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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE EXTRATO NEBULIZADO
DE FOLHAS DA Momordica charantia L. FRENTE A CEPAS BACTERIANAS E
FUNGICA

RESUMO

A resisténcia de micro-organismos as drogas tornou-se um problema de saude publica, e esse
quadro aponta para necessidades de novas alternativas terapéuticas. Portanto, os estudos
cientificos buscam estratégias que possam atuar como um produto inovador para combater a
multirresisténcia. Constata-se a possibilidade de utilizacdo de espécies vegetais para sintese
de novos medicamentos antimicrobianos ou ainda como agentes capazes de modificar a
resisténcia microbiana. Dentre as espécies vegetais, a Momordica charantia L. (melao-de-sao-
caetano), pertencente a familia das Cucurbitaceae, é indicada popularmente para as mais
variadas patologias, como o tratamento de gastrite, UGlceras e infeccbes microbianas.
Objetivou-se avaliar o potencial antimicrobiano e o perfil de estabilidade térmica do extrato
etanolico nebulizado de M. charantia L. Foram utilizadas as partes aéreas da planta para
preparacdo do extrato nebulizado, por maceracdo a frio. O screnning fitoquimico de
polifendis totais, flavonoides e taninos condensados foi baseado em reacGes colorimétricas
através da espectrofotometria. A atividade antimicrobiana do extrato etanélico nebulizado foi
testada através do método de microdiluicdo em caldo frente as cepas Escherichia coli,
Enterococcus faecalis e Candida albicans. Determinou-se 0s parametros térmicos e a
estabilidade do extrato nebulizado. Constatou-se a presenca dos metabdlitos secundarios, com
destaque a uma maior concentragdo dos flavonoides. O extrato apresentou um potencial
antimicrobiano frente as cepas bacterianas E. coli e E faecalis. Os perfis termo analiticos
apresentaram eventos de decomposicao térmica, os quais estdao provavelmente relacionados a
presenca dos mesmos metabolitos secundarios da planta. Os resultados indicam que M.
charantia L. possui propriedade antimicrobiana, portanto sugere-se a continuagdo do estudo
com o objetivo de elucidar os mecanismos de acdo, sendo fonte para o desenvolvimento de
futuros medicamentos fitoterapicos.

Palavras-chave: Alternativa terapéutica. Resisténcia microbiana. Perfil termo-analitico

1 INTRODUCAO

O uso de antimicrobianos estda cada vez mais disseminado, ocasionando o0
desenvolvimento de defesa dos micro-organismos frente aos agentes antimicrobianos, dando
origem e evolugdo ao fendmeno da resisténcia microbiana. Desta forma, tornou-se um
problema de salde publica, impondo sérias limitacbes as opcles para o tratamento de
infeccOes bacterianas. Sendo esta razao para 0s investimentos em pesquisas que favorecam a
formulacdo de novos antimicrobianos (BRASILEIRO, 2006). Os estudos cientificos buscam

estratégias para combater a multirresisténcia, vendo nos paises tropicais e em



desenvolvimento, como o Brasil, uma boa alternativa para a inovagdo com novos produtos
com potencial antimicrobiano, oriundos de espécies vegetais (MARSH, 2010).

Atualmente ha um grande empenho por parte dos pesquisadores em descobrir alternativas
eficazes de combate a micro-organismos resistentes, além dos estudos para obtencdo de novos
medicamentos alopaticos, os produtos naturais sdo uma opcao bastante vidvel no combate a
essas resisténcias.

Inimeras espécies vegetais sdo utilizadas com fins antimicrobianos, dentre elas, de
acordo com Dantas, Felismino e Dantas (2007), as plantas pertencentes ao nordeste brasileiro
possuem diversos usos na medicina popular local. Esses usos baseiam-se no conhecimento de
raizeiros ou mesmo no que passa de geracdo em geracdo (AGRA, 2007; DANTAS, 2007). De
acordo com Cowan (1999) e Loguercio et al. (2005), as propriedades medicinais devem-se
principalmente as substancias bioativas sintetizadas pelo metabolismo secundario da planta,
como é o caso dos polifendis, flavonoides, entre outros. Muitas destas espécies foram
avaliadas ndo s6 por sua atividade antimicrobiana direta, mas também como agentes
modificadores de resisténcia, uma vez que seus metabdlitos secundarios podem aumentar a
atividade de antibidticos especificos, inverter a resisténcia natural de bactérias especificas
dadas aos antibioticos, promover a eliminacao de bactérias e inibir as funcdes de transporte da
membrana plasmética em relacdo a alguns antibiéticos (COUTINHO, 2012).

