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RESUMO

A utilizacdo das plantas medicinais com indicacbes para processos
infecciosos representa grande importancia nos dias atuais. Este estudo trata-se de
avaliar “in vitro” a agdo antimicrobiana do extrato etandlico da semente de
Momordica Charantia L., com determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM),
concentracdo bactericida minima (CBM) de cepas padrdo e isolados de bactérias
multirresistentes e a concentracdo fungicida minima (CFM) frente a diferentes
espécies de Candida, utilizando o método da microdiluicdo. Todos o0s
microrganismos apresentaram sensibilidade ao extrato. Os resultados deste estudo
mostram a importancia de se avaliar meios alternativos de combate ao
desenvolvimento de resisténcia a drogas, particularmente em linhagens
multirresistentes, contribuindo para uma melhor compreensdo da atividade das

plantas medicinais como antimicrobianos.

Plavras-chave: Momordica charantia L.; Fitoterapicos; Efeito antimicrobiano.



ABSTRACT

The use of medicinal plants with signs for infectious processes is very important
nowadays. This study comes up to evaluate "in vitro" antimicrobial action of the
ethanol extract of Momordica charantia L. seed determines the minimum inhibitory
concentration (CIM), determines the minimum bactericidal concentration (CBM) of
standard strains and multiresistant strains and determine the minimum fungicidal
concentration (CFM) All microorganism showed sensitivity to the extract. The results
of this study show the importance of evaluating alternative ways to combat
development of drug resistance, particularly in multiresistant strains contributing to a

better understanding of the activity of medicinal plants as antimicrobials.

KEYWORDS: Momordica charantia L.; Herbs; Antimicrobials effect
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1. INTRODUCAO

O conhecimento e a utlizagdo de plantas medicinais no tratamento e
prevencdo de doencas encontram-se inseridos na historia da humanidade desde a
antiguidade, contribuindo nos mais diversos estagios de desenvolvimento da
sociedade e sendo parte integrante da cultura de cada povo (JUNIOR et al. 2005).

Neste sentido, o Brasil é um pais privilegiado por possuir cerca de 25% da
flora mundial, tendo grande potencial para a formulacdo de novos farmacos, deste
menos de 1% tiveram suas propriedades avaliadas cientificamente para possivel
acao medicinal (CASTILHO et al 2007; DRUMOND et al. 2004).

A crescente procura por novos agentes antimicrobianos, a partir de plantas
medicinais vem se desenvolvendo nos ultimos tempos em razdo do elevado
surgimento de microrganismos resistentes aos medicamentos ja existentes
(MENDES et al.2010). Como também, as precarias condicOes financeiras
apresentadas pelo maior indigente da populacdo brasileira torna-se um impasse
para o uso de medicamentos industrializados e neste caso a utilizacdo de plantas
medicinais apresenta custo inferior e, consequentemente, mais acessivel a essa
populacéo (LIMA JR et al 2006).

Trabalhos que buscam verificar o potencial antimicrobiano de plantas
medicinais representam um desafio na descoberta e identificagdo de novos
farmacos. Considerando que sdo escassos 0s estudos sobre o potencial biolégico
dos frutos da Momordica de Charantia L. (Meldo-de-s&o-caetano), este trabalho tem
como importancia, avaliar a acdo da mesma frente a microrganismo de interesse
clinico, afim de agregar garantias cientificas em relacdo ao uso de plantas

medicinais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a atividade antibacteriana e antifangica in vitro do extrato etandlico de

Momordica de Charantia L frente as cepas padrdes e isolados multiresistentes.
2.2 Objetivos especificos
e Determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato etandlico de
Momordica de Charantia L frente as cepas padrdes e isolados

multiresistentes.

e Determinar a concentracdo bactericida minima (CBM) e fungicida minima

(CFM) do extrato frente as cepas que apresentarem sensibilidade.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Momordica charantia L.

