obtida de suas sementes secas (PARKASH; NG; TSO, 2002), e uma
flavona glicosidica de seus frutos (DU; CUI, 2007).

Tanto estas moléculas isoladas quanto extratos de folhas, frutos e sementes da bucha
apresentam alguma atividade bioldgica. A Lufacilina, por exemplo, apresentou atividade
antifungica frente Mycosphaerella arachidicola e Fusarium oxysporum (PARKASH; NG;
TSO, 2002). Ja outros estudos mostraram que extratos de seus frutos maduros apresentaram
acao antibacteriana moderada frente Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli e acdo antifungica frente Candida albicans, Trichophytom longifulos e Microsporum
canis (AHMAD; KHAN, 2013).

Acda antioxidante do extrato de seus frutos in vitro e a acao anti-inflamatdria de toda a
planta também foram evidenciadas na literatura em modelo animal (DU et al., 2006;
ABIRAMI et al., 2011).

Alguns metabdlitos isolados de L. cylindrica podem ser verificados na tabela 3.



Parte
utilizada

Sementes

Sementes

Fruto

Sementes

Fibras do
fruto

Sementes

Sementes

Fruto

Sementes

Fibras do
fruto

Tabela 3 Metabolitos primarios e secundarios de Luffa cylindrica.

Tratamento do
material vegetal

Extrato aquoso

Eter congelado e
tampdo com cloreto
de sodio

NI

Extrato de
ndo informada

origem

Extracdo em Soxhlet
com tolueno:etanol
19:31, por 24h

Extrato bruto de
sementes em  Tris-
HCI mM
Tratamento com
varios solventes e
sais

Tratamento com

metanol e brometo de
potéssio

PCR

Tratamento com
solugdo de hidrdxido
de sodio 2% seguido
de tampado acetato

Processo de
obtencao

Coluna cromatografica
Amberlite XAD-2

Coluna de troca

ibnica
NI
Coluna de
Sefadex
G-75
Tratamento com &gua
fervente, oxalato de

amodnia e EDTA. Por fim
tratado com NAOH e
neutralizado com HCL
Cromatografia de troca
ibnica, cromatografia de
afinidade,

Coluna de troca i6bnica

NA
NA
Solugéo de acido
cloroacético, tionil

cloridrato e cloroférmio

Compostos
identificados

Luciosideo N e P

Luffin S

Lusicosideos C-H, uma

mistura de alfa-
espinasterol e outro
glicosidico, estigmasta-

7,22,25-trien-3-beta-OH
e delta 7,22,25-
estigmasteril-beta-D-

glicosideo.
Sequéncia de
aminodcido 6.5k-

arginina-glutamato

(1—4)- 0. -D-Xylp
(1—4)- o -D-Xylp-2-O-
GlcpA
4-OMe-a-D-GlcpA

Lufacilina

Luffin P1

Metil éster Diosmetina
7-0-B-D-glicuronideo

Luffijn P1

Celulose

Classe
quimica

Saponina

Peptideo

NI

Polipeptideo

Xilano —
polissacarideo

Peptideo

Peptideo

NI

Peptideo

inativador de

ribossomos

NI

Atividade

Fibrinolitica

Atividade
ribonucleolitic
a

NI

NI

NI

Antifangica

N-glicosidase

NI

Anti-HIV -1

NI
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Referéncia

Yoshikawa,
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Wang et al.,
1991.
Gao, Ling,
Zhong et
al., 1994,

Xiong,
Fang, Zeng,
1994

Kimura,
Park, Sakai
etal., 1997.

Vignon,
Gey 1998.

Parkash,
Ng, Tso,
2002.
Li, Yang,
Xiaetal.,
2003

Du, Cui,
2007.

Ng, Yang,
Szeetal.,
2011

Adewuyi,
Pereira
2017.

Legenda: HCI: acido cloridrico. NA: ndo se aplica. NAOH: hidréxido de sodio. NI: ndo informado. PCR: reagdo
em cadeia da polimerase

Fonte: autor
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas e frutos da espécie vegetal Momordica charantia foram coletadas na cidade
de Aliancga, no distrito Usina Alianca, Mesorregido Mata Norte do estado de Pernambuco, no
periodo de marco a maio de 2017. As folhas de Luffa cylindrica foram coletadas no mesmo
municipio no periodo de junho a julho de 2018. As exsicatas foram encaminhadas ao Herbario
Déardano de Andrade Lima, na Empresa Pernambucana de Pesquisas Agropecuarias, tombadas

sob 0s numeros 89980 — M. charantia, 92082 — L. cylindrica.

3.2 PREPARACAO DOS EXTRATOS

As amostras foram secas em Estufa de Esterilizacdo e Secagem com Circulagédo
Forcada de Ar (Modelo LUCA — 82/480®, Marca Lucadema Cientifica®) a 40 °C, por 24

horas -folhas- e 48 horas — frutos. Em seguida foram pulverizadas em liquidificador industrial.

3.2.1 Extragéo a quente em Sistema Fechado - Aparelho Soxhlet

Os extratos de folhas e frutos foram preparados na proporcdo 1:10 (p/v). com
solventes de polaridades crescentes (Hexano, Acetato de Etila, Etanol) por um periodo de 6
horas em aparelho de Soxhlet. Apds extracdo, estes foram filtrados e rotaevaporados, a 40 °C

(Rotaevaporador RV 10 Basic, IKA®), até retirada completa dos solventes.

3.2.2 Caracterizacdo dos extratos

O material vegetal foi caracterizado através de Cromatografia em Camada Delgada. As
prospeccbes foram para 0s metabolitos secundarios: taninos, alcaloides, triterpenos e
esteroides, mono e sesqueterpenos, flavonoides, fenilpropanoglicosideos e derivados

cindmios, saponinas e cumarinas, segundo protocolo desenvolvido no Laboratério de
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Farmacognosia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas - UFPE apoiado em estudos de
Harborne (1984) e Wagner (1996) com modificactes Tabela 4 (RANDAU, 2004).

Tabela 4 Prospeccdo dos metabélitos secundarios dos extratos brutos de Momordica charantia L. e Luffa

cylindrica (L.) M. Roem.

Metabolitos Sistema Eluente  Proporcdo  Revelador Espectro de Padrao
verificacao

Alcaloides AcOEt!- AcOH2  100:11:11:  Dragendorff Visivel Pilocarpina
HCOOH3-H,0* 27

Monoterpenos Tolueno:AcOEt! 97:3 Vanilina Sulfirica Visivel Carvacrol

e Sesqueterpenos

Triterpenos e Tolueno:AcOEt! 90:10 Liebermann Visivel B-sitosterol

Esteroides Buchard

Saponinas AcOEt:- AcOH?%-  100:11:11:  Vanilina Suftrica Visivel Saponina
HCOOH?3-H,0* 27

Cumarinas n-Hexano- 3:2 KOH® 10% em  Ultra-violeta  Escopolamina
AcOET! EtOHS (365nm)

Flavonoides AcOEt!- AcOH2-  100:3:3:3 NEU Ultra-violeta ~ Rutina e Acido

Fenilpropanoglicosideos HCOOH3- (365nm) clorogénico

Derivados cindmicos H,0*

Taninos hidrolizados AcOEt:- AcOH>  100:11:11: NEU Ultra-violeta  Acidos galico e
HCOOH3-H,0* 27 (365nm) elagico

Taninos condensados ~ AcOEt!- AcOH2-  100:11:11:  Vanilina Visivel Catequina
HCOOH3- 27 Cloridrica
H,0*

Legenda: * Acetato de Etila, 2 Acido formico, 3 Acido acético, 4 Agua, *Hdroxido de potassio, °Etanol.
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3.3 ANATOMIA FOLIAR DE Luffa cylindrica

A caracterizagdo anatbmica se deu pela fixacdo do material vegetal em FAAS50
(formaldeido, &cido acético e alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v) (JOHANSEN, 1940). Seccbes
transversais de laminas foliares, peciolo e gavinhas foram obtidos por técnica a méo livre,
utilizando l&minas de aco e medula do peciolo de embalba (Cecropia sp.) como material
suporte, bem como secc¢des paradérmicas nas faces adaxial e abaxial.

Os cortes foram submetidos a solucdo de hipoclorito de sddio a 50% para descoloracao
(KRAUS; ARDUIN, 1997). Em sequéncia, foram lavados em agua destilada e corados; cortes
transversais foram corados segundo técnica descrita por Bukatsch (1972), com safranina e
azul de Astra; as sec¢des paradérmicas foram coradas com azul de metileno (KRAUTER,
1985). Por fim, foram montadas laminas semipermanentes, seguindo procedimentos usuais
em anatomia vegetal (JOHANSEN, 1940; SASS, 1951).

3.4 ESTUDO HISTOQUIMICO DE LAMINA FOLIAR DE L. cylindrica

Foram realizados cortes transversais a mao livre da ldamina foliar fresca de L. cylindrica
seguido da analise histoquimica com os reagentes indicados na tabela 5. Cortes controles
foram realizados através de seccBes transversais e montagem de laminas semipermanentes
(JOHANSEN, 1940; SASS, 1951).

Tabela 5 Reagentes utilizados para a o estudo histoquimico da lamina foliar de Luffa cylindrica.

Reagentes Substancias Referéncias

Lugol Amido Johansen, 1940
Floroglucinol Lignina Johansen, 1940

Dicromato de potéssio Compostos fendlicos Gabe, 1968

Tricloreto de antimdnio Triterpenos e esteroides Mace; Bell; Stipanovic, 1974
Dragendorff Alcaloides Brasil, 2010

Sudam 111 Compostos lipofilicos Sass, 1951

Acido cloridrico (10%) Cristais de oxalato Jensen, 1962

Vanilina cloridrica Taninos condensados Mace; Howell, 1974

Nadi Oleos essenciais David; Carde, 1964
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3.5 ANALISE DOS RESULTADOS

A anélise das laminas histoldgicas para caracterizacdo anatdmica e histoquimica foi
conduzida em imagens, com uso de software Toup View Image, obtidas por camera digital

acoplada a um microscopio Optico de luz (Alliton e Leika).

3.6 REATI\{ACAO DOS ISOLADOS DE LEVEDURAS ESTOCADOS EM
COLECAO DE CULTURAS

Foram obtidas 6 culturas de Candida de origem clinica depositadas na Colecdo de
Culturas Micoteca Universidade Recife Micologia (URM) da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). As culturas foram reativadas em caldo BHI, mantidos por 24 horas a
28°C * 2°C, seguido por semeio em &gar Muller Hinton para verificacdo da viabilidade e
pureza (PUTIGNANI et al., 2010).

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA

3.7.1 Teste quantitativo de microdiluicdo em placa

Foi realizado seguindo metodologia do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) M27-A2 (2012) esquematizado abaixo na Figura 1 para técnica de microdiluicdo em
caldo.