A Momordica charantia L., conhecida popularmente por meldo-de-sdo-caetano,
meldozinho, erva de lavadeira, entre outros, pertencente a familia das Cucurbitaceae, sdo
utilizados de forma mais comum para diabetes, cicatrizante, contra parasitas internos e
ectoparasitas e no tratamento de célicas (DANTAS; FELISMINO; DANTAS, 2007).

Na producgdo de fitoterapicos, 0s extratos secos tém grande importancia para a industria
farmaceéutica. Esses apresentam diversas vantagens, como maior estabilidade quimica, fisico-
quimica e microbioldgica, padronizacao facilitada, maior concentracdo de compostos ativos,
maior facilidade de manipulagdo, garantindo maior eficacia terapéutica e seguranca de
utilizacdo (PETROVICK, 2009; VOIGT, 2000).

Baseando-se nas inumeras indicacGes populares de uso terapéutico da M. charantia,
avaliou-se a atividade antimicrobiana do extrato etanolico nebulizado das folhas frente a
cepas bacterianas e fungicas, como tambem a estabilidade térmica do referido extrato, visando

ampliar os conhecimentos farmacoterapéuticos da referida planta.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Resisténcia bacteriana



A introdugdo de farmacos eficientes no combate as infec¢bes resultou em melhoras
significantes no tratamento clinico das doencas infecciosas, havendo uma reducdo
consideravel das taxas de morbidade e mortalidade, provocando inumeros progressos na
medicina (COSTA, 2012).

Entretanto, segundo Siqueira (2004), o mau uso desses farmacos ocasiona o aparecimento
de micro-organismos resistentes, os quais se disseminam, de modo que seus mecanismos de
resisténcia operem de forma progressiva, com multiplas mutacdes que devem acumular-se
para gerar estado de resisténcia de alto nivel, representando um grande risco para a populagéo.
Isso se da pelo fato de reduzirem as opg¢des de farmacos efetivos para o tratamento de
infeccBes, aumentarem as complicagfes clinicas de pacientes hospitalizados e prolongar o
tempo de estadia hospitalar, elevando os custos direcionados a recuperacdo dos pacientes
doentes e com saude publica.

A resisténcia bacteriana € um mecanismo biolégico natural, e pode ser atribuida a
diversos fatores, segundo Floréz (1997), Freitas (2003) e Melo (2012) a inativacdo de
antimicrobianos através de enzimas que modificam ou hidrolisam estes agentes, como
também por alteracdo dos receptores-alvo, em decorréncia da aquisicdo de um alvo com
reduzida afinidade ao antimicrobiano ou atraveés de mutacdo de genes que codifiqguem este
alvo ou por um acesso limitado dos antimicrobianos.

Algumas iniciativas com a finalidade de solucionar esse problema tém sido tomadas,
como o controle do uso dos antimicrobianos, a contencdo da disseminacdo de cepas
resistentes e a pesquisa de novas formas de combater estes microrganismos (MORAES, 2013;
LOPATA, 2011). Um exemplo sdo as bactérias MRSA (Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus) que sdo amplamente estudadas quanto ao seu crescimento, viruléncia e seus
mecanismos de resisténcia, entretanto muitos pontos ainda ndo foram totalmente esclarecidos.
Entende-se que essas bactérias tém se expandido devido a sua grande capacidade de propagar
suas caracteristicas geneticas de resisténcia aos antibioticos (PURRELLO, 2014). De forma
semelhante, as cepas de E. coli também tém demonstrado um perfil de resisténcia a
antimicrobianos, onde existem ainda informacgdes desconhecidas e preocupantes (MOURA,
2013).

A associacdo entre o uso de antimicrobianos e o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana é conhecida desde a introducdo da penicilina, tendo sido, a partir disso,
sistematicamente confirmada apds o lancamento de diversos representantes de cada uma das
diferentes classes farmacoldgicas (GOTTESMAN, 2009). O periodo necessario para a

ocorréncia desse fendbmeno mostrou-se relativamente curto para muitos farmacos, enfatizando



uma maior capacidade de adaptagdo dos micro-organismos a ambientes hostis, artificialmente
criados pelo homem (PATERSON, 2005).

2.2 Plantas medicinais e atividade antimicrobiana

As plantas medicinais podem ser definidas como aquelas produtoras de principios ativos
que possam alterar o funcionamento de 6rgéos e sistemas readaptando o equilibrio organico
ou homeostasia nos casos de enfermidades as quais podem servir como precursores de
farmacos semi-sintéticos (WHO, 1998; FERRO, 2006).