E uma espécie pertencente a familia Cucurbiticeae. Representa uma
espécie vegetal silvestre, encontrada em areas urbanas e rurais (Ribeiro et al.,
2004). E considerada uma planta daninha, trepadeira, bastante frequente em
pomares, cafezais, sobre cercas e alambrados e em terrenos baldios. Ocorre
virtualmente em todas as regides habitadas do Brasil (Lorenzi, 2000).
Historicamente, Cucurbitidceae representa uma das mais relevantes familias das
plantas utilizadas para a confeccdo de fitoterapicos (Lenzi et al., 2005). E utilizada
comumente na medicina caseira em paises como Brasil, China, Colémbia, Cuba,
Gana, Haiti, india, México, Malasia, Nova Zelandia, Nicaragua, Panama e Peru
(Grover e Yadav, 2004).

No Brasil foi denominada popularmente como meldo-de-sao-caetano, erva-
de-lavadeira, erva-de-séo-vicente, fruta-de-cobra e meldozinho (SOUZA, 2001). No
Nordeste brasileiro a M. charantia L. é encontrada em abundancia, sendo descritas
onze subespécies proprias da regido (MATOS, 1997).

O popular meldo-de-séo-caetano é originario do leste indiano ou do sul da
China (Robison et al. 1997). Teve sua denominacdo Momordica (significado na
lingua latina de “mordida”), em funcéo das bordas das folhas, que denotam terem
sido mordidas (Assubaie, 2004). Tem seu reconhecimento tido como “revolucionéria”
decorrente a sua versatilidade como produto alimenticio e em aplicacdes
terapéuticas (Assubaie e El-Garawany, 2004), onde € utilizada no tratamento de
coceiras, sarnas e impinge (Lorenzi e Matos, 2002), nas alteracfes hiperglicémicas
(Batran et al. 2006) e no controle de doencas de plantas (Celoto et al. 2008).

Suas propriedades fenotipicas podem ser restringidas e influenciadas por
fatores climaticos e pelo estagio de desenvolvimento da planta. Em contrapartida os
indicadores moleculares, baseados em polimorfismos na sequéncia de DNA, séo
independentes das condicdes ambientais e proporcionam elevados niveis de
polimorfismo (Dey et al. 2006)

Os frutos apresentam sementes vermelhas em funcdo de um indice elevado

de licopeno (Assubaie, 2004). Sao ricos em vitaminas, principalmente A, B1, B2 e a
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vitamina-C, e apresentam diversos minerais (calcio, magnésio, de fruto fresco).
(Yuwai et al., 1991).

Baseados no uso da medicina popular, tem sido identificada a eficacia da M.
charantia como antileucémico, antidiabético, antitumor, hipotensivo, hipoglicémico,
imunomodulador (Beloin et al. 2005), inseticida, lactagogo, laxativo, purgativo,
estomaquico, tbnico, vermifugo (Assubaie, 2004), antimicrobiano, antiviral,
antimutagénico, antioxidante, adstringente e propriedades (Campello, 2005),
cicatrizacdo de feridas e tratamento de ulceras pépticas (Grover, 2004).

Os extratos aquoso, etandlico e metandlico de M. charantia tém demonstrado
atividade antimicrobiana de largo espectro de acdo (KHAN, 1998; PEREIRA et al.
2006), com atividade contra Escherichia coli (OMEREGBE et al., 1996), Helicobacter
pylori (YESILADA et al., 1999) e Staphylococcus aureus (PEREIRA et al. 2006).

No Brasil, 0 Meléo-de-Sao-Caetano € abundante e muito usado na medicina
popular, especialmente nordestina. No entanto, sua composicdo quimica e
propriedades farmacoldgicas tém sido pouco estudadas no Brasil, ainda que a planta
nos ultimos 25 anos tenha recebido uma maior atencéo dos pesquisadores orientais,
devido a descoberta da presenca em suas sementes de uma substancia proteica

inativadora de ribossomos e com atividade imunossupressora (Lorenzi, 2000).