Foram utilizadas placas de 96 pocos de fundo chato, a cepa Candida parapsilosis da
American Type Culture Colletion (ATCC 22019) como controle de validacdo do teste, meio
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina, sem bicarbonato de sédio e tamponado
com acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS; Sigma-Aldrich) cuja concentracdo
final foi 0,165 mol.L-1 e pH 7,0. O meio de cultura foi esterilizado por filtracdo a vacuo em
membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha).

A leitura dos resultados foi realizada de modo visual, considerando a Concentragéo
Minima Inibitoria aquela que inibiu em 50% o crescimento fangico. Os po¢os com auséncia
de crescimento foram semeados em placa de Muller Hinton para verificacdo de atividade

fungicida.



Figura 1 Fluxograma de teste de microdiluicdo em placa dos extratos de M. charantia e L. cylindrica

Fonte: Autor

3.7.2 Teste de Sinergismo dos extratos de M. charantia e L. cylindrica com

fluconazol

Eepique de 24 horas Suspensio estoque: Suspensdo de trabalho:

dos isolados clinicos —»{ isolado + salina 0.85% [ dilugdo de 1:100,

(28°C + 2°C) escala 0,5 McFarland seguida de diluigdo

1:20(10° céls/mL) em

- meio RPML

Eeconstituigdo dos

extratos: Solugdo de trabalho:

DMSO + 2.5% de | | extratos + meio RPMI >

Tween 80

(6,4 mg/ml.).

Preparo droga padrio: Solugdo de trabalho:

Fluconazol + DMSOQ [ *| Droga padrio + RPMI >

(6,4 mg/mL).

Incubacio em 35°C+ Distribuicdo dos . ‘: )

2°C por 48 horas. P extratos e fluconazol - | gpﬁbuicc?g dLE meto

Leitura e interpretagdo | concentragdo de 64pg- [ - AVUHL por

das Concentragdes 0,125pg. toda a placa

Minimas Inibitorias Distribuicdo dos

(CIM). wndculos 100ul.
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Utilizou-se placas de microdiluicdo de 96 pocos, de fundo chato, com tampa. Foram

adicionados, inicialmente, 100 uL de meio RPMI 1640 em todos os pocos. Em seguida, 100

pL de fluconazol foi colocado no primeiro poco das linhas A — H (de forma vertical) e

realizada a microdiluicdo seriada. Em seguida foi adicionado 100 L dos extratos no primeiro

poco das colunas de 1 — 10 (horizontal) e realizada a microdiluicdo (Figura 2).

Os inoculos, previamente padronizados na escala 0,5 McFarland e diluidos de 1:100 e

1:20, foram adicionados nos pogos que abrangiam da primeira a décima coluna.

Como controle do teste foram deixadas as colunas 11 e 12 da placa de microdiluicdo

para verificagdo de esterilidade dos extratos, meio de cultura, fluconazol e viabilidade de

crescimento.
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Figura 2 Placa de 96 pocos para a realizacdo do teste de sinergismo.
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Fonte: Autor

A interpretacdo dos resultados para definir as CIM foi realizada segundo Barchiese, Di
Francesco, Compagnucci (1998) e Arai, Sugita, Nishikawa (2005), que a CIM mais alta
encontrada (>64ug) fora convertida para a diluicdo anterior (128pg), mesmo esta ndo sendo
testada para fins de calcular o indice de Concentragao Inibitoria Fracionaria (FICI).

Quanto ao célculo da FICI deu-se baseado na metodologia de Den Hollander, Mouton,
Verbrugh (1998). Primeiro, foi calculada a Concentracdo Inibitéria Fracionaria (FIC) de cada
linha, de acordo com a inibicdo de 50% verificada, seguida da realizacdo da média para se

obter a FICI seguindo a férmula abaixo:
FICflzX = CIM do fluconazol em combinacao / CIM do fluconazol sozinho

FICextratoX = CIM do extrato em combinacao / CIM do extrato sozinho
FICI = X (FICflzX + FICextratoX) /n

X equivale a/as linha(as) (A-H) e n o namero de linhas que foi possivel estabelecer o pogo em
questdo. Com o valor do FICI ¢ possivel definir se a intera¢dao foi sinérgica quando FICI <

0,5, indiferente em 4 > FICI > 0,5 e antagbnico em FICI > 4 (JOHNSON et al. 2004).



37

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA DOS EXTRATOS

Foram obtidos trés extratos brutos: hexanico, acetato de etila e etandlico das partes de
folha e fruto de M. charantia e folha de L. cylindrica evidenciados nas tabelas 6 e 7,
respectivamente.

A andlise fitoquimica destes extratos evidenciou a presenca de alcaloides em todos os
extratos etandlicos de ambas as espécies. Ja 0s mono e sesquiterpenos foram identificados nos
extratos hexanicos e de acetato de etila.

Quanto aos triterpenos e esteroides estdo presentes nos extratos hexanicos de folha de
M. charantia e L. cylindrica e também no extrato de acetato de etila desta ultima espécie.

Comparando as quantidades de bandas, os flavonoides apresentam-se mais nos extratos
de acetato de etila e etandlico das folhas de L. cylindrica, mas as saponinas estdo ausentes,
diferenciando dos extratos de M. charantia.

Tabela 6 Caracterizagdo fitoquimica dos extratos de folha e fruto de M. charantia

Metabdlitos Extratos de folhas de M. charantia Extratos dos frutos de M. charantia

Secundarios Hexanico  Acetato de Etandlico Hexanico Acetatode Etila  Etandlico
Etila

Alcaloides - - + - - +

Mono e +++ ++ - +++ ++ -

Sesquiterpenos

Triterpenos/ +++ - - - - -

Esteroides

Saponinas - - + - - +

Cumarinas - - - - - -

Flavonoides - + ++ - + ++

Taninos hidrolizados

Taninos Condensados - - - - - R

Legenda: +++: acima de 5 bandas, ++: entre 3 e 5 bandas, +: entre 1 e 2 bandas, -: auséncia de bandas
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Tabela 7 Caracterizacdo fitoquimica dos extratos brutos de Luffa cylindrica

Metabdlitos Secundarios Extratos das folhas de L. cylindrica
Hexanico Acetato de Etila Etandlico

Alcaloides - - +
Mono e Sesquiterpenos +++ ++ -
Triterpenos/ Esteroides +++ ++ -
Saponinas - - -
Cumarinas - - -
Flavonoides - ++ +++

Taninos hidrolizados - - R

Taninos Condensados - - -

Legenda: +++: acima de 5 bandas, ++: entre 3 e 5 bandas, +: entre 1 e 2 bandas, -: auséncia de bandas

Numa visdo geral, alcaloides, mono e sesquiterpenos, triterpenos, esteroides e
flavonoides estdo presentes em ambas as espécies, tendo saponinas ausente apenas em L.
cylidrica.

A presenca de alcaloides nos extratos de M. charantia corroboram com estudos na
literatura. Em extratos etandlico a 70% e em éter etilico, foram evidenciados a presenca deste
metabdlito e também de fendis, esteroides, saponinas e catequinas (RODRIGUES et al.,
2010). Porém, em um outro estudo feito com extrato aquoso de ramos e folhas, o metabdlito
alcaloide ndo foi identificado pela prospeccdo fitoquimica (LINS et al., 2012).

O grupo dos terpenoides sdo metabo6litos bem identificados e presentes nesta espécie.
Estes apresentam uma estrutura basica de seis unidades de isopreno com precursor comum —
esqualeno aciclico de Cso, que podem ter presenga de grupamentos &lcoois e aglcares para
formacdo de esteroides (SIMOES; SCHENKEL; GOSMANN, 2001; CHEN et al., 2008;
CHEN al., 2009).

Uma pesquisa realizada com extrato metanoélico das raizes de M. charantia identificou e
caracterizou triterpenos do tipo cucurbitanos sendo cinco novas moléculas de cucurbitacinas
denominadas de Kuguancinas as quais apresentaram atividade anti-HIV, testados por Chen et
al. (2008).

Outro relato sobre os triterpenos, agora utilizando as folhas e ramos do mel&o-de-séo-
caetano, deu sequéncia a identificagdo de novos compostos triterpenos Kuguancinas. Nele foi
utilizado extrato bruto etanodlico seguido de partices em acetato de etila e n-Butanol que,
apos coluna cromatogréafica de silica gel e Sephadex LH-20, foram identificados quatorze
novas moléculas de Kuguancina (CHEN et al., 2009).

Jiang et al. (2016) também conseguiram identificar novos triterpenos cucurbitanos das
partes aéreas de M. charantia. Foram isolados e as estruturas de seis novas moléculas foram

elucidadas a partir do extrato metandlico seguido de particdo em solventes de caracteristica
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mais apolar, seguidas de separagdo em coluna cromatografica.

Quanto aos extratos dos frutos de M. charantia., € interessante a auséncia de triterpenos.
Ao contrério deste resultado, a literatura traz pesquisas onde a presenca deste metabolito €
evidenciada inclusive com atividades biologicas in vitro testadas como a pesquisa realizada
por Cao et al. (2011) onde eles conseguiram identificar e isolar duas novas moléculas
cucurbitanos do tipo terpenoide a partir de extrato etandlico a 70%.

Um estudo feito por Zhang et al. (2014) identificou e realizou a elucidacéo estrutural de
oito novos triterpenos cucurbitanos do tipo glicosideos os quais denominaram de
Kuguansaponinas, oriundas de extrato etandlico a 70% seguida de coluna cromatografica em
eluentes de etanol-a4gua, acetato de etila e metanol-cloroférmio. Sendo quatro compostos
novos e um ja identificado posteriormente apresentaram forte acdo hipoglicemiante.

Recentemente, Yue et al. (2019) isolaram mais trés tipos de triterpenos cucurbitanos do
tipo glicosideos a partir de extrato etandlico 70% dos frutos verdes do meldo que obtiveram
atividade frente doengas hepéticas na pesquisa por eles realizada.

A variacdo destes compostos é discutivel, haja vista que metabdlitos secundarios sdo
produzidos segundo a necessidade da planta, sendo este ja inerente de sua genética. Como a
origem de coleta delas divergem, a presenca ou auséncia de compostos pode ser aceitavel
(PEREZ et al., 2019).

Quanto aos flavonoides, a auséncia no extrato hexanico das folhas e dos frutos sdo
justificaveis devido apresentam caracteristica de molécula polar, ndo tendo afinidade por
meios apolares como o hexanico (SIMOES; SCHENKEL; GOSMANN, 2001).

Eles se destacam pela acdo antioxidante, sendo bem relatados na literatura. Nagarani;
Abirami; Siddurajhu (2014) identificaram e quantificaram flavonoides e compostos fendlicos
para averiguacdo nas variacdes da planta selvagem e da obtida comercialmente bem como a
acao antioxidante.

Svobodova et al. (2016) também relataram presenca de flavonoides e polifendis. Eles
identificaram trés acidos fendlicos e onze tipos de flavonoides glicosidicos, sendo seis destes
pela primaira vez, em extrato hidroetanélico de partes aéreas de M. charantia.

