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RESUMO

EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DAS FOLHAS DE Momordica
charantia L. E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA
DOS EXTRATOS ORGANICOS

Maria Naiane Barboza de Lima, Lagarto, 2018.

INTRODUCAO: A Momordica charantia L., conhecida popularmente por meldo-de-
Sao-Caetano, € bastante consumida pela populacdo que, na sua maioria, ndo tem
conhecimentos concretos e cientificos acerca das propriedades nutricionais,
farmacoldgicas, microbioldgicas e toxicoldgicas desta planta. Com alvo de subsidiar
a elaboracéo de fitoterapicos, esta planta consta na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS. OBJETIVOS: O presente trabalho teve o objetivo
de avaliar diferentes métodos e solventes de extragdo dos compostos fendlicos das
folhas desta planta cultivada na regido de Lagarto, SE, assim como a avaliacao de
atividades antimicrobiana e citotoxica dos extratos organicos obtidos.
METODOLOGIA: Foram avaliados os métodos de extracdo de maceracgéo, turbdlise
e ultrassom. Para determinacdo de compostos fendlicos foi utilizada a metodologia
de Folin-Ciocalteau. A analise do seu perfil cromatografico foi realizada por
cromatografia em camada delgada analitica. A avaliacdo da atividade antimicrobiana
dos extratos sobre os microrganismos patogénicos foi realizada pelo método de
disco-difusdo e microdiluicdo em caldo, assim como avaliacdo da atividade citotdxica
in vitro frente as linhagens tumorais humanas que foi realizada pelo método do MTT.
RESULTADOS: Os resultados deste estudo demonstraram que o melhor método de
extracdo de compostos fendlicos para os solventes lipofilicos foi a turbdlise e para os
solventes hidrofilicos foi a maceracdo. Houve atividade antimicrobiana
predominantemente do extrato que utilizou método de maceracdo com solvente
hidroalcodlico sobre as cepas testadas. Foi evidenciada acao citotoxica de alguns
extratos com inibicdo acima de 90% contras as linhagens tumorais. CONCLUSAO:
Nos extratos das folhas de Momordica charantia L. foram observados a presenca de
compostos fendlicos, bem como, componentes fitoquimicos de média polaridade e
obtiveram-se resultados positivos contra cepas testadas, além de exibir potencial
citotoxico. Esses resultados indicam que ha possibilidade de desenvolvimento de
promissores agentes antimicrobianos e antitumorais naturais com aplicagbes no
SUS e na industria farmacéutica a partir da planta em estudo.

Palavras-chave: meldo-de-S&o-Caetano; fitoterapia; métodos de extracéo.



ABSTRACT

EXTRACTION OF PHENOLIC COMPOUNDS OF LEAVES OF Momordica
charantia L. AND EVALUATION OF ANTIMICROBIAL AND CYTOTOXIC
ACTIVITY OF ORGANIC EXTRACTS

Maria Naiane Barboza de Lima, Lagarto, 2018.

INTRODUCTION: Momordica charantia L., popularly known as melon-de-Sao-
Caetano, is widely consumed by the population, most of whom do not have concrete
and scientific knowledge about the nutritional, pharmacological, microbiological and
toxicological properties of this plant. With the aim of subsidizing the production of
herbal medicines, this plant is included in the National List of Medicinal Plants of
Interest to SUS. OBJECTIVES: The objective of this work was to evaluate different
methods and solvents for the extraction of phenolic compounds from the leaves of
this plant in the region of Lagarto, SE, as well as the evaluation of the antimicrobial
and cytotoxic activities of the organic extracts obtained. METHODOLOGY: Methods
of extraction of maceration, turbolysis and ultrasound were evaluated. For the
determination of phenolic compounds, the Folin-Ciocalteau methodology was used.
The analysis of its chromatographic profile was performed by analytical thin layer
chromatography. The evaluation of the antimicrobial activity of the extracts on the
pathogenic microorganisms was performed by the disc-diffusion and microdilution
method in broth, as well as evaluation of the in vitro cytotoxic activity against the
human tumor lines that was performed by the MTT method. RESULTS: The results
of this study demonstrated that the best method of extracting phenolic compounds for
the lipophilic solvents was turbolysis and for the hydrophilic solvents was the
maceration. There was predominant antimicrobial activity of the extract that used a
maceration with hydroalcoholic solvent on the tested strains. Cytotoxic action of
some extracts with inhibition above 90% was evidenced against the tumor lineages.
CONCLUSION: In the extracts of the leaves of Momordica charantia L., the presence
of phenolic compounds as well as phytochemical components of medium polarity
were observed and positive results were obtained against tested strains, in addition
to cytotoxic potential. These results indicate that it is possible to develop promising
antimicrobial and natural antitumor agents with applications in the SUS and in the
pharmaceutical industry from the study plant.

Keywords: melon-de-Sao-Caetano; phytotherapy; extraction methods.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais para cura e tratamento de doengas acompanha a
sociedade humana desde os primordios de sua existéncia (REZENDE; COCCO,
2002). Desde cedo as primeiras civilizacdes perceberam que algumas plantas
continham, em suas esséncias, principios ativos que, ao serem experimentados no
combate as doencas, revelaram empiricamente seu poder curativo (BADKE et al.,
2011).

O Brasil é um pais privilegiado por possuir muitos recursos vegetais que sao
considerados como alimentos e como auxiliares nos tratamentos de saude. Os
produtos naturais advindos de plantas sado amplamente utilizados no
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas. Isto reflete a necessidade de
pesquisas inovadoras que explorem a capacidade terapéutica da vasta
biodiversidade brasileira (SAMPAIO, 2014). No Brasil, a vista disso, um conjunto de
resolucdes e portarias delineia os instrumentos necessarios a implantacdo da
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, destacando-se a Relagéo

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS - RENISUS (BRASIL, 2009).

Dentre as diversas espécies do reino vegetal destaca-se Momordica charantia
L., pertencente a familia das Cucurbitaceae, e que consta no RENISUS. E uma
planta originaria da Africa, mas que se aclimatou facilmente no Brasil em razdo do
clima tropical (LORENZI, 2000), possui grande interesse popular e cientifico pelas
propriedades curativas que demonstra. Todas as partes da planta possuem
propriedades medicinais, sendo usadas topicamente para o tratamento de feridas,
sistemicamente como anti-helmintico, antiviral, antibacteriano, antitumoral e
antioxidante, sendo também conhecidas por suas propriedades hipoglicemiantes
(GROVER; YADAV, 2004).

As substancias secundarias presentes nas plantas medicinais possuem papel
importante sobre os efeitos farmacologicos. Diferentes métodos e solventes

utilizados na extracdo podem resultar em diversas substancias quimicas (SIMOES et
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al.,, 2001), dentre elas, estdo os compostos fendlicos que podem possuir a
capacidade de inibir o crescimento de diversos microrganismos (KALEMBA,
KUNICKA, 2003). Esses compostos também podem contribuir para a prevencao da
carcinogénese devido a reducdo da lesdo oxidativa relacionada a sua atividade
sequestradora de radicais livres, impedindo a propagacdo das reacdes e
consequente dano tecidual (XU; CHANG, 2007).

A partir disso, o0 presente trabalho teve o objetivo de avaliar diferentes
meétodos de extracdo e solventes para obtencdo de compostos fendlicos a partir das
folnas de Momordica charantia L., realizar analise do perfil cromatografico por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), assim como avaliar a possivel
atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli
e a levedura Candida albicans, como também pesquisar a atividade citotéxica dos
extratos organicos obtidos frente as linhagens tumorais humanas de PC3 (cancer de
prostata), HCT-116 (cancer de colorretal), NCIH460 (carcinoma de pulméo) e K562

(leucemia mieloide cronica).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas medicinais e fitoterapicos

A preocupacdo com a cura de doencas sempre se fez presente ao longo da
histéria da humanidade. Desde os tempos antigos, as civilizagdes primitivas notaram
que algumas plantas, dotadas de maior ou menor toxicidade, ao serem
experimentadas no combate as doencas, revelaram o seu potencial curativo, ainda
gue empiricamente (REZENDE; COCCO, 2002). Ao buscar as espécies mais
apropriadas para a cura de seus males, aos poucos, o0 ser humano foi selecionando
as que serviam como medicamento, as que eram venenosas e as que causavam
efeitos alucinégenos. Toda essa informacdo foi sendo, de inicio, transmitida
verbalmente as geracfes posteriores, para depois, com 0 aparecimento da escrita,
passar a ser compilada e guardada (CUNHA, 2007). No Brasil, a utilizacdo de ervas
medicinais tem na pratica indigena suas bases que, influenciada pela cultura

africana e portuguesa, gerou uma vasta cultura popular (ALVES, 2003).

A utilizacdo de plantas medicinais para tratamento de doencas € favoravel a
saude humana, desde que o usuério tenha conhecimento prévio de sua finalidade,
riscos e beneficios (ISERHARD et al., 2009). As plantas medicinais apresentam uma
ou mais substancias quimicas com acao farmacoldgica capazes de interagir com o
organismo humano e de outros animais. Muitas vezes 0s constituintes quimicos
responsaveis pela atividade farmacolégica ndo sdo conhecidos e envolvem a
interacdo de varias moléculas presentes no extrato ou em outros componentes do
vegetal (EMBRAPA, 2004). Isto reflete na necessidade de pesquisas inovadoras que
explorem a capacidade terapéutica da biodiversidade brasileira, assim como na

seguranca do uso.

No Brasil, a vista disso, tornou-se necesséaria a implantacdo da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF - BRASIL, 2006),
destacando-se a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(RENISUS - BRASIL, 2009). Tal medida tem como principal objetivo a ampliagao
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das opcOes terapéuticas aos usudrios do SUS, garantindo acesso as plantas
medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia, com seguranca,
eficacia e qualidade, na perspectiva da integralidade da atencdo e promocao a
salde (BRASIL, 2009).

Para sele¢édo das plantas medicinais de interesse ao SUS foi priorizada a
inclusdo de plantas nativas, que pudessem ser cultivadas em pelo menos uma das
regides do pais e que pudessem atender as doencas mais comuns nos brasileiros.
Depois de fazer um levantamento nos municipios que utilizavam plantas medicinais
e fitoterapicos, em 2009, a M. charantia L. passou a integrar a RENISUS que é
constituida por 71 espécies de plantas medicinais que interessam ao SUS por serem
nativas ou exéticas adaptadas, amplamente utilizadas pela populacdo brasileira
(SAMPAIO, 2014).

