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RESUMO

As plantas apontadas como medicinais fornecem um amplo material de estudo
exploratdrio sobre propriedades farmacoldgicas na botanica. Entre estas propriedades
destacam-se as atividades antioxidante e antimicrobiana, visto que na atualidade a exigéncia
por antibioticos mais eficazes torna-se uma necessidade cada vez maior, em decorréncia da
rapida resisténcia adquirida pelos micro-organismos. E se tratando de antioxidantes, é
imprescindivel uma alternativa para contornar o excesso de radicais livres no organismo e
suas consequéncias. Portanto o presente trabalho teve por objetivo avaliar a atividade
antioxidante, quantificacdo do teor de fendlicos, atividade antimicrobiana, bem como realizar
ensaio toxicolégico em folhas de Momordica charantia, popularmente conhecida por meléo-
de-sdo-caetano, comumente utilizada na medicina alternativa. Para avaliacdo da capacidade
de sequestro de radicais livres foi escolhido o método DPPH e ABTS. A atividade
antimicrobiana foi avaliada pelo método de difusdo por poco, frente a cepas Klebsiella
pneumoniae ATCC 29665, Enterococcus faecalis ATCC 6057 e Pseudomonas aeruginosa
UFPEDA 416. O extrato etandlico mostrou pouca atividade antimicrobiana na concentracao
de 100 mg/mL,exibindo didmetro de halo formado de 7,3 mm frente as cepas Pseudomonas
aeruginosa e Enterococcus faecalis. Na concentracdo de 50mg/mL n&o houve inibicdo do
crescimento bacteriano, possivelmente em decorréncia da resisténcia exibida por estes micro-
organismos, além da formacéo de biofilme dos mesmos. A porcentagem de captura de radical
aumentou conforme a elevacgdo da concentracdo final da amostra, exibindo certa similaridade
com demais trabalhos presentes na literatura cientifica. No ensaio toxicol6gico, as células
continuaram viaveis em todas as concentracdes do extrato. Na avaliacdo fitoquimica foi
possivel identificar a presenca de compostos como flavonoides e saponinas. Entretanto ha
uma necessidade de uma abordagem minuciosa para a deteccdo de compostos responsaveis

por tal atividade.

Palavras chaves: Antimicrobiano. Antioxidante. Meldo-de-sdo-caetano. Plantas medicinais.



ABSTRACT

The plants identified as medicinal provide a broad exploratory study material on
pharmacological properties in botany. Among these properties stand out the antioxidant and
antimicrobial activities, since nowadays the requirement for more effective antibiotics
becomes an increasing need, due to the rapid resistance acquired by microorganisms. And
when it comes to antioxidants, an alternative is essential to circumvent the excess free radicals
in the body and its consequences. Therefore, the present work aimed to evaluate antioxidant
activity, quantification of phenolic content, antimicrobial activity, as well as to perform
toxicological assay on leaves of Momordica charantia, popularly known as sdo caetano
melon, commonly used in alternative medicine. To evaluate the sequestration capacity of free
radicals, the DPPH and ABTS method were chosen. Antimicrobial activity was evaluated by
the well diffusion method against Klebsiella pneumoniae ATCC 29665, Enterococcus
faecalis ATCC 6057 and Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416. The ethanol extract
showed little antimicrobial activity at the concentration of 100 mg/mL, showing a halo
diameter formed of 7.3 mm compared to the Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus
faecalis strains. At the concentration of 50mg/mL there was no inhibition of bacterial growth,
possibly due to the resistance exhibited by these microorganisms, besides the formation of
biofilm of them. The percentage of radical capture increased according to the increase of the
final concentration of the sample, showing a certain similarity with other studies present in the
scientific literature. In the toxicological assay, the cells remained viable at all concentrations
of the extract. In the phytochemical evaluation it was possible to identify the presence of
compounds such as flavonoids and saponins. However, there is a need for a thorough

approach to the detection of compounds responsible for such activity.

Keywords: Antimicrobial. Antioxidant. St. Caetano's Melon. Medicinal plants.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais exercem forte influéncia no que diz respeito a métodos
curativos. Sendo objeto de estudo, devido a presenca de inUmeros compostos
secundarios de interesse cientifico. Estas plantas sempre estiveram presentes na
sociedade humana, sendo empregadas tanto para cura quanto para a prevencdo de
doengas em homens e animais (LOPES et al., 2016). Desde as antigas civilizagdes o
homem ja utilizava as plantas como um auxiliar para a manutencdo da salde ou
inserindo-as em sua alimentacdo, fazendo-se a diferenciacdo das propriedades benéficas
das que poderiam trazer algum risco, através da observacdo comportamental dos
animais (TOMAZZONI et al., 2006).

Nota-se 0 crescente numero de investigacdes relacionadas a efetividade em
extratos produzidos a partir de organismos vegetais, isto em decorréncia ao aumento da
popularidade dos produtos naturais (MARTINS, CASALI, 2019). Os compostos
secundarios presentes em plantas, sdo empregados como modelo para a formulacdo de
farmacos pela inddstria farmacéutica (SILVA et al., 2020). Desse modo as plantas
medicinais podem desempenhar inimeras fungdes terapéuticas a exemplo de espécies
com propriedades antimicrobianas e antioxidantes. “A pesquisa de antibidticos em
plantas medicinais é uma alternativa para descoberta de novos agentes capazes de
sensibilizar bactérias multirresistentes.” (MENDONCA et al., 2016, p. 827).

Lima et al. (2019) definem os antibidticos como substancias medicamentosas
com capacidade de inibir o crescimento microbiano ou ocasionar morte em
determinadas bactérias e fungos. O uso errdneo de antibidticos, atualmente tem tornado
mais complexo o tratamento contra infecgdes de ordem bacteriana. Nathan e Cars
(2014) atribuem a resisténcia a determinados antibioticos as alguns isolados clinicos
dentre estes as espécies Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Estes
micro-organismos resistentes tem se tornado um problema para a saide em decorréncia
de sua resisténcia apresentada a antibidticos, o que diminui assiduamente a escolha de
medicamentos para sanar estes casos (ARIAS; ANDRADE; GONZALES-
ESCALANTE, 2019).

Relacionado a tematica antioxidante, Shami e Moreira (2004) classificam os

radicais livres como &atomos ou moléculas que contém elétrons ndo pareados.
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Produzindo ou sendo resultante de reacGes de oOxido-reducdo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997). Martelli e Nunes (2014) enfatizam que muitos radicais
conhecidos como, por exemplo, a hidroxila OHe e 0 superdxido O2-e, possuem a
capacidade de doar ou receber elétrons (MARTELLI; NUNES, 2014). Para estabilizar
os radicais, uma alternativa sdo o0s antioxidantes que podem apresentar atividade
enzimatica impedindo a oxidacdo; dependendo do modo de acdo, 0s mesmos podem
doar elétrons aos radicais livres tornando-os estaveis (ANGELO; JORGE, 2007). Dessa
forma, metabolitos secundarios como os fendlicos de origem vegetal, podem

proporcionar melhor solucéo na contencéo e eliminacéo destes radicais.

Porém torna-se necessario uma abordagem mais minuciosa, Vvisto que a
toxicidade apresentada pela planta podera trazer riscos aos consumidores em sua forma
natural. Pinheiro et al. (2020) esclarece que todas as plantas possuem toxicidade em
maior ou menor grau, estando relacionada a producgdo de constituintes metabolitos. Os
efeitos toxicos podem surgir pela interacdo entre os produtos oriundos de plantas com
outros medicamentos sintéticos, podendo promover efeitos indesejaveis (BALBINO;
DIAS, 2010). Assim a toxicologia tem por finalidade analisar substancias oriundas de
plantas, para possivel identificacdo dos danos que poderad causar ao organismo a nivel
bioguimico, celular e molecular (DIAS et al., 2017).

Isto se deve ndo somente a variedade de substancias presentes nestes organismos
vegetais, mas também esta intimamente relacionado as concentracfes apresentadas por
estas substancias que além de desempenhar atividades biol6gicas, poderdo ser
contribuintes do perfil toxicoldgico destas plantas (RIBEIRO et al., 2019). Entende-se
entdo que testes laboratoriais sdo extremamente necessarios para 0 conhecimento de
quais plantas apresentam toxicidade, daquelas que s&o consideradas medicinais
(FERNANDES; FELIX; NOBRE, 2016). Portanto, investigacdes farmacoldgicas
podem trazer informag0es a respeito destas ervas, atuando ndo somente na descoberta
de compostos ativos, mas também salientando sobre o uso correto, proporcionando

maior seguranca no que diz respeito a dose terapéutica (BRAGA et al., 2019).