Ja He et al. (2018) verificaram a acdo de prevencdo de hiperlipidemia e estresse
oxidativo induzidos por alimentacdo com alta quantidade de lipideos a partir de extratos
etandlicos das folhas de M. charantia em modelo animal.

Kim et al. (2018) ao testarem extrato etandlico de frutos secos de M. charantia
identificaram que este obteve acdo antioxidante e anti-apoptética impedindo a morte celular

de células neuronais em testes in vitro que induziam estresse oxidativo com o uso de peroxido
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de hidrogénio.

Hé& também presenca de flavonoides em frutos de outras espécies pertencentes a familia
Cucurbitaceae, como em Cucurbita moschata Duch e Cucumis anguria L. (MORETONI,
2008; AMARIZ et al., 2012)

Haja vista os trabalhos citados, estes corroboram com a presenca de flavonoides nos
extratos de folhas e frutos de M. charantia deste estudo, sendo este um metabdlito importante
para futuras pesquisas frente atividades anticancer, anti-inflamatoria e antilipidémica.

Ja os metabdlitos secundarios taninos condensados e hidrolizados e cumarinas, estes
ndo foram evidenciados na fitoquimica dos extratos brutos tanto da folha quanto do fruto.
Porém, pesquisas envolvendo extratos com solventes de polaridades semelhantes de partes
aéreas, frutos e caule de espécies da familia Cucurbitaceae evidenciaram tais metabolitos
(MODI; KUMAR, 2014; CHEKROUN et al., 2015). Mas esta auséncia pode ser justificada
devido a fatores como local e periodo de coleta, visto que os metabolitos secundarios séo
produzidos de acordo com a necessidade da planta (GOOBO-NETO; LOPES, 2007).

Em relacdo aos estudos fitoquimicos da folha de L. cylindrica, estes sdo escassos na
literatura, mas a presenca de metabolitos secundarios é evidenciada em partes da planta como
fruto e semente e em outras espécies pertencentes ao género Luffa, como a pesquisa de
Muthumani et al (2010) que realizaram prospeccao do extrato de éter de petréleo, benzeno,
cloroférmio e etanol, obtidos por Soxhlet, de suas sementes e identificaram alcaloides,
flavonoide, esteroides, glicosideos e alguns metabdlitos primarios como aculcares e proteinas.

Uma pesquisa realizada com a espécie Luffa echinata Roxb. identificou na fitoquimica
do extrato etandlico de partes aéreas, a presenca de alcaloides, flavonoides e glicosideos e
também carboidratos e proteinas, que estdo sendo cada vez mais isolados e identificados
assim como suas atividades farmacoldgicas (MODI; KUMAR, 2014).

Ja Ismail et al (2010) identificaram e isolaram do extrato de éter de petroleo dos frutos
de L. cylindirca dois compostos esteroides, obtidos por método de extracdo exaustiva.

Outro estudo envolvendo os frutos, realizado por Du et al (2006), identificou a presenca
de compostos fenolicos e derivados cinamicos com grande potencial antioxidante.

Uma outra espécie pertencente ao género Luffa — Luffa acutalanga Roxb — também
apresentou flavonoides em sua analise fitoquimica, sendo identificado miricetina e quercetina
no estudo de Miean e Mohamed (2001).

Saponinas ndo identificada neste estudo foi evidenciada em alguns na literatura
inclusive de extrato etandlico de folhas de L. cylindrica (OYETAYO; OYETAYO;
AJEWOLE, 2007) e em outras espécies como nos frutos de Luffa operculata (BROCK;
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DUARTE; NAKASHIMA, 2003) e em L. acutalanga (NAGAO et al., 1991).

Quanto aos taninos, ausente nos extratos de folhas testados, estdo presentes nos frutos
de L. acutalanga, identificados por andlise fitoquimica dos extratos metandlico, cloroférmio,
acetato de etila e butilico testados como agentes antimicrobianos frente bactérias Gram-
positivas e negativas (MUCHTARID; SUPRIYATNA, 2012).

Mas, Wadood et al. (2013) ndo identificaram algum metabolito secundario em L.
cylindrica a partir de extrato aquoso de suas folhas coletadas em Mardan, no Paquist&o.

Essas variacfes nos metabolitos secundarios de uma mesma espécie, coletada em locais
diversos pode ser explicada, visto que eles sdo produzidos de acordo com as necessidades da
planta para adaptacdo e protecdo. Variagdes de temperatura, sazonalidade da producgdo dos
metabolitos, disponibilidade hidrica, estimulos mecanicos como herbivoria e o ataque de
patégenos sao alguns fatores que levam a planta a variar a producdo destes componentes
(GOOBO-NETO; LOPES, 2007).

Quanto a identificacdo dos metabolitos secundarios presentes, é de suma importancia
para uma sequéncia de estudos da espécie. Eles auxiliam no combate a doencas e infecgdes
mostrando cada vez mais que a fitoterapia é algo promissor. Testes in vivo comprovaram a
acdo anti-inflamatoria, broncodilatadora e moderada acdo antimicrobiana frente bactérias
Gram-positivas, Gram-negaticas e fungos (MUTHUMANI et al., 2010) e acdo antioxidante
em testes in vitro de extratos de L. cylindrica obtidos de vérias partes da planta (DU; XU; LI,
2006).

Um exemplo de importancia da identificacdo dos metabolitos, com a sequéncia dos
estudos farmacoldgicos estd relacionado a espécie L. operculata que é componente do
medicamento Sinustrat® para o tratamento de rinites, visto que esta apresenta uso popular
para este fim (BALBANIL; MONTOVANI, 2002). Mas, a utilizacdo deve ser feita com
cuidado devido a identificacdo, em testes de modelo de epitélio respiratorio, de alteracdes do
epitélio com formacdo de edemas (MENON-MIYAKE et al., 2005).
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4.2 ANATOMIA FOLIAR DE Luffa cylindrica

Apos a realizacdo dos cortes anatémicos pode-se identificar os anexos epidérmicos, a
forma e disposicdo dos feixes vasculares e a presenca de tecidos de sustentacao e protecao.

Iniciando pela gavinha (Figura 3), parte adaptativa do caule para auxiliar na subida em
outras plantas e paredes como forma de trepadeira, esta apresenta formato poligonal,
evidenciando tricomas tectores e glandulares anexados a uma epiderme uniestratificada
coberta por uma fina camada de cuticula.

Adjacente a epiderme, verificou-se colénquima angular constituido por dez camadas
seguido de parénquima fundamental. Em sequéncia, foi evidenciado esclerénquima, em cinco

camadas, de que tem como funcdo a protecdo dos oito feixes vasculares bicolaterais presentes.

Figura 3 Seccdo transversal de gavinha de L. cylindrica

A- Aspecto geral da gavinha de L. cylindrica; B- Componentes da gavinha; Abreviaturas: co: colénquima; cu:
cuticula; ep: epiderme; esc: esclerénquima; fl: floema; fv: feixe vascular; pf: parénquima fundamental; tg:
tricoma glandular; tt: tricoma tector; xI: xilema.

A anatomia da gavinha apresenta varios feixes vasculares bicolaterais, semelhantes a
espécie Luffa aegyptiaca Miller. Elas também sdo encontradas em outros géneros da familia
Cucurbitaceae como Bryonia, Cucumis e Momordica que auxilia no alcance de mais luz solar,
fornecendo suporte mecénico (THAKUR et al., 2009; EKEKE, et al., 2015; MIZUNO et al.,
2015; RUS et al., 2015).

O peciolo (Figuras 4 e 5) apresenta formato canaletado com componentes semelhantes
aos da gavinha, uma espessa camada de colénquima angular e varios feixes vasculares

bicolaterais, protegidos por fibras de esclerénquima como encontrado nos géneros Bryonia e
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Lagenaria (SHA; JACOB, 1969; RUS et al., 2015) e também a presenca de tricomas
glandulares néo relatado antes na literatura.

Figura 4 Seccéo transversal de peciolo de L. cylindrica

i

A, B — visdo geral. C — tricoma ndo glandular. D- tricoma glandular. co: colénquima, ep: epiderme; gt: tricoma
glandular; ngt: tricoma ndo glandular, vb: vasos condutores.
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Figura 5 Seccdo transversal de peciolo de L. cylindrica visdo mais aproximada dos feixes vasculares.

A- Aspecto geral do peciolo; B- Evidéncia do feixe vascular e dos componentes do cértex foliar. Abreviaturas:
co: colénquima; cu: cuticula; ep: epiderme; esc: esclerénquima; fl: floema; fv: feixe vascular; pf: parénquima
fundamental; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector; xI: xilema.

Quanto a lamina foliar, sua nervura central (Figura 6) apresenta tricomas glandular e
tector em anexo a epiderme. Na face superior e inferior hd uma camada de colénquima
descontinuo, para dar sustentacdo ao esqueleto foliar, seguido de parénquima fundamental. O
cilindro central é constituido por quatro feixes vasculares bicolaterais protegidos por fibras de

esclerénquima, sendo um de tamanho pequeno, dois médios e um outro maior que 0s demais.

Figura 6 Secgéo transversal da nervura central de L. cylindrica.

A- Visdo geral da nervura central; B- Nervura central evidenciando seus feixes vasculares. Abreviaturas: co:
colénquima; ep: epiderme; fh: fibras; fl: floema; fv: feixe vascular; pe: parénquima esponjoso; pf: parénquima
fundamental; pp: parénquima palicadico; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector.
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O mesofilo (Figura 7) tem sua composicdo é heterogénea, com presenca de paréngquima
palicaddico e lacunoso. Apresenta anexos epidérmicos em tricomas tector e glandular e

epiderme uniestratificada com fina camada de cuticula.

Figura 7 Seccdo transversal do mesofilo de L. cylindrica.

C- Mesofilo identificando os tipos de parénquimas e o tricoma tector; D- Tricoma glandular identificado na
epiderme do mesofilo. Abreviaturas: ep: epiderme; pe: parénquima esponjoso; pf: parénquima fundamental; pp:
parénquima pali¢adico; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector.

Para os cortes paradérmicos, evidenciou-se que as células epidérmicas das faces abaxial
e adaxial sdo distintas. A epiderme adaxial tem contornos poligonais, enguanto a abaxial
apresenta contornos sinuosos acentuados. Sdo anfiestomaticas, com presenca de estdmatos
tetraciticos e anomociticos em ambas as faces, bem como presenca de tricomas glandulares
com base unicelular e cabegca multicelular e tectores com base e corpo multicelulares (Figuras
8 e 9). A presenca de tricomas em ambas as faces da folha s&o semelhantes aos encontrados
por Alves et al. (2014) ao estudar L. aegypitiaca.