Durante muito tempo as plantas medicinais foram a principal alternativa para o
tratamento de doengas. Porém, com os avangos no meio da ciéncia, sobretudo no &mbito das
ciéncias da saude, novas formas de tratar e curar as doencas foram surgindo, como o uso de
medicamentos sintéticos que gradativamente foram introduzidos no cotidiano das pessoas e
substituindo o uso das plantas medicinais (BADKE, 2011).

De acordo com Diaz et al. (2010), inimeras podem ser as fungdes terapéuticas
apresentadas por determinados extratos vegetais, como por exemplo acdo anti-inflamatoria,
antimicrobiana e hipoglicemiantes, destacando-se a atividade antimicrobiana contra uma serie
de agentes patogénicos. Muitas plantas tem apresentado uma interessante atividade
antimicrobiana in vitro e in vivo, por isso ha intensa busca na medicina tradicional direcionada
a caracterizacdo antimicrobiana das plantas (DIAZ, 2010).

Devido a necessidade de se buscar novas alternativas terapéuticas, os pesquisadores
utilizam a medicina popular como fonte para o desenvolvimento de diversos estudos
farmacoldgicos a fim de descobrir substancias as quais simbolizam futuros medicamentos que
possam combater patologias, como por exemplo, infec¢Bes bacterianas. O uso das plantas
medicinais para fins antimicrobianos justifica-se pela presenca de combinagfes complexas de
metabdlitos secundarios que desempenham papel importante na adaptacdo das espécies em
ambientes vulneraveis a presenca de bactérias e fungos, aumentando assim a probabilidade de
sobrevivéncia, devido seus mecanismos de defesa desenvolvidos, e, como exemplo de tal

mecanismo, destaca-se a atividade antimicrobiana (FUMAGALI, 2008).

2.2.1 Momordica charantia

Conhecida popularmente por meldo-de-séo-caetano, meléozinho, erva de lavadeira, entre
outros. Espécie pantropical, trepadeira, originaria provavelmente do leste indiano e sul da
China, crescendo em éreas tropicais na Asia, Africa e Caribe (AHMED, 1998; YADAYV,

2004). Adaptada as condi¢6es edafo-climaticas do Brasil, se propaga espontaneamente atraves
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de sementes (DANTAS; FELISMINO; DANTAS, 2007), de crescimento rapido, comum em
terrenos abandonados, pomares, hortas, cafezais, sobre cercas, alambrados (MATOS, 2000;
DANTAS, FELISMINOS; DANTAS, 2007). Planta revolucionaria pela sua versatilidade
como alimento e em aplicages terapéuticas (ASSUBAIE, 2004), (Figura 1).

Apresenta cheiro desagradavel; possui folhas palmatifidas flores amarelas ou
esbranquicadas, mondica, dificilmente hermafrodita, solitarias nas axilas das folhas
(DECKER-WALTERS, 1997). Fruto carnoso, que se torna amarelo-avermelhada quando
maduro (VINNING, 1995; DANTAS; FELISMINO; DANTAS, 2007). As folhas séo alternas,
membranéceas, com cinco a sete lobos ovado-oblongos, estreitos na base, denteadas, com a
face superior levemente pubescente e a inferior mais densamente pilosa ao longo das
nervuras. Suas gavinhas sao simples, delicadas e longas. Apresenta flores axilares, solitarias,

longo-pedunculadas, unissexuais, de coloracao amarela (BARROSO, 1999).

Figura 1. Folhas e Fruto da Momrdica charantia L.

-

Fonte: MESSIAS, N. L. (2019).

O fruto é cépsula loculicida, carnosa, de coloragdo amarelo-alaranjado quando maduro,
apresentando sementes envolvidas por apéndice carnoso de cor vermelha, presentando
sementes envolvidas por falso arilo vermelho de origem placentar (BARROSO, 1999).

Os frutos, folhas e raizes sdo utilizados de forma mais comum para diabetes, cicatrizante,
contra parasitas internos e ectoparasitas e no tratamento de célicas. Os estudos fitoquimicos
de componentes botanicos do meldo-de-sdo-caetano tém demonstrado o conteudo de
compostos biologicamente ativos como glicosideos cucurbitins e cucurbitane (CHEN, 2008).