3.2 MICRORGANISMOS

3.2.1 Bactérias

a) Escherichia coli

A Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo bacilos Gram
negativos, aerébios e anaerodbios facultativo (BRASIL, 2005). Considerando o seu
risco para seres humanos, crescente atencao epidemiolégica tem sido observada
(ACHA et al. 2003). Estima-se que 5,5% dos surtos sédo provocadas por bactérias do
grupo coliforme, onde tem como principal agente etioldégico a E. coli, representando
assim o terceiro maior causador de surtos (Brasil, 2005). No contexto da infestacéo
patogena a E. coli é tida como uma das mais expressivas na contaminacao fecal,
provavelmente, pela facilidade de sua comprovacdo diagnostica (FORSYTHE,
2002), cujos sinais e sintomas incluem febre, cdlica, vomito, diarreias, mal estar e
calafrios (SILVA JR, 2005).
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O principal habitat da E. coli & o trato intestinal dos humanos e de outros
animais de sangue quente. A maioria dos sorogrupos de E. coli faz parte da
microbiota comensal do intestino dos mamiferos. No entanto, certos sorotipos séo
patogénicos para 0 homem e para outros animais e estes ndo sao considerados

como fazendo parte da microbiotaintestinal.

b) Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas euruginosa sao cocos Gram-negativos (GALES et al. 2003),
responsavel por infecces graves em seres humanos, podendo conduzir até a
morte do paciente (MENDES et al 2006). A P. aeruginosa apresenta enzimas
capazes de promover hidrélize das cefalosporinas, penicilinas e carbapenemos, o
gue confere sua resisténcia a estes antibidticos (SADER, 2004).

Os primeiros relatos de isolados de P. aeruginosa no Brasil se deu em Sao
Paulo (LEE et al 2003). O seu aumento significativo em unidades de terapia
intensiva (UTIS) causou uma série de preocupacdo (MORAES et al 2002), por
representar o principal fator de risco para as infec¢des isoladas frente ao uso de
antibioticos em grandes quantidades (GRAF et al 2009).

c) Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sdo cocos Gram positivos, facultativos, imoveis,
amplamente distribuidos na natureza e fazem parte da microbiota normal da pele
(TORTORA et al. 2000) e da cavidade bucal (GREGORIO et al. 2006; PEREIRA, M
et al. 2009).

A patogénese de S. aureus é condicionada aos fatores de viruléncia na forma
de toxinas, enzimas e outras proteinas associadas a parede celular, mediados por
genes plasmidiais ou cromossdmicos, que combinados conduzem a doenca. O S.
aureus utiliza diferentes estratégias para sobrepujar as defesas microambientais do
hospedeiro infectado e potencialmente colonizar os tecidos (PEREIRA, M et al.
2008).

O S. aureus representa 0 agente causador mais comum dentre as infec¢cdes
piogénicas, tais como: endocardite, meningite, pericardite, infeccoes pulmonares
(JAWETZ et al. 2000, ACHA et al. 2003, KONEMAN et al. 2008), sendo identificado
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como um dos principais fatores de risco para a infec¢cdes em pacientes cirlrgicos ou
em hemodidlises (SILVA, 2004, BRASIL. 2005). E responsavel por cerca de 11,7%
dos surtos das infecc¢des, cujos sintomas sao restritos basicamente a nauseas, com
rara ocorréncia de diarreias e auséncia de febre na maioria dos relatos (FRANCO et
al. 2005). Além disso, o S. aureus exerce papel importante na inducdo e

exacerbacédo das doencas inflamatérias (KONEMAN et al. 2008).

d) Proteus mirabilis

Proteus mirabilis € uma bactéria Gram negativa, encontrada regularmente nos
intestinos do homem. Causa infec¢des principalmente no trato urinario, sendo a
primeira causa de infec¢cdes comunitarias e a segunda associada a infeccdes
hospitalares. Estes microrganismos hidrolisam uréia formando aménia, tornando
assim a urina dos pacientes com infec¢cdes crbnicas muito alcalinas, fato que
favorece formacéao de célculos renais devido a diminuicdo da solubilizacéo do calcio.
Bactérias do género Proteus apresentam resisténcia natural as polimixinas, um
grupo de antibidtico bastante ativo contra as demais enterobactérias e outros Gram
negativos (ANWAR et al., 2003).