Porém, estudos com espécies pertencentes a familia Cucurbitaceae observaram
comportamento diferente dos estobmatos. Brock, Duarte e Nakashima (2003) ao estudar a
anatomia do epicarpo dos frutos de Luffa operculata (L.) identificou apenas estdmatos
anomociticos. Coutinho, Floréncio, Aguiar et al. (2009) e S4, Cadena, Padilha et al. (2018)
identificaram estdmatos anomociticos em M. charantia apenas na face abaxial da lamina
foliar. Christodoulakis et al. (2011) para Ecballium elaterium (L.) A. Rich. (Curcubitaceae) e
Alves et al. (2014) com L. aegyptiaca identificaram apenas estbmatos anomociticos em ambas
as faces da folha.
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Figura 8 Seccdo paradérmica abaxial da lamina foliar de Luffa cylindrica.

100 pm

A, B - Face abaxial. Abreviaturas: btt: base do tricoma tector; ep: epiderme; est: estbmato; n: nervura; tg:
tricoma glandular; tt: tricoma tector.



Figura 9 Secc¢do paradérmica adaxial da lamina foliar de Luffa cylindrica.

C, D - Face adaxial. Abreviaturas: ep: epiderme; est: estbmato; tg: tricoma glandular; tt: tricoma tector.

4.3 ESTUDO HISTOQUIMICO DA LAMINA FOLIAR DE Luffa cylindrica

A tabela 8 apresenta a descricdo dos locais onde foram encontrados metabolitos de L.
cylindrica e a figura 10 a imagem das laminas foliares do estudo histoquimico.

47
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Tabela 8 Reagentes utilizados para estudo histoquimico, identificacdo e localizacdo dos metabdlitos primarios e

secundarios

Reagente Metabolito secundario Local de identificacéo
Lugol Amido Negativo
Floroglucinol Lignina Feixes de xilema na nervura central
Dicromato de potassio Compostos Tricomas
fendlicos
Tricloreto de Triterpenos e esteroides Epiderme
antimonio
Dragendorff Alcaloides Nervura Central e Parénquima
Sudam 111 Compostos lipofilicos Cuticula
Acido cloridrico Cristais de oxalato Negativo
(10%)
Vanilina Cloridrica Taninos condensados Negativo
Nadi Oleos essenciais Epiderme

Figura 10 Andlise histoquimica da l1amina foliar de Luffa cylindrica

2R\ H A o’
A e B —controle; C — Dicromato de Potassio; D- Dragendorff; E- tricloreto de antimdnio; F- Nadi; G- Sudam IlI;
H- Floroglucinol. ct: cuticula, ep: epiderme, ngt: tricomas ndo glandular, pa: parengquima, xy: xilema.

Quanto a histoquimica, ndo foram evidenciados taninos condensados, amido e cristais
de oxalato. Os cristais de oxalato podem ser evidenciados em outras espécies da familia
Cucurbitaceae como Momordica charantia com cristais prismaticos, Zehneria capillacea,
Coccina barteria, Cucumis sativus com cristais em formato de drusas (EKEKE et al., 2015).

A lignina foi evidenciada nos vasos xilematicos da nervura central. Semelhante a
pesquisa de Rus et al. (2015) que também evidenciou lignina nos vasos xilematicos de B.
alba, além de evidenciar em outros locais como raiz e caule e também de S&, Cadena, Padilha
et al. (2018) analisando a histoquimica de M. charantia.

Compostos fendlicos, triterpenos e esteroides observados nos tricomas e epiderme,
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respectivamente, sdo presentes na espécie L. cylindrica e responsaveis por atividades
bioldgicas da planta (DU; CUI, 2007; KAO et al., 2012; UMEHARA et al., 2018).

Os compostos lipofilicos foram visualizados na cuticula, sendo esta formada por uma
camada delgada sobre a epiderme das faces da lamina foliar, peciolo e gavinha. Os resultados
corroboram com os obtidos por Ekeke et al. (2015) ao estudar gavinhas e caules de espécies
da familia Cucurbitaceae, mas divergem de Christodoulakis et al. (2011) onde néo evidenciou
compostos lipofilicos ao realizar estudos hitoquimicos de E. elaterium.

Quanto ao bleo essencial, identificado na epiderme foliar da L. cylindrica, este também
foi encontrado em sementes de M. charantia e apresentou atividades antimicrobianos frente
bactérias e fungos (FANG; NG, 2016).

Assim, apds os estudos fitoquimicos e histoquimicos de L. cylindrica, estes
corroboraram entre si, identificando os metabdlitos primarios e secundarios existentes sendo a
histoquimica uma anélise complementar para identificacdo in loco dos metabolitos

identificados na fitoquimica das folhas.

4.4 LEVEDURAS DE GENERO CANDIDA E ATIVIDADE ANTIFUNGICA DE
EXTRATOS DE M. charantia E L. cylindrica

Para a realizacdo das atividades antifingicas foram obtidos seis isolados clinicos de
leveduras do género Candida da Micoteca URM -UFPE e uma cepa ATTC para a realizacéo

dos testes de microdiluicdo em placa e sinergismo que podem ser verificados na Tabela 9.

Tabela 9 Espécies de leveduras utilizadas nos testes de atividade antifingica

Numero da linhagem Espécies Fonte de obtengéo
URM 5840 Candida krusei Sangue

URM 7443 Candida parapsilosis Né&o informado
URM 7427 Candida parapsilosis Sangue

URM 6393 Candida glabrata Sangue

URM 5717 Candida guilliermondii Sangue

Espécie C. parapsilosis ATCC de numeragdo 22019 foi utilizada como cepa controle para os testes de
microdiluicdo em placa e sinergismo (CLSI).
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4.5 TESTE DE MICRODILUICAO EM PLACA

O teste de microdiluicdo em placa foi determinante na verificacdo da atividade dos
extratos brutos de M. charantia e L. cylindrica frente os isolados fangicos.

Os resultados das Concentracdes Minimas Inibitérias (CMI) dos extratos brutos das
folhas e frutos de M. charantia e das folhas de L. cylinidrica podem ser verificados nas
tabelas 10 e 11.

Tabela 10 Atividade antiflngica de extratos brutos da folha de Momordica charantia frente isolados clinicos do
género Candida

Cepas Extratos e CMI (ug/mL) Controle Droga Padréo
Negativo
Extrato Extrato Acetato  Extrato RPMI + Fluconazol
Hexanico de Etila Etanolico Extrato
C. parapsilosis URM 7443 >64 >64 >64 - 0,25
C. krusei URM 5840 16 64 16 - 4
C. parapsilosis URM 7427 >64 >64 >64 - 1
C. glabrata URM 6393 >64 >64 >64 - 0,5
C. guilliermandii URM 5717 >64 >64 >64 - 4
C. parapsilosis ATCC >64 >64 >64 - 4

— 22019

Legenda: - auséncia de crescimento

Tabela 11 Atividade antifingica de extratos brutos do fruto de Momordica charantia frente isolados clinicos de
género Candida

Cepas Extratos e CMI (ug/mL) Controle Droga Padréo
Negativo

Extrato Extrato  Acetato Extrato RPMI + Fluconazol
Hexéanico de Etila Etandlico Extrato

C. parapsilosis URM 7443 >64 >64 >64 - 0,25

C. krusei URM 5840 >64 >64 >64 - 4

C. parapsilosis URM 7427 >64 >64 >64 - 1

C. glabrata URM 6393 >64 >64 >64 - 0,5

C. qguilliermandii URM >64 >64 >64 - 4

5717

C. parapsilosis ATCC >64 >64 >64 - 4

- 22019

Legenda: - auséncia de crescimento

Dentre os extratos das folhas de M. charantia testados, apenas obteve-se resultado para
0 isolado de C. krusei URM 5840. Como espécies de C. krusei apresentam resisténcia
intrinseca ao fluconazol este resultado pode levar a pesquisas futuras mais promissoras
(Pfaller; Diekema; Gibbs et al., 2008).

Os demais extratos ndo obtiveram resultados semelhantes aos isolados testados. Estes

ndo foram capazes de inibir o crescimento dos fungos em 50.
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Com relagéo aos resultados da CMI dos extratos brutos do fruto, podemos verificar a
auséncia de potencial antifngico na concentragdo testada para os isolados selecionados e para
a ATCC.

Schmourlo, Mendonga-Filho, Alviano et al. (2004) utilizaram extrato aquoso de partes
aéreas frescas do meldo, obtidas por decoccdo. Esta foi testada pelo método de difusdo em
agar para verificagdo do halo de inibicdo e verificada sua CMI através de diluicbes em meio
BHI. O extrato apresentou atividade frente isolado clinico de C. abicans com halo de 16 mm
de diametro e 150ng/mL de concentracdo minima inibitéria.

O extrato etandlico das folhas testado por Prabhakar, Kumar, Rajendran et al (2008)
frente isoldados clinicos fangicos originarios de lesdes orais ndo obtiveram resultados de
inibicdo frente Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis,
Candida tropicalis e Candida guillermondii com concentracGes de 100 mg/mL utilizados em
teste de disco difusdo.

Este resultado corrobora com os testes negativos que se obteve ao utilizar a técnica de
disco difusdo para verificagdo dos halos de inibi¢do. Visto que pela técnica de microdiluicdo
em poc¢os o extrato etandlico obteve acdo inibitéria de 50% no isolado de C. krusei URM
5840, pode-se predizer que o contato direto entre o extrato e o indculo pode proporcionar
interacdo mais eficaz do que por intermédio de um material que precise difundir o extrato
para uma possivel acdo antifungica.

Outro estudo realizado por Braca, Siciliano, D’Arrigo et al (2008), testaram M.
charantia ndo com extratos de folhas ou frutos, mas com o 6leo essecial obtido de suas
sementes. Mas, este ndo obteve inibicdo satisfatoria sendo sua CMI >500 pg/mL.

Mwambete (2009) realizou testes antimicrobianos com extrato de frutos e folhas de M.
charantia e apenas os extratos metandlico e éter de petroleo dos frutos obtiveram atividade
frente Candida albicans ATCC 90028, porém em concentracGes mais elevadas do que as
testadas no presente estudo, numa variagéo de 0,4 a 1 mg/pL.

Santos et al. (2012), ao testar extratos de frutos de M. charantia obtidos por maceracgao
em etanol a 95%, observou resultados de inibicdo frente cepas de leveduras de género
Candida, mas estas em CMIs superiores a 1024 pg/mL para inibi¢do total do crescimento
fangico.

Entretanto, Yaldiz, Sekeroglu, Kulak et al. (2015) ao testarem extrato etanolico do fruto
frente C. albicans ATCC 10231, este ndo mostrou resultado signicante frente a analise
estatistica realizada pelo estudo.

Analisando os resultados e os relatos na literatura, verifica-se que ndo se segue um
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padrdo das acdes antifungicas dos extratos de fruto e folha do meldo, mesmo estes extraidos
com solventes de polaridades semelhantes. Uma observacao a ser feita € que foram testados,
além dos isolados clinicos, a cepa ATCC 22019 que também ndo mostrou sensibilidade aos
extratos testados. Isto pode ser justificado por existir variacbes genéticas especificas dentro
das espécies estudadas, que podem alterar os resultados dos estudos realizados nas diversas
partes do mundo (PERLIN; RICHARDSON; IZQUIERDO, 2017).