Jiang et al. (2000) relataram em um de seus estudos que a Momordica charantia

apresentou atividade antibacteriana. A familia Cucurbitaceae apresenta grande nimero de espécies

de uso medicinal e outras consideradas toxicas. Charantia, ¢ uma das espécies integrantes dessa
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familia que possui grande interesse popular e cientifico pelas propriedades curativas que demonstra
(XIONG et al., 2009), é uma espécie vegetal silvestre frequentemente localizada em espaco
urbano e rural, sendo conhecida e utilizada por seus atributos medicinais (RIBEIRO, 2004).

O uso empirico dessa espécie como erva medicinal demonstra que é usada topicamente
para o tratamento de feridas, e internamente, assim como externamente para a eliminacao de
parasitas. E usado também como o emenagogo, antiviral para o sarampo e a hepatite. Na
medicina popular turca, os frutos maduros sdo usados externamente para cicatrizagao rapida
das feridas e internamente para o tratamento de ulceras pépticas (GROVER, 2004).

Povoados locais e a populacéo indigena da Amazoénia cultivam esta planta medicinal para
fins terapéuticos e alimenticios. No uso medicinal é feito o cha da folha e utilizado para o
controle de diabetes, expelir gases intestinais, promover a menstruacdo, também utilizado
com antiviral para o sarampo, hepatite, e para febre. Usado topicamente em lesGes, feridas e

infec¢des, e no uso interno no tratamento de vermes e parasitas (BASHC, 2003)

2.2.2 Screening fitoquimico

As propriedades bioldgicas associadas as espécies vegetais geralmente sdo resultados da
presenca de metabolitos secundarios produzidos, estes representam uma relagdo quimica entre
as plantas e o ambiente, portanto, sua sintese é constantemente interrompida por condicdes
ambientais ( LOPES, 2007).

A triagem fitoquimica € uma etapa importante para bioprospeccao das espécies vegetais
de interesse farmacoldgico e/ou toxicoldgico, dessa forma a composicdo quimica de um
extrato pode ser conhecida através de testes quimicos qualitativos rapidos e de baixo custo,
determinando assim as possiveis classes de metabdlitos secundarios de interesse (MATTOS,
1997).

Os metabolitos secundarios sdo quimicamente e taxonomicamente compostos por
diversos constituintes com funcdes desconhecidas. Segundo Cowan (1999), um grande
numero de fitoquimicos pertencentes a varias classes quimicas tém apresentado efeitos
inibitorios frente a diversos microrganismos in vitro.

Para Bobbio, (2003) a degradacdo de alguns compostos pode ocorrer durante a extragéo
do vegetal, processamento e estocagem do alimento, sendo influenciada por fatores
extrinsecos e intrinsecos. Isso explica, certamente, a reducdo das concentra¢fes dos mesmos,
apos a obtencéo do extrato etanolico nebulizado.

Os taninos compdem o grupo dos fendlicos e apresentam atividade antimicrobiana
comprovada devido a sua capacidade de precipitar proteinas (MONTEIRO, 2005), sendo
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assim, a presenca de tal metabolito secundario corrobora a atividade animicrobiana do extrato

vegetal das folhas de meléo - de- sdo -caetano.

2.2.3 Analise térmica

Segundo Souza (2011), a analise térmica serve como uma ferramenta altamente aplicada
para avaliar as propriedades fisicas e quimicas dos farmacos, a qual foi definida por
Mendonca et al. (2013) como um conjunto de técnicas que permite avaliar tais propriedades
dos farmacos quando o mesmo é submetido a uma programacao controlada de temperatura. A
termogravimetria e a analise térmica diferencial sdo utilizadas em estudos farmacéuticos a fim
de caracterizar fa&rmacos, determinar o grau de pureza, identificar polimorfismos, avaliar a
estabilidade e a decomposicéo térmica dos farmacos.

Segundo Dweck e Sampaio (2004), Garcia et al. (2004), Santos et al. (2004) e Garcia et
al. (2007), os métodos termo analiticos apresentam vantagens pois sdo rapidos, precisos e
sensiveis, e necessitam de uma pequena quantidade de amostra.

A termogravimetria € uma técnica que se acompanha a perda e/ou ganho de massa da
amostra em funcdo do tempo ou temperatura. Enquanto que a analise térmica diferencial
significa um arranjo metalico, no qual a derivada de variacdo de massa em relagdo ao tempo

(dm/dt) é registrada em funcéo da temperatura ou tempo (GIOLITO, 1980).

3 METODOLOGIA
3.1 Local de estudos

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em Medicamentos
(LABDEM), no Centro de Ciéncias e da Satde da Universidade Estadual da Paraiba.