Das plantas medicinais de uso popular destaca-se a espécie Momordica
charantia L., uma erva daninha conhecida popularmente por meldo-de-sdo-caetano,
pertencente a familia Cucurbitaceae. A mesma pode ser encontrada em areas tropicais

da Asia, sendo também comum no Brasil onde é utilizada como cicatrizante,
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antiparasitario e como hipoglicemiante (CORDEIRO et al., 2010). Outras funcdes
atribuidas a planta, também ja foram comprovadas tais como: atividade fungitoxica
(FARIA et al., 2009) e anti-helmintica (GOMES et al., 2010). Por se tratar de uma
planta com grande potencial farmacoldgico, torna-se imprescindivel um estudo

aprofundado sobre o meldo-de-sdo-caetano.

Na medicina alternativa encontram-se valiosas informagdes sobre a utilizacdo de
plantas medicinais a exemplo do meldo-de-sdo-caetano. Portanto pesquisas que
envolvam uma maior explanacdo sobre esta planta é de extrema importancia, pois se
torna necessario a comprovacao de suas fungdes terapéuticas, validando ou ndo o seu
uso popular. Uma vez que, plantas poderdo apresentar diferentes niveis de toxicidade,
exercendo assim um efeito adverso. E caso haja a comprovacdo de que tal erva nao
exerce a funcéo terapéutica esperada a mesma podera ser considerada apenas como um
efeito placebo. Desse modo, investigagdes cientificas sdo indispensaveis para a coleta

de dados e comprovacédo dos seus efeitos medicinais em laboratério.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 GERAL

Tendo em vista o grande potencial na natureza envolvendo a busca de
compostos secundarios que exercam funcGes terapéuticas como atividade antioxidante e
antimicrobiana, este trabalho teve por objetivo avaliar diversas atividades biologicas em
folnas de Momordica charantia, uma planta comumente utilizada na medicina

alternativa para prevencao e tratamento de diversas doengas.
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1.1.2 ESPECIFICOS

e Destacar o uso de plantas medicinais em diferentes sociedades humanas;

e Explanar sobre os mais diversos usos da espécie Momordica charantia dentro da
medicina alternativa.

e Analisar atividade antimicrobiana do extrato etandlico.

e Auvaliar a formagéo de biofilme das cepas bacterianas selecionadas.

e Realizar testes fitoquimicos qualitativos para identificacdo de metabolitos.

e Determinar a quantificacdo do teor de fendlicos totais do extrato bruto.

e Analisar a atividade antioxidante pela a capacidade de sequestro de radicais
livres pelo método DPPH e ABTS.

e Investigar a citotoxicidade do extrato bruto.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 AEMPREGABILIDADE DE PLANTAS MEDICINAIS AO LONGO DA
HISTORIA

Sabe-se que as plantas consideradas curativas ja eram empregadas pelo homem a
milhares de anos, tendo como ponto de partida o empirismo popular pelo processo de
acertos e erros (GADELHA et al., 2013). Sendo datada desde eras como a pré-histdria
(SILVA et al., 2017). Esta considerada uma das praticas mais antigas da humanidade
(VEIGA JUNIOR et al., 2005), teve inicio pela observacdo de animais que acometidos
por agravos, buscavam através da ingestdo destes vegetais o alivio para tais doencas
(SANTOS et al., 2011). Assim como cita Tomazzoni et al. (2006), alguns animais
domeésticos ingeriam cafeeiros selvagens (Coffea arabica L.) e eram observados por
religiosos, que constataram que a ac¢do da tal planta ocasionara um estado de excitagao
nestes animais, o que contribuiu para a inclusdo do café no dia a dia do homem, visto

que este Ihes proporcionava um estado de vigilia.

E importante salientar que o conhecimento tradicional de plantas medicinais esta
interligado a cultura local, sendo possivel observar sua trajetéria ao longo da histéria em
diferentes sociedades humanas. Parte destes registros foram escritos em diversas
culturas como a babilénica, hebraica e assiria, além de outras civiliza¢cbes como a grega
e a egipcia (PIRES, 1984). Segundo Devienne, Raddi e Pozetti (2004), em 2.600 a. C.
os babil6nios e sumerianos ja aplicavam partes como folhas, frutos, flores, cascas e
raizes de plantas como oliveira, alho e l6tus para a cura de doencas. Em algumas
investigacOes de ordem etnobotanica foi possivel identificar alguns medicamentos
produzidos a partir de plantas, registrados em objetos como tabuinhas de argilas em
escrita cuneiforme, pelos sumérios na regido da Mesopotamia a cerca de 3.000 a. C.
(SILVA et al., s/d).

Desse modo é possivel observar que o conhecimento a respeito desta tematica
encontra-se ndo somente na transmissao oral, mas em sua forma escrita assim como
abordado pelos autores acima citados, sendo possivel deparar-se com esses registros
documentados em manuscritos. Todo conhecimento em torno de tais ervas, teve origem
na China e no Egito, onde posteriormente houve a disseminacao desta sabedoria para as
demais sociedades (MARTINS; GARLET, 2016). Um registro de grande importancia
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também considerado um dos pioneiros em um texto chinés datado de 500 a. C, relata a
indicacgéo e a dose terapéutica destes vegetais (OLIVEIRA et al., 2018). Ainda na China
ha registros fitoterapicos do periodo de 2838 — 2698 a. C., onde constam cerca de 365
ervas e venenos que foram catalogadas pelo imperador chinés Shen Nung (FRANCA et
al., 2008). Neste mesmo registro outras plantas foram catalogadas e incluidas em
dinastias como a dinastia Tang sendo inseridas 884 plantas e 1122 ervas na dinastia
Song (CAVALLAZZI, 2006).

De acordo com Firmo et al. (2011), na sociedade egipcia foram documentadas a
empregabilidade de ervas em um manuscrito denominado (Ebers Papirus) no periodo de
1.500 a. C. contendo cerca de 811 prescrigdes e 700 drogas, ressaltando a utilizagdo nos
dias atuais de plantas como Panax spp. conhecida popularmente como Ginseng. No
mesmo manuscrito havia a descricdo de dose recomendada e indicacdo e para qual
tratamento deveriam ser aplicadas (CAVALCANTE; REIS, 2018). No Egito além de

fins medicinais estas plantas eram usadas no processo de mumificacdo (BRAGA, 2011).

Na Grécia Antiga a utilizacdo de plantas ja era muito comum, tendo como pai da
medicina Hipdcrates, que indicava aos demais a erva correta para cura daquela
determinada patologia (CAMPELO; RAMALHO, 1989). Justamente nesta localidade a
palavra fitoterapia teve sua origem, onde therapia (significa tratamento) e pyton
(significa vegetal), tornando-se uma area onde seu objetivo é o estudo de plantas
medicinais como tratamento para doencas (MOTTA,; LIMA; VALE, 2016). No inicio
da Era Cristd houve o surgimento de um catalogo contendo cerca de 600 espécies
vegetais produzidas pelo grego Dioscérides, contendo algumas prescricbes em uma obra
intitulada (De Matéria Médica), causando impacto e sendo ainda utilizada na botanica
até os dias atuais (TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

No Brasil 0 uso de plantas medicinais no cotidiano é datado antes mesmo da
chegada dos portugueses neste pais, a cerca de 1.500 (ROCHA et al., 2015). Apoés a
vinda de africanos para o Brasil, houve entdo uma troca de conhecimentos com o0s
indigenas que aqui estavam, sobre as plantas medicinais e suas origens, sendo
empregadas para fins curativos e ritualisticos (ALMEIDA; BARBOSA; SANTANA,
2012). A medicina indigena exerceu forte influéncia e foi incorporada a farmacopeia

dos colonizadores, e no decorrer dos séculos XVI, XVII e XVII inumeros produtos
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originados a partir da flora, foram levados e comercializados para Vvarios paises do
continente europeu (ROCHA et al., 2015).

E visivel a importancia que o conhecimento tradicional sobre a medicina
alternativa trouxe para as mais diferentes sociedades. Investigacbes sobre este
conhecimento que esta inserido em multiplas comunidades proporcionam dados para a
constituicdo de pesquisas em areas farmacoldgicas, fitoquimicas entre outras (SOARES
et al., 2015). Para Ribeiro et al. (2014) este conhecimento provavelmente originou-se a
partir de principios que foram fundamentais para o surgimento do empirismo, tendo seu

embasamento conforme surgiam exigéncias primordiais rotineiras.
2.1.1 O uso de plantas medicinais por comunidades tradicionais

O conceito de planta medicinal esta relacionado a organismos pertencentes ao
reino vegetal que possuem um ou mais principios ativos de ordem terapéutica
(CAMPELO; RAMALHO, 1989). As medicacGes de origem natural, extraidas de
plantas eram produzidas e administradas por mulheres em tribos primitivas, conforme a
evolucdo chegara, esse papel importantissimo tornou-se um cargo denominado
curandeiro (FRANCA et al., 2008). O conhecimento sobre a medicina alternativa é
proveniente da comunicacdo oral que ocorre entre 0s integrantes mais velhos,
conhecidos por diversas nomenclaturas tais como raizeiros, benzedeiras, sendo
transmitido entre as geractes (GUARIM-NETO, 2006).