Alguns fatores também podem interferir nestes resultados, como a técnica utilizada para
realizar o teste antifngico, a técnica de extracdo e o local e periodo de coleta do material
vegetal. Algo verificavel é que a composicdo dos extratos brutos das folhas e dos frutos
apresentam auséncia de triterpenos e esteroides no extrato hexanico do fruto, que pode ser
algo que interfira nos resultados da acdo antifungica (SOUZA; MANGANOTTI; SOUZA et
al.,, 2011; SANTOS; MATIAS; SOBRAL-SOUZA et al., 2012; LUCENA -FILHO; LIMA,;
MEDEIROS et al., 2015).

Outra observagdo a ser analisada, sendo esta oriunda da literatura, podemos predizer
que, a auséncia dos tritrepenos nos frutos desta pesquisa e sua presenca nos relatos na
literatura com tipos cucurbitanos triterpenoides e glicosidicos podem ter afetado a acdo dos
extratos do fruto frente os isolados clinicos testados (CAO; ZHANG; CUI et al., 2011,
ZHANG; LIAW; HSIAO et al.,, 2014) e a possivel presenca de triterpenos do tipo
cucurbitanos tetraciclicos e kuguancinas pode ter levado uma melhor acdo dos extratos das
folhas (CHEN; LIU; LU et al., 2009; JIANG; PENG; YU et al., 2016).

Quanto aos extratos obtidos das folhas de L. cylindrica, podemos observar que 0s
extratos hexanico, acetato de etila e etandlico obtiveram acédo inibitoria de 50% frente o
isolado de C. krusei URM 5840, e que o extrato de acetato de etila e etandlico tiveram acdo
frente C. glabrata URM 6393.

Tabela 12 CIM Extrato bruto de folhas de Luffa cylindrica

Cepas Extratos e CMI (pg/mL) Controle Droga Padréo
Negativo

Extrato Extrato  Acetato Extrato RPMI + Fluconazol
Hexanico de Etila Etandlico Extrato

C. parapsilosis URM 7443 >64 >64 >64 - 0,25

C. krusei URM 5840 64 32 4 - 4

C. parapsilosis URM 7427 >64 >64 >64 - 1

C. glabrata URM 6393 >64 4 4 - 0,5

C. guilliermandii URM >64 >64 >64 - 4

5717

C. parapsilosis ATCC >64 >64 >64 - 4

— 22019

Legenda: - auséncia de crescimento
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Ao analisarmos o perfil fitoquimico dos extratos de L. cylindrica e M. charantia,
observa-se que hé apenas semelhanga quanto a presenca de mono, sesquiterpenos nos extratos
hexanicos acetato de etila e de triterpenos e esteroides nos extratos hexanicos das folhas de L.
cylindrica com os do fruto de M. charantia, quanto a presenca de bandas.

Quanto aos flavonoides nos extratos de bucha, podemos predizer que este pode ter um
efeito potencializador frente alguns isolados testados, apresentando CIM menores que 0s
extratos do meldo, visto que a acdo inibitdria de seus extratos ndo foi verificada frente C.
glabrata URM 6393.

A acdo antifungica de L. cylindrica é pouco relatada na literatura. Mas esta pode ser
evidenciada em extatos oriundos de outras partes como 0s do fruto estudado por Ismail,
Russain, Dastagir et al. (2010) que testaram o extrato de éter de petréleo dos frutos frente
isolados de C. albicans pelo método de disco difusdo, obtendo moderada acéo fungicida.

Também é vista sua acdo antifingica, ndo por metabdlitos secundarios, mas sim por
metabdlito de origem primaria. O peptideo Luffacilina, isolado das sementes de L. cylindrica
apresentou atividade frente Mycosphaerella arachidicola e Fusarium oxysporum, fungos néo-
leveduriformes, por meio da técnica de difusdo em dico, sendo os micélios inibidos pela
solucdo de proteina adicionadas ao disco (PARKASHI; NG; TSO, 2002).

Ahmad e Khan (2017) ao realizarem testes antifingicos com frutos de L. cylindrica e M.
charantia evidenciaram que o extrato bruto metandlico e a fracdo de butanol tiveram pouca
atividade frente C. albicans e nenhuma atividade frente C. glabrata. Diferente da fracdo n-
Hexanica que apresentou 6tima acdo frente C. albicans e nenhuma para C. glabrata, quanto a
fracdo de cloroférmio e acetato de etila, estes ndo tiveram atividade frente os dois fungos
testados.

Apesar de as acdes de L. cylindrica ser pouco estudada na literatura, a acdo dela esta
presente nos fungos leveduriformes e nos filamentosos. As atividades evidenciadas mostraram
que metabdlitos primarios como a Lufacillina como os extratos dos frutos de L. cylindrica
apresentaram atividade antifingica tanto nos fungos leveduriformes, responsaveis por
infeccOes relacionadas a assisténcia em a&mbito hospitalar, bem como em fungos filamentosos
-Mycosphaerella arachidicola e Fusarium oxysporum — que Sd0 responsaveis por atingir
culturas agricolas de varias plantas, inclusive leguminosas, como Vigna radiata L.
ocasionando perdas econdmicas (SUN; SUN; ZHU et al., 2019).
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4.6  TESTE DE TABULEIRO DE XADREZ

Analisando os resultados do teste de tabuleiro de xadrez (Checkerboard Test), este nos
trouxe bons resultados para isolados que ndo inibidos pelos extratos anteriormente, mas
também resultados ndo satisfatorios para aqueles ja existentes pela acdo dos extratos
isoladamente (Figura 11).

O extrato hexanico de L. cylindrica apds o teste obteve acdo antagdnica frente os
isolados de K. krusei (5840) e C. glabrata (6393) e efeito sinérgico para a ATCC, sendo este
ultimo uma boa resposta devido a a¢do isolada deste extrato ndo ter inibido seu crescimento.

Quanto aos extratos de acetato de etila e etandlico da folha de L. cylidirca, estes
apresentaram resultados sinérgicos frente os isolados de C. parapsilosis (7443, 7427) e
ATCC. Eles também ndo tiveram resultados de inibi¢cdo isoladamente.

J4 o extrato de acetato de etila e etandlico da folha de M. charantia apresentaram
resultados antagonicos ao isolado 5840. Esta acdo antagdnica ndo foi favoravel quando
utilizado em associacdo com o fluconazol, visto que isoladamente obteveram CIM 50% de 64
pg/mL e 16 pg/mL frente este fungo, respectivamente.

Interessante verificar que o extrato hexanico de L. cylindrica contém triterpenos e
esteroides que sdo uma classe de metabdlitos que apresentam atividade sinérgica na literatura
frente fungos do género Candida, porém neste estudo eles ndo foram um fator diferencial para
que ocorresse sinergia (DOKE et al., 2014).

Quando analisamos a atividade dos extratos de acetato de etila e etandlico de L.
cylindrica e de M. charantia, é provavel que a acdo sinérgica dos extratos de L. cylindrica
tenha ocorrido devido a presenca dos metabolitos secundarios triterpenos e esteroides para 0s
de acetato e a auséncia de saponinas para 0 etandlico, sendo estes ausente (triterpenos) e
presente (saponinas) nos extratos de M. charantia, mas estudos mais aprofundados sé&o

necessarios para comprovar tal hipotese.
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Figura 11 Teste de Sinergismo dos extratos de L. cylindrica e M. charantia.

Analise da FICI (modificado de Den Hollander et al. 1998 e Barchiesi et al. 1998)

Isolados MIC do FICI dos extratos de L. cylindrica e M. charantia
clinicos de fluconazol FLE
URM 7443 0,25 1,73 0,3 0,5 1,64 2,38 0,75
URM 5840 4 9 4 1,98 10 10 10
Auséncia de 1,03
URM 7427 1 0,79 0,15 0,29 inibicdo de 1,25
50%
URM 6393 0,5 6,2 1 3,87 6 9,79 3,85
Auséncia de Ausénciade | 0,5
ATCC 22019 4 0,15 0,16 0,1 inibicdo de inibicdo de
50% 50%
URM 5717 4 Auséncia de crescimento flngico, desconsiderado a analise.

Legenda: LH — Extrato hexénico folha L. cylindrica. LA — Extrato acetato de etila folha L. cylindrica. LE —
Extrato etandlico folha L. cylindrica. FLH - Extrato hexanico folha M. charantia. FLA - Extrato acetato de etila
folha M. charantia. FLE - Extrato etandlico folha M. charantia. FRH - Extrato hexanico fruto M. charantia.
FRA - Extrato acetato de etila fruto M. charantia. FRE - Extrato etandlico fruto M. charantia. Andlise do
sinergismo: Sinérgica quando FICI < 0,5, indiferente em 4 > FICI > 0,5 e antagonico em FICI > 4 (JOHNSON et
al. 2004).

Sinergismo em FICI < 0,5, indiferente em 4 > FICI > 0,5 e antagonico em FICI > 4 (Johnson et al. 2004).




56

5 CONCLUSAO

A farmacoboténica realizada proporcionou a identificagdo de componentes néo
identificados antes na literatura sobre a espécie de Luffa cylindrica, que contribue para a

correta identificacdo da espécie e seu controle de qualidade.

Os estudos fitoquimicos possibilitaram a identificacdo dos metabolitos primarios e
secundarios presentes nas espécies coletadas no municipio de Alianca e, a histoquimica da
lamina foliar de Luffa cylindrica mostrou os locais onde os metabdlitos de forma a auxiliar

pesquisas futuras envolvendo tais componentes.

Os testes antiflngicos mostraram que 0s extratos de ambas as espécies apresentaram
inibicdo do crescimento em alguns isolados testados e proporcionam estudos futuros mais

aprofundados nesta perspectiva.

O teste de sinergismo apresentou bons resultados com a presenca de acao sinérgica dos
extratos em isolados clinicos que, quando utilizados separadamente do fluconazol, ndo
tiveram acdo inibitoria.

Por fim, mesmo os extratos apresentando acdo inibitorio frente os isolados testados,
ndo podemos afirmar que a presenca de metabdlitos secundarios é o fator determinante para
esta acdo e que mais estudos sdo necessarios para que 0s compostos responsaveis por tal

atividade sejam identificados.
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APENDICE A - ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA PHARMACOGNOSY JOURNAL

Anatomical and histochemical characterization of leaves of Luffa cylindrica

(L.) M. Roem.

ABSTRACT

Background: Luffa cylindrica (L.) M.Roem. (Cucurbitaceae), is an herbaceous plant used for
food as compose salads and do sweets, and also used in traditional medicine as treat parasitic
infections and intestinal diseases. Although this information’s, there are not many relates
about anatomic characters for use in your quality control. Objective: The aim was
investigating the anatomical forms of petiole and leaf blade and characterizing the metabolites
in leaves of L. clindrica. Materials and Methods: Semipermanent histological slides were
prepared for analysis of petiole and leaf blade in optical microscopy. Histochemical tests were
also performed in the leaf blade. Results: The anatomical characterization revealed
information about the type of trichomes, cuticle, vascular bundles and arrangement of the
tissues that determine the botanical identity of this specie. It was also identifying, for the first
time, the presence of two types of trichomes in both of leaves faces. The histochemistry
allowed determining which metabolites secondaries are in leaf blade and also their location.
Conclusion: The study described new characters for L. cylindrica and the results provide

support to quality control of the specie.

