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RESUMO

AVALIAGAO DE DIFERENTES METODOS E SOLVENTES DE EXTRAGAO
SOBRE A COMPOSIGAO FENOLICA E CENTESIMAL, ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E CITOTOXICA DE EXTRATOS DOS FRUTOS DA Momordica

charantia L.
Tatiane Andrade Santos, Lagarto, 2017.

INTRODUGCAO: A Momordica charantia L. é popularmente conhecida como Mel&o
de Sédo Caetano e vem ganhando espaco no cenario cientifico mundial, sendo
bastante comum no nordeste brasileiro e sendo creditada principalmente com
atividades antidiabética, antiviral, antitumoral, anti-leucémica e antibacteriana.
OBJETIVO: Avaliar a influéncia da utilizacdo de diferentes solventes e métodos de
extracdo na composicao fendlica e centesimal do extrato dos frutos de Momordica
charantia L., além da atividade citotoxica e antimicrobiana. METODOLOGIA: Dos
frutos de Momordica charantia foram preparados seus extratos vegetais utilizando
trés métodos e suas combina¢gBes: maceracdo, ultrassom, turbdlise, ultrassom +
maceracao, turbdlise + maceracédo e ultrassom + turbdlise a partir da acdo de cinco
solventes: etanol, hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol + agua (70:30). O
teor de compostos fendlicos totais foi determinado utilizando o método de Folin-
Ciocalteau. A triagem fitoquimica da amostra foi realizada por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA). A andlise de citotoxicidade foi realizada pelo
método do ensaio da atividade metabdlica mitocondrial sobre as linhagens tumorais
de Colorretal, Carcinoma de pulmao, Prostata e Leucemia Mieldide crénica. Para
realizacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de difusdo em disco
sobre linhagens bacterianas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli e o fungo
Candida albicans, e na determinacdo da composicao centesimal foi seguido o que
esta descrito pelo Instituto Adolf Lutz. RESULTADOS: A presenca de compostos
fendlicos nos extratos variou substancialmente quando se alterou o solvente e o
método de extracdo, entretanto apresentaram perfis cromatograficos semelhantes.
Além disso, foi demonstrada atividade antimicrobiana do extrato dos frutos de
Momordica charantia L. sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli com discos
contendo 0,5 mg de extrato. Ainda esses extratos ndo apresentaram significativa
atividade citotoxica. CONCLUSAQ: Através da andlise dos extratos do fruto da
Momordica charantia L, obtidos com métodos extrativos e solventes diferentes, foi
possivel confirmar a presenca de compostos fendlicos em diferentes concentracgdes,
e a sua atividade antimicrobiano, ratificando a importancia de investigacdes para
definicdo da sua potencialidade terapéutica.

Palavras - chave: Meldo de S&o Caetano; fitoterapicos; Métodos de extragao;
antimicrobiano; Composicao centesimal; Citotoxicidade.



ABSTRACT

EVALUATION OF DIFFERENT EXTRACTION METHODS AND SOLVENTS ON
PHENOLIC AND CENTESIMAL COMPOSITION, ANTIMICROBIAL AND
CYTOTOXIC ACTIVITY OF Momordica charantia L. fruits extracts

Tatiane Andrade Santos, Lagarto, 2017.

INTRODUCTION: Momordica charantia L. is popularly known as Meldo de Séao
Caetano. This medicinal plant has been gaining ground in the scientific world scene,
being quite common in the Brazilian northeast and being credited mainly with
activities antidiabetic, antiviral, antitumor, antileukemic and antibacterial.
OBJECTIVE: To evaluate the influence of the use of different solvents and extraction
methods on the phenolic and centesimal composition of the extract of the fruits of
Momordica charantia L., besides the cytotoxic and antimicrobial activity.
METHODOLOGY: The fruits of Momordica charantia were their own plant extracts,
using three methods and their combinations: maceration, ultrasound, turbolysis,
ultrasound + maceration, turbolysis + maceration and ultrasound + turbolysis from
the action of five solvents: Ethanol, Hexane, Dichloromethane, Acetate of Ethyl and
Ethanol + Water (70:30). The method of operation is subject to the use of the Folin-
Ciocalteau method. Phytochemical screening of the sample was performed by
analytical thin layer chromatography (TLC). Cytotoxicity analysis was performed by
mitochondrial metabolic method such as colorectal proteases, lung carcinoma,
prostate and chronic myeloid leukemia. The objective of the antimicrobial collection
was the disc dissemination method of bacterial bacteria of Staphylococcus aureus
and Escherichia coli and the fungus Candida albicans, and in the determination of
the centesimal composition was sequestered by the Adolf Lutz Institute. RESULTS:
The presence of phenolic compounds in the extracts varied substantially when the
solvent and the extraction method changed, however they presented similar
chromatographic profiles. In addition, an antimicrobial activity of the extract of the
fruits of Momordica charantia L. on Staphylococcus aureus and Escherichia coli with
disks containing 0.5 mg of extract was demonstrated. Even these extracts did not
present significant cytotoxic activity. CONCLUSION: It was possible to confirm the
presence of phenolic compounds in different concentrations and their antimicrobial
activity, by confirming the importance of investigations to determine their potentiality,
by analyzing the extracts of the fruit of Momordica charantia L., obtained with
different extraction methods and solvents therapy.