e) Providencia rettgeri

Providencia rettgeri é um género de bactérias Gram negativas, moveis,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Comumente associada a infeccbes do
trato urinario na comunidade sadia e em pacientes com cateter. Podem causar
infeccdes oportunistas variadas em pacientes hospitalizados, com queimaduras,

lesBes cutaneas, ferimentos cirargicos e septicemia (ALMEIDA, et. al,.2009)

3.2.2. Leveduras

As leveduras sdo tidas como microrganismos onipresentes em nosso
ambiente. Apesar de milhares de espécies existentes, a maioria € saprofitica do solo
ou agente patogénico vegetal. Apenas 300 espécies sao descritas como capazes de
causar patogenias em animais (KRIZNIK et al 2005). Destas, cerca de 150

compdem a microbota bucal normal, sendo considerados importantes patdgenos,
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com destaque para as espécies do género Candida, como a C. albicans, C tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei, C. glabata, C. guillermonde. A C. albicans é responsavel
por infeccdes superficial e sistémica (KRIZNIK et al 2005). E um dos principais
patdogenos da mucosa (CALDERONE 2002) e constitui a espécie mais prevalente
nas infecgdes oportunistas (PEREIRA, M et al. 2010), especialmente em pacientes
imunocomprometidos (HUNG et al. 2005).

A emergéncia das leveduras tidas como ndo C.albicans tornou-se uma
preocupacdo na area da saude, uma vez que podem ser altamente resistentes a
antifiingicos, como € o caso da C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e
a C. guillermonde (PASQUALOTTO et al. 2005, PASQUALOTTO et al. 2006).

A C. glabrata surge como a segunda causa mais comum de candidose
invasiva (PFALLER E DIEKEMA 2007). Muitos isolados apresentam resisténcia,
enquanto outros facilmente desenvolvem resisténcia apés tratamento (BENNETT et
al. 2004). No Brasil, foi verificada a sua ocorréncia em 2,49 casos para cada 1.000
internacdes hospitalares. (Colombo et a. 2006).

A C. guillermonde é um componente da microbiota humana, raramente
isolada de pacientes, devido a sua baixa viruléncia (ARENDRUP et al. 2002,
ANTUNES et al. 2004). Em func¢éo disto, € menos estudado, em relacdo as outras
espécies de Candida ( COLOMBO et al. 2003).



17

4. MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (fruto) da Momordica Charantia L. foi adquirido através da
coleta direta, na regidao do alto Mesorregido do Sertdo Paraibano, no municipio de
Malta-PB (6° 54’ 14" S, 37° 31' 19" W) (Figura 1), cuja exsicata foi depositada no

laboratério de Botanica da UEPB.

Figura 1. Obtencéo do fruto da Momordica Charantia L.

4. 2. PREPARACAO DO EXTRATO VEGETAL

Apoés coleta e limpeza, os frutos foram acondicionados em sacos de papel,
deixados na estufa de fluxo de ar continuo a 40°C, por um periodo de sete dias.
Ap6s secagem, o material foi moido e imerso em &lcool etandlico a 96%, na
proporgao de 1:3, por 72 horas em temperatura ambiente, para obtencao do extrato,
pela técnica da maceracao. O extrato era filtrado e armazenado em frasco de vidro,
protegido da luz, na geladeira. Este processo de submersdo, maceracao e filtragem
foi realizado por trés vezes, com intervalos de 72 horas. O filtrado total foi entdo
concentrado a baixa pressdo entre (40° e 43°), em evaporador rotativo, até a
evaporacao de total do solvente. O concentrado foi seco em estufa por 72hs a 40° e
posteriormente pesado e diluido em agua destilada estéril, na propor¢cdo mg/mL, de

1:1. Esta substancia foi utilizado em todas as analises de atividade antimicrobiana
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deste estudo, respeitando as recomendacfes da CLSI de 2012, para as analises de

microdiluicdo em caldo.