KEYWORDS: Anatomy, Cucurbitaceae, Histochemistry, Luffa cylindrica.

INTRODUCTION

The Cucurbitaceae family have 134 genera and encompass over 965 species. The principal’s

genera about to the family are Bryonopsis, Citrullus, Corallocarpus, Cucumis, Cucurbita,

Lagenaria, Luffa, Momorica and Trichosanthes and they can be cultivated in the tropics,
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subtropics, arid and temperate regions -3,

The cucurbits are herbaceous. The most species having large leaves, the foliage is whole or
deep lobs, and their can be climbing or creeping plants. The flowers having differences sexes
and a big inferior ovary. After fertilization the ovary develops into a fruit processing hard
exocarp, fleshy mesocarp, and endocarp 1.

Many cucurbits’ fruits have been ingredient for the culinary and are eaten when immature or
mature by salads, sweets, desserts or pickled 671,

Besides being food, some species is often used for popular medicine in world as an America,
an Africa and an Asia continent too >3], The principal parts to treat icterus, gastric diseases,
diabetes, sinusitis, lung diseases, fever, cancer, inflammation, skin infections, pain, among
others to are roots, leaves, fruits and seeds 21,

Brazil has some cucurbit genera. Around 28 genera and 160 species in all states in the
country. Among them, Luffa is a genus it’s had two species: Luffa cylindrica (L.) M. Roem.
and Luffa operculata (L.) Cogn 241,

Luffa cylindrica is popularly known as Bucha and its root, leaves, fruits and seeds has been
used for treat infections and gastric disease 5. The leaves are used in Guinea Bissau to
intestinal diseases, fever and malaria to [*], in Bolivia to anuria [ in Cuba to parasitic
infections ° in India to indigestion ° and in Pakistan as laxative 2. Although the
medicine use of Cucurbitaceae family has been much reported in the literature, the quality
control about many members of its family are not too reported. Therefore, the aim of this
research is made the anatomic and histochemistry characterization of leaves of L. cylindrica

in order to expend pharmacobotanic information about species of Cucurbitaceae family.
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MATERIALS AND METHODS

Plant material

Adult leaves of specimens of Luffa cylindrica (L.) M. Roem., Cucurbitaceae, were collected
in the city of Alianca, Pernambuco, Brazil. A voucher specimen was deposited in the
Herbarium Déardano de Andrade Lima of the Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA),

under collection number 92082.

Anatomical characterization

Cross-sections were obtained by hand, using a common razor blade, at the middle region of
petiole and leaf blade fixed in FAA 50 [?2. Leaf blade paradermal sections were also
performed on the adaxial and abaxial surfaces. All sections were clarified with sodium
hypochlorite solution (50%) [2%1 followed by washing with distilled water. Lastly, cross-
sections were stained with safranin and astra blue 4! and paradermal sections were stained
with methylene blue (1%) 2°!. Semipermanent histological slides were prepared to contain the
sections of botanical material, following common plant anatomy procedures 22261, The
analysis of the slides was conducted using a polarized microscope (Leica DM750M) coupled

with a digital camera (Leica ICC50 W), through images processed in software (LAS EZ).

Histochemical characterization

Histochemical tests were made on cross-sections of fresh leaf blades obtained by hand, using

a common razor blade 2. The specific reagents used were: potassium dichromate (10%) for
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phenolic compounds 7, Dragendorff’s reagent for detecting alkaloids 281, vanillin-chloridric
acid for tannins ?°1 antimony trichloride for triterpenes and steroids % Nadi reagent for
essential oils 3, Sudan 111 for lipophilic substances 81, phloroglucinol for lignin 221, Lugol's
iodine reagent for starch 22, Controls were performed in parallel with the tests and semipermanent
histological slides were prepared containing the cross-sections 22261 which were analyzed under an

optical microscope (Alltion).

RESULTS

In transverse section the L. cylindrica’s petiole has rounded form with two ribs in adaxial face
(Fugure 1A,B). Its show an epidermis with a single stratum of cells covered for fine cuticle
(Figure A). This specie present two types of trichomes: the tector trichomes and the glandular
trichomes. The tector trichomes are pluricellular uniseriate, and the glandular trichome has
peduncle and apex both of them multicellular (Figure 1C,D). The collenchyma has an angular
form and its constitution is thereabout four to five cell layers (Figure 1A). About the vascular
sistem, them composed to eleven bicollateral vascular bundles, being two bundles are in two
ribs on adaxial face (Figure 1A) and nine bundles are in central region of petiole like a ring

(Figure 1B).
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FIGURE 1. Cross-sections of the petiole of Luffa cylindrica (L.) M.Roem.

[

A,B. general view. C. non-glandular trichome. D. glandular trichome. co: collenchyma, ep:
epidermis, gt: glandular trichome, ngt: non-glandular trichome, vb: vascular bundle.

The leaf blade, in frontal view, is amphistomatic with anomocytic stomata (Figure 2A,B). The
epidermis cells have cell wall with straight or slightly sinuous contour on adaxial face (Figure
2A), although the abaxial face its has an strongly sinuous cell wall epidermic (Figure 2B), and
both of them leaf blade faces have the same types of trichomes seen at petiole (Figure 2C,D).
On transverse section, the midrib has biconvex form (Figure 2E). Its epidermis is uniseriate
with fine cuticle (Figure 2F). The collenchyma is angular composed to eight to ten cells layer
in adaxial face and two to three cells layer in abaxial face (Figure 2E). The vascular sistem are
made with bundles arranged in ring form as the petiole, however in midrib are just four
bundles (Figure 2G). About the bundle distribution, three of them are bicollateral and one is

come back to adaxial face and it is collateral. The mesophyll tissues are called dorsiventral
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with one layer of palisade parenchyma and its spongy parenchyma has braciforms cells

(Figure 2H).

FIGURE 2. Frontal view and cross-sections of the leaf blade of Luffa cylindrica (L.) M.Roem

A,C. adaxial surface. B,D. abaxial surface. E,F,G. midrib. H. mesophyll. co: collenchyma, ep:
epidermis, gt: glandular trichome, ngt: non-glandular trichome, pp: palisade parenchyma, sp:
spongy parenchyma, sta: stomata.

The Figure 3A and 3B show the transverse section of leaf blade without addition of reagent.
After the addition of reagents to identify secondary metabolites were obtained these results:
Phenolic composts were found in tector trichomes (Figure 3C). Alkaloids were seen in
parenchyma of the midrib (Figure 3D). Triterpenes, steroids and essentials oils were
evidenced in epidermic cells (Figure 3E,F). The reagent Sudan Il revealed lipophilic

composts in cuticle (Figure 3G) and the Phloroglucinol showed the existence of lignin in

xylem (Figure 3H). Negative results were identified for tannins and starch.
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FIGURE 3. Histochemistry of the leaf blade of Luffa cylindrica (L.) M.Roem.

AN WSy
A,B. control. C. potassium dichromate (10%). D. Dragendorff’s reagent. E. antimony
trichloride. F. Nadi reagent. G. Sudan Il1l. H. phloroglucinol. ct: cuticle, ep: epidermis, ngt:
non-glandular trichome, pa: parenchyma, xy: xylem.

DISCUSSION/ CONCLUSION

The petiole form found in L. cylindrica is different between other species of Cucurbitaceae
family. Rus et al.*?! found a semicircular outline, laterally compressed in Bryonia alba L. In
Momordica charantia L., Sa et al.*® observed a convex outline with two ribs on the adaxial
surface and a triangular outline on the abaxial surface. M. tuberosa Cogn. revealed a convex
outline on the adaxial surface and triangular outline on the abaxial surfacel**. In relation to
the presence of colenchyma in petiole, its tissue also have been observed in B. alba and in
some species od Momordical®. In this two cases, Aguoru and Okoli verified the quantyteve
of colenchyma layer and this can be a key to diference wich other®!. They described about
the numbers of bicollateral vascular bundles of the petiole too, and them identified the
variation between six and eighteen bundles in it toB%]. S&vulescu and Hozal*®! found seven
bicollateral bundles in the central region of the petiole and two bicollateral bundles in the ribs
of M. charantia, while Sa et al.*¥ visualized five bicollateral bundles in the central region of

the petiole and two bicollateral bundles in the ribs of M. charantia. Rus et al.?? found nine
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bicollateral bundles in B. alba, being two situated near the compression.

The vascular bundles quantity is also variate in leaf blade of Cucurbitaceae species. Ajuru and
Okoli®"! identified eight bicollateral bundles of the Cucumis melo L., four in Cucurbita
moschata Duchesne and two in Cucumeropsis mannii Naudin. Mohammed and Gumal®®
reported the presence of seven bicollateral bundles in Citrullus’ and Cucurbita’s species, three
in Cucumis and four in Luffa’s species. Although the presence of bicollateral bundles in the
family are comum®, in this research was identified just one collateral vascular bundle in the
leaf blade of L. cylindrica. Collateral vascular bundles have been also identified in B. albal®*
and M. charantial*?l,

Non-glandular and glandular trichomes are common in the family Cucurbitaceae and, in this
study, they were found in the petiole and leaf blade of L. cylindrica. Some researches relative
to leaf blade to Luffa species mentioned just the presence of tector trichomes as L.
acutangular (L.) Roxb,. L. echinate Roxb.; L. cylindrical®! and L. aegyptiacal*®. Alves et
al.*Y described tector and glandular trichomes in L. aegyptiaca and Rus et al.*? in B. alba.
Thus, in this work is possible to note the first description about the presence of tector and
glandular trichomes in L. cylindrica. Alves et al. Y also show the L. aegyptiaca own its leaf
blade in anphiestomatic form with anomocitics stomatas. However, a useful cacacter to
diference it between L. cylindrica is L. aegyptiaca has colenchyma tissues just in adaxial face
in the midrib, while L. cylindrica show colenchyma in both of faces!®l. In relation to
mesophyl, C. melo, C. moschata and C. mannii both of them have palisade parenchyma
constituited for two to three cell layerst’l. Phytochemistre studys demostrated the presence of
phenolic compostes, alkaloides, terpenes and steroides in leaves of L. cylindrical*?44,
corroboraring with results found through histochemistry tests in this study. The presence of
tannines in leaves of this espécie is divergent, because them are not evidenced in the present

research and in the Aboh et al.*®! either, but Partap et al.*? found them. In relation to
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metabolites flavonoides, tannins, alkaloides and terpenes all has been identified in L.
acutalanga and L. aegyptiacal®.