2.2 Momordica charantia L.

2.2.1 Aspectos botanicos

Momordica charantia L. (Figura 1), popularmente conhecida como meléao-de-
Sao-Caetano, é uma trepadeira da familia Cucurbitaceae. Além deste nome popular
pode também ser conhecida por “meldozinho”, “erva de Sao Caetano”, “erva de
lavadeira” ou “fruto de cobra” (DALEFFI; ZOCOLER, 2006). O nome “momordica”
deriva do latim e significa “mordida”, devido as bordas da folha que aparentam estar

mordidas (GROVER; YADAYV, 2004; SENANAYAKE, 2004).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-05722010000400004
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Figura 1. Partes da planta Momordica charantia L.
Fonte: http://healthbubbles.com/gb/?s=momordica

O meldo-de-Sdo-Caetano € uma espécie vegetal silvestre e com flores
unissexuais, assim como a maioria das espécies de Cucurbitaceae (LENZI et al.,
2005). Todas as partes da planta, incluindo o fruto, possuem sabor amargo. O fruto é
oblongo e assemelha-se a um pepino pequeno, o fruto novo é verde que muda para
uma tonalidade alaranjada quando maduro (GROVER, 2004). Quando o fruto esta
completamente maduro ele fica mole e se divide em segmentos que enrolam para
trds para expor as sementes que sao envolvidas por um arilo vermelho (ALMEIDA,
2005).

A planta é uma erva voluvel, que cresce sobre as cercas e 0s arbustos, se
caracteriza por apresentar um caule trepador de 3 a 4 metros de extenséo, folhas
membranaceas, cordiformes, com base angulosa ora dentada ou lobulada com cinco
a sete l6bulos (aproximadamente 3-6 cm), gavinhas simples, longas, delicadas e
pubescentes, de cor verde; flores frequentemente solitarias, amarelas, unissexuais
(RIGOTTI, 2017).


http://healthbubbles.com/gb/?s=momordica
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2.2.2 Descricao geogréafica

A Momordica charantia L. € uma espécie vegetal silvestre comumente
encontrada em &reas urbanas e rurais, sendo conhecida e utilizada por suas
propriedades medicinais (RIBEIRO, 2003).

A planta cresce em areas tropicais na Asia, Amazonica, oeste Africano e no
Caribe (CHEN et al., 2008). E usada tradicionalmente na medicina caseira em
paises como Brasil, China, Coldmbia, Cuba, Gana, Haiti, india, México, Malasia,
Nova Zelandia, Nicaragua, Panama e Peru (GROVER, 2004), também cultivado no
sul de Kyushu, Japéo, devido ao clima subtropical (SENANAYAKE, 2004).

A forma de erva daninha pode ter sido trazida junto com sementes de outras
culturas e transformaram-se em um problema em planta¢des por todo o mundo. E
tolerante a um numero variavel de ambientes e pode crescer em climas tropicais e
subtropicais (FERREIRA, 2008). E uma planta daninha bastante frequente em
pomares, cafezais, sobre cercas e entulhos de terrenos abandonados (LORENZI,
2000). No Brasil, atualmente, é encontrada em todas as regifes habitadas do pais,
sendo facilmente observado nos tropicos e no Nordeste brasileiro em grande
abundancia (BATRAN et al., 2006).

2.2.3 Composicao fitoquimica

Estudos fitoquimicos da M. charantia relatam a presenca de importantes
classes de metabdlitos biologicamente ativos que incluem glicosideos, flavonoides,
saponinas, alcaloides, 6leos essenciais, triterpenos, esteroides e proteinas (BRACA
et al.,, 2008). Os ramos e folhas apresentam como constituintes quimicos
mormodicina |, Il e lll (Figura 2) e saponina do acido oleandlico; nos frutos e
sementes encontram-se esteroides e carotenoides. Porém, o componente mais

importante das sementes € a proteina alfa-tricosantina (MATOS, 2002).
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Figura 2. Estruturas quimicas da momordicina I, Il e I, respectivamente.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Diversas substancias ja foram isoladas de todas as partes da planta tais

como: momorcharinas, momordenol, momordicilina, momordicinas (Figura 3A),

momordicinina, momordina, momordolol, momorcharasideos, charantina (Figura 3B),

charina, criptoxantina, cucurbitinas, cucurbitanos, cucurbitacinas, cicloartenadis,

diosgenina, eritrodiol, &cido laurico, acido elaeosteérico, acido galacturdnico, acido

gentisico, acido oleandlico, acido oleico, acido oxalico, pentadecanos, peptideos,

gepsogenina, goiaglicosideos, goiasaponinas e multiflorenol (MIURA, 2001).

H,;C

CHgy
CHg
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GLUCOSE——0O
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Figura 3. Exemplos de compostos isolados de Momordica charantia L., A- momordicina e B-

charantina.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os estudos fitoquimicos dos componentes do meldo-de-S&o-Caetano tém
demonstrado a presenca de compostos biologicamente ativos como 50 novos
glicosideos, cucurbitinas e cucurbitane (CHEN et al.,, 2008). Em estudos
desenvolvidos por Daleffi-Zocoler et al. (2006) com extrato aquoso de caule e folhas
de M. charantia obtiveram resultados positivos quanto aos grupos quimicos para
presenca de flavondides, saponinas, taninos e triterpenos. Os extratos preparados
com folhas de M. charantia dessecadas e pulverizadas utilizando-se como solventes
o alcool etilico a 70% (extrato hidrofilico) e o éter etilico (extrato lipofilico)
apresentaram como metabdlitos mais frequentes os alcaloides, catequinas,
esteroides e saponinas (RODRIGUES et al., 2010), enquanto em extrato etanodlico
do po6 de folhas, talo e frutos verificou-se a presenca de taninos, flavonas, flavonais,
flavanonois e xantonas (GOMES et al., 2011). Leite et al. (2005) em estudo
fitoquimico de extrato hexanico de folhas de planta de M. charantia, coletada no

Estado do Ceara, revelaram a presenca de esteroides.

2.2.4 Historico dos usos tradicionais e populares

Em paises em desenvolvimento, 80% das pessoas continuam utilizando a
medicina tradicional nos problemas basicos de saude. Nas Ultimas décadas, no
entanto, pesquisas tém objetivado a avaliacdo cientifica de drogas tradicionais
originadas das plantas. M. charantia, € uma dessas plantas que tem sido
comumente utilizada na medicina tradicional (BELOIN et al., 2005; LEITE et al.,
2005).

Baseado no uso da medicina popular tem sido identificado a eficacia da M.
charantia, sendo utilizada no tratamento de diversas desordens como reumatismo,
calculos renais, hepatite, adjuvante no tratamento de diabetes e colesterol, doencas
de pele, cicatrizacéo de feridas e tratamento de Ulceras pépticas (GROVER; YADAV,
2004; BELOIN et al.,2005). As partes utilizadas sao, principalmente, as folhas e em
menor medida os talos e os frutos. E preparada na forma de infuséo (folhas e

raizes), cataplasma (fruto), unguentos (folhas) e azeite (sementes). Os frutos, apesar
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de terem alertas relacionados com a toxicidade apresentando efeitos adversos como
sintomas gastrointestinais, sdo comestiveis (SUBRATTY, 2005).

Popularmente, o cha da folha do meldo-de-Sdo-Caetano € utilizado no
tratamento de problemas de diabetes, menstruais, constipacdo, febre (malaria),
cOlicas e dor abdominal, inflamacado, infeccbes microbianas, vermes e parasitas
(KUMAR et al., 2010); de todas as vantagens terapéuticas conhecidas nas folhas, a
mais importante € o seu efeito hipoglicemiante. O suco das folhas pode ser usado
para tratamento de pele especialmente quando ha coceiras (GROVER; YADAYV,
2004).

2.2.5 Propriedades farmacoldgicas

A M. charantia L. é utilizada em diferentes sistemas da medicina tradicional
para varias doencas pelas suas propriedades farmacoldgicas (Figura 4). Sendo
abundante e muito usada na medicina popular, esta espécie tem sido foco de
interesse para comunidade cientifica, havendo nos ultimos anos diversas
publicacdes relacionadas a estudos farmacoldgicos e constituintes quimicos
(TCHEGHEBE, 2016).

| antitumoral \antimutagénica |

| hipotrigliceridémica
R— . antioxidante |
| entinflamatoria \ \\/ (1113 -
‘ - A : (/
antimicobacteriana [ Momordica | i flposolesterolemica

"| ¢
charantia

-

| hipoglicemiante
imunoestimulante ke

Figura 4. Propriedades medicinais da Momordica charantia L.
Fonte: ESPOSITO, 2013.
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A acdo anti-helmintica do extrato etanolico das folhas de M. charantia,
segundo Cordeiro et al. (2010), impediu o desenvolvimento de ovos e a motilidade
de larvas de nematoides gastrintestinais em caprinos. Beloin et al. (2005)
evidenciaram a atividade antiviral e anti-helmintica de triterpenoides isolados das
folhas, classificados de momordicinas | e Il, destacando principalmente a atividade
nematicida dessas substéncias. Duas proteinas conhecidas como a e -
momorcharinas presentes nas sementes, frutos e folhas, foram relatadas em
pesquisas in vitro com atividade contra o virus HIV (KUMAR et al., 2010). Além
disso, ensaios preliminares com o extrato etandlico bruto de suas folhas
demonstraram atividade gastroprotetora e o extrato hexanico de M. charantia

reduziu significativamente as lesdes gastricas em camundongos (LEITE et al., 2005).

Topicamente é utilizado no tratamento de ferimentos e a presenca de
esteroides detectada em suas folhas tem sido relacionada ao seu potencial
antioxidante (GROVER; YADAV, 2004). O extrato da folha de M. charantia pode
oferecer alguns efeitos benéficos no manejo de doencas inflamatdrias. Indicativos
experimentais denotam potencial anti-inflamatério da M. charantia L., uma vez que
inibiu significativamente o edema induzido em ratos (UMUKORO, ASHOROBI 2006).