4. 3. MEIOS DE CULTURA

4.3.1. Brain Heart Infusion (BHI Liquid) e Sabouraud Dextrose ( SD Liquid

medium)

O BHI Liquid e o SD Liquid medium foram empregados para os ensaios da
Concentracdo Inibitéria Minima em microdiluicho em caldo para as bactérias e
leveduras, respectivamente, conforme orientacdo do fabricante HIMEDIA®.
Preparou-se o meio duplamente concentrado, conforme a metodologia preconizada
pela CLSI 2012. Apds o seu preparo foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15

minutos.

4.3.2. Brain Heart infusion Agar (BHI agar) e Sabouraud Dextrose Agar (SD
Agar)

O BHI Agar e o SD Agar foram empregados, respectivamente, para
determinar a Concentracdo Bactericida Minima e Fungicida Minima, cujo preparo foi
de acordo com a orientacao do fabricante HIMEDIA®. Os meios foram esterilizados
em autoclave a 121°C por 15 minutos. Em seguida, em placas de Petri 90x15 lisa
foram distribuidos 20 ml do meio. Apés o processo de geleificacdo, as placas foram
acondicionadas em sacos de papel, identificadas e armazenadas na geladeira até a

sua utilizacao.

4.4. CONTROLES UTILIZADOS

e Clorexidina 0,12% (controle negativo empregado nas bactérias padrao)

e Ciprofloxacino 10%  (controle negativo utilizado nas bactérias
multirresistentes)

e Nistatina (controle negativo utilizado nas leveduras)

e Alcool etilico 96% (controle solvente utilizado em bactérias e fungos)
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4.5. CEPAS E LEVEDURAS

Foram testadas cepas padrao (American Type Colection Culture-ATCC) de
bactéria Gram positiva e Gram negativas recomendadas para testes de sensibilidade
(CLSI, 2012). As bactérias multiresistentes foram isoladas de pacientes,
hospitalizados e doadas para este estudo por uma microbiologista. As leveduras
selecionadas representam os patégenos mais comuns de infeccdo oportunista na

cavidade bucal. Todas as cepas padréo foram cedidas pela FIOCRUZ.

4.5.1 Bactérias padrbes

e Eucherichia coli (ATCC 25922)
e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
e Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

4.5.2. Bactérias multirresistentes

e Proteus mirabilis (PNCQ)
e Providéncia rettgeri (PNCQ)
e Eucherichia coli (PNCQ)



20

Tabeba 1- Apresentacdo do antibiograma das bactérias multirresistentes utilizadas

no presente trabalho.

Antibioticos P.rettgeri E.coli P.mirabilis
SUT (Sulfametoxazol) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
CIP (Ciprofloxacino) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
CFL (Cefalotina) INTERMERIARIO | RESISTENTE SENSIVEL
GEN (Gentamicina) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
AMP (Ampicilina) RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE
AMI (Amicacina) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
CPM (Cefepima) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
TET (Tetraciclina) RESISTENTE SENSIVEL RESISTENTE
CRO (Ceftriaxona) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
AMC (Amoxicilina +| RESISTENTE RESISTENTE RESISTENTE
Ac. Clavur6nico)
CFO (Cefoxitina) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
CAZ (Ceftazidime) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
CLO (Clorafenicol) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
ATM (Aztreonam) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL
PIT (Pipenocitalina) SENSIVEL SENSIVEL SENSIVEL

45.3 Leveduras

¢ Candida albicans (ATCC 18804)

e Candida glabrata

e Candida guillermond (ATCC 6260)
e Candida krusei (ATCC 34135)

e Candida parapsilosis (ATCC 22019)

e Candida tropicalis

4.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico da

Momordica Charantia L. foi empregado o método de microdiluicho em caldo,
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conforme metodologia descrita por Lima et al. 2006 e Santos et al. 2007. A pesquisa
foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios de Medicamentos

(LABDEM) da UEPB, cujos ensaios foram realizados em triplicata.