3.2 Obtencéo do material vegetal

As folhas de M. charantia foram coletadas, a partir de plantas adultas selecionadas,
respeitando-se suas caracteristicas fitossanitarias, no municipio de Lagoa Seca, na regido
Semi-Arida do estado da Paraiba, no sitio Manguape, a area foi selecionada ap6s estudo
prévio. A exsicata foi depositada no Herbario Manoel Arruda Camara (ACAM), Universidade
Estadual da Paraiba, sob n® 1935. A planta foi registrada no SisGen, sob cadastro A59405E.

3.3 Obtencéo do extrato vegetal
As folhas foram embaladas em sacos de papel tipo Kraft, sendo, posteriormente,

submetidas ao processo de secagem, em estufa de ventilacdo forcada, a 40+1 °C, até
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estabilizacdo da umidade. Apds a secagem, o material seco foi triturado em um moinho do
tipo Willey®, no qual foi obtido um p6 fino, o qual, posteriormente foi peneirado em tamis de
numeracdo 10 mesh. A partir do material moido e peneirado (p6) foi obtido o extrato
etandlico a 96%, através do método por maceracdo a frio (PRISTA, 1990). Posteriormente, 0
extrato etandlico foi submetido ao processo de secagem no aparelho Spray dring.

3.4 Anélise antimicrobiana
3.4.1 Screening fitoquimico quantitativo
3.4.1.1 Determinacdo de polifendis totais

Para a determinagdo do teor de polifendis totais, foi utilizado o método de Chandra e
Meja (2004), seguido de algumas modificacdes. Utilizando uma microplaca de 96 pocos,
adicionou-se 50 ul da solucdo do extrato e 50 pL do reagente Folin- Ciocalteau 1 N
permanecendo em repouso por 1 minuto. Em seguida, adicionou-se 100 ul de uma solucdo
aquosa de carbonato de s6dio (Na,COj3) a 20%. A solucdo foi incubada por 10 minutos, e
posteriormente as absorbancias foram medidas através de um leitor de placas (ELISA), no
comprimento de onda de 757 nm.

A curva de calibracdo foi obtida a partir da solucdo de acido galico na concentragéo de 10
mg do padrdo em 100 ml de &gua destilada. As solugdes de compensacdo (brancos) foram
obtidas substituindo-se o volume de amostra por agua, mantendo-se as mesmas quantidades
de reagente de Folin-Ciocalteu e solucdo saturada de carbonato de sdédio (Na,COs). Os

resultados foram expressos por miligramas equivalentes de acido galico por grama de extrato.

3.4.1.2 Determinacdo de flavonoides totais

O conteudo de flavonoides foi determinado conforme o método colorimétrico
apresentado por Meda et al (2005). A amostra foi diluida numa propor¢do de 1mg. mL- em
metanol. Foi adicionado 100 pl de uma solugéo de metanol e AICIz a 2% (p/v) em uma
microplaca de 96 pogos. A composicdo permaneceu em repouso por 10 minutos, em seguida
foi realizada a leitura da absorbancia utilizando comprimento de onda a 415 nm. O branco do
teste foi obtido por 100 pL de metanol juntamente com 100 ul AICI; a 2% de metanol.

A analise foi realizada em triplicata, e para a determinacdo do célculo do doseamento foi
utilizada a curva padrdo de quercetina utilizada numa proporcdo de 10 mg de quercetina em
100 ml de metanol. O teor de flavonoides foi expresso em miligramas equivalentes de

quercetina.
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3.4.1.3 Determinacéo de taninos totais
O teor de taninos foi determinado pelo método de Makkar e Becker (1993), seguido por
modificac¢Bes. Utilizando-se uma microplaca de 96 pocos adicionou-se 50 pl da solucdo de
extrato e 50 puL de metanol, onde foi realizada a diluigéo seriada, em seguida foi adicionado
150 pLl do reagente vanilina. Posteriormente, adicionou-se 75 pL de &cido cloridrico (puro
37%) e, deixado em repouso por 20 minutos, a mesma foi incubada por 10 minutos e as
absorbancias foram medidas em um comprimento de onda a 500 nm.
A analise foi realizada em triplicata, para a determinacao do calculo do doseamento foi
utilizada a curva de catequina e como reagente uma solugdo de vanilina a 4% em metanol e

acido cloridrico. O teor de taninos foi expresso em miligramas equivalentes de catequina.