Referente a empregabilidade de plantas medicinais, os brasileiros possuem
saberes relacionados a esta temédtica (FRANCO; BARROS, 2006). Destacando
principalmente as comunidades tradicionais, como por exemplo, as comunidades
indigenas e quilombolas. No Brasil o conhecimento tradicional esta difundido, trazendo
consigo uma riqueza de informacg6es quanto a forma de cultivo e o uso principalmente
da flora local. Isto devido a intensa variabilidade da flora presente neste pais (COAN;
MATIAS, 2014). Tal biodiversidade impactaram os primeiros europeus que chegaram a
terras brasileiras, principalmente em relacdo aos costumes indigenas no que diz respeito
a utilizacdo de plantas medicinais, havendo posterior mescla no conhecimento
tradicional de plantas com dos europeus e escravos, com plantas oriundas do continente
Africano (GIRALDI; HANAZAKI, 2010).
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2.2 MELAO-DE-SAO-CAETANO PROPRIEDADES COMPROVADAS E
UTILIZACAO NA MEDICINA POPULAR

Dentre as plantas consideradas medicinais destaca-se a espécie Momordica
Charantia, conhecida popularmente no Brasil por meldo-de-sdo-caetano. Nativa de
regides da Asia tropical (JATAV; SINGH, 2016), pertence a familia Cucurbitaceae
sendo conhecida vulgarmente na india como cabaco amargo ou karela (CEBALLOS et
al., 2017), chamada de Mara Kee Nok em tailandés (MANEENIN et al., 2018), possui
um caracteristico sabor amargo (ASSIS et al., 2015). Em geral as curcubitaceas podem
ser encontradas como plantas arbustivas espinhosas ou até mesmo como &rvores,
podendo apresentar caracteristicas morfoldgicas como folhas alternadamente simples,

flores com coloracdo amarela ou branca, sendo unissexuais (WANG et al., 2017).

As hortaligas pertencentes a este grupo sdo amplamente encontradas em regides
subtropicais e tropicais, dentre as quais a espécie Cucurbita maxima destaca-se em
decorréncia do tamanho dos seus frutos, sendo por vezes alvo de concursos de abdboras
(RAJASREE et al., 2016). No Brasil as espécies pertencentes a esta familia estdo
presentes em diversos biomas como Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica entre outros
(GOMES-KLEIN; FRANCENER, 2018). A familia Cucurbitaceae pertencente a ordem
Cucurbitales (MACHADO; COSTA, 2019), possui cerca de 130 géneros e 800
espécies das quais evidenciam-se 0s géneros Trichosanthes, Lagenaria, Luffa,
Benincasa, Momordica, Cucumis, Citrullus, Cucurbita, Bryonopsis e Corallocarpus,
devido as pesquisas cientificas voltadas para vegetais incluidas nestes géneros
(RAJASREE et al., 2016).

O cultivo de Momordica charantia estad presente em continentes como Asia,
Africa, América do Norte até localidades como a Amazonia e Caribe (CHUNG et al.,
2016). O meldo-de-sdo-caetano é uma videira com hastes alongadas, seu fruto se
assemelha com um pepino que apresenta coloracdo esverdeada quando imaturo, e
amarelo-alaranjado ao concluir seu processo de maturacdo (KOMOLAFE et al., 2013).
Ao atingir seu estado de maturagdo, ocorre uma divisdo em seus frutos o que lhe
permite a liberacdo das sementes através do processo de enrolamento para tras (PATIL;
PATIL, 2011) (figura 1).

Figura 1- llustracdo dos frutos, folhas e flor de Momordica charantia.



23

A) fruto maduro, B) abertura do fruto com enrolamento para tras e exposicdo das sementes. C) folha com
hastes, D) flor de coloragdo amarela.

Fonte: prépria autoria.

O nome dado ao género Momordica vem do latim que significa mordida,
fazendo referéncia ao formato das bordas de suas folhas (ASSIS et al., 2015;
ANILAKUMAR; KUMAR; ILAIYARAJA, 2015). M. charantia vem ganhado
destaque ao longo dos anos devido a suas propriedades terapéuticas. Nascimento et al.
(2019) relata que ja foi demonstrado em estudos que esté planta é prescrita na medicina
alternativa para o diabetes, como cicatrizantes de queimaduras além de agir como

vermifugo e antimicrobiano.

Dentre as atividades bioldgicas estudadas e atribuidas a esta espécie pode-se
citar sua capacidade fungitoxica apresentado em sua parte aérea em estudos realizados
por Faria et al. (2009), ovicida e larvicida (CORDEIRO et al., 2010), hepatoprotetor por
modelo de lesdo investigada por Pereira et al. (2010), a amenizacao da aterosclerose em
camundongo supostamente pela diminui¢do de triglicerideos e pela sua capacidade anti-
inflamatoria descrita por Zeng et al. (2018), propriedades antioxidante e anti-apoptotica
(KIM et al., 2018), aléem de atuar na inibicdo do crescimento de células cancerosas da
mama assim afirmado por Ray et al. (2010), bem como seu potencial antimicrobiano
(LUCENA FILHO et al., 2015).
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2.3 RESISTENCIA BACTERIANA: ALTERNATIVAS PARA CONTORNAR ESTA
PROBLEMATICA

Atualmente a resisténcia bacteriana a antibioticos tornou-se um dos agravos
persistentes, que tem despertado em areas oriundas da ciéncia, meios para contornar
essa realidade. A problematica esta relacionada a escolha correta do antibiético para o
tratamento de infeccbes promovidas por cepas multirresistentes, o que pode
comprometer o quadro do paciente podendo por vezes leva-lo a oObito, devido ao
tratamento com antibioticos inapropriados (BORTOLOTI et al., 2018). A caracterizacao
de resisténcia dada a uma determinada espécie bacteriana é promovida pela viruléncia
presente na mesma, o0 que Ihe confere a capacidade de adaptacdo ao ambiente (ROCHA
etal., 2018).

A resisténcia bacteriana ocorre em decorréncia da evolucdo da espécie por meio
de mecanismos, que surgem devido a exposicdo de cepas a antibidticos, mesmo aqueles
prescritos corretamente (SAMPAIO et al., 2018). Entre 0os mecanismos pode-se citar a
formacdo do biofilme, que caracteriza-se pela formacdo de um material envolto da
colbnia bacteriana que as aderem em superficie (FREIRE et al., 2018). Alves et al.
(2016) afirmam que o biofilme bacteriano caracteriza-se como uma organizagao
estruturalmente funcional em meio a matrizes poliméricas que sdo sintetizadas por estes

micro-organismos.

J& para Vazquez et al. (2019) o biofilme forma-se a partir de células que se
aderem em superficies formando uma comunidade, a exemplo da espécie S. aureus
citada pelos autores. Estas comunidades podem ser encontradas em ambientes com
umidade ou até mesmo aquosos, em superficies vivas ou inanimadas (VAN
WOLFEREN et al., 2018). O biofilme pode ser um coadjuvante no desenvolvimento de
certas patologias. O biofilme estd associado a infecgdes cronicas e que mesmo apds o
término da administracdo de antibidticos, estas infeccbes perduram no organismo
(SILVA, J. 2015). Para Jara et al. (2017) o biofilme pode comprometer a cicatrizagdo de

feridas croénicas, principalmente em Ulceras neuropéticas, segundo 0s proprios autores.

Uma alternativa para combater a resisténcia bacteriana seria a busca por
compostos na natureza. Uma vez que investigagdes com o intuito de encontrar

compostos em plantas com agdo antibiofilme tem se consagrado com o decorrer dos
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anos (CENTROBI; ALIENDRO; MATTANA, 2019). Diante desta problematica,
espécies como Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis e Klebsiella
pneumoniae tem se tornado um desafio quanto ao seu perfil de resisténcia. P.
aeruginosa espécie amplamente relacionada a infeccdes hospitalares, possui um alto
grau de resisténcia aos antimicrobianos (LACERDA et al., 2016), é uma bactéria Gram-
negativa presente em diversos ambientes (LEE e ZHANG, 2015).

E. faecalis sdo bactérias Gram-positivas que produzem &cido latico (ZANDONA
e SOUZA, 2017), estdo corelacionadas a infec¢fes endodonticas (PARADELLA et al.,
2007), sdo encontradas no trato gastrointestinal de animais além de ambientes como
solo e a agua (PORTO et al., 2016). K. pneumoniae uma bactéria Gram-negativa
(MICHALOPOULOQS et al., 2008), promove infecgdes nos tratos respiratorio e urinario
podendo estar associada a quadros de bacteremia (PONTES et al., 2018), alem de estar
associado por vezes a pneumonia aspirativa o que contribui para 0o aumento da
morbidade e mortalidade (ROSSI et al., 2015).