4.6.1 .Preparacdo dos indculos
4.6.1.1. Bactérias

As bactérias foram replicadas em tubos de ensaios contendo (BHI Liguid)
estéril e incubadas em estufa de cultura a 37°C por um periodo de 24 horas.
Decorrido o tempo, foram semeadas em placa petri de 90x15 lisa, contendo BHI
agar e reincubadas em estufa de cultura a 37°C por mais 24 horas. Decorridas as 24
horas de crescimento bacteriano, foi iniciado o preparo das suspensdes bacterianas
(indculo). Foi transferida com auxilio de uma algcada colbnias de cada espécie
bacteriana da placa de Petri para tubos de ensaio estéreis com tampa contendo 5 ml
solucdo salina (0,85%) esterilizada. Cada suspensdo foi homogenizada no vortex
por 1 minuto, ajustando sua absorbancia entre 0,08% a 0,10% e transparéncia de
85% a 625 nm, com o auxilio de um espectrébmetro, originando uma concentracao
equivalente a 1,5 x 10°céls/mL. A suspenséo 1 x 102 UFC/mL foi diluida de 1:20 para
se conseguir uma diluicdo de 10’ UFC/mL. Quando 10ul dessa suspensdo foi
inoculado no caldo, a concentracdo final de bactérias do teste foi de
aproximadamente 5 x 10* UFC/poco, no método de microdiluicdo. O volume do meio
adicionado no poco foi de 100 ul e o volume do inoculo 10ul. O in6culo microbiano
foi padronizado de acordo com o CLSI, M7-AG6, vol. 23, n. 2 (2012).

4.6.1.2 Leveduras

As leveduras foram replicadas em tubos de ensaios contendo (SD Liguid
medium) estéril e incubadas em estufa de cultura a 30°C por um periodo de 48
horas. Decorrido o tempo, foram semeadas em placa petri de 90x15 lisa, contendo
20ml de SD &gar, e reincubadas em estufa de cultura a 30°C por mais 48 horas.

Decorridas as 48 horas de crescimento fungicida, foi iniciado o preparo das
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suspensdes fungicida (indculo). Foi transferida com auxilio de uma algada colbénias
de cada espécie fungicida da placa de Petri para tubos de ensaio estéreis com
tampa contendo 5 ml solucdo salina (0,85%) esterilizada. Cada suspenséo foi
homogenizada no vortex por 1 minuto, ajustando sua absorbancia a 0,10% e
transparéncia de 85% a 530 nm, com o auxilio de um espectrémetro, originando uma
concentracdo equivalente a 1,5 x 10%céls/mL. O volume do meio no poco foi de
100ul e o volume de inéculo 10ul. A suspensédo 1 x 102 UFC/mL foi diluida de 1:20
para se conseguir uma diluicdo de 10” UFC/mL. Quando 10ul dessa suspenséo foi
inoculado no caldo, a concentracao final das leveduras foi de aproximadamente 5 x
10* UFC/poco. O inéculo microbiano foi padronizado conforme descrito no CLSI,
M27-A, v. 25, n.1 (2012).

4.6.2. Preparacao da Microplaca

Para o teste de microdiluicdo foram usadas microplacas de 96 cavidades,
com fundo em forma de “U” e com tampa (ALAMAR®, Diadema, S&o Paulo, Brasil).
As colunas “1” e “12” e linhas A, B e C receberam o controle positivo (100 ul de meio
de cultura + 10 ul do in6culo), as linhas D e E o controle do meio de cultura (100 ul
do meio de cultura), as linhas F, G e H receberam o controle negativo (100ul do
meio de cultura + 20ul do antibidtico + 10 ul do inoculo). Para as colunas “2” , “3”,
“4” “9”, “10” e “11”, foram realizados a avaliacao do extrato. Foram distribuidos 100
ML do meio de cultura nos orificios de cada coluna, em seguida 100ul do extrato no
primeiro orificio da placa. Realizou-se a diluicdo seriada, a partir da retirada de uma
aliquota de 100 pL da cavidade mais concentrada (1° orificio) para a cavidade
sucessora ficando nas concentragdes, 0,50mg/mL; 0,25 mg/mL; 0,125 mg/mL; 0,062
mg/mL; 0,031; 0,015 mg/mL; 0,007 mg/mL e 0,003 mg/mL respectivamente. Ao final
da microdiluicdo seriada eram desprezados 100ul da solu¢do (meio + inoculo). Por
ultimo, eram acrescentados 10ul do inoculo. Nas colunas “5” e “8” foram utilizadas
para controle do solvente, onde foram distribuidos 100 pL do meio de cultura e 100ul
do alcool etandlico a 96% no primeiro orificio da placa, e depois realizadas diluicbes
seriadas, a partir da retirada de uma aliquota de 100 pL da cavidade mais
concentrada para a cavidade sucessora, sendo no final desprezados um volume de
100ul. As microplacas das bactérias foram incubadas a 37°C durante 24 horas, e as