Keywords: Meldo de S&o Caetano; herbal medicines; Extraction methods;
antimicrobial; Centesimal composition.
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1 INTRODUCAO

Planta medicinal é toda planta que, administrada ao homem ou animal, por
qualquer via ou forma, exerca alguma acao terapéutica (LOPES et al., 2005). Tais
utilizagdes correspondem as mais antigas “armas” empregadas pelo homem no
tratamento de enfermidades de todos os tipos, na prevencdo e/ou na cura de
doencas (MORAES & SANTANA, 2001).

As plantas medicinais sdo usadas como 0 Unico recurso terapéutico de uma
parcela da populacédo brasileira e de mais de 2/3 da populacéo do planeta (NEWALL
et al., 2010). Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2012) mostram que
cerca de 70% a 90% da populacdo depende do uso de plantas medicinais nos seus

cuidados com a saude.

O Brasil destaca-se por ser o pais com maior biodiversidade mundial,
possuindo, de acordo com Margues (2000), 22% de todas as espécies bioldgicas do
mundo. Nesse contexto, o uso de plantas medicinais pela populacéo brasileira ja se
tornou uma pratica tradicional (RITTER et al., 2002; AZEVEDO & KRUEL, 2007),

sendo, muitas vezes, o Unico recurso utilizado pela populagéo.

No pais, um conjunto de resolucBes e portarias delineia os instrumentos
necessarios a implantacdo e implementacdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicas (PNPMF), destacando-se a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS - BRASIL, 2009). Essa relacdo é
constituida de espécies vegetais cujo critério de inclusdo tem por base o potencial
de avancar nas etapas da cadeia produtiva e de gerar produtos de interesse que
possam subsidiar a elaboracéo de fitoterapicos disponiveis para uso da populacgéo,
com seguranca e eficacia para o tratamento de determinada doenca (BRASIL,
2016).

Das varias plantas que constam nessa lista com potencial atividade biolégica,
destaca-se a Momordica charantia, (Cucurbitacea), uma planta medicinal bastante

comum no Nordeste brasileiro, popularmente conhecida como meldo de Sé&o
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Caetano, erva-das-lavadeiras, fruto-de-cobra, mel@ozinho, fruta-de-sabia, dentre
outros (LORENZI, 2002; DI STASI et al., 2002; PEREIRA et al. 2010) e utilizada para
tratamento de diversas doencas, como diabetes, cancer e controle de infeccdes
causadas por microrganismos. Seus frutos sdo bastante consumidos pela
populacdo, que, na sua maioria, ndo tem conhecimento cientifico acerca das
propriedades nutricionais, farmacolégicas, microbiolégicas e toxicologicas desta
planta (ZHANG et al., 2010).

Nas ultimas décadas, varios estudos tém sido realizados com Momordica
charantia L. avaliando seu potencial para uso terapéutico. Eles tém creditado aos
frutos dessa planta muitas atividades farmacologicas. Entre elas estdo atividade
antidiabética, antiviral, antitumoral, antileucémica, antibacteriana, anti-helmintica,
antimutagénica (AHMED et al.,, 1999; ALESSANDRA et al., 2008), antioxidante,
antitlcerativa, anti-inflamatdria, hipocolesterolémica, hipoglicemiante, hipotensora,
imunoestimulante, cicatrizante e propriedades inseticidas (BASCH et al., 2003;
ALESSANDRA et al., 2008; ARRUDA, 2010).

Por outro lado, a identificacdo dos compostos fitoquimicos realizada nos
extratos revelam a presenca de varios grupos de metabdlitos secundarios como os
compostos fendlicos, que desempenham varias atividades farmacolégicas. Essa
identificacdo pode contribuir para a evidenciagdo de marcadores quimicos nas
espécies estudadas, cooperar em testes de qualidade e integridade de fitoterapicos,
além de colaborar para o uso popular mais seguro das plantas medicinais (ANVISA,
2010). Na extracdo desses constituintes é possivel utilizar diferentes métodos e
solventes de extracdo. Tais fatores variam significativamente o teor de metabdlitos
secundarios extraidos e, assim, influenciam na composicdo final do extrato
(KARABEGOVIC et al. 2014).