3.4.2 Cepas microbianas

Na primeira fase, foram obtidos os isolados clinicos de Escherichia Coli, Enterococcus
faecalis e Candida albicans com o objetivo de conhecer o perfil de resisténcia, 0s mesmos
foram analisados atraves de antibiograma (Clinical and Laboraty Standards Institute - CLSI,
2005). As cepas ATCC utilizadas foram obtidas da Fundacdo Oswaldo Cruz. Com base nos
resultados os antibidticos selecionados para serem utilizados como padréo foram Gentamicina

e Nistatina, respectivamente, pelos quais 0os micro-organismos mostraram sensibilidade.

3.4.3 Atividade antimicrobiana

A suspensdo de cada micro-organismo foi obtida a partir da transferéncia de culturas
crescidas sobre 0 meio de cultura Agar Nutrient, com al¢a estéril, para um tubo de ensaio
contendo solugéo salina 0,9 % estéril. O in6culo microbiano foi padronizado de acordo com
CLSI (2005), em espectofotdmetro com absorbancia entre 0,08 a 0,1 no comprimento de onda
de 625 nm para leitura do inéculo bacteriano e 530 nm para o inéculo fangico, de modo a

obter-se uma preparacéo microbiana com concentracéo final préxima a 10° UFC.m.L™.

3.4.3.1 Teste de suscetibilidade microbiana

A suscetibilidade microbiana ao extrato nebulizado foi determinada através do metodo de
microdiluicdo em caldo utilizando microplacas estéreis como descrito pelo CLSI (2003), com
adaptacOes. Para os micro-organismos E. coli e E. faecalis. foi utilizado caldo Mueller
Hinton, e para C. albicans o caldo Saboraud dextrose.

Na segunda fase, a propensdo microbiana foi determinada pelo método de microdiluicdo

em caldo utilizando microplacas estéreis como descrito por CLSI (2005), com adaptacGes. A
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técnica de diluicdo em caldo é relacionada entre a proporcdo de crescimento dos micro-
organismos testados no meio liquido e a concentracdo de substancia ensaiada, neste caso 0
extrato. Foram realizadas dilui¢cdes seriadas do extrato, logo apos a dilui¢do, as placas foram
incubadas a 37 °C/24h, sendo os ensaios realizados em triplicata.

O crescimento microbiano foi indicado através da utilizagdo de resazurina, a qual é um
corante azul ndo-fluorescente e ndo-toxico que se torna rosa e fluorescente quando reduzido a
resorufina por oxidorredutases dentro das células microbianas viaveis (PALOMINO et al.,
2002; SARKER et al., 2007; ANG et al., 2010). Foram adicionados 20 pL da solugdo aquosa
de resazurina (Sigma-Aldricht) a 0,01% em cada pogo, e incubacdo a temperatura
ambiente/2h.

A determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada com leitura visual
observando-se a mudanca de coloragdo da resazurina, a mudanca da coloracdo de azul para
rosa, caracterizada pela reducdo do corante, indicou a presenca de células microbianas
vidveis. Dessa forma, foi possivel determinar a CIM sendo a menor concentracdo do extrato

capaz de inibir o crescimento microbiano. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.4.3.2 Determinagéo da concentragao inibitoria minima

Foi empregada a técnica de micro diluicdo em caldo utilizando microplacas de 96 pogos,
nas quais foram depositados 100 pL do meio de cultura, 100 pL das substancias testes na
concentracdo de 4 mg.mL™, e em seguida, serdo realizadas diluicdes sucessivas, de modo que
100 pL do conteudo do primeiro pogo foram homogeneizados e transferidos para o seguinte,
obtendo-se concentragdes decrescentes do extrato. Posteriormente, foram adicionados 20 pL
das suspensdes microbianas flngica e bacteriana, sendo elas de crescimento recente (24
horas). As placas foram incubadas a 37 °C/24 horas. A concentracdo inibitéria minima foi
definida como a menor concentracdo do extrato capaz de impedir o aparecimento de micro-
organismos. Foram utilizados como controle a Nistatina a 2% para C. albicans e, Gentamicina

para Escherichia coli e E. faecalis.