2.4 RADICAIS LIVRES COMO PONTO CRUCIAL NO DESENVOLVIMENTO DE
MALES A SAUDE

Os radicais livres podem ser caracterizados como atomos, agrupamento ou ions
que possuem elétrons desemparelhados e sdo responsaveis pelo aparecimento de
doengas degenerativas e envelhecimento precoce (MIRANDA et al., 2014). Por
possuirem elétrons desemparelhados em suas Orbitas mais afastadas do nucleo, estes
radicais adquirem instabilidade, necessitando doar ou capturar elétrons de outras
moléculas (COTINGUIBA et al., 2013). Os radicais livres podem ser encontrados em
localidades como citoplasma, mitocondrias ou até em membranas celulares
(COTINGUIBA et al., 2013).

Estes radicais sdo formados pela reacdo de oxi-reducdo, onde podem doar
elétrons produzindo a reacdo de oxidacdo ou ao obter elétrons sofrendo
consequentemente a reducdo (LIMA; BEZERRA, 2012). Dos quais destacam-se 0
oxigénio singleto, os radicais superdxido, hidroxila, Oxido nitrico entre outros
(MIRANDA et al., 2014). Nesta perspectiva o hidréxido é considerado mais reativo, em
virtude da sua capacidade de provocar lesdes celulares (BIANCHI; ANTUNES, 1999;
VASCONCELOS et al., 2014). Nesse sentido Vale et al. (2019) elucidam que o0s
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radicais que sdo produzidos em regibes como no tecido hepatico ap6s um pico
metabolico, podem promover degeneragdo neste tecido provocando cirrose.

Diante do exposto Bortolatto et al. (2020) apontam que o estresse oxidativo
baseia-se na alteracdo da homeostase, ocorrendo neste periodo a producdo destes
radicais e sua contencdo através do processo natural de antioxidantes celulares. Porém
em excesso desses radicais sdo responsaveis por ocasionar mudanga na permeabilidade
da membrana plasmatica, estando envolvidos também na ocorréncia de mutacdo nas
bases do DNA, além de promoverem a desnaturacdo de enzimas (DIAS et al., 2010). Os
radicais livres ainda estdo envolvidos no surgimento de doengas como aterosclerose,
Alzheimer, diabetes, no aparecimento de doencgas autoimunes bem como inflamacdes
crbnicas, sdo algumas patologias associadas a estes ions instaveis (SHAMI; MOREIRA,
2004). Nesse sentido Lima Neto et al. (2015) apontam ainda outras patologias

resultantes do acimulo de radicais como cancer e isquemia cerebral.

Dantas, Frank e Soares (2008) relatam que o dano oxidativo pode ser um dos
responsaveis pelo desencadeamento da doenca de Parkinson, pois segundo 0s autores 0s
radicais atuam nas células neuronais. Uma solucdo para a contencao destes radicais esta
justamente em compostos secundarios com acdo antioxidante em vegetais, que vem
despertando interesse por parte da Ciéncia. Os antioxidantes podem ser designados
como substancia capazes de inibir a oxidacdo em substratos (MORAIS et al., 2013),
impedindo  reacBes em cadeias de processos oxidativos (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004). A exemplo dos fendlicos, estes que sdo encontrados em
larga escala em organismos vegetais (MALACRIDA; MOTTA, 2005), conferindo
protecdo as plantas contra invasores como micro-organismos (ROCHA et al., 2011),
podendo agir na captura de radicais livres derivando de compostos como &cidos
benzobicos e flavonoides (MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004).

Os flavonoides estdo entre os maiores compostos secundarios em plantas
(SILVA, L. et al., 2015), estando presentes em partes como frutas, flores e folhas
(SILVA et al., 2002), quanto a sua capacidade antioxidante sdo estruturalmente
melhores que as vitaminas C e E possuindo uma Otima capacidade de sequestro de
radical (ALVES et al., 2007), bem como possuem a capacidade de evitar a formacéo de
EROs (espécies reativas de oxigénio) pois o processo de oxidase & impedido
(JIMENEZ; MARTINEZ; FONSECA, 2009). Silva et al. (2002) descrevem algumas
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propriedades farmacoldgicas dos flavonoides como sua capacidade de evitar a

peroxidacdo lipidica, além de impedir que as plaquetas se agreguem.

Lopes et al. (2000) afirmam que os flavonoides além de serem reconhecidos
como antioxidantes e anti-inflamatérios, também possuem acdo antialérgica, sdo
vasodilatadores e auxiliam na prevencdo de tumores. Se tratando de outros compostos
secundarios, Schenkel et al. (2010) relatam que as saponinas estdo relacionadas a
atividade anti-inflamatdria ja descrita em vegetais como Aesculus hippocastanum L. Se
tratando de taninos, Santos e Melo (2010) reconhecem que além de possuirem acdo anti-
inflamatoria também atuam na cicatrizacdo, desempenhando acdo em locais que
sofreram algum trauma, promovendo a sua reconstituicdo através da formacdo de um

complexo protetor constituido de tanino-proteina.

E evidente a riqueza de informagBes que pode ser encontrada na natureza,
servindo como uma ferramenta na prevencao e curas de varios males. Através de seus
compostos com as mais diversas propriedades farmacoldgicas, porém € necessario um
estudo toxicologico sobre os compostos presentes nestas espécies vegetais. Visto que
muitos adeptos da fitoterapia fazem seu uso de modo a ndo se preocupar com os efeitos
que esta pode ocasionar, mesmo sendo totalmente natural (OLIVEIRA; LUCENA,
2015). Pois nesta perspectiva Aradjo et al. (2014) ponderam sobre a toxicidade que
estes compostos podem trazer, principalmente as pessoas que estdo incluidas em grupos
suscetiveis como idosos, criancas, gestantes e portadores de doencas cronicas, além dos

autores salientarem para os riscos de interagdes medicamentosas.

Estas interacbes medicamentosas ocorrem quando ha uma automedicacéo,
resultando na associacdo de medicamentos sintéticos e plantas medicinais, por vezes
sem o conhecimento do profissional da satide (FARIAIS et al., 2016). Carneiro e
Comarella (2016) confirmam que essas interacdes medicamentosas no que diz respeito a
absorcdo, podem alterar a efetividade do farmaco, podendo também interferir na

quantidade de medicamento a ser absorvido.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 COLETAE IDENTIFICACAO BOTANICA

A coleta do material vegetal ocorreu no municipio de Garanhuns — PE, onde foi
processado no laboratorio de Biotecnologia e Inovagdo Terapéutica da Universidade de
Pernambuco — campus Garanhuns para a obtencdo do extrato. Referente a identificacdo
botanica, foi feito a exsicata da planta e depositada no Herbario Dardano de Andrade
Lima no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), para obtengdo do numero de

tombo e identificacdo da espécie descrita na tabela 1.

Tabela 1- Identificacdo botanica da espécie trabalhada e nimero de tombamento.

NOME CIENTIFICO FAMILIA N° DE TOMBAMENTO

Momordica charantia L. Cucurbitaceae 92887

3.2 PREPARACAO DO EXTRATO

Para a preparacdo do extrato a 10%, foram utilizadas as folhas em etanol
absoluto. Apds um periodo de cinco dias a solucéo foi posta em evaporador rotativo em

uma temperatura de 50°C (figura 2) até eliminacdo total do solvente.

Figura 2- Rotaevaporacdo do extrato etanolico das folhas de Momordica charantia.

Fonte: prépria autoria.

3.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS
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3.3.1 Antibiograma de difusdo por poco

Baseando-se na metodologia de Moody et al. (2004) com algumas modificacdes,
0 metodo de difusdo por pogo consiste em avaliar a suscetibilidade microbiana a
presenca de extratos vegetais. O meio sélido escolhido foi o Agar Mueller-Hinton e para
meio liquido caldo TSB (Tryptic Soy Broth). Os micro-organismos foram cedidos
Universidade Federal do Agreste de Pernambuco, sendo selecionadas as espécies:
Klebsiella pneumoniae ATCC 29665, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 e
Enterococcus faecalis ATCC 6057, padronizados pela escala de McFarland a 0,5.

Como controle positivo foi utilizado o antibidtico Cefalexina, como controle
negativo foi utilizado DMSO e agua deslitalada. O extrato foi previamente solubilizado
em DMSO (Dimetilsulféxido) e agua destilada. Apds o semeio em placa, foram
perfurados pogos medindo 5mm de didmetro e depositado 20pL do extrato nas
concentragfes de 50mg/mL e 100 mg/mL em triplicata. As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas. Apos este periodo houve a medi¢do do diametro do halo formado
com auxilio de um paquimetro. Como parametro de medigdo de halos foi utilizado a

classificagdo adotada por Matsuura (2004).