After the anatomic analyse about the petiole and leaf blade of L. cylindrica this research show
for once time the presence of tector and glandular trichomes in both of faces of leaves to this
specie and can demonstre the importance about the anatomic studies to difference species to

the same genus and macroscopic similar forms.
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APENDICE B - PUBLICACAO EM ANAIS

XXV Simpésio Brasileiro de Plantas Medicinais

PT.10.032 - Caracterizagdo histoquimica da lamina foliar de Luffa cylindrica (L.)

M.Roem. Vieira LEB1, Santos DM1 , Silva AS1, Cavalcanti GS1, Barbosa JWB1, Sa RD1,
Randau KP1 - 1 Universidade Federal de Pernambuco - Laboratério de

Farmacognosia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Palavras-chave: Luffa cylindrica; histoquimica; microscopia.

Introducdo: A familia Cucurbitaceae possui cerca de 134 géneros e aproximadamente 965

espécies que se distribuem em locais de climas subtropical, tropical, arido e temperado. Sdo
plantas herbaceas, geralmente com folhas grandes, com lobos profundos, flores de sexos
separados e frutos do tipo pepdnio. Pertencente a esta familia, Luffa cylindrica (L.) M.Roem.
é uma planta de caracteristica anual, rasteira e/ou trepadeira, cultivada na Asia, Iindia, Brasil e
Estados Unidos da América. Tem como nomes populares maxixao, bucha e é utilizada pela
populagdo para tratar constipacdo, problemas no trato gastrointestinal e alergias. Estudos
relatam metabdlitos secundarios na espécie, como polifenois e flavonoides. No intuito de
localizar estes e outros compostos, o presente estudo teve o0 objetivo realizar a histoquimica na
lamina foliar de L. cylindrica.

Materiais e Métodos: A espécie foi coletada em Alianca-PE, no més de Abril/2018. Uma
exsicata foi encaminhada ao herbario Dardano de Andrade Lima para legitimacdo da
identificacdo botanica. Sec¢des transversais de laminas foliares frescas, obtidas a méo livre,
foram submetidas a reagentes especificos: dicromato de potassio (10%) para compostos
fendlicos; Sudan Il para substancias lipofilicas; Dragendorff para alcaloides; tricloreto de
antiménio para triterpenos e esteroides; vanilina cloridrica para taninos condensados;
floroglucinol para lignina; e Lugol para amido. As imagens digitais foram capturadas por
camera digital acoplada a microscépio optico (Alltion) e processadas no programa Toup View
Image.

Resultados e Discussdo: Compostos fenélicos foram encontrados nos tricomas e compostos
lipofilicos foram evidenciados na cuticula. Alcaloides foram observados no paréngquima da
nervura central. Esses metabdlitos sdo relatados na literatura em espécies de Cucurbitaceae
através de estudos fitoquimicos. Triterpenos e esteroides foram visualizados nas células
epidérmicas. Muitos terpenos ja foram isolados e caracterizados em membros da familia,
sendo as cucurbitacinas os terpenos mais conhecidos. Lignina foi evidenciada no xilema. Os
testes histoquimicos para taninos condensados e amido foram negativos.

Conclusdo: Os resultados obtidos agregam conhecimentos novos na literatura sobre L.
cylindrica e contribuem no estabelecimento de pardmetros de qualidade para a espécie

Apoio: CAPES.
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APENDECE C - 5° ENCONTRO BRASILEIRO PARA INOVACAO TERAPEUTICA

5° EBIT AREA DE SUBMISSAO: Produtos naturais e quimica medicinal

USO DE ESPECIES DE Cucurbitaceae EM PESQUISA
ANTIVIRAL HIV/AIDS.

L.E.B.VIEIRA', I. B. SILVA!, K. P. RANDAU!

L Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas

E-mail para contato: lais-bernardol@hotmail.com

RESUMO - Espécies de plantas do género Cucurbitaceae apresentam substancias com potenciais
atividades frente varias doencas, dentre elas estd a acdo anti-HIV, a partir de mecanismos como a
inibicdo da transcriptase reversa. Frente isto a presente revisdo integrativa teve com foco verificar
quais espécies da familia Cucurbitaceae sdo utilizadas em pesquisas contra o HIV. Para isso bases de
dados foram selecionadas e descritores junto a operadores booleanos utilizados na busca dos artigos.
ApoGs a selecd@o destes e a compilagdo dos resultados pode-se verificar que as espécies Momorica
charantia L. e Momordica balsamina L. foram as mais evidenciadas, apresentando compostos ativos
anti-HIV como a proteina MAP30 e a proteina inativadora de ribossomo tipo | balsamina,
respectivamente. Com isto, estas espécies sdo potenciais candidatos a fArmacos no combate a esta
infeccéo.

Palavras-chave: Momordica charantia. Momordica balsamina. MAP30. Balsamina

ABSTRACT - Plant species of the genus Cucurbitaceae present substances with potential
activities against various diseases, among them is anti-HIV action, from mechanisms such as
inhibition of reverse transcriptase. About this, the present integrative review was aimed at
verifying which species of the Cucurbitaceae family are used in research against HIV. For
this purpose, databases were selected and descriptors were used with boolean operators to
search for articles. After the selection of these and the compilation of the results it can be
verified that the species Momorica charantia L. and Momordica balsamina L. were the most
evidenced, presenting anti- HIV active compounds such as protein MAP30 and inactivating
protein type | ribosome balsamina, respectively. With this, these species are potential drug
candidates in the fight against this infection.

Keywords: Momordica charantia. Momordica balsamina. MAP30. Balsamin
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1.  INTRODUCAO

InfeccBes Sexualmente Transmissiveis (IST) sdo aquelas transmitidas por contato sexual, com
auséncia de preservativos, onde bactérias, virus e outros microrganismos sao disseminados (BRASIL,
2017).

Quanto as infec¢Bes virais, 0 virus da imunodeficiéncia humana — HIV - foi identificado em
36,7 milhdes de pessoas no fim de 2016 e, neste mesmo ano, 1 milhdo morreram por causas
relacionadas a ele, mantendo-o, assim, como um grande problema de salde publica global (WHO,
2017).

O tratamento deste virus ainda é de forma paliativa, através de medicamentos antirretrovirais
eficazes (ARV) que controlam a infeccdo e proporcionam a estas pessoas o0 desfrute de uma vida
saudavel, longa e produtiva (WHO, 2017).

Entretanto, estdo sendo relatadas na literatura, o surgimento de resisténcia do virus, de forma
adquirida, para os que ja fazem o tratamento, e de forma transmitida aqueles recentemente infectados
(PHILIPS et al., 2010; CLUTTER et al., 2016).

Este desenvolvimento de resisténcia estimulou a busca por novas alternativas de tratamento
viral, como o uso de plantas medicinais. Dentre as plantas utilizadas, a familia Cucurbitaceae
apresenta espécies com acdes frente varias doengas (CHEN et al., 2008; CHINSENBU et al., 2015;
CHINSENBU, 2016; WANG et al., 2017).

A acdo anti-HIV desta familia esta presente em espécies como Momordica charantia L.,
Momordica balsamina L. e Trichosanthes kirilowii Maxim, devido a presenca de metabdlitos
secundarios em vaérias partes da planta como as folhas, o fruto e a semente (CHEN et al., 2008;
CHEN; LIU; LU et al., 2009; CHINSENBU et al., 2015).

Por meio dessas informagdes enriquecedoras e atuais sobre a familia Cucurbitaceae, o presente
trabalho realizou uma reviséo integrativa para compilar resultados sobre as espécies com agdo anti-
HIV como forma de auxiliar a comunidade cientifica na identificacdo destes dados.

2. MATERIAIS E METODOS

Estudo de abordagem qualitativa que revisou a literatura para identificar artigos cientificos que
abordassem as espécies da familia Cucurbitaceae quanto ao uso antiviral frente HIV/AIDS. Realizou-
se uma revisdo integrativa, definida como um instrumento de obtencao, identificacdo, andlise e sintese
da literatura direcionada a um tema especifico. Este estudo foi composto por seis etapas: identificacdo
do tema ou questionamento da revisdo integrativa; amostragem ou busca na literatura; categorizacao
dos estudos; avaliacdo dos estudos incluidos na revisdo; interpretacdo dos resultados e sintese do

conhecimento evidenciado nos artigos analisados ou apresentacdo da revisdo integrativa (MENDES;
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SILVEIRA; GALVAO, 2008).

O estudo ocorreu nos meses de outubro a novembro de 2017, tendo como questdo de pesquisa:
Quais espécies da familia Cucurbitaceae sdo utilizadas em pesquisas contra HIV? A coleta de artigos
foi realizada nas bases de dados: Biblioteca Virtual de Saide (BVS) e PubMed, utilizando-se como
descritores de assunto “HIV”, “Cucurbitaceae” e “Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)”.
Para a busca, foi utilizado o booleano “AND”, artigos escritos nos idiomas inglés e portugués, num

periodo de 10 (dez) anos, que estivessem disponiveis online.

Como critérios de exclusao publicagdes no formato teses, dissertacGes, capitulos de livro, as que
ndo tinham relacdo com o tema da pesquisa, bem como trabalhos em outros idiomas e fora do periodo
estabelecido, além dos que nédo estivessem disponiveis na integra. Tomou-se o cuidado em excluir 0s

artigos que se repetiam entre as bases.

Visando a sistematizacdo dos dados, foi desenvolvido um instrumento de coleta contendo:
titulo, autor, ano da publicacéo, objetivo, resultado e conclusdo do estudo. Apds coleta dos dados, foi
caracterizado o scopus de andlise. Os artigos foram comparados e agrupados por similaridade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do levantamento de artigos na literatura, foi realizado a sele¢do destes a partir dos
critérios de inclusdo e exclusdao para posterior analise das informacdes, obtendo-se um total de 644
artigos conforme Figura 1.

Figura 1- Fluxograma de selecdo de artigos.

Amostra inicial Trabalhos excluidos por néo Trabalhos excluidos
atenderem aos critérios: por repeticdo nas
BVS: 27 artigos bases: 129 artigos

PubMed: 56 artigos

Amostra final:

A

7 artigos
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Posterior a selecdo dos artigos, foram compilados resultados, evidenciados conforme a Tabela 1,
contendo as variaveis analisadas para melhor entendimento do assunto quanto a atividade anti-HIV de
espécies da familia Cucurbitaceae.

Tabela 1. Distribuicdo da amostra de estudo quanto as varidveis: autor, ano, objetivo, resultados
frente atividade anti-HIV e concluséo.

Objetivo

Resultados Anti-HIV

Concluséo

Focar na eficécia e
mecanismos de
atividades anti-

diabética, anti-HIV

e antitumoral, com

intengéo
fornecer para
pessoas

com interesse
em

Momordica charantia

O MAP30, proteina inativadora
de ribosomo tipo | (RIP 1),
inibiu infeccdes do HIV-1 em
linfécitos T, mondcitos e
replicacbes do HIV em células
ja infectadas.
Mecanismo associado a sua
ligacdo e inativacdo do DNA
viral por repeticdo de
terminagOes longas de HIV-1 e
por inibicdo da integrase e
transcriptase reversa.