O extrato de Mormodica charantia revelou-se eficiente no controle da
infestacdo de insetos adultos do Sitophilus zeamais (gorgulho-de-milho) presente em
sementes de milho armazenado. Os baixos percentuais de infestacdo apresentado
pelo extrato de meldo-de-Sdo-Caetano, provavelmente, da-se pela acdo de
compostos secundarios encontrados na planta, promovendo nas sementes uma
pelicula protetora, impedindo, assim, o ataque dos insetos (ALMEIDA, 2013). Sallet
(2006) mostrou que extrato etanodlico de M. charantia apresentou atividade inseticida
sobre a broca-do-café. Testes cromatograficos detectaram a presenca de
momordicina Il e triterpeno monoglucosidico que foram identificados como

compostos repelentes.

O meldo-de-Sdo-Caetano é muito estudado em relacdo ao seu efeito
antidiabético e partes de toda a planta mostraram atividade hipoglicEémica em
animais domésticos (GROVER; YADAYV, 2004; BELOIN et al., 2005; LEITE et al.,
2005). Segundo Tan et al, (2008) ha, ainda, um componente quimico
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hipoglicemiante da M. charantia, um glicosideo esteroidal que é a mistura de
glicosideos de sitosterol e estigmasterol (Figura 5), conhecida como charantinas,
peptideos semelhantes a insulina, sendo mais concentradas no fruto. Segundo estes
mesmos autores, estes componentes do extrato desta planta parecem ter
semelhanca estrutural com insulina, que mimetizam a acdo hipoglicemiante em

humanos.

HOH,C (o)

(@]
HO
HOH,C_ O o
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Figura 5. Estrutura quimica dos glicosideos A- sitosterol e B- estigmasterol.
Fonte: Elaborado pelo autor.

2.2.5.1 Atividade antimicrobiana

Outro grande potencial farmacoldgico dessa espécie vegetal esta relacionado
a sua capacidade antibacteriana e antifangica. Extratos hidroalcodlicos das folhas
desse vegetal demonstraram atividade antimicrobiana contra de Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Candida albicans e Candida tropicalis (PONZI
et al., 2010). Em outro estudo, o extrato das folhas de M. charantia L. apresentou

atividade antifingica frente a cepas do género Candida da cavidade bucal (MACENA
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et al., 2005). Além disso, Coutinho et al. (2010) demonstraram que extrato etandlico
de M. charantia L. exibe acentuada atividade antibacteriana contra uma cepa de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). E foi demonstrado um efeito

potencializador entre este extrato e os aminoglicosideos testados.

Também foi observada a atividade antimicrobiana do macerado das folhas de
M. charantia sobre as bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginesa, Salmonella sp., Klebsiella pneumoniae
(ADEGBOLA, 2016) e contra fungos foi efetiva sobre Penicillium sp., Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae e Trichoderma sp. (CELOTO, 2008).

Torres et al. (2002) comprovaram que no extrato de uma ou mais partes da
planta de M. charantia (sementes, folhas, haste, raizes ou frutos) foram encontradas
substancias bioativas como alcaloides, flavonoides, saponinas, glicosideos,
acucares redutores, resinas, constituintes fendlicos, 6leo fixado e acidos livres,

justificando sua atividade antifungica e antibacteriana.

2.2.5.2 Atividade citotdxica

O papel da M. charantia no controle do cancer pode ser confirmado através
dos trabalhos de Fang et al. (2012) que demonstraram que a proteina
lectina Momordica charantia (MCL) tem capacidade de desativar o ribossomo tipo II,
em carcinoma nasofaringeo (NPC), induzindo apoptose das células de NPC.
Nerurkar e Ray (2010) citam que foi isolada uma proteina de inativacdo de
ribossomos (MCP30) do extrato de M. charantia, responsavel pela atividade
antitumoral testada nas células de cancer de mama e de cancer de prostata humano
implantados em ratos, em ambas levando a reducdo da expressdo de importantes
proteinas reguladoras do ciclo celular. Ja nos estudos de Meng et al. (2014), foi
mostrado que a Alfa-momorcharina (a-MMC) é responséavel pela atividade citotoxica
devido a sua capacidade de inibir a proliferacdo da células de adenocarcinoma

pulmonar.
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Kikuchi et al. (2012) testaram oito compostos glicosidicos (da classe dos
triterpenos) isolados a partir da fracdo metandlica do extrato das folhas de M.
charantia em cultura celular de melanoma, desencadeando mecanismos que
culminaram na inibicdo do desenvolvimento destas células ou na eliminacdo deste

tipo celular quando ja desenvolvido.

2.2.6 Toxicidade

A determinacdo da toxicidade aguda de uma substancia é extremamente
importante, principalmente considerando o uso indevido. Um grande numero de
plantas tem sido utilizado pela populagdo em razéo dos seus efeitos terapéuticos. A
grande maioria dos estudos realizados com espécies brasileiras aborda apenas
aspectos botanicos e quimicos (GARCIA, 2007). E na perspectiva do largo uso
popular de M. charantia L. € conveniente investigar sua toxicidade tendo em vista o
uso seguro desta planta pela populacdo, bem como, servir de base para futuros

estudos farmacologicos.

Em relacdo a toxicidade, M. charantia L. tem se mostrado segura. Estudos
pré-clinicos in vivo tem demonstrado existir uma baixa toxicidade de todas as partes
do meldo-de-Sdo-Caetano quando ingeridos oralmente (LAGARTO et al., 2008). Os
animais gque, experimentalmente, receberam baixas doses do extrato dessa planta
durante dois meses nao apresentaram nenhum sinal de nefrotoxicidade e
hepatotoxicidade, além de ndo acarretar alteracdo no consumo de alimentos, no
ganho de peso ou nos parametros hematoldgicos (VIRDI et al., 2003). Nos testes
toxicologicos do extrato bruto etandlico das folhas de M. charantia L demonstraram
auséncia de letalidade para a dose maxima administrada de 4000 mg/kg, nao
necessitando testar doses superiores a esta por lei, classificando-a como atdxica
(PONZI, 2010).

Contudo, as suas sementes demonstram maior toxicidade comparada com as
folhas e as partes aéreas da planta. De acordo com Mengue et al. (2001) foram

isoladas glicoproteinas (alfa e beta-momorcharina) das sementes, que apresentaram
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acdo inibitéria sobre a multiplicacdo celular do endométrio e miométrio de

camundongos fémeas, conferindo acao abortiva.

2.3 Extratos Vegetais

Os extratos sdo preparacbes concentradas que possuem consisténcias
diversas, obtidas de matérias-primas vegetais secas, tratadas ou ndo previamente
(inativacdo enzimatica, moagem, entre outros) e preparadas por processos que

envolvem a utilizagéo de solventes (LIMA JUNIOR, 2011).

A extracdo é um método conveniente para retirar substancias de érgdos ou de
matrizes onde sdo originadas e localizadas (LIMA JUNIOR, 2011). A teoria da
extracdo é baseada no fato que se uma substéncia é solivel em algum grau num
solvente, ela pode ser extraida quando a matriz, onde se encontra, é colocada
intimamente em contato com ele (CHOZE, 2004). Com isso, para uma proposta
especifica de extracdo, a escolha do solvente é certamente um dos problemas
principais a ser considerado. Esse agente extrator é, geralmente, um liquido
organico volatil, que pode ser removido por evaporacdo apOs ter extraido a
guantidade de material desejada. Os solventes organicos mais utilizados em
processos de extracdo sao pentano, hexano, éter de petréleo, éter etilico,
diclorometano, cloroférmio, acetato de etila, acetona, metanol e etanol (PACHU,

2007).

O solvente envolvido na extracdo compreende a dissolucdo seletiva da
por¢cdo solavel dos seus constituintes num solvente apropriado, sendo a quantidade
de material extraido proporcional & massa de planta imersa no solvente (PACHU,
2007). O processo extrativo também esta relacionado em funcéo do tempo em que o
material fica em contato com o0 agente extrator, do grau de trituracdo da planta, da
temperatura, da polaridade do solvente e da reatividade desse frente aos produtos a
serem extraidos, da quantidade de solvente usado que deve ser adequada com a
quantidade de material, ja que devera embeber as células para retirar delas as
substancias quimicas ai existentes (SILVA et al., 2005).
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2.3.1 Maceracgéao

A maceracgdo explora o fenébmeno de difusdo do solvente através do tecido
vegetal. Nesse procedimento, o material botanico deve ser dividido em pequenos
fragmentos e ser mantido em contato com o solvente por um determinado tempo.
Sendo, uma operacao na qual a extragcdo da matéria-prima vegetal é realizada em
recipiente fechado, em diversas temperaturas, durante um periodo prolongado
(horas ou dias), sob agitacdo ocasional e sem renovacao do liquido extrator. Pela
sua natureza, ndo reduz ao esgotamento a matéria-prima vegetal, seja devido a
saturacao do liquido extrator ou ao estabelecimento de um equilibrio difusional entre

0 meio extrator e o interior da célula (SIMOES et al., 2001).

Em suas modalidades, a maceracdo pode ser estatica ou dindmica. No
primeiro caso, o contato do solvente com os fragmentos da planta é feito por um
tempo estabelecido e em repouso. No caso da maceracdo dinamica, a mistura em

extracao € mantida sob agitacao por um tempo determinado (NAVARRO, 2005).

2.3.2 Ultrassom

7

O ultrassom € um processo de extracdo que utiliza a energia de ondas
sonoras geradas em frequéncia superior a capacidade auditiva do ser humano.
Estas ondas sonoras criam uma variacdo na pressao do liquido empregado no

processo, gerando cavitacdo (ALVES et al., 2013).

A extragcdo promovida pelas ondas ultrassdnicas é atribuida a presséo
acustica. Durante a propagacao das ondas ultrassdnicas em meio liquido, acontece
agitacdo do solvente como efeito mecéanico, aumentando a superficie de contato
entre o solvente e o soélido. Com as forcas de cavitacdo resultantes, as bolhas
podem se chocar de forma intensa e gerar pressao local causando a ruptura dos
tecidos, favorecendo a liberacdo de substancias intracelulares no solvente
potencializando o processo de extracdo do solvente (SHALMASHI et al., 2009;
TOMA et al., 2009). Ademais, fatores como solvente, tipo e quantidade de material

vegetal e, especialmente, polaridade e tempo de extracdo, podem ser modificados a
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fim de se aperfeicoar esse método. Desta forma a utilizacdo de ultrassom pode

favorecer a eficiéncia de um processo de extracao.