Para as analises estatisticas foi utilizado o programa Excel, onde foram
realizados os célculos das médias e desvio padrdo das diferentes concentracdes dos

halos de inibicdo formados.
3.3.2 Avaliacéo da formacéao de biofilme bacteriano

Para o seguinte teste de aderéncia em placas foi utilizado a metodologia proposta
por Guimardes et al. (2012) com adapta¢oes, utilizando dados espectrofotométricos em
células bacterianas que aderem a placa de microtitulacdo de 96 po¢os._Primeiramente as
bactérias (Klebsiella pneumoniae ATCC 29665, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA
416), foram inoculadas em caldo BHI (brain heart infusion) e incubadas por 24h a 37°
C. Para a padronizacdo, foi depositado em placa de 96 pocos 200uL do inoculo, a
leitura foi realizada utilizando a absorbancia a 600nm, padronizando entre uma DO
(Densidade dtica) de 0,145 - 0,155. Logo apds foi depositado em placa de 96 pocos
160pL de meio liquido e 40uL do in6culo padronizado em quadruplicata.
Posteriormente foi realizada leitura (tempo Oh), a placa foi vedada e incubada por 24h.

Ap0s o periodo de incubacéo foi realizada nova leitura (tempo 24h).
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Com analise dos dados obtidos (tempo Oh e 24h) na leitura da densidade Otica
foi feita a média das quadruplicatas de cada espécie incluindo o branco como controle
de esterilidade (somente meio liquido), para se ter o conhecimento do crescimento

bacteriano.
3.3.2.1 Revelacdo do biofilme

Método baseado em XU et al. (2016) com adaptacdes, onde visa corar o biofilme
formado pelas bactérias com cristal violeta. Ap6s o crescimento bacteriano em placa de
96 pogos, a mesma foi vertida em becker para a retirada do sobrenadante. Logo apos
houve a lavagem da placa com solucéo salina a 0,9%, sendo depositado 200 pL em cada
poco, posteriormente foi retirado a solucdo, repetindo-se este processo por mais duas
vezes. Para a fixacdo do biofilme, a placa foi incubada em estufa a 55° C por 1h. Para
corar as bactérias que aderiram a placa, foi adicionado 200 pL de cristal de violeta a
0,4% em cada poco, deixando em repouso por 15 minutos. Logo apds ocorreu a
lavagem da placa seguida da aplicacdo de 200 pL de etanol absoluto, a placa foi deixada

em repouso por 30 minutos seguida da realizagéo da leitura da DO a 570 nm.

Para a analise de dados foi utilizados critérios adotados por Lima et al. (2017),
onde ap0s a obtencdo das médias dos isolados (DOi), houve a comparacdo com a media
do controle de esterilidade (DOc). Ocorrendo a classificacdo de acordo com o autor

acima citado:

e Nao produtores de biofilme: DOi < DOc;
e Fracos produtores de biofilme: DOc < DOi < 2x DOc;
e Moderados produtores de biofilme: 2x Doc < DOi < 4x DOc;

e Fortes produtores de biofilme: 4x Doc < DOi;
3.4 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES
3.4.1 Verificacédo da capacidade de sequestro de radicais livres DPPH

O procedimento foi baseado na metodologia empregada por Brand-Williams et
al. (1995) e Rufino et al. (2007a) com algumas modificagcOes. Este processo consiste em
verificar a capacidade de sequestro do radical livre DPPH. Para a curva padrdo foi
utilizado o &cido ascorbico a 0,2mg/mL como padrdo positivo, nesta etapa foi utilizado

o DPPH em uma concentragio de 0,5 a 6,0 pg/mL. A amostra foi adicionada etanol e



31

DPPH em uma concentracéo final de 5,0 pg/mL a 200 pg/mL. Tanto o padréo positivo
quanto a amostra foram distribuidas em placa de 96 pocos em triplicata, sendo agitados
a abrigo da luz e levado para UV-visivel para realizacdo da leitura a 517nm. A atividade

sequestradora foi definida através da formula:

Abs controle — Abs amostra
AS (%) = 100

Abs controle

O resultado da atividade antioxidante foi expresso em CEso. De acordo com
Ribeiro et al. (2007) a CEsg esta relacionada a concentracdo necessaria para conter 50%
do radical DPPH.

3.4.2 Ensaio para avaliacdo do sequestro do radical 2,2°-azino-bis (3-

etilbenxenotiazolin) 6-acido sulfénico (ABTS)

As metodologias de Re et al. (1999), Rufino et al. (2007b), Han et al. (2011) e
Zhu et al. (2011) com adaptagdes foram usadas para avaliar a atividade antioxidante
pelo sequestro do radical ABTS. Com este método consegue-se identificar se a amostra
possui a capacidade de captura do radical ABTS estabilizando-o0. Para o ensaio foi
preparado uma solucdo estoque de ABTS a 7,0mM. Para a preparacdo da solucdo
estoque de persulfato de potassio a 140 mM foi dissolvido 37,84 mg de K,SOs em 1,0
mL de agua destilada. A partir da solucdo estoque de ABTS foi preparado a solucdo do
radical cation ABTS™, onde foi adicionado 2,5 mL da solugio estoque de ABTS em
44,0 puL da solucdo estoque de persulfato de potassio (140,0mM). A mistura foi
homogeneizada e deixada em repouso a abrigo da luz e em temperatura ambiente por
16h.

Para a preparacao da solucdo de ABTS para analise, houve a dilui¢do do radical
ABTS"™ em etanol e realizado a leitura para que atingisse a DO de 0,7 + 0,05 em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 734 nm. Como controle positivo foi
utilizado TROLOX a 0,1 mg/mL onde foi dissolvido 1,0 mg em 10 mL de etanol
homogeneizando. Para a curva foram utilizadas concentracgdes de 0,5 a 5,0 pg/mL. Para
a amostra foi utilizado a concentracdo inicial de 1,0 mg/mL. A concentracdo final da
amostra variou entre 40,0 ug/mL a 500,0 pg/mL utilizando a formula C;xV=CyXVs.

Para o célculo da atividade sequestradora foi empregada a formula abaixo:
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Abs controle — Abs amostra
AS (%) = 100

Abs controle

3.5 METODO IN VITRO PARA DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS
TOTAIS

Baseado na metodologia de Souza et al. (2007), Gulcin et al. (2004) com
adaptacdes, onde este método consiste em quantificar o teor de compostos fendlicos em
extratos vegetais. Como controle positivo foi utilizado o acido galico a 0,5 mg/mL. Para
a formulacdo da curva padrdo além do acido galico foi utilizado uma solugdo de
carbonato de sodio a 15% e uma solucdo de Folin Ciocalteu a 3%. Para o preparo da
solucdo da amostra, o extrato bruto foi dissolvido em etanol na concentracdo de 1,0

mg/mL.

ApOs a preparacdo das solucbes acima citadas, estas foram deixadas para reagir
em repouso durante duas horas. Apds este periodo ambas as solucdes foram depositadas
em 300 puL em uma placa de microtitulacdo de 96 pocos e realizada a leitura em UV -
visivel em absorbancia de 760 nm. Para o branco foi utilizado agua destilada. Para
calcular a quantidade em mg de fendlicos totais por g de extrato foi utilizado a equacéo

abaixo:

Conc.Eq em Ac. galico (mg/mL)

X =
(mg) Concentracao da amostra (g/mL)

3.6 ANALISE FITOQUIMICA QUALITATIVA
3.6.1 Identificacdo qualitativa de saponinas

Metodologia adaptada da Sociedade Brasileira de Farmacognosia (2009a), 2g da
droga em po foi submetido a fervura em 10 mL de agua destilada durante 3 minutos.
Logo ap6s houve agitacdo verticalmente do tubo de ensaio por 15 segundos. Apds a
formacéo da espuma na solucdo, houve a demarcacdo da mesma e a contabilizagéo de
15 minutos em repouso. Apos este periodo houve a observacdo da reagdo apresentada

pela solucao.