A magnitude mundial da
infeccdo por AIDS e a
auséncia de vacinas contra
esta doenca representa uma
urgéncia em busca de
novos medicamentos.
Estima-se que o uso dos
compostos do
meldo-amargo ou
MAP30, especialmente,
sejam promissores e
necessitam de mais
ensaios clinicos.

Investigar atividade
anti-HIV-1 de
balsamina
purificada

Balsamina reduziu
drasticamente a replicag&o viral
em ensaios com linhagens de
células Jukart T, através do
monitoramento das proteinas
virais p24 e transcriptase
reversa. Quando testada frente
células T CD4+, inibiu a
replicagdo do HIV-1, sem afetar
a viabilidade celular.

Houve atividade antiviral
de Balsamina frente HIV-1
em células T CD4+
inibindo a replicacéo do
virus, sua agao é estavel ao
longo do tempo, com
auséncia de resisténcia
emergente e que a inibi¢do
nado se deve a um efeito
citotoxico.

Autor/Ano Espécie
Fang, E.F; M.
Ng, T.B. 2011  charantia

Kaur, I.; Puri, M.
M.; Ahmed, balsamina
Z.; Blanchet,
F.P,;
Mangeat, B.;
Piguet, V.
2013
Palamthodi, M.
S.;Lele,S.S.  charantia
2014

Testar extratos de
partes de trés
diferentes vegetais da
familia Cucurbitaceae
- Benicasa hispida,
Lagenaria siceraria e
Momordica charantia
- frente varias
doencas.

Evidenciou que M. charantia, a
partir de isolados fitoquimicos,
apresentou atividade anti-HIV.
Alfa e beta momorcarina inibem
a enzima integrase do HIV-1,
lecitina inibe a transcriptase
reversa e a proteina Momordica
anti-HIV (MAP30) inibe a
transcriptase reversa e proteinas
do ndcleo viral.

Outra proteina - MRK29 -
apresentou também atividades
frente a transcriptase reversa
viral em 50%

Os vegetais da familia
Cucurbitaceae sdo bem
conhecidos quanto seus
valores medicinais e
pesquisas cientificas estdo
extensivas estdo sendo
feitas nesta rea para
identificacdo de
compostos bioativos.
Entretanto, pesquisas em
terapia baseada em
evidéncia s&o poucas,
sendo estas necessarias.
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Nagarani, G.; M.
Abirami, A charantia,
Siddhuraju, M.
P. 2014 balsamina

Comparar e
destacar 0s
valores
nutricionais, a
fitoguimica e os
efeitos
fisioldgicos de
espécies de
Momordica
selvagens com
variedades
desconhecidas

MAP30 e a proteina
inativadora de ribossomos
tipo | (RIP-I) apresentaram
atividade anti-HIV. A polpa
de fruta de Momordica
balsamina teve atividade
eficaz contra HIV-1 e
estimulou o aumento de
células T CD4+ nas duas
primeiras semanas em teste
in vivo.

As espécies selvagens
de espécie Momordica
apresentam
fitocompostos em
potencial para o
tratamento de diversas
doencas, mas estudos
S80 escassos. A revisao
trouxe informacgGes para
futuras investigaces.

Thiruvenga), M. dioica
da M.;

Avaliar atividade
antioxidante e

Derivados de flavonoides de
raizes transgénicas

Grupos fenolicos foram
maiores nas raizes

Rekha, K.; antimicrobiana e apresentaram atividade transgénicas e que estes
Chung, 1. producéo de antiviral frente varios virus,  resultados podem usados
M. 2015 .
compostos dentre eles o HIV. de forma eficaz para a
fendlicos de cura de doencas
raizes incluindo as virais.
transgénicas de
M. dioica.
Diaz, J. M. balsamina Apresentar as Momordina obtida de Apesar dos efeitos
H. 2016 plantas Momordica balsamina antimicrobianos de M.
comestiveis e demostrou propriedades de balsamina, sua ingestdo
medicinais inibicdo ribossomal, pode ocasionar efeitos
exoticas que semelhante a ricina. A indesejados no trato
estdo incluidas balsamina, demostrou gastrointestinal e
nas américas e inibicdo da replicacdo do hipoglicemia.
outras partes do HIV-1 em células T CD4+.
mundo.

Raina, K.; M. Revisdo de A proteina MAP30 Apesar de haver varias
Kumar, D.; charantia literatura apresentou atividade anti- pesquisas sobre o fruto
Agarwal, R. baseada nos HIV in vitro causando da M. charantia, é

2016 componentes inativacdo do DNA e necessario saber qual
de M. ribossomos virais, eficacia este fruto tem
charantia e sinergismo com outras frente as doengas.
seus drogas para regulacéo da
beneficios replicacdo do HIV.
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Acdo anti-HIV de espécies do género Momordica (Cucurbitaceae)

Todos os trabalhos abordaram, dentre vérias doencas, estudos frente acdo anti-HIV de espécies
de plantas do género Momordica (Cucurbitaceae). Majoritariamente evidenciou-se Momordica
charantia L. como principal agente antiviral, detentora de moléculas vidveis para o virus da
imunodeficiéncia humana - HIV.

Fang e Ng (2011), ao realizarem uma revisdo de literatura frente acbes medicinais de M.
charantia, descreveram esta espécie como Cornucépia da Salde visto suas atividades bem
consolidadas pela comunidade cientifica. Nesta revisdo hé a abordagem da proteina Momordica anti-
HIV - MAP30- relatado desde 1990, classificado como uma proteina inativadora de ribossomos tipo |
(RIP 1).

Este composto pode inibir infecgdes do HIV-1 em linfocitos T, mondcitos e a replicagdo do
virus em células infectadas por sua ligacdo ao DNA viral, adicionando repeticdes longas terminais,
impedindo a integracdo do DNA do HIV ao genoma do hospedeiro e também pela inibicdo da
integrase e transcriptase reversa do HIV-1. A proteina recombinante MAP30 (re-MAP30) apresentou
atividade semelhante a nativa. Neste levantamento sdo evidenciadas algumas outras moléculas
homdlogas ao MAP30 — a-momorcarina ¢ 3-momorcarina — que também apresentam atividade em
potencial para o HIV.

Outro estudo realizado por Palantholi e Lele (2014) trazem informagdes que corroboram com 0s
autores acima por meio de uma revisdo de literatura. A partir de extratos de folhas de M. charantia,
foram evidenciadas varias classes de metabdlitos secundarios e pela fitoquimica identificados. Dentre
eles estavam o MAP30, discutido também pelos autores Fang e Ng (2011), alfa e beta-momorcarina
que apresentam atividade anti-HIV por meio de inibigdo da integrase do HIV-1, lecitina com agédo de
inibicdo da transcriptase reversa e a proteina MRK29, obtida de sementes e frutos maduros, a qual tem
atividade em 50% para inibi¢do da transcriptase reversa.

Nagarani et al. (2014) e Raina et al. (2016) também evidenciaram em seus estudos a proteina
MAP30 quanto a eficacia de sua atividade anti-HIV.

Em um novo estudo realizado por Kaur et al. (2013), a atividade anti-HIV foi reportada a outra
espécie do género Momordica — Momordica balsamina. De suas sementes foi isolada a Balsamina —
uma RIP |. Testes para verificacdo da agdo anti-HIV foram realizados em linhagens de células Jurkart
T, onde resultou em diminuigdo >99% do virus no ensaio de transcriptase reversa e confirmados pelo
Western blotting. Quanto a IC50, demonstrou resultados dose-dependentes — 10,2nM e teve sua TC50
préximo de 6,25uM frente a droga padrdo Zidovudina - 329 uM. Algo interessante analisado ocorreu
pela anélise resisténcia a substancia pelo virus, haja visto sua potencial forma de mutac&o, onde viu-se
que ndo foi desenvolvida alguma forma de resisténcia emergente.

Quando testada frente células T CD4+ com HVI-1 em replicacdo, também apresentou atividade
dose-dependente e ndo desenvolveu efeitos deletérios as linhagens. Sua TC50 foi de 8,75 pM em
comparagdo a Zidovudina - 31 pM. A partir dos resultados que o estudo compilou, chegaram a
conclusdo de que a balsamina é um potente inibidor do HIV-1 em replicacdo e que elas ndo afetam a
viabilidade celular.

Nagarani et al (2014) relatou também a atividade anti-HIV de M. balsamina como também sua
acdo de estimulo ao crescimento de células T CD4+ em testes in vivo em ratos, nas duas primeiras
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semanas de tratamento.

Esta acdo também foi descrita por Diaz (2016) ao realizar um levantamento sobre duas espécies
— M. charantia e M. balsamina — quanto suas caracteristicas como também suas propriedades
medicinais. Ele trouxe a atividade anti-HIV de dois compostos da M. balsamina, a momordina, onde
descreve sua propriedade inativadora de ribossomos — RIP - como também fala da balsamina com acé&o
de inibicdo do HIV em experimentos em células CD4+ onde relata que houve auséncia de efeitos
toxicos.

Thiruvengadam et al. (2015), no entanto, buscou a verificacdo de atividades da espécie
Momordica dioica. Esta é também pertencente a familia Cucurbitaceae e tem grande valor nutricional
além de ser utilizada na medicina tradicional. E nativa de regides tropicais como Africa, Asia e
América do Sul.

O estudo foi realizado em raizes peludas de M. dioica onde estas eram induzidas a um
melhoramento por Agrobacterium rhizogenes para potencializar seu sistema biotecnoldgico e assim
avaliar a formacdo de metabolitos secundarios e sua atividade, dentre as quais, a antimicrobiana.

Os compostos fenolicos, dentre eles os flavonoides e seus derivados, apresentaram agéo frente
uma variedade de virus, dentre eles, o HIV, de modo superior quando comparado as raizes nao-
modificada. Assim o autor diz que estes resultados demonstraram a acdo das raizes peludas de modo
eficaz e que o uso destas modificacbes pode ser adotado.

Ao analisar os resultados da pesquisa quanto a acao anti-HIV-1, verifica-se que as espécies do
género Momordica sdo potenciais candidatas a futuros farmacos para tratamento de infec¢des contra o
HIV, evitando assim a AIDS. Apresentam moléculas viaveis de diversas partes da planta, muitas com
elucidagdo estrutural realizada, o que possibilita estudos in silico para verificagdo de potenciais locais
de ligacdo a estrutura viral do HIV. Mas, direcionamentos para estudos in vivo Sd0o necessarios para
verificacdo destas atividades, como forma de analisar de modo sistémico as a¢Oes destas moléculas
para determinacdo da farmacocinética e farmacodinamica.

4. CONCLUSAO

Os levantamentos de dados a partir dos artigos selecionados traz a comunidade cientifica um olhar
diferenciado &s espécies da familia Cucurbitaceae, principalmente as pertencentes a espécie
Momordica, frente o HIV, visto que ha moléculas com estruturas definidas e com acdo em potencial
para 0 combate deste virus, com efeitos citotoxicos baixos quando comparados a drogas padrdo de
tratamento.
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