2.3.3 Turbdlise

Nessa técnica, a extracdo ocorre concomitantemente com a redugcdo do
tamanho da particula, resultado da aplicacdo de elevadas forcas de cisalhamento
em rotacBes de 2000 a 5000 rpm. A reducdo drastica do tamanho de particula e o
consequente rompimento das células favorece a rapida dissolucdo das substancias
aumentando a troca de compostos entre a droga e a solucéo extratora, resultando o

quase esgotamento da droga (SIMOES et al., 2001).

Basicamente, o processo consiste em colocar o material vegetal (previamente
triturado) em contato com o solvente escolhido e submeté-los ao movimento
rotacional (cisalhamento) promovido por equipamentos como liquidificadores
industriais. Nesse tipo de extracdo, a taxa de rotacdo fornece calor a mistura, o que
aumenta a difusibilidade do solvente, porém, podendo destruir compostos
termossensiveis. Por esse motivo, as pesquisas que utilizam esse tipo de extracdo a
fazem em curtos espacos de tempo (5 a 15 minutos) controlando a temperatura
(quase sempre abaixo de 40°C), aproveitando o calor gerado para promover a
extracdo sem, no entanto, deixar a solugéo vegetal aquecida por um tempo capaz de
degradar substancialmente os compostos presentes (FONSECA, 2005; CORDEIRO
et al. 2006; SOUZA et al. 2010).

2.4 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sao originados do metabolismo secundario das
plantas, estes ndo sdo essenciais para o crescimento e reproducado, ao contrario dos
produtos de metabolismo primario. Isso néo significa que eles ndo sdo importantes,

além disso, metabdlitos secundarios se formam em condigbes de estresse como,
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infeccbes, ferimentos, radiacbes ultravioletas, dentre outros (NACZK; SHAHIDI,
2004).

Quimicamente, os compostos fendlicos possuem, no minimo, um anel
aromatico e uma hidroxila como grupo funcional em sua estrutura (sendo a estrutura
mais simples o fenol), possibilitando aos compostos fendlicos eliminar e estabilizar
radicais livres (SIMOES, 2001; MALACRIDA; MOTTA, 2005) e apresentam uma
grande gama de efeitos biolégicos incluindo acdes antioxidantes, antiviral,
antimicrobiana, antitumoral e atividade antibacteriana (HAMINIUK et al., 2012).

Existem cerca de 8000 estruturas diferentes para os compostos fendlicos.
Alguns sao soluveis apenas em solventes organicos, outros sdo acidos carboxilicos
e glicosideos soluveis em agua e ha, ainda, aqueles que sdo grandes polimeros
insollveis. Entre os diversos compostos fendlicos, destacam-se os flavonoides,
acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos e ligninas (Figura 6) (NACZK;
SHAHIDI, 2004). Nos vegetais, os compostos fendlicos estdo presentes na forma
livre ou ligados a acUcares (glicosidios) e proteinas (BALASUNDRAM et al., 2006).
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Figura 6. Estruturas quimicas dos principais compostos fendlicos, A- flavonoide, B- acido

fendlico, C- fenol simples, D - cumarina, E - tanino condensado e F- lignina.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a extracdo dos compostos fendlicos das folhas de Momordica
charantia L., variando solventes organicos e métodos de extracdo, e avaliar

atividades antimicrobiana e citotéxica dos extratos obtidos.

3.2 Objetivos Especificos

- Determinar método de extracdo e solvente mais eficaz na extracdo de

compostos fendlicos das folhas de Momordica charantia L.;

- Determinar a presenca de compostos fendlicos dos extratos das folhas de
Momordica charantia L. e selecionar o extrato com maior concentracdo destes

COMpOostos;

- Determinar o perfil fitoquimico dos extratos das folhas de Momordica

charantia L. por meio de cromatografia em camada delgada analitica (CCDA).

- Determinar a atividade antimicrobiana dos extratos das folhas de Momordica
charantia L. frente as cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e a levedura

Candida albicans;

- Determinar a atividade citotoxica dos extratos das folhas de Momordica
charantia L. frente as linhagens tumorais humanas de PC3 (cancer de proéstata),
HCT-116 (cancer de colorretal), NCIH460 (carcinoma de pulmao) e K562 (leucemia

mieloide crénica).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material Vegetal

As folhas de Momordica charantia L. foram coletadas no estado de Sergipe,
na localidade do Povoado Coldnia Treze do municipio de Lagarto, nas primeiras
horas da manha.

4.2 Preparacéo do Material

4.2.1 Preparacado dos extratos vegetais

ApoOs a coleta, as folhas inteiras foram colocadas na estufa de fluxo de ar
continuo a 40°C para secagem, apos isso, foram moidas e peneiradas. A parte que
nao foi empregada de imediato foi armazenada em frasco de vidro fechado, a
temperatura ambiente. Foram testados os métodos de maceracdo, ultrassom e
turbodlise. Para a extracdo dos compostos foram utilizados diferentes solventes com

polaridade em ordem crescente (hexano > diclorometano > acetato de etila > etanol

> etanol/agua).

O método de maceracéo foi realizado em um recipiente fechado, contendo 5 g
das folhas moidas da M. charantia L. e 100 mL do solvente extrator. O recipiente foi
devidamente fechado, identificado e rotulado. As folhas permaneceram em contato
com o liquido extrator durante dois dias com agitagcdes ocasionais (SIMOES et al.,
2001). Entao, foi feita a filtracdo do liquido extrativo, que, em seguida, foi posto em
rotaevaporador modelo LSRE-52CS3 da LOGEN scientific®, sob presséo reduzida, a

temperatura de banho-maria de 40°C, até quase a secura. Apés rotaevaporacéo, o
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fim da secagem foi realizado em capela, a temperatura ambiente, até atingir massa

constante. Os extratos obtidos foram pesados e armazenados.

O estudo da extracdo por ultrassom foi realizado com 5 g das folhas moidas
da M. charantia L. e 100 mL de liquido extrator, onde o tempo de extracdo foi de 30
minutos a 50°C no banho ultrass6nico modelo USC-1450A da UNIQUE® (BRUNI et
al., 2014). Depois de feita a filtracdo do liquido extrativo foi posto em rotaevaporador,
sob presséo reduzida, a temperatura de banho-maria de 40°C, até quase a secura.

Apos rotaevaporacao, os extratos obtidos foram pesados e armazenados.

O método de extracdo de turbdlise foi realizado com 5 g das folhas moidas da
M. charantia L. e 100 mL de liquido extrator. Depois de transferido o material vegetal
com a solucédo extratora para uma proveta de 100 mL, foi levado a turbolise modelo
TE-102 da TECNAL®. A velocidade méaxima de 25.000 rpm do equipamento foi
adotada para o experimento, durante um tempo de 5 minutos (OLIVEIRA et al.,

2016). Apds rotaevaporacao, os extratos obtidos foram pesados e armazenados.

Além da utilizacdo do solvente etanol de maneira individual, foram realizadas
extracBes com diferentes solventes com polaridade em ordem crescente como pode
ser demonstrado na Figura 7, que representa fluxograma do planejamento
experimental da presente pesquisa. Depois de feita a filtracdo do solvente inicial
(hexano), o material vegetal foi reutilizado passando novamente pelos mesmos
métodos com outro solvente (diclorometano), e sucessivamente com acetato de etila
e etanol/agua (70:30, v/v). Isso foi feito para cada método de extracdo descrito

acima.
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Figura 7. Fluxograma do planejamento metodoldgico da extracdo de compostos das folhas

de Momordica charantia.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Determinacdo de Compostos Fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais dos extratos obtidos foi determinado pelo
meétodo espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau segundo metodologia proposta por
Sousa et al. (2011) com modificacBes. Este método é baseado na reducdo do
reagente Folin pelos compostos fendlicos das amostras com formacdo de um
complexo azul. Foi utilizado o acido galico como padrdo de referéncia para
construgdo da curva padrdo. Para a avaliacdo do teor de fendlicos totais nas
amostras, as aliqguotas dos extratos foram diluidas com 0s seus respectivos
solventes usados na extracdo para o preparo de solu¢gées com concentracao de 2,5
mg/mL. Foram adicionados 400 pL de extrato, 8100 yL de agua destilada e 500 uL
do reagente de Folin-Ciocalteu no tubo de ensaio; a mistura foi levemente agitada e
deixada em repouso por 3 minutos. Apos esse periodo, 1000 uL da solugdo de

carbonato de sodio (Na,CO3) 10% (m/v) foram adicionados, agitado em vortex por
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alguns segundos e deixados no escuro, a temperatura ambiente por 1 hora. Por fim,
foram mensuradas as absorbancias das amostras utilizando um espectrofotdmetro
modelo SP-2000UV num comprimento de onda (A) igual a 720 nm, usando agua
destilada como branco, de acordo com a Figura 8. Os resultados foram

apresentados como pug de equivalentes de acido galico por mL do extrato das folhas
de M. charantia L. (EAG/mL).
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Figura 8. Fluxograma do método de Folin-Ciocalteau.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4 Andlise de Perfil Cromatogréfico
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4.4.1 Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA)

A andlise cromatografica foi feita sobre cromatofolhas de aluminio cobertas
com gel de silica - FLUKA © (espessura de 0,2 mm) de fase normal, onde foram
feitas a aplicacdo dos extratos com capilares. Como fase movel foi utilizada
hexano/acetato de etila. A revelacdo das substancias nas placas foram realizadas
sob luz UV (365 nm), apds, foram imersas na solucdo de vanilina (SARAIVA, 2009,

com modificagdes).

4.5 Determinacao de Atividade Antimicrobiana

4.5.1 Teste de difusdo em disco de papel

A atividade antimicrobiana dos extratos foi avaliada pela metodologia de
difusdo em agar, utilizando-se discos de papel de filtro com diametro de 5 mm,
conforme Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009) para conhecer o
perfil de atividade dos extratos. Para este ensaio foram utilizados aliquotas de 10 pL
dos extratos na concentracdo de 50 mg/mL para impregnar os discos de papel.

Anteriormente, os extratos foram dissolvidos com o seu solvente extrator respectivo.

A determinacao da atividade antimicrobiana foi realizada em placas de Petri
sobre as linhagens bacterianas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
cultivadas em caldo nutritivo (BHI — Brain Heart Infusion — DIFCO) preparado
conforme a indicacdo do fabricante e incubadas a 35°C por 18-20 horas. As cepas
de Candida albicans foram incubadas, por um periodo igual, no caldo
Sabouraud Dextrose (SBD). Apoés o preparo do meio de cultura a solugcédo contendo
o caldo nutriente e microrganismos incubados foram padronizados de acordo com a
escala de 0,5 de Mc Farland, ou seja, a solucéo foi lida a absorbéancia de 600 nm,
ajustada até obter a leitura de 0,100 + 0,02, com a finalidade de padronizar a

absorbéancia do in6culo para um teste de sensibilidade.