3.5  Analise térmica

As curvas de andlise térmica diferencial foram obtidas num calorimetro, Shimatzu, no
qual foi utilizado um fluxo de nitrogénio de 50 mL.min™., como gas de purga da amostra. A
programacao utilizada foi de 25 até 500 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C.min™. A

massa utilizada foi de 2,0 £ 0,2 mg, a qual foi acondicionada num porta amostra de aluminio.
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As curvas termogravimétricas foram obtidas, utilizando-se uma termobalanga, marca
Shimatzu, com razdo de aquecimento de 10 °C.min™. até temperatura de 900 °C. Numa
atmosfera de ar com fluxo constante de 10 mL.min™. A massa utilizada foi de 8,0+2,0 mg, a
qual foi acondicionada num porta amostra de alumina. Os dados foram analisados usando o
software da Tazys.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Screening fitoquimico e atividade antimicrobiana

Ao analisar a prospecgdo fitoquimica, Tabela 1, verifica-se a presenca dos trés
metabolitos secundérios, destacando-se os flavonoides na concentracdo de 0,315%. Diversas
atividades bioldgicas sdo relacionadas a esses compostos, e a atividade antimicrobiana é
exemplo disso. Sartori, (2003) reforca que alguns constituintes quimicos presentes nos
extratos de plantas medicinais podem responder majoritariamente pela atividade biol6gica. Os
flavonoides em maior concentracdo podem ser os maiores responsaveis pelo potencial
antimicrobiano da Momordica charantia, (OKEKE, 2001).

Tabela 1. Valores da quantificacdo de Polifendis totais, Flavondides e

Taninos Condensados. Campina Grande, PB, 2019.
Polifenois totais Flavondides Taninos Condensados
(equivalentes de acido (equivalentes de (equivalentes de
galico/%) quercetina/%) catequina/%)
0,201 0,315 0,290

Na tabela 2, observa-se os resultados da atividade antimicrobiana de Momordica
charantia. Constata-se resultados positivos na acdo antimicrobiana nas concentracdes de
0,250 mg.mL™ frente & cepa bacteriana E. coli, e 1,0 mg.mL™ frente & cepa E. faecalis, esses
valores corroboram aos autores que ja defendiam o potencial farmacolégico ativo das plantas
medicinais (BASCH et al., 2003).

Verifica-se que a menor concentracdo inibitéria minima apresentada foi 0,250 mg.mL™.
O antibidtico utilizado como controle positivo, foi testado anteriormente em antibiograma e
apresentou sensibilidade ao micro-organismo em teste, apresentando acdo antibiotica em
todas as concentrac@es diluidas na placa. Portanto, a avaliacdo antimicrobiana foi eficaz para
identificar a concentracdo inibitéria minima da referida espécie vegetal frente &s cepas

Escherichia coli e Enterococcus faecalis (Tabela 2). As atividades evidenciadas pelo extrato
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na concentragdo de 4 mg.mL™" é uma colaborag&o para a defesa do potencial farmacoldgico

ativo das plantas medicinais.

Tabela 2. Atividade microbiol6gica do extrato nebulizado de
Momordica charantia frente 4s cepas bacterianas e flngicas.
Campina Grande, PB, 2019.

Micro-organismo CIM (ug.mL'l)
Escherichia coli 250,00
Enterococcus faecallis 1000,00
Candida albicans S/l

1. S/I: sem inibicédo

4.2  Analise Térmica

Ao serem analisados os resultados da Termogravimetria, Tabela 3, referentes a
decomposicdo do extrato de Momordica charantia, constata-se que o extrato etandlico
apresentou uma perda de massa, em trés eventos, variando entre 6,773% a 20,508 %, ao se
elevar a temperatura inicial de 35,64 °C a uma temperatura final de 340,14 °C,
respectivamente, a perda de massa estd provavelmente relacionada a perda de constituintes da

amostra, como o etanol.

Tabela 3. Dados de termogravimetria referentes a decomposicdo do extrato vegetal de Momordica
charantia. Campina Grande, PB, 2019.
Temperatura inicial

Amostra °C) Temperatura final (°C) Perda de massa (%0)
Primeiro Evento 35,64 65,13 6,773
Segundo Evento 231,61 285,67 20,494
Terceiro Evento 306,49 340,14 20,508

Ao observar a figura 1, verifica-se que a perda de massa do extrato € diretamente
proporcional ao aumento de temperatura, 0 que se confirma pela representacdo de uma curva
decrescente, e que durante 10 minutos de aquecimento, a uma temperatura de 900°C foi
suficiente para uma decomposicdo do extrato, havendo um residuo mineral de 20,508%.
Segundo Silva (2005), ao estudar a espécie Chenopodium ambrosoides (erva de santa maria),
afirmou que as transferéncias internas de massa sdo influenciadas por dois fendmenos
particularmente importantes nos produtos bioldgicos: a migracdo dos solutos e a deformacéo

do produto, demonstrando tais transferéncias em curvas também decrescentes.
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Figura 1 - Curva de termogravimetria referente & decomposi¢éo
do extrato de Momordica charantia. Campina Grande, PB, 2019.
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As curvas de calorimetria exploratéria diferencial para o extrato nebulizado de M.
Charantia mostraram que 0s processos térmicos ocorreram entre 78,14 e 350,31 °C. A curva
de andlise térmica diferencial, figura 2 e Tabela 4, expressa os eventos decorrentes dos

processos de transi¢des de fases do extrato em funcdo da temperatura.