microplacas das leveduras foram incubadas a 25°C, durante 48horas. A figura 3
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explicita o esquema da preparacdo das microplacas. Em cada placa foram
analisados dois microrganismos simultaneamente, ficando da coluna 1 a 5 para uma

espécie e da coluna 8 a 12 para outra.

Figura 3. Representacdo esquematica da técnica da microdiluicio em caldo,

utilizada na pesquisa.

Legenda:

B Controle positivo (meio 100ul + inoculo 10ul)

O Controle Meio (meio 100ul)

B Controle negativo (meio 100ul + antibidtico 20ul + inoculo 10ul)
[] Avaliacdo do extrato [100ul meio + 100ul extrato + inoculo 10ul]
B Controle o solvente [100ul meio + 100ul solvente + 10ul inoculo]
[J Nao foram utilizados.

4. 7. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacéo da CIM do extrato etanolico da Momordica de Charante L. foi
realizada pelo método visual, utilizando-se do preparo da microplaca, conforme
descrito anteriormente, onde foram avaliados a presenca ou ndo de agregados de
células na porcao inferior do orificio da placa. A CIM foi considerada aquela menor
concentracdo do extrato capaz de inibir visivelmente o crescimento dos

microrganismos.
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Figura 4. Representagédo da avaliagdo visual, da técnica da microdiluicdo em caldo

(BHI Liquid), decorridas 24 horas de incubacéo a 37°C.

Figura 5. Representacdo da avaliacdo visual, da técnica da microdiluicdo em caldo

(SD liquid médium), decorridas 48 horas de incubagéo a 25°C.

Para ratificacdo da existéncia de microrganismos viaveis nas concentracdes
ndo inibitérias foi dispensada uma aliquota de 10 pyL do corante Rezasurina na
concentragdo de 0,001% em agua destilada estéril em todas as cavidades utilizadas
da microplaca (inclusive nos controles), As placas foram incubadas por 24 horas e
48 horas para as bactérias e leveduras, respectivamente. Este corante é capaz de
distinguir as amostras com microrganismos viaveis, através da coloracao vermelha,

daquelas sem vida microbiana, coradas de azul.
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4. 8. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM) E
CONCENTRACAO FUNGICIDA MINIMA (CFM)

Para determinacdo da CBM e da CFM, o resultado correspondente & CIM e
outras quatro concentragbes (duas mais concentradas e duas em menor
concentracdo em relacdo a CIM), além dos controles positivos foram subcultivados
em placas de Brain Heart infusion agar (BHI agar) e Sabouraud Dextrose agar (SD
agar), respectivamente, desprovido de qualquer antimicrobiano. Apos 24 horas de
incubacdo a 37 °C para as bactérias e 48 horas a 30°C, para leveduras, as leituras
das placas foram obtidas baseando-se no crescimento dos controles, sendo
considerada CBM e CFM a menor concentracdo do extrato que impediu o

crescimento visivel do cultivo.
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Através da técnica de microdiluicdo em caldo verificou-se a atividade

antimicrobiana do extrato etandlico da Momordica Charantia L, sobre todas as cepas

e leveduras estudadas no presente trabalho. Os resultados demonstraram maior

sensibilidade dos isolados multirresistentes ao extrato, quando comparadas com as

cepas padréo (Tabela 2). Em relacdo as leveduras, o extrato apresentou melhores

resultados frente as espécies de C. guillermondi e C. parapsiplosis (Tabela 3).