31

Os in6culos foram espalhados sobre as placas de Petri contendo Agar
Nutriente para Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e as placas com Agar
Sabouraud para Candida albicans, com o auxilio do swab. Posteriormente, foram
adicionados sobre as placas inoculadas os discos impregnados com 0s extratos. As
placas foram incubadas a 35 °C por 24 h (bactérias) e por 48 h (levedura). ApGs este
periodo foi realizada a leitura visual observando-se o halo formado ao redor dos
discos contendo os extratos quantificando seu diametro em milimetros com o auxilio

de paquimetro, conforme Figura 9.
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Figura 9. Fluxograma do teste de difusdo em disco de papel.
Fonte: Adaptado de CAVALCANTE, 2010.

Como controle positivo foram utilizados os discos dos antibioticos (ofloxacino -

0,5ug para S. aureus e polimixina B - 300ug para E. coli) para bactérias e foram
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impregnados 5 pL de nistatina (100.000 Ul/mL) para fungos leveduriformes e como
controle negativo foram utilizados os discos impregnados com o0s solventes
utilizados (hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol/agua (70:30, v/v) e etanol),
mesmo que estes tenham sido evaporados antes da aplicacdo na placa. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata.

4.5.2 Microdiluicdo em caldo

A concentracdo inibitéria minima dos extratos foi avaliada a partir do método
de microdiluicdo em caldo conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2009) adaptado, onde foram empregados pequenos volumes de indculo
adicionados a microplacas de acrilico estéreis contendo 96 pocos dispostos em doze
colunas (1 — 12) e oito linhas (A — H).

As microplacas de acrilico estéreis foram divididas de forma que a partir da 22
coluna das linhas A, B e C, os pocos foram preenchidos com 100 pL de BHI ou SBD.
Em seguida foram adicionados na 12 e 22 colunas 100 pL dos extratos vegetais que
apresentarem atividade antimicrobiana e foi realizada a diluicdo seriada (retirando
100 pL da 22 coluna e transferindo para coluna ao lado das linhas A, B e C, e assim
sucessivamente atingindo as concentrac¢des de 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,6, 7,81,
3,90, 1,95, 0,97, 0,48 e 0,24 pg/mL). Adicionalmente, foram distribuidos 100 uL das
suspensdes dos microrganismos em cada poco das placas. Foram realizados o
controle do meio de cultura, o controle de crescimento dos indculos e o controle dos

extratos vegetais.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas para o
microrganismo teste. Apos o tempo de incubacéo, as microplacas de 96 pocgos foram
lidas em leitor de Elisa. Em cada microplaca foram testados um extrato em triplicata.

A Figura 10 mostra esquematicamente o teste nas microplacas.
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Figura 10. Representagdo esquematica da técnica da microdiluicdo em caldo.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6 Determinacao de Atividade Citotoxica

As analises de citotoxicidade foram feitas pelo método do MTT (analise
colorimétrica baseada na conversdao do sal de tetrazolium (MTT) em azul de
formazan) que € comumente utilizada nos ensaios de citotoxicidade (BERRIDGE et
al., 1996). Foram utilizadas as linhagens tumorais, PC3 (cancer de prostata), HCT-

116 (cancer de colorretal), NCIH460 (carcinoma de pulméo) e K562 (leucemia
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mieldide crénica), onde foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com
10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37°C e
atmosfera contendo 5% de CO,. As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril,
testadas na concentracdo Unica de 50 pg/mL. ApoOs o tratamento, as células foram
plagueadas nas concentracdes de 0,1 x 10° cél/mL para linhagens PC3 e NCIH460,
0,3 x 10° e 0,7 x 10° cél/mL para as linhagens K562 e HCT-116, respectivamente
com tempo de incubacédo de 72h. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas
e 0 sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solucao
de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi
lida apos dissolucdo do precipitado com 150 puL de DMSO puro em
espectrofotometro de placa a 595 nm. Os resultados foram expressos mediante
avaliacdo da porcentagem de inibicdo do crescimento celular. Esta analise foi
realizada em colaboracdo com os pesquisadores do Laboratério de Oncologia

Experimental da Universidade Federal do Ceara.

4.7 Analise Estatistica

Os resultados que foram apresentados neste estudo corresponderdo a média
de triplicatas. Foram considerados estatisticamente diferentes os resultados que
apresentarem probabilidade de ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 5% (P
< 0,05) aplicando-se ANOVA, seguidos de comparacdes multiplas pelo teste de
Tukey. Todas as andlises foram realizadas usando o programa Prisma 5.0 e Excell
(2010). O detalhamento das andlises estatisticas de compostos fendlicos encontra-

se no Anexo (p. 62).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacao de Compostos Fendlicos

Para determinar o teor de fendis totais foi utilizado o reagente de Folin-
Ciocalteau, utilizando o acido galico como composto fendlico padrao. Foi obtida uma
curva de calibracdo, cuja equacdo da reta é expressa por y = 107,51x - 0,0174,
sendo utilizada para o céalculo de compostos fendlicos nos extratos com um
coeficiente de determinacdo de 0,9942 (Figura 11), onde Y corresponde a
absorbancia e X corresponde a concentracdo de fendis. O conteudo de fendlicos nas
amostras foi expresso como ug de equivalentes de acido galico por mL do extrato

das folhas de Momordica charantia L. (ug EAG/mL).

y =107,51x - 0,0174
R2=0,9942

Absorbancia (720 nm)

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Compostos fenolicos (ug EAG/mL)

Figura 11. Curva padrao de acido galico.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os resultados para quantificacdo do conteudo de compostos fendlicos totais

dos extratos das folhas de Momordica charantia L. sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Compostos fendlicos (ug EAG/mL) de extratos obtidos por diferentes métodos e
diferentes solventes - (I) hexano, (ll) diclorometano, (lll) acetato de etila e (IV) etanol/agua
70:30, v/v. M — Maceracdo; U — Ultrassom; T — Turbdlise. Diferentes letras sobre as colunas indicam

diferenca significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor — Prisma 5.0.

A partir da andalise da Figura 12, pode se observar que houve diferenca
estatistica entre os teores de compostos fendlicos obtidos quando aplicados
diferentes métodos de extracdo (p<0,05) para 0 mesmo solvente (vide anexo). Pode
se inferir que o método para extracdo que obteve maior teor de compostos fendélicos
das folhas de Momordica charantia L. para os solventes hexano, diclorometano e
acetato de etila foi pela turbdlise (T). Este método de extracdo apresenta altos
rendimentos devido a trituracdo da droga vegetal aliada a homogeneizagcao continua
do solvente e da droga vegetal, desse modo ocorre reducdo do tamanho das
particulas e rompimento das células, o que leva quase ao esgotamento da amostra
vegetal (ALMEIDA et al., 2010).

De acordo com Clementino et al. (2016) e Migliato et al. (2011), ao
observarem a melhor técnica de extracdo, constataram-se que os extratos obtidos

por turbdlise foi mais eficaz dentre os métodos utilizados. As elevadas forcas de
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cisalhamento da turbdlise empregada nesses trabalhos permitiu rendimento
satisfatorio, uma vez que o vegetal sofre concomitantemente com a reducdo do
tamanho da particula. Estes dados podem ser comparados com estudo realizado por
Marzouk et al. (2009), que compararam componentes extraidos por diferentes
solventes foram eficientemente obtidos pelo processo de turbdlise a partir das folhas

de Citrullus colocynthis (Cucurbitaceae).

Embora, o tamanho da particula também é conhecido por influenciar a area
de superficie de um material sélido. Particulas menores apresentam uma maior area
de contato com o liquido extrator, mas, neste caso, nem sempre ha um aumento na
eficiéncia do processo extrativo (VASCONCELOS et al., 2005). Vasconcelos et al.
(2005) ainda explicam que o poder de penetracdo dos solventes depende, por
exemplo, da consisténcia dos tecidos que formam o material a extrair e
principalmente do processo de extracdo. Particulas muito pequenas tendem a formar
uma camada compacta de po, dificultando a penetracdo do solvente. Contudo, foi
visto que o presente trabalho indicou a turbolise como o método mais eficiente para
a extracdo das substancias solluveis nos diferentes solventes, ndo apresentando
esse interferente, provavelmente devido a homogeneizacéo obtendo uma suspensao

permanente durante a extracao, evitando a compactacdo do material vegetal.

Outro método que se destacou na extracao de fendis totais foi o ultrassom
(U). A eficiéncia dessa técnica nas extracbes de compostos fitoquimicos deve-se,
em grande parte, ao fato de que o ultrassom promove, por meio de suas ondas
sonoras, uma variacdo de pressao no liquido consequentemente produzindo
cavitacdes (colapso de bolhas) (HUIE et al., 2002), as bolhas se chocam de forma
intensa e gera pressdo local causando a ruptura dos tecido, o que aumenta a
permeabilidade da parede celular, facilitando, assim, a penetracdo do solvente nas
células vegetais e uma melhor extracdo dos compostos desejados (JACQUES,
2007).

A eficiéncia das ondas ultrassdnicas em processos de extracdo também é
reportada por outros autores estudando diferentes matrizes vegetais. Para Ko,
Cheigh & Chung (2014) e Ying (2011), mostraram que o ultrassom & uma alternativa
promissora para extracdo de compostos fenolicos totais, permitindo a obtencéo de
extratos ricos desses compostos quando submetidos a um tempo de extracao de 20

a 40 minutos numa temperatura de 60°C, uma vez que tempos de extracao
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superiores podem ocasionar a degradacdo de compostos sensiveis as variacées de
temperatura. Além disso, o processo de ultrassom aumenta os poros das paredes
celulares das plantas resultando numa melhor transferéncia de massa do soluto para
o solvente, reduzindo o tempo de extracdo. Em relacdo ao rendimento do método, a
extragdo assistida por ultrassom foi capaz de extrair 60% dos &cidos fendlicos e
flavonoides totais extraidos pelo método utilizado para caracterizacdo destas
substancias por cromatografia liquida de alta eficiéncia (MAZZA, 2017). Oliveira et
al. (2016) e obtiveram rendimentos de 12,76% para extragdo por ultrassom e

7,95% para extracdo por método convencional.