Figura 2 - Curva referente a andlise térmica diferencial
do extrato de Momordica charantia. Campina Grande,
PB, 2019.
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Tabela 4 - Dados de calorimetria exploratéria diferencial referentes ao extrato nebulizado de
Momordica charantia. Campina Grande, PB, 2019.

Temperatura Temperatura Temperatura
Amostra inicial (°C) final (°C) Pico (°C) AH (J/g)
Primeiro Evento 78,14 129,46 106,61 -221,00
Segundo Evento 133,27 147,68 137,90 -5,16

Terceiro Evento 226,17 350,31 320,13 739,64
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A decomposicdo térmica ocorreu e expressou-se através da formacgdo de varios picos
endotérmicos e exotérmicos. O primeiro pico endotérmico ocorreu em 106,61 °C (4H -221
J.g™), sendo possivelmente decorrente da perda de constituintes voléteis presentes na amostra,
tendo em vista que o extrato foi obtido a partir de uma solucéo etandlica (96%).

O processo de decomposicao do extrato é bem visualizado nos eventos seguintes. No
intervalo entre 133,27°C e 147,68°C ocorre um segundo pico 137,90°C endotérmico (4H -
5,16 J/g), o qual esta relacionado com o inicio da decomposicdo térmica representado na
curva TG. O terceiro evento ocorreu entre 226,17°C e 350,31°C, em um pico exotérmico (4H
739,64 J/g). Os eventos de decomposicdo térmica estdo provavelmente relacionados a
presenca de metabolitos secundarios, presentes no extrato vegetal. Resultados confirmados no
estudo realizado por Barbosa (2016) sobre a planta Schinopsis brasiliensis, pertencente a familia
botanica Anacardiaceae, também sugere a presenca de metabdlitos secundarios para a

explicacgdo dos resultados obtidos.

5 CONCLUSAO
O extrato etanolico da folha da Momordica charantia L. apresentou um perfil de inibicdo
frente as cepas bacterianas estudadas, podendo estar relacionado a presenca dos metabdlitos
secundarios presentes na planta, exibindo alto teor de flavonoides e boa estabilidade térmica.
Sugere-se a continuidade do estudo com a espécie de Momordica charantia, com o
objetivo de aprimorar 0s conhecimentos sobre a planta com vista a uma alternativa para fins

terapéuticos.

EVALUATION OF THE ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF EXTRACT NEBULIZED
OF LEAVES OF Momordica charantia L. FRONT TO BACTERIAL AND FUNGIC
STRAINS

ABSTRACT

Microbial resistance to drugs has became a public health problem. The current situation
requires new therapeutic alternatives. Therefore, scientific studies are seeking new strategies
that can act as an innovative  product to combat  multiresistance.
It is possible to use plant species for the development of new antimicrobials capable of
modifying microbial resistance. Among the plant species, Momordica charantia L. (melon-
de-sdo-caetano), belonging to the family of Cucurbitaceae, is popularly indicated for the most
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varied pathologies, such as the treatment of gastritis, ulcers and microbial infections. The aim
of this study was to evaluate the antimicrobial potential and the thermal stability profile of the
nebulized ethanolic extract of M. charantia L. The aerial parts of the plant were used to
prepare the nebulized extract by cold maceration. The phytochemical screnning of total
polyphenols, flavonoids and condensed tannins was based on colorimetric reactions through
spectrophotometry. The antimicrobial activity of the nebulized ethanolic extract was tested by
the broth microdilution method against strains Escherichia coli, Enterococcus faecalis and
Candida albicans. The thermal parameters and the stability of the nebulized extract were
determined. The presence of secondary metabolites was observed, with a higher concentration
of flavonoids. The extract presented an antimicrobial potential against bacterial strains E. coli
and E faecalis. The thermally analytical profiles presented thermal decomposition events,
which are probably related to the presence of the same plant secondary metabolites. The
results indicate that M. charantia L. has antimicrobial properties, therefore it is suggested to
continue the study in order to elucidate the mechanisms of action, being a source for the
development of future herbal medicines.

Key —words : Therapeutic alternative. Microbial resistance. Thermo-analytical profile.
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