Tabela 2- Apresentacédo da atividade antibacteriana do extrato Momordica Charantia

L frente as espécies estudadas.

CEPAS PADRAO

CEPAS MULTIRRESISTENTES

E.coli S. aureus P. Proteus | Providencia E. coli
aeruginosa | mirabilis rettgeri
CIM* 0,062 0,031 0,062 0,003 0,007 0,031
CBM* 0,125 0,062 0,062 0,007 0,007 0,062
Controle
negativo** > > S S S S
Controle
solvente*** R R R R R R

*concentragao em mg/mL

** S (sensivel)

*** R (resistentes)
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Tabela 3- Apresentacdo da atividade fungicida do extrato Momordica Charantia L

frente as espécies de Candida estudadas.

IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS

Candida Candida | Candida | Candida Candida Candida
guillermondi | krusei | albicans | tropicalis | parapsiplosis | glabata
Clim* 0,031 0,125 0,062 0,062 0,015 0,031
CFM* 0,031 0,125 0,125 0,062 0,031 0,062
Controle
. S S S S S S
negativo**
Controle
solvente R R R R R R
*k*k

*concentragdo em mg/mL

** S (sensivel)

*** R (resistentes)
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6. DISCUSSAO

A utilizacdo dos produtos naturais no meio odontolégico tem crescido nos
ultimos anos devido a busca por novos farmacos com maior atividade terapéutica,
menor toxicidade, melhor biocompatibilidade e menor custo. Aceitagcdo popular dos
fitoterapicos reflete boas perspectivas no mercado de produtos odontolégicos que
contem substancias naturais (ACRA, 2007).

Considerando que as principais doencas que acometem a cavidade bucal sao
de origem microbiana € recomendavel o uso de substancias que tenham efeito
microbicida sobre microrganismos, especialmente, aqueles causadores da cérie,
doenca periodontal e candidose. (MODESTO et al 2001).

A M. charantia L. foi alvo de estudo e apresentou resultados positivos a
atividade bactericida na técnica de microdiluicdo. A atividade antimicrobiana dos
frutos desta planta foi anteriormente constatada por He (1998), quando utilizou
cepas padrao das espécies em estudo, através da técnica do poco. Utilizando outras
espécies, Dias et al (2000) também encontraram atividade antifingica e bactericida
do extrato desta planta. Por outro lado, Elizabeth et al (2009) n&o encontrou
atividade para S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e C. tropicalis. Esta diferenca de
resultados pode ser atribuida a varios fatores, entre eles a técnica utilizada. A
microdiluicdo em caldo tem sido considerada um excelente método para analisar a
atividade de antimicrobianos, com maior sensibilidade quando comparados aos
outros métodos (ANDEWS 2001; ALVES et al 2008).

Os resultados encontrados no presente trabalho denotam eficacia do extrato
da M. charantia L em baixas concentracfes, tanto para as bactérias como para as
leveduras, os quais apontam a necessidade de mais estudos, com vistas ao
desenvolvimento de um produto farmacéutico para uso na clinica odontolégica. Siani
(2003) justifica a sua aplicacdo, em decorréncia do baixo custo e baixos efeitos
colaterais.

Destacam-se os resultados encontrados com os isolados multirresistentes,
gue apresentaram suscetibilidade ao extrato em concentragfes mais baixas do que
aguelas evidenciadas com as cepas padrdo. A resisténcia aos antimicrobianos tem
sido associada a formagdo de enzimas, as alteragdes de receptores e ao acesso
limitado aos antibioticos (TORTORA et al. 2003).
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7. CONCLUSAO

O extrato etandlico dos frutos da M. charantia L. apresentou eficacia “in vitro”
contra todas as espécies testadas, com melhor acdo frente aos isolados resistentes,
0 que constitui perspectivas importantes para obtencao de antibiéticos.

Ratifica-se a importancia de estudos com a planta em questdo, no sentido de
definir suas caracteristicas fitoquimicas, mecanismo de ac¢do, toxicidade, entre

outros, com definicdo da sua potencialidade terapéutica.
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