Em geral, € conhecido que o aumento da temperatura da agua do banho
ultrassénico (20-50°C) promove uma maior solubilidade dos compostos a serem
extraidos, além de diminuir a viscosidade e tensdo superficial do solvente, o que
facilita a retirada dos metabdlitos presentes nas amostras vegetais, incluindo os
compostos fendlicos, e, assim, aumentar o rendimento do processo extrativo
(WISSAM, 2014), desta forma os fatores relacionados aos métodos extrativos véao
estar ligados a agitacdo, temperatura e tempo. A agitacdo e a temperatura podem
diminuir o tempo de extragdo, a primeira por interferir diretamente na velocidade de

dissolugéo, e a outra por aumentar a solubilidade das substancias (WANG, 2011).

Alguns métodos extrativos consagrados estdo listados em farmacopéias
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) como maceracdo e percolacdo ainda sdo os
mais utilizados em pesquisas. Entretanto, tem-se buscado adicionar processos
tecnolégicos na obtencdo de extratos, com isso, métodos como a extracdo por
ultrassom e turbdélise vém ganhando espaco no meio cientifico. Ambos séo citados
na literatura (MIGLIATO et al., 2011; POLITI et al., 2011; SOUZA et al., 2010) como
gue extraem grandes quantidades de principios ativos, apresentando rendimentos
superiores a outras técnicas. Além disso, se tratam de técnicas simples, rapidas, que
apresentam elevada reprodutividade e permitem o uso de amostras de quantidades
e tamanhos variados (FONSECA, 2005).

A polaridade do solvente também interfere significativamente na retirada dos
compostos presentes nas amostras vegetais, pois estd relacionada com a
seletividade do método, bem como o grau de polaridade do grupo a ser extraido
determina o solvente a ser utilizado (LEONG e SHUI, 2002). Neste contexto,

observa-se que o0 processo de extragcao utilizando solventes com diferentes
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polaridades possibilitou a extragdo de compostos fendlicos em quantidades
variadas. Essa diferenca significativa entre o conteudo fendlico total dos extratos
sugere a influéncia do solvente utilizado frente ao perfil dos fitoquimicos presentes
nas amostras. Os resultados indicam que os compostos fendlicos da M. charantia
podem ser polares, porque 0s solventes organicos polares, mistura de etanol/dgua
(70:30, v/v) e etanol (Figura 13), foram mais eficazes na extracdo dos compostos
fendlicos em comparacdo com o0s solventes menos polares, como hexano e
diclorometano. Os compostos fendlicos também foram extraidos desta planta em
estudos anteriores usando solventes polares, incluindo agua (HORAX et al. 2010;
TAN, 2014). E preciso salientar que a agua quando associada a solventes
organicos, ajuda a tornar o meio um pouco mais polar, favorecendo, dessa forma, a
extracdo de compostos fendlicos (LAPORNIK et al., 2005; LIYANA-PATHIRANA e
SHAHIDI, 2005).

(ug EAG/mI)
s

Compostos fendlicos

A

Métodos de extracao

Figura 13. Compostos fenodlicos (ug EAG/mL) de extratos etandlicos obtidos por diferentes
métodos. M — Maceracgdo; U — Ultrassom; T — Turbdlise. Diferentes letras sobre as colunas indicam

diferenca significativa (p<0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor — Prisma 5.0.

Em relacdo a Figura 13, pode se notar que o melhor método para extracao de
compostos fendlicos das folhas de Momordica charantia L. quando utilizado o
solvente etanol foi a maceracdo. O solvente hidroalcodlico (Figura 12 1V) e etandlico

(Figura 13) mostraram perfis semelhantes sobre os métodos.

Os resultados também indicaram que a natureza do solvente de extracao

também pode afetar em grande medida o tipo e a concentracdo de compostos
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extraidos e a medicdo da atividade biologica in vitro. Contudo, Melo et al. (2003)
ressaltam que o0s compostos bioativos em uma matriz vegetal apresentam
polaridade diferenciada. Desta forma, a solubilidade em um determinado solvente é
caracteristica peculiar do fitoquimico, o que explica a inexisténcia de um

procedimento de extrag&o universal.

De acordo com os dados, os maiores rendimentos para ambos solventes
foram observados com os extratos preparados a partir das maceraces das folhas
de M. charantia. O método de maceracgéo € bastante utilizado, e o maior tempo de
contato da droga vegetal com o solvente pode favorecer a extragdo de metabdlitos
secundarios. Entretanto, de acordo com Trusheva et al., (2007), um tempo de
maceracao mais longo seria levar a mudancas quimicas, particularmente a oxidacao
de fendlicos compostos como flavonoides, indicando que o periodo de maceracao
inferior a 48 h. Em controversa, Cunha et al., (2006) constatou que um periodo mais
longo aumenta o rendimento da extracdo material. Portanto, € de grande importancia
usar um periodo de maceracao ideal em combinacdo com solventes de extracao

adequados para obter compostos desejaveis.

5.2 Analise de Perfil Cromatografico

Tendo-se a fase estacionaria comumente utilizada — silica gel (polar), foi
incumbida apenas a tarefa da selecdo de solventes adequados para a realizacdo do
experimento, uma vez que, em caso de fases estacionarias polares, € normal utilizar
solventes de baixa ou média polaridade. Entdo, obtendo-se essa informacéo foi
utiizada como eluente a mistura de hexano com acetato de etila, de média
polaridade, sendo os solventes julgados como mais adequados. Dessa forma, a fase
movel foi preparada nas seguintes condi¢des: (50:50; v/v) para o extrato
hidroalcoolico, (60:40; v/iv e 95:5; v/v) para o extrato etandlico, (70:30; v/v) para o
extrato de acetato de etila e (90:10; v/v) para o extrato diclorometanico e hexanico.

A andlise de cromatografia em camada delgada analitica de drogas vegetais
permite obter um perfil (“fingerprint*) da amostra e comparar com o perfil de uma
droga padrdo, para assegurar que 0s componentes chaves de uma amostra em

particular estdo presentes na amostra analisada. Contudo, nesse estudo pbde-se
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entdo fazer andlise do comportamento da banda com auxilio do solvente utilizado a
partir do estudo das interacdes entre a fase movel e fase estacionaria e entre essas
com os componentes da amostra, obtendo-se os resultados apresentados na Figura
14.

Figura 14. Placas cromatogréaficas em silica gel (a) e (b) como fase mével hexano e acetato
nas proporcdes 60:40 e 95:5, respectivamente. (c) e (d) placas cromatograficas reveladas
sob luz UV. 1 — Maceragéo; 2 — Ultrassom; 3 — Turbdlise.

Fonte: Elaborado pelo autor

Na cromatografia em coluna delgada analitica, a utilizacdo do hexano:acetato
de etila (60:40 e 95:5) serviu para a verificacdo da existéncia de constituintes menos
polares. E visto na placa (Figura 14) que todas as aliquotas do extrato das folhas de
Momordica charantia L. nos diferentes métodos de extracbes provocaram uma forte
interacdo dos componentes do extrato com a fase moével (média polaridade). Quanto
aos perfis cromatrograficos observados para cada amostra, estes apresentam-se
semelhantes, isso pode ser notados através da semelhanca entre os seis pontos de
cada placa. Os dois cromatogramas (A) e (B) apresentaram bandas visiveis a olho
nu de coloracdo verde e verde oliva, correspondente a pigmentos fotossintéticos
presentes nas folhas desta planta que interagem diferencialmente com a fase moével,
visto que proceder a revelagao sob luz UV (C) e (D) a mancha absorve a energia na
faixa UV.
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Figura 15. Placas cromatogréaficas em silica gel (a), da esquerda para direita, com a fase
movel hexano e acetato nas proporgdes (90:10) extrato de hexano e diclorometano, (70:30)
extrato de acetato de etila e (50:50) extrato hidroalcodlico, reveladas em vanilina. (b) placas

cromatogréficas sob luz UV. 1 — Maceragéo; 2 — Ultrassom; 3 — Turbdlise.
Fonte: Elaborado pelo autor

O perfil cromatografico dos extratos obtidos com diferentes solventes (Figura
15) apresentaram manchas ndo havendo a formacdo de uma banda bem
caracteristica de uma para outra. Embora, utilizando-se solventes de polaridade
variada sobre matrizes vegetais, € possivel obter diferentes classes quimicas
presentes nos extratos produzidos a partir de diferentes solventes (LAPORNIK et al.,
2005). Isso ocorre pelas diferentes misturas que promove separacdo das amostras,
no qual observa-se que pequenas variacdes na composi¢do da fase mével levam a
grandes altera¢gBes no deslocamento das manchas. Na analise por cromatografia em
camada delgada analitica, utilizando como fase mével hexano/acetato de etila (90:10
e 70:30), vanilina e sob a luz UV como reveladores, revelou que o composto reagiu,
visto que estas sao arrastadas a velocidades distintas do ponto de aplicagéo, o que
esta atribuido pela diminuicédo da polaridade correspondente.

Os resultados obtidos possibilitaram analisar o comportamento de alguns
compostos em relacdo as suas caracteristicas polares ou apolares em meio ao
eluente. A partir disso, entende-se que existe uma competicdo entre as moléculas da
fase mével e da amostra, pela superficie do adsorvente. Portanto, a escolha da fase
movel tem que considerar a natureza quimica das substancias a serem separadas e

a polaridade da fase moével. Deve-se tomar como base a “série eluotropica“ dos
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solventes (solventes em ordem de polaridade). O poder de eluicdo esta diretamente
relacionado com a polaridade (COLLINS et al., 2006).

5.3 Determinacao de Atividade Antimicrobiana

5.3.1 Teste de difusdo em disco de papel

Atividade antimicrobiana foi avaliada através do método de difusdo em disco.
Os resultados mostraram que dos 15 extratos das folhas de M. charantia, 1
apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados. O extrato
de etanol/agua (70:30, v/v) por maceracdo (EA1) obteve o melhor resultado com o
halo de inibicdo de 10,7 mm sobre as cepas de S. aureus, conforme mostrado na
Figura 16. A solucéo do controle negativo (composta pelo solvente de extracdo) nao
apresentou formacgdo de halo de inibicdo contra os microrganismos em estudo,
portanto, estes solventes nao foram interferentes da atividade antimicrobiana

apresentada pelo extrato utilizado.