3.6.2 Identificacdo qualitativa de antraquinona
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Baseado em Soares et al. (2009), em 0,2g da folha de M. charantia foi
adicionado 1 mL de NaOH a 10%, agitando-se durante 2 minutos. Logo apds foi
adicionado mais 1 mL de NaOH a 10% observando-se a mudanca de coloracdo. Tendo

como positivo a coloracdo rosea.
3.6.3 ldentificacdo qualitativa de taninos

Teste executado segundo a metodologia da Farmacopeia Brasileira (2010) e
Matos (1997) com adaptagBes. Em 2g da folha de meldo-de-séo-caetano foi adicionado
50 mL de &gua destilada e submetido a fervura durante 15 minutos. Logo apés foi
acrescentando uma solucdo de FeCl; a 1% em metanol observando a mudanca na

coloracdo. Positivo quando apresentar coloracao azul.
3.6.4 Identificacdo qualitativa de flavonoides pela reacdo com cloreto de aluminio

Metodologia adaptada da Sociedade Brasileira de Farmacognosia (2009b) e
Costa (2015). Para a extracdo, 1g da folha em 10 mL de solucdo de EtOH a 70% foi
submetido a fervura por 2 minutos, logo apds foi filtrado. Tiras de papel filtro foram
umedecidos com o extrato alcodlico obtido. Em uma das regides foi depositado solucéo
de AICI; a 5%, comparando a fluorescéncia sob luz ultravioleta (ondas longas), para
observar mudanca na coloracdo. Positivo havendo intensificacdo da fluorescéncia

apresentando coloragédo verde amarelado.
3.7 AVALIACAO DE TOXICIDADE IN VITRO
3.7.1 Cultura de células

A linhagem de fibroblastos dérmicos murino (3T3) foi cultivada em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 1% de glutamina e 100 U de penicilina 10 ug de estreptomicina/mL a 37 °C
com 5% de CO,. As células foram manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo
laminar vertical e cultivadas em frascos plésticos para cultura (25 cm?, volume de 50

mL ou 75 cm?, volume de 250 mL, Corning).
3.7.1.2 Ensaio de viabilidade celular

O efeito citotoxico do extrato MC-EtOH foi avaliado pelo ensaio de MTT

(MOSMAM, 1983). As células (7 x 10° células/pogo) foram plaqueadas em microplacas
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de 96 pocos e mantidas em estufa de CO2 por 16 horas para adesdo das células. Apos
esse periodo, 0 meio de cultura de cada poco foi desprezado, em seguida foi adicionado
0 uma solucéo do extrato MC-EtOH diluidas em meio de cultura DMEM, em diferentes
concentragdes (3,91; 15,625; 62,5; 125; 250 ou 500 pg/mL), Tween 20 (3%) (controle
positivo) ou DMSO (0,005%) (agente solubilizante do extrato).

Apos a incubacédo por 24 h, a 37 °C em estufa de CO2, foi adicionado 22,5 pL de
MTT ([brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolio]) (Sigma-Aldrich
EUA) na concentragdo de 5 mg/mL e mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera de 5% de
CO2 por 4 horas. Ap6s 0 periodo de incubacdo, o sobrenadante foi desprezado e
resuspenso em 100 pL de dimetilsuféxido (DMSQ), para solubilizar o formazan
produzido. A viabilidade celular foi quantificada através da habilidade das mesmas em
reduzir o corante amarelo MTT em azul de formazan, atraves da atividade da enzima
succinildesidrogenase presente nas mitocondrias de células vidveis. A densidade Optica
(OD) da solugdo em cada pogo foi registrada a 540 nm. O percentual de viabilidade
celular foi determinado em relacdo a amostra de controle: (absorbancia de células

tratadas/absorbancia de células ndo tratadas) x 100%.
3.7.1.3 Andlises estatisticas

Os resultados da analise de viabilidade celular foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM), realizados em triplicata e analisados estatisticamente
empregando-se o test t ou a analise de variancia (ANOVA), seguida do pos-teste de
Dunnett. Os resultados foram considerados significantes quando p < 0,05. Todos 0s
dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad
Software Inc., San Diego CA, EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.1.2 Atividade antimicrobiana pelo método de difusdo por poco do extrato

etandlico de Momordica charantia
Para o antibiograma foi calculado a média da triplicata dos halos formados e
expressa na tabela 2.

Tabela 2- Resultado do antibiograma por difusdo por poco expresso em média do didmetro do halo
formado em triplicata.

CONCENTRACAO DAS AMOSTRAS (mm)

100 Antibidtico
Espécies 50 mg/mL CN (Cefalexina 100
mg/mL
mg/mL)
Pseudomonas 7,3+0,5 - - 230
aeruginosa
Klebisiella 6,3+0,5 - - 226+0,5
pneumoniae
Enterococcus faecalis  7,3+0,5 - - 24+ 26

Legenda: (-) sem atividade, (CN) controle negativo DMSO + agua destilada.

Observa-se que diante dos resultados contidos na tabela 2, o extrato ndo obteve
éxito na inibicdo do crescimento bacteriano na concentracdo de 50 mg/mL. Na
concentracdo de 100 mg/mL as médias obtidas dos halos formados ainda foram
menores se comparado com os halos formados do controle positivo. De acordo com
Matsuura (2004), halos com didmetro de 7 a 10 mm sdo considerados com baixa
atividade antimicrobiana, halos de 11 a 14 mm possuem atividade moderada, halos com
didmetro acima de 14 mm podem ser considerados com uma alta atividade e aqueles
que estdo abaixo desta classificacdo sdo considerados com auséncia de atividade. No
teste apresentado na tabela 2, o extrato de M. charantia frente a K. pneumoniae de
acordo com o autor citado, pode ser classificado com auséncia de atividade, E. faecalis

e P. aeruginosa a atividade antimicrobiana pode ser classificada como baixa.
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Saeed e Tariq (2005) verificaram a atividade antimicrobiana de algumas plantas
dentre estas 0 meldo-de-sdo-caetano, através da difusdo por poco, utilizando o suco da
polpa e pele do fruto, obtendo resultados positivos na inibicdo do crescimento de cepas
como P.aeruginosa e K. pneumoniae para ambos os sucos testados. Utilizando 0 mesmo
método e comparando-o com difusdo por disco Leelaprakash et al. (2011), constaram
que as folhas de M. charantia apresentou tal atividade em extrato metandlico quando
comparado com o0 aquoso frente a quatro cepas, dentre estas as duas espécies
bacterianas acima citadas. Sen et al. (2012), isolaram o B-sitosterol das folhas de M.
charantia, submetendo a teste fitoquimico e atividade antimicrobiana pela difusdo por
disco frente as espécies E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Klebsiella pneumoniae, onde concluiram que os halos formados pelo isolado possuia

certa equivaléncia com o padrao (Gentamicina) testado.

Além da atividade antibacteriana Rakholiya et al. (2014) também analisaram a
capacidade antifungica em extratos hidroalcodlicos (metanol + &agua) das folhas,
peciolo, casca, polpa e fruto de M. charantia observando sua efetividade,
principalmente se tratando das espécies do género Pseudomonas. Mada et al. (2013) em
atividade antimicrobiana pela difusdo por pogo obtiveram halos para P. aeruginosa com
extrato etandlico da folhas de M. charantia de 14mm. Quando comparado os resultados
obtidos neste trabalho dos autores acima citados, observa-se que ha uma grande
diferenca no didametro dos halos formados, pois ainda que se trate de uma mesma

espécie, provavelmente ambas as cepas possuem um perfil de resisténcia diferente.

Olufunke (2011) analisou extratos aquosos, metandlicos e etandlicos de trés
espécies vegetais, dentre estas a espécie M. charantia utilizando suas folhas,
submetendo a testes frente as espécies bacterianas, obtendo resultados para K.
pneumoniae de 8 mm de didmetro com o extrato etandlico na concentracdo de 50
mg/mL. Diferenciando dos resultados obtidos neste estudo proposto que ndo obteve
inibicdo do crescimento nesta mesma concentracdo. Saengsai et al. (2015) isolaram uma
lactona de M. charantia designada de plumericina, onde a submeteram a teste
antimicrobiano CIM (concentragdo inibitéria minima) frente trés espécies Gram-
negativas e cinco Gram-positivas, onde duas espécies E. faecalis e B. subtilis se
mostraram mais suscetiveis a presenca do isolado, apresentado valores melhores que o

antibiotico (Cloxacilina) utilizado segundo os autores.
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Abaixo encontra-se na tabela 3 as dez leituras realizadas dos indculos no tempo

Oh e 24h.

Tabela 3- Leitura do indculo em espectrofotémetro a 600 nm (tempo Oh e 24h).

Oh Oh - 24h 24h - UFC (unidades
branco branco | formadoras de col6nia)

BRANCO 0,07 - 0,072 - DO 600= 1= 8x108UFC
Pseudomonas 0,101 | 0,031 0,569 0,497 0,466
aeruginosa
Klebsiella 0,103 | 0,033 0,62 0,548 0,515
pneumoniae
Enterococcus NT NT NT NT NT
faecalis

Legenda: (NT) ndo testado.
Abaixo na tabela 4 pelos critérios adotados por Lima et al. (2017), houve a
classificacdo do biofilme formado pelas respectivas cepas: Pseudomonas aeruginosa e

Klebsiella pneumoniae.

Tabela 4- Leitura do biofilme bacteriano.

MEDIA RESULTADO
BRANCO 0,144 + 0,18 _
Pseudomonas aeruginosa 0,627 + 0,13 Forte produtor
Klebsiella pneumoniae 0,479 £ 0,06 Moderado produtor

Se tratando de biofilme bacteriano pode-se observar na tabela 4 que a espécie P.
aeruginosa foi classificada como uma forte produtora de biofilme, j4 a espécie K.
pneumoniae foi classificada como produtora de biofilme moderado, o que demonstra
seu perfil de resisténcia ao extrato etandlico de M. charantia. Freitas, Sand e Simonetti
(2010) detectaram a capacidade de formagdo de biofilme em duas espécies bacterianas
em canetas odontologicas, entre estas P. aeruginosa. Os autores acima citados

realizaram este experimento por meio do teste de cristal violeta, obtendo resultado
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positivo através da absorbancia. Corroborando com o resultado obtido da formacéo de

biofilme com esta mesma espécie neste estudo.