Figura 16. Halos de inibicdo contra Staphylococcus aureus do extrato de etanol/agua
(70:30, v/v) por maceracédo — EAL.

Fonte: Elaborado pelo autor
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No teste de antibiograma das folhas de M. charantia, verificou-se que o
extrato vegetal hidroalcodlico apresentou atividade antimicrobiana contra a cepa
de S. aureus (Figura 16), demonstrando que a 4gua € um solvente eficaz que pode
ser usado para a extracdo de materiais vegetais bioativos. Esta informacdo é
importante porque, de acordo com alguns estudos, a agua geralmente é o principal
solvente utilizado na medicina popular para obter preparagdes de plantas. Muitas
dessas preparacdes sao usadas para tratar condicdes que normalmente resultariam
em infeccbes bacterianas (BRANDAO et al., 2016).

O resultado positivo obtido neste teste de a¢do antimicrobiana do extrato de
M. charantia L. contra as cepas de S. aureus numa concentracao inibitéria minima
de 50 mg/mL corroboraram com Ponzi et al., (2010), Lorenzi (2000) e Khan (1998)
que ja defendiam o potencial farmacoldgico ativo desta planta corroborando que os
extratos das folhas (hidroalcodlico) de M. charantia tém demonstrado clinicamente e
experimentalmente atividade antimicrobiana. Coutinho et al., (2010) relataram que o
extrato alcodlico de M. charantia poderia ser uma fonte de metabolitos com atividade
antibacteriana modificante a ser usado contra bactérias de S. aureus
multirresistentes. Para Shoba et al. (2014) a zona de inibicdo maxima para S. aureus
foi de 8 mm sendo que o presente trabalho apresentou resultado superior com 10,7

mm.

Por outro lado, ndo foi encontrada atividade antimicrobiana frente a
concentracdo utilizada de extrato para os microrganismos E. coli e C. albicans.
Resultado similar foi observado por Lima (2008), que avaliou a atividade
antimicrobiana do extrato aguoso da Momordica charantia L, sobre a bactéria de
Escherichia coli, também verificou que seus extratos ndo apresentaram grande
eficacia sobre a bactéria utilizada. Em um experimento utilizando extratos de
diclorometano, acetato de etila e etanol também n&o foram eficazes contra E.
coli. Entretanto, o extrato de M. charantia mostrou atividade antibacteriana notavel
contra S. aureus (9,8 £ 1,2 mm) (CEBALLOS et al., 2017).

Esses resultados, contudo, discordam dos observados por Ponzi et al. (2010),
gue foram verificados halos de inibicdo de 12 mm para C. albicans para o extrato da
planta inteira (meldo-de-Sao-Caetano). Enquanto Mada et al. (2013), demonstraram

gue o extrato das folhas da mesma planta exibiu atividade antibacteriana
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evidenciando maior halos de inibicdo de 17 mm para E. coli, 16 mm para S.
aureus,15 mm para B. subtilis e 14 mm para P. aeruginosa em relacdo ao extrato

hidroalcodlico.

Os extratos hexanico, diclorometamico e acetato de etila das folhas
apresentaram atividade antimicrobiana menos pronunciada em comparagdo com 0
extrato hidroalcoolico. Esses resultados estdo de acordo com Jagessar et al. (2008).
Os mesmo autores informaram que os extratos de hexano, diclorometano e acetato
de etila ndo tiveram uma atividade antimicrobiana significativa, o que certamente
indica que os extratos hidroalcodlico contém maior concentracdo de agentes
antimicrobianos ativos sobre determinada cepa. No entanto, isso também pode ser

atribuido a natureza de polaridade de agentes antimicrobianos ativos.

Por conseguinte, € possivel sugerir que apis 0 processo de evaporacgao, 0s
compostos quimicos ativos da M. charantia que nos extratos que ndo apresentaram
acao antimicrobiana contra os patdgenos testados foram evaporados durante o
processo de evaporacdo dos extratos. E o extrato que ndo demonstrou agdo nas
outras linhagens é provavel que os principios ativos que possuem atividades sao
diferentes, para as diferentes cepas testadas (SILVA, 2011). Para Gobbo-Neto e
Lopes (2007), ha varios fatores que podem interferir no teor de metabdlitos
secundarios nas plantas, dos quais os compostos fendlicos fazem parte. Dentre eles
estdo a sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta,
adicdo de nutrientes, poluicdo atmosférica, danos mecéanicos e ataque de

patdgenos.

Além disso, a parede celular Gram-negativa (composta de
lipopolissacarideos) é uma estrutura complexa e multicamada, o que torna o acesso
a membrana mais restrito e barreira a muitas substancias ambientais, incluindo
antibioticos sintéticos e naturais (RAKHOLIYA et al.,, 2014). Contudo, é valido
ressaltar que mesmo com a auséncia de halo de inibicdo dos outros extratos
testados, ndo pode ser descartada a possibilidade da presenca de substancias
antimicrobianas em outras partes da planta ou a possibilidade da presenca de
substancias antimicrobianas nestes extratos, pois 0 volume das particulas influencia
a taxa de difusdo, ou seja, moléculas de maior massa molecular difundem-se no

meio com menor velocidade uma vez que o solvente usado para dissolver os
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7

produtos naturais € evaporado antes de colocar discos na superficie do &gar
(VALGAS et al., 2007). Para uma melhor avaliacdo seriam necessarias repeticbes

dos testes, com diferentes concentracoes.

Os resultados apresentados também indicaram que nédo foi encontrada uma
relacdo entre a quantidade de compostos fendlicos totais e a atividade
antimicrobiana, pois o extrato etandlico que demonstrou perfil semelhante de
compostos fenodlicos com o extrato hidroalcodlico, ndo apresentou atividade

antimicrobiana.

5.3.2 Microdiluicdo em caldo

Foi selecionado o extrato que apresentou halos de inibicdo de crescimento do
microrganismo testado (S. aureus) para ser submetido a determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Através da técnica de microdiluicdo em caldo
verificou-se a atividade antimicrobiana do extrato das folhas de Momordica charantia

L, em baixas concentracdes sobre a bactéria de S. aureus (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos extratos das folhas de Momordica charantia
em diferentes concentracdes frente as espécies estudadas.

S. aureus

Concentracéo pg/mL Amostra EAL
500
250
125
62,5
31,2
15,6
7,81
3,90
1,95
0,97
0,48
0,24

Amostra EA1 (extrato de etanol/agua 70:30,v/v por maceracdo) e S (sensivel); R (resistente).
Fonte: Elaborado pelo autor
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O extrato hidroalcodlico demonstrou inibicdo em diferentes concentracdes
(Figura 17). Sua atividade é diretamente atribuida a presenca de certos fitoquimicos
presente nas plantas que contribuem para a sua propriedade bacteriana. Estes
compostos botanicos extraidos dependem do tipo de solvente utilizado no
procedimento de extracdo. Além disso, este vegetal € uma planta que cresce
facilmente em areas tropicais, estando adaptada a diferentes fatores (sazonalidade,
luminosidade, pH do solo, etc.) o que pode contribuir para o acumulo de substancias
polares em sua biomassa (GOMES, 2011). Assim, utilizando-se solventes polares
(hidrofilicos), tais como &gua destilada e etanol, obtém a presenca minoritaria de
constituintes hidrofilicos no material vegetal.

Estudos anteriores também demonstraram que a M. charantia € muito rica
em triterpenos, proteinas e esteroides. E especulado que as atividades
antimicrobianas dos triterpenos dependem das interagbes entre seus componentes
lipidicos com a carga superficial liquida das membranas microbianas, o que resulta
na permeabilidade da membrana e em vazamentos de materiais intracelulares
(TROMBETTA et al., 2005).

Figura 17. Concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato hidroalcodlico (EA1) contra

bactéria Staphylococcus aureus.
Fonte: Elaborado pelo autor

A atividade antibacteriana das folhas desta planta foi anteriormente
constatada por Braca et al. (2008), que encontraram resultados com valores de CIM
variando de 125 a 500 upg/mL sobre as estirpes de S. aureus. Resultados

semelhantes foram obtidos por Rakholiya (2014) que, ao analisar diferentes extratos
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hidroalcoolicos (75 e 100% de EtOH) de M. charantia, apresentaram valores de 312
e 156 ug/ml, respectivamente. Segundo Ceballos et al. (2017), os valores de CIM
do extrato de alcodlico das folhas desta planta variaram de 31,25 a 1000 ug / mL,
apresentaram atividade antimicrobiana significativa de 50 a 99% contra S. aureus.
Resultados esses, que quando comparados com 0S encontrados no presente
trabalho se mostram semelhantes a depender das condi¢cdes de extracdo (variaveis

de estudo).

Porém, ha estudos que evidenciam atividade antimicrobiana das folhas desta
planta, como o experimento realizado por Mada et al. (2012), que encontraram
atividade antifingica e bactericida do seu extrato. Costa et al. (2011) determinaram a
CIM do extrato das folhas de M. charantia para diferentes bactérias (E. coli, S.
aureus, B. subtilis e P. aeruginosa). Os extratos das folhas foram analisados e

demonstraram inibig&o, variando os valores entre 32 ug/mL a 128 pg/mL.

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).

5.4 Determinacao de Atividade Citotoxica

A atividade citotOxica foi realizada conforme preconiza o Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (NCI) (Skehan et al., 1990). Os resultados obtidos
através do percentual de inibicdo do crescimento celular (IC%) dos extratos na
concentragéo de 50ug/mL estdo apresentados na Tabela 2. Apenas as substancias
que apresentarem valores de inibicdo = 75 % em pelo menos duas linhagens
tumorais (elevado potencial citotoxico) s&do escolhidas para avaliacdes
subsequentes, valor esse considerado como cut-off para o screening de novas
substancias com potencial antitumoral. Dentre as 15 amostras testadas, dois
extratos se mostraram promissores: DC2 e AE1. O extrato DC2 mostrou valores de
inibicdo acima de 90% contras as linhagens HCT-116 (cancer de colorretal) e NCIH
460 (carcinoma de pulmao). J4 o extrato AE1 exibiu atividade em células de céancer

de prostata e de pulméo.
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Tabela 2. Inibicdo do crescimento celular (IC%) dos extratos das folhas de M.
charantia frente a linhagens tumorais testados na dose unica de 50 ug/mL pelo
método do MTT apds 72 h de incubacéo.