Ferreira et al. (2013) analisaram ao longo de trés anos amostras de Unidades de
Terapia Renal Substitutiva (UTRS) do Estado do Rio de Janeiro, onde constataram que
das bactérias isoladas, P. aeruginosa era forte produtora de biofilme. Costa et al.
(2016) verificaram a capacidade de formacg&o de biofilme de quatro espécies bacterianas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Listeria
monocytogenes ATCC 19117 e Salmonella Typhimurium ATCC 14028, dentre estas, as
espécies P. aeruginosa e S. Typhimurium foram as maiores formadoras de biofilme.
Assim como constatado neste trabalho onde P. aeruginosa foi classificada como forte

produtora de biofilme.

Lima et al. (2017) a partir de P. aeruginosa isoladas de pacientes com
pneumonia associada a ventilagdo mecanica, e realizaram testes qualitativos e
quantitativos, sendo possivel identificar no teste quantitativo que cerca de 75% dos
isolados eram formadores de biofilme e no perfil de suscetibilidade cerca de 53,3%
eram consideradas multirresistentes. Referente a espécie Klebsiella pneumoniae, Seifi et
al. (2016) verificaram sua capacidade de formacdo de biofilme além de conseguir
determinar o gendtipo produtor do biofilme, destes isolados cerca de 52,1% foram
considerados produtores de biofilme moderados, porém em relacdo a genotipagem os
autores ndo encontraram correlacdo com a formacao de biofilme. Ao observarmos o
resultado obtido no teste deste trabalho com os resultados dos autores acima citados, a

espécie K. pneumoniae é uma produtora moderada de biofilme.
4.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
4.2.1 Atividade antioxidante pelo método DPPH

Os resultados referentes a este teste estdo expressos na tabela 5. A curva padréo

(4cido ascoérbico) exibiu o seguinte valor:
y = 0,453x + 79,577

R2?=0,9356
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Tabela 5- Resultados do DPPH e da CE50 DPPH do extrato etandlico das folhas de M. charantia e
padrdo acido ascdrbico.

CONCENTRACAO ATIVIDADE SEQUESTRADORA (AS) %
10,0 pg/mL 1,485884 + 0,01
20,0 pg/mL 8,915305 = 0,02
30,0 pg/mL 19,46508 + 0,02
50,0 pg/mL 32,33405 + 0,01
60,0 ug/mL 36,88437 £ 0,01
70,0 pg/mL 42,23769 + 0,00
80,0 pg/mL 47,64454 + 0,01
90,0 pg/mL 56,37045 + 0,03
150,0 pg/mL 67,23769 + 0,00
200,0 pg/mL 73,07281 £ 0,01
AMOSTRAS DPPH" CEso % D.P (ng/mL)
M. charantia 6,96+0.02
Acido ascorbico 29,58+0,01

Referentes a estudos com atividade antioxidante, Yoshime et al. (2019)
realizaram testes com Oleo essencial de Punica granatum e M. charantia, obtendo
resultado para o meldo-de-sdo-caetano na CEsy do DPPH de 11,8. Valor este que se
aproxima do resultado obtido neste estudo. A CEsy apresentada pelo extrato etandlico de
M. charantia neste estudo foi de 6,96, sendo assim, esta é a quantidade necessaria para
eliminacdo de 50% do radical DPPH.

De acordo com Chung et al. (2016), a capacidade de estabilizar radicais livres a
exemplo do radical peroxila, ocorre devido a presenca de compostos fendlicos na planta
que permitem a doacdo de elétrons ou hidrogénio. Patel et al. (2011) realizaram ensaios
antioxidantes com o extrato dos frutos, obtendo resultado para o etandlico na
concentra¢do de 60 pg/mL um valor da AS(%) de 31.675 + 1.0, e na concentragdo de
200 pg/mL um valor de 69.729 + 0.76. Resultado este que se aproxima dos valores

obtidos nestas mesmas concentracGes neste presente trabalho.

Rezaeizadeh et al. (2011), analisaram e compararam a atividade antioxidante de

extratos metandélico e cloroférmico dos frutos de M. charantia, obtendo resultado no
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DPPH nas concentracdes de 35 pug/mL e 62,5 pg/mL os respectivos percentuais de
captura para o extrato metanolico 5.57 + 0.420 e 13.10 = 0.468, para 0 extrato
cloroférmico 3.70 £ 0.478 e 6.62 £ 0.457. Valores estes que estdo abaixo dos resultados
obtidos do extrato etanolico das folhas nas concentracdes de 30 pg/mL e 60 pg/mL
neste estudo. Isto deve-se possivelmente a diferenca de ambiente, pois fatores como o
solo e clima poderdo interferir na concentracdo de compostos. Segundo Yadav et al.
(2016), a atividade antioxidante de vegetais como 0 meldo-de-sdo-caetano deve-se ao
alto teor de compostos fenois e flavonoides presentes nestas plantas. Para verificar a
capacidade de contencéo de radicais livres e melhoramento do estresse oxidativo Kim et
al. (2013), submeteram fragBes do fruto seco em teste in vitro utilizando células
epiteliais renais LLC-PK, onde a fragdo BuOH obteve melhor desempenho na captura
de radical livre (DPPH), além de promover a diminuicdo do estresse oxidativo nestas

células.
4.2.2 Atividade antioxidante pelo método ABTS
Abaixo consta a tabela 6 com o resultado da atividade antioxidante pelo método

de captura do radical ABTS, com as respectivas concentracdes finais da amostra e o

percentual de captura do radical.

Tabela 6- Resultados da atividade antioxidante pelo método ABTS do extrato etandlico das folhas de M.
charantia concentracéo inicial 1,0 mg/mL.

Concentracdo final da amostra AS (%)

50 pg/mL 87,34 0,0

60 pg/mL 88,25+ 0,0

90 pg/mL 91,86 £ 0,0

100 pg/mL 96,38 + 0,0

ABTS  CEs + D.P (ng/mL)
Amostra 90,06+ 4,1
Trolox 0,010+ 0,01

Leelaprakash et al. (2011) investigou em extrato aquoso e metandlico das folhas
de M. charantia atividade antioxidante pelos métodos de DPPH e ABTS, onde obteve
em ABTS no extrato aquoso na concentracdo de 50 pg/mL a AS (%) de 28+ 0.18, no

extrato metanolico nesta mesma concentracdo obteve o mesmo valor de AS (%). Ja na
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concentracdo de 100 pug/mL o autor acima citado obteve no extrato aquoso a AS (%) de
59+0.30 e no extrato metandlico a AS (%) de 63+0.26. Ao compararmos os resultados
obtidos neste trabalho com o dos autores, podemos observar que o extrato etanélico foi
superior na captura do radical ABTS em ambas as concentracdes, na concentracao de
50pug/mL o valor da AS (%) foi de 87,34 + 0,0 e na concentracdo de 100ug/mL a
AS(%) de 96,38 £ 0,0.

Yoshime et al. (2019) pesquisaram em 0leos essenciais das sementes de roma e
meldo-de-sdo-caetano atividades antioxidantes dentre estas DPPH e ABTS, onde
obtiveram resultados positivos para ambas as plantas, concluindo que esta propriedade
deve-se a presenca de compostos como fitoesterdis (principalmente B-sitosterol) entre
outros. Hobanthad e Maneetong (2019) desenvolveram um estudo com 20 plantas da
Tailandia dentre estas, M. charantia sendo utilizadas as folhas, realizando testes
antioxidantes como DPPH, ABTS e FRAP, obtendo a CEsy para ABTS da planta acima
citada de 72.70+2.42. Neste trabalho a CEsy do extrato etandlico foi de 90,06+ 4,1
sendo esta a concentracdo necessaria para eliminacdo de 50% do radical ABTS. Ha esta
divergéncia se comparado com o resultado dos autores acima citados, possivelmente em
virtude da localizacdo da coleta da planta, visto que o ambiente é um fator relevante na

producéo e concentracdo de compostos.

Hwang (2018) realizou um estudo comparativo entre as folhas e frutos de M.
charantia, através de atividades antioxidantes como DPPH e ABTS, ambas as estruturas
foram extraidas em etanol, relacionado ao ABTS o extrato das folhas na concentracédo
de 50 pg/mL a AS(%) foi de 1.58 + 0.05, j& na concentracdo de 100 pg/mL a AS(%) foi
de 3.45 £ 0.34. Ao comparar os resultados acima com os resultados obtidos neste
trabalho, ha uma clara diferenca entre o percentual de captura de radicais livres, isto
deve-se provavelmente pelo método adotado de extracdo e exposicdo a temperatura

durante este processo.
4.3 QUANTIFICAGAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS

Abaixo na tabela 7 estdo expressos os resultados obtidos na quantificacdo do
teor fendlicos totais. E possivel observar que na concentragdo de 400ug/mL, o valor
obtido de fendlicos foi de 14,4 mg EAG/g. E que em 1g de extrato etandlico h4 9,6 mg

de fenolicos. A curva de acido galico exibiu o seguinte resultado:
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y = 0,0006x + 0,0497
R?=0,9911

Tabela 7- Quantificacdo de fendlicos totais das amostras.