Linhagens

HCT-116 PC3 K562 NCIH 460

Amostra Meédia SEM Média  SEM Méedia  SEM Méedia  SEM
% % % % % % % %

DC2 93,93 0,27 60,05 2,56 73,91 1,20 93,35 1,10

AE1l 69,29 2,08 81,80 0,09 59,96 2,27 97,36 0,34

Os dados estao apresentados como média dos valores de percentual de inibicdo do crescimento
celular, quando comparado ao controle, em pg/mL e Erro Padrdo da Média (SEM) de experimentos
realizados pelo método do MTT apds 72 horas de incubacdo. Os valores foram calculados a partir de
regressdo nao linear, utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.0. DC2 (extrato
diclorometéanico por ultrassom), AE1 (extrato de acetato de etila por maceragéo), HCT-116 (cancer de
célorretal), PC3 (cancer de prostata), K562 (leucemia mieldide crénica) e NCIH460 (carcinoma de
pulm&o).
Fonte: Elaborado pelo autor

Chia-Jung et al. (2012) avaliaram o efeito do extrato de Momordica charantia
sobre a atividade citotoxica em quatro linhagens celulares de cancer humano:
células de carcinoma nasofaringeo (HONE-1), células de adenocarcinoma gastrico
(AGS), células de carcinoma colorretal (HCT-116) e células de adenocarcinoma
pulmonar (CL1-0). Este extrato mostrou atividade citotéxica em relacédo a todas as
células cancerigenas testadas. Segundo Alshehri (2016), o extrato desta planta tem
um efeito potencial para diminuir a taxa de proliferacdo de diferentes linhas celulares
de cancer especialmente cancer de coélorretal. Esse resultado corrobora com a
presente pesquisa que constatou uma potente acdo citotoxica do extrato DC2 sobre
essa linhagem.

A Cucurbitacina B (cucB), uma triterpenoide dos vegetais da familia
Cucurbitaceae que compdem a M. charantia induz a apoptose em células de cancer
de adenocarcinoma de célon humano (CHIA-JUNG et al., 2012; PITCHAKARN et al.,
2011). Curiosamente, na Asia, as pessoas consomem frutas e/ou folhas do melo-
de-Sao-Caetano como alimento, e este e outros componentes da dieta podem estar

ligados a baixas incidéncias de cancer de prostata (PITCHAKARN et al., 2011). Os
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efeitos citotoxicos do extrato das folhas de M. charantia em células de céancer de
préstata de rato in vitro e in vivo foram investigados, mostrando que exerce efeitos
inibitérios na progressdo destas células e 0 mesmo extrato pode exercer potencial
inibidor contra as propriedades metastaticas de células neoplasicas inibindo
significativamente a migracdo e a invasdo de células em experiéncias in vitro
(PITCHAKARN et al., 2010).

Além disso, Rutina, um flavonoide presente nas folhas de Momordica
charantia, demonstrou inibicdo do crescimento de células de leucemia e carcinoma
de prostata e ovario (LIN et al., 2009). Takemoto et al. (1982) mostraram que 0
extrato da planta de M. charantia inibe a enzima guanilato ciclase envolvida na
proliferacdo de linfocitos leucémicos, que esta inibicdo se correlaciona com seus
efeitos citotdxicos preferencias para essa mesma célula. Ja4 nos estudos de Meng et
al. (2014), foi mostrado que a Alfa-momorcharina (a-MMC) é responsavel pela
atividade citotoxica devido a sua capacidade de inibir a proliferacdo da células de

adenocarcinoma pulmonar.

Esses achados sugerem que M. charantia tem um grande potencial como
alimento para a saude ou como fonte de desenvolvimento de novos
medicamentos. No presente estudo, estendeu-se o potencial citotéxico das folhas
de M. charantia a outros tipos diferentes de cancer conforme mostrados
anteriormente. Contudo, os resultados apresentados também indicaram que néo foi
encontrada uma relacdo entre a quantidade de compostos fendlicos totais e a
atividade citotdxica, pois as amostras do estudo, que apresentaram maiores

quantidades de compostos fendlicos, ndo demonstraram atividade citotéxica.

Embora que o extrato etanol/agua (70:30, v/v) tenha se destacado na
atividade antibacteriana, o mesmo néo foi visto na atividade citotdxica. O estudo de
Chipps et al. (2012) mostrou efeito citotoxico significativo dos extratos hidroalcoolico
e etandlico de M. charantia sobre células tumorais humanas. O efeito citotoxico
indica a presencga de compostos quimicos ativos nesses solventes. Estes resultados
estdo de acordo com Tongia et al., (2004), que identificou diferentes compostos

biologicamente ativos na analise cromatografica do extrato etandlico M. charantia.
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O ensaio citotéxico pelo método do MTT permite demonstrar facilmente a
citotoxicidade de uma amostra, mas ndo o mecanismo de acao (Berridge et al.,
1996), a avaliacdo da citotoxicidade é um passo importante no desenvolvimento de
novos farmacos com indicacao para a aplicacéo clinica (SAURAV E KANNABIRAM,
2011). Sabendo que o cancer representa a segunda causa de morte da populacao
mundial, mesmo diante de todo o arsenal de farmacos anticancer disponiveis na
terapéutica. A toxicidade dos agentes quimioterapicos afetam todos os tecidos
normais, produzindo os conhecidos efeitos colaterais como nefrotoxicidade. Desta
forma, tais pesquisas podem contribuir significativamente no desenvolvimento de

farmacos mais eficazes e menos toxico com mecanismos de acéo diferentes.
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6 CONCLUSAO

Apbés as caracterizacdes apresentadas, pode-se concluir que os dados
encontrados no presente trabalho evidenciam a presenca de compostos fendlicos,
bem como, componentes fitoquimicos de média polaridade. Verificou-se que a

depender do solvente o melhor método de extracdo sera maceracao ou turbolise.

O extrato hidroalcodlico das folhas de M. charantia L. aponta o potencial
antimicrobiano “in vitro” com agao frente a bactéria Staphylococcus aureus com um

halo maior de 10 mm.

O extrato de diclorometano por ultrassom (DC2) mostrou valores de inibicdo
acima de 90% contras as linhagens HCT-116 e NCIH 460. Devido ao potencial
citotoxico in vitro demonstrado pelos extratos julgam-se necessario um
fracionamento bioguiado e posterior isolamento das substancias puras que conferem

essa atividade.

Desta forma, o presente estudo colaborou para a ampliacdo dos
conhecimentos em relacdo aos compostos fendlicos, caracterizacao fitoquimica e
acdo antimicrobiana e citotoxica dos extratos hexanico, diclorometanica, de acetato

de etila, etandlico e etanol/agua (70:30, v/v) das folhas de M. charantia L.
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Analise estatistica ANOVA de uma via e Tukey para amostra de hexano.

Parameter

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of

variance

P value < 0.0001

P value summary hxk

Are means signif.

different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 3

F 4377

R squared 0,9993

ANOVA Table SS dfiMS

Treatment (between

columns) 9,046 24,523

Residual (within columns) [0,006200 6/0,001033

Total 9,052 8

Tukey's Multiple Significant?Summar

Comparison Test Mean Diff. gP <0.05? |y 95% CI of diff
Mvs U -0,9797 52,79 |Yes rrx -1.060 to 0.8991
Mvs T -2,440 1315 |Yes i -2.521 to -2.359
UvsT -1,460 78,69 |Yes ok -1.541 to -1.380

Fonte: Prisma 5.0
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Andlise estatistica ANOVA de uma via e Tukey para amostra de diclorometano.

Parameter

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of

variance

P value < 0.0001

P value summary il

Are means signif.

different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 3

F 1671

R squared 0,9982

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between

columns) 1,726 2 10,8630

Residual (within columns) |0,003099 6 |0,0005166

Total 1,729 8

Tukey's Multiple Significant?Summar

Comparison Test Mean Diff. g |P<0.05? ly 95% CI of diff
-0.6613 to -

Mvs U -0,6043 146,06 |Yes rrx 0.5474

MvsT -1,070 81,52 |Yes rrx -1.127 to -1.013
-0.5223 to -

UvsT -0,4653 35,46 |Yes hrx 0.4084

Fonte: Prisma 5.0
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Andlise estatistica ANOVA de uma via e Tukey para amostra de acetato de

etila.

Parameter

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of

variance

P value < 0.0001

P value summary hoxk

Are means signif.

different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 3

F 1453

R squared 0,9979

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between

columns) 4,109 2 2,055

Residual (within columns) |0,008483 6 |0,001414

Total 4,118 8

Tukey's Multiple Significant?Summar

Comparison Test Mean Diff. g |P<0.05? 95% ClI of diff
-0.6182 to -

Mvs U -0,5240 24,14 Yes [*** 0.4298

Mvs T -1,622 74,70 Yes [*** -1.716 to -1.527

UvsT -1,098 50,56 Yes [** -1.192 to -1.003

Fonte: Prisma 5.0
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Andlise estatistica ANOVA de uma via e Tukey para amostra de etanol/agua

(70:30, viv).

Parameter

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of

variance

P value < 0.0001

P value summary hxk

Are means signif.

different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 3

F 71,18

R squared 0,9596

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between

columns) 5,530 2 2,765

Residual (within columns) |0,2331 6 |0,03885

Total 5,764 8

Tukey's Multiple Significant? |[Summar

Comparison Test Mean Diff. g |P<0.05? |y 95% CI of diff
Mvs U 1,063 9,341  |Yes o 0.5692 to 1.557
MvsT 1,916 16,84 |Yes ok 1.423t0 2.410
UvsT 0,8533 7,499 |Yes o 0.3596 to 1.347

Fonte: Prisma 5.0
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Andlise estatistica ANOVA de uma via e Tukey para amostra de etanol.

Parameter

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of

variance

P value < 0.0001

P value summary hxk

Are means signif.

different? (P < 0.05) Yes

Number of groups 3

F 3724

R squared 0,9992

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between

columns) 5,616 2 2,808

Residual (within columns) |0,004524 6 |0,0007540

Total 5,620 8

Tukey's Multiple Significant? |[Summar

Comparison Test Mean Diff. g |P<0.05? |y 95% CI of diff

Mvs U 1,547 97,58 |Yes ok 1.478t0 1.616

Mvs T 1,780 112,3 |Yes ok 1.711 t0 1.849
0.1642 to

UvsT 0,2330 14,70 |Yes il 0.3018

Fonte: Prisma 5.0