Concentragdes do extrato Valor total de fendlicos
bruto de meldo-de-séo- mg EAG/g em 1g de extrato
caetano
100 pg/mL 42+0,0
200pg/mL 10,1 + 0,08 9,6
400pg/mL 144+ 0,01

Relacionado a quantificacdo do teor de fendlicos totais, Hamissou et al. (2013)
obtiveram em extrato aquoso dos frutos de M. charantia um valor de 13.28 + 1.71 mg
EAG/g. Valor este que se aproxima do obtido na maior concentracao final de 400ug/mL
do extrato bruto do mel&o-de-sdo-caetano com 14,4 + 0,01 mg EAG/g . Ozusaglam e
Karakoca (2013) constataram que em extrato etandlico do fruto maduro, o valor de
fenolicos foi de 23.45+2.25 mg EAG/g engquanto que no extrato etanélico das sementes
maduras valor de fendlicos foi de 9.36+0.32 mg EAG/g, sendo possivel observar que
nos frutos maduros ha maior concentracdo de fendlicos quando comparado com as
sementes maduras. O valor obtido das sementes maduras pelos autores acima citados se
aproxima do valor obtido no extrato etandlico das folhas na concentracdo final de
200pg/mL com 10,1 £ 0,08 mg EAG/g.

Shodehinde et al. (2016) produziram extrato aquoso e metandlico das folhas de
M. charantia, afim de comprovar se 0s compostos da planta produzia algum efeito sobre
a enzima ligada a hipertencdo, bem como a inibicdo da peroxidacdo lipidica in vivo,
dentre os extratos, o0 metandlico foi o0 que conseguiu inibir a peroxidacdo lipidica e a
enzima ligada a hipertensdo. Segundos 0os mesmos autores estas propriedades poderiam
estar ligadas a composicdo fendlica presente na planta. Aljohi, Matou-Nasri e Ahmed
(2016) realizaram estudo antioxidante pela captura de radical livre (DPPH) e teor de
fenolicos em extrato aquoso da polpa e da carne do fruto de meldo-de-sao-caetano, onde

0S mesmos obtiveram o resultado positivo para atividade antioxidante, sendo o extrato
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da carne do furto se sobressaiu em relacdo ao teor de fendlicos e atividade antioxidante.

Os autores afirmaram que esta propriedade foi exercida por dose dependente.

O teor de compostos secundarios como, por exemplo, os fendlicos contidos em
plantas, pode haver alteragdes em seu teor, de regido para regido, pois o ambiente (clima
e solo) sdo fatores determinantes para esta caracteristica. Em investigacdes
farmacolodgicas produzidas por Singh et al. (2011) foi possivel observar esta diferenca
entre compostos fendlicos de uma mesma espécie de diferentes regides. Neste caso 0s
autores acima citados fizeram este comparativo da espécie M. charantia de trés regides
(Pusa Vishesh, Kalyanpur Barasati e Priya), a analise por HPLC (cromatografia liquida
de alta resolugdo) mostrou que a planta coletada de Kalyanpur Barasati continha o

maior teor de acido fenolico quando comparada com as demais regides.
4.4 AVALIACAO FITOQUIMICA QUALITATIVA

Na tabela 8 encontram-se os resultados referentes a avaliacdo fitoquimica
qualitativa de alguns compostos secundarios como antraquinonas, saponinas, taninos e
flavonoides das folhas de M. charantia. Na atividade fitoquimica houve a identificacéo

de saponinas pelo método de agitagdo e suspensdo de espuma.

Tabela 8- Resultado qualitativo de identificacdo de compostos secundarios.

TESTE QUALITATIVO DE COMPOSTOS SECUNDARIOS

Positivo Negativo
Saponinas *
Antraguinonas *
Taninos *
Flavonoides *

Mada et al. (2013) realizaram teste fitoquimico em extrato etanélico e aquoso
das folhas, apresentando como compostos secundarios saponinas, taninos flavonoides
entre outros. Em teste fitoquimico realizado por Rodrigues et al. (2010) com extratos
hidrofilico e lipofilico das folhas de M. charantia, os autores confirmaram a auséncia de
taninos pela reacdo com cloreto férrico e antraquinonas em ambos o0s extratos e
presenca de saponinas pelo teste de espuma e teste de precipitacio no extrato
hidrofilico. De acordo com Schenkel et al. (2010) as saponinas produzem esta espuma
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em solucdo aquosa devido a presenca de sapogenina (porcao lipofilica) e sua porgédo
hidrofilica que é constituida por agucares.

Leelaprakash et al. (2011) em teste fitoquimico qualitativo classificaram o
extrato aquoso das folhas em taninos pelo teste com FeCI3 como negativo, flavonoides
com solucdo aquosa de NaOH como moderado, saponinas como concentragcdo normal.
J& com o extrato metandlico os mesmos autores classificaram taninos pelo teste com
FeCI3 como concentracdo normal, flavonoides com solugdo aquosa de NaOH como
moderado, saponinas como concentracdo normal. Ao compararmos os resultados dos
autores acima com os resultados obtidos neste trabalho com o extrato etanélico, hd uma

equivaléncia.
4.5 AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE IN VITRO

Na figura 3 encontra-se o resultado do extrato etanolico sobre a viabilidade
celular em fibroblastos. Como controle positivo foi utilizado o Tween a 3%. Para
amostra foram utilizadas seis concentracfes. Onde na concentracdo de 500 pg/mL as

células ainda estavam viaveis em cerca de 50%.

Figura 3- Efeito do extrato [MC-EtOH] ug/mL sobre a viabilidade celular de fibroblastos (3T3)
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As colunas e as barras verticais representam a média + EPM, respectivamente. A linha tracejada
representa o grupo controle (apenas 0 meio DMEM). ANOVA one-way seguido do pos-teste de Dunnett,
***p < 0,001 (Controle vs. MC-EtOH ou Tween (3%)).
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Kim et al. (2015) formularam extrato aquoso e etanolico do fruto e sementes de
M. charantia, a fim de obter uma conclusao se a planta em questdo poderia ser utilizada
na indastria cosmética, ao submeter a ensaio de viabilidade celular (MTT) os autores
obtiveram resultado negativo para toxicidade até a concentragcdo de 1.000 pg / mL.
Santos et al. (2012) investigaram algumas atividades bioldgicas no extrato etandlico
das folhas de M. charantia, dentre estas a avaliacdo de citotoxicidade a partir de células
macrofagos onde na concentracdo de 100ug/mL de 25% de citotoxicidade e na
concentracdo de 10ug/mL esta porcentagem reduziu para 16%. Chippsa et al. (2012)
submeteram extratos aquoso, etandlico das sementes a dois tipos de linhagem celular
(célula de rim embrionario humano 293T (HEK293T) e tumor de célon humano 116

(HCT116), onde concluiram gue o extrato aquoso apresentou citotoxicidade acentuada.

Fongmoon et al. (2013) realizaram estudo antioxidante e citotoxico com o
extrato etandlico da planta inteira (folha, caule e raiz) coletado na Tailandia, com
células Hela e Siha, onde os autores concluiram que o extrato possuia citotoxicidade
moderada. De acordo com os resultados na literatura cientifica e neste trabalho, esta M.
charantia possui citotoxicidade moderada, uma vez que a mesma além e ser utilizada na
medicina alternativa, também é empregada na gastronomia. Santos et al. (2013) em
teste citotoxico utilizou o extrato etandlico das folhas de M. charantia frente a
Fibroblastos NCTC929, onde concluiram que o mesmo exibiu nivel elevado de
citoxicidade. Na literatura ndo foram encontrados trabalhos avaliando a citotoxicidade
do meldo-de-sédo-caetano com fibroblastos desta linhagem utilizada neste trabalho, foi
encontrado apenas uma pesquisa envolvendo fibroblastos de outra linhagem especifica,

e demais estudos com células tumorais.
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5 CONCLUSAO

O extrato etandlico das folhas de M. charantia apresentou pouca atividade
antimicrobiana. Em relagéo a atividade antioxidante DPPH e ABTS testada, o extrato se
mostrou eficaz, porém conseguiu capturar um percentual maior de radicais ABTS. Tal
propriedade antioxidante pode esta correlacionada aos compostos fendlicos presentes na
planta, visto que nesta atividade o extrato exibiu um alto teor de fendlicos. O que
corrobora com os resultados obtidos na avaliacdo fitoquimica, pois flavonoides e
saponinas estdo incluidos no grupo dos fenolicos. Em relacdo ao nivel de toxicidade, as

celulas fibroblasticas se mantiveram viaveis em todas as concentragdes do extrato.
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