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da utilizagéo de
diferentes solventes e métodos de extracdo na composicéo fendlica e centesimal do
extrato dos frutos de Momordica charantia L., aléem da atividade citotoxica e

antimicrobiana.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas Medicinais

Para muitas pessoas € fato comum a utilizacdo de plantas medicinais na
terapéutica, tanto dentro do aspecto da cultura popular, quanto de forma mais
embasada cientificamente (SIMBO, 2010).

Estima-se que, aproximadamente, 40% dos medicamentos disponiveis foram
desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, sendo estes 25%
provindo de plantas (CALIXTO, 2000). Das 252 drogas consideradas basicas e
essenciais pela OMS, 11% séo originarias de plantas e um namero significativo séo
drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (RATES, 2001; ABIFISA, 2011).

Embora o Brasil possua a maior diversidade vegetal do mundo, com mais de
60.000 espécies vegetais catalogadas, apenas uma pequena fracdo € estudada para
pesquisas de compostos bioativos e avaliacdo de suas propriedades medicinais
(GUERRA et al., 2001).

Recorrer a natureza como forma de amenizar sintomas ou curar enfermidades
€ uma pratica comum e de longa data. Nesse aspecto, urge a necessidade de
investigar as riquezas da biodiversidade e, particularmente, das plantas medicinais,
seu uso discriminado e racional, de forma a se obter vias terapeuticamente
eficientes e seguras (ALZUGARY, 1988).

Nesse contexto, no Brasil, a partir de 2006 novos marcos regulatorios
brasileiros apoiam e fomentam o uso seguro e racional de plantas medicinais e
fitoterdpicos como a PNPMF, PNPIC e a RENISUS estas normativas foram criadas a
fim de adequar os marcos legais para implantacdo da fitoterapia no SUS. Além de
destacarem a importancia da valorizacdo do conhecimento tradicional e o respeito

as préticas culturais de cura e manutencéo da saude.
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2.2 Momordica charantia L.

2.2.1 Descrigao botanica e distribuicao geografica

Momordica charantia pertence a familia Cucurbitaceae, e possui cerca de
1.280 espécies, subordinadas a um numero aproximado de 126 géneros, ocorrentes,
principalmente, nas regides tropicais. Seu nome tem origem do latim Momordica que
significa “mordida”, referindo-se as bordas da folha que parecem que foram
mordidas (ASSUBAIE, 2004). No Brasil, a familia Cucurbitaceae esté representada
por 30 géneros, com um total aproximado de 200 espécies (BARROSO et al., 2004).
A M. charantia, € conhecida vulgarmente como Meldo de S&o Caetano, erva de
lavadeira, Erva de Sao Caetano, fruto de cobra, fruto de negro, entre outros (ASSIS,
et al., 2015).

M. charantia é caracterizada por ser uma planta trepadeira, rasteira, originaria
do leste indiano e sul da China (AHMED, 1999). A planta cresce em areas tropicais
da Asia, do leste da Africa, llhas do Caribe, Regido Amazénica e no nordeste
brasileiro (DI STATI et al., 2002). Todas as suas partes, incluindo o fruto, possuem
sabor amargo (GROVER & YADAV, 2004). E uma erva que cresce sobre muros,
sendo muito comum nas cercas e terrenos baldios (DI STATI et al., 2002),

Apresentam gavinhas simples, longas, pubescentes, filiformes com a funcéo
de agarrar ramos que sirvam de apoio para a planta em crescimento. Proporcionam
caule herbaceo fino, sulcado e de coloracdo esverdeada, trepador de 3 a 4 metros
de altura (ALONSO, 1998). As folhas sdo simples e apresentam caracteristicas
membranaceas, alternas e lobadas com cerca de cinco a sete I6bulos (CORREA
JUNIOR et al.,, 1994, DI STASI, 2002). As flores sdo mondicas de cor amarelo-
palidas isoladas nas axilas (ROBINSON & DECKER- WALTERS, 1997). O fruto &
oblongo e assemelha-se a um pepino pequeno. O fruto novo é verde que muda para
uma tonalidade alaranjada-dourado quando maduro (GROVER&YADAYV, 2004),
estes contém sementes envoltas em uma substancia avermelhada e comestivel
(GONZALES, DIAZ, LOWY, 2001; ALONSO, 1998), como apresentado na Figura 1.
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Flor

Caule

Folha

Fruto verde

Fruto maduro Gavinha

com sementes

Figura 1. Folhas, Flor, Frutos, Caule e Gavinhas da Momordica charantia L.
Fonte: Adaptado de Meemelink - Revendedor especialista em botéanica.

2.2.2 Composigao centesimal

Composicdo centesimal é a propor¢cdo em que aparecem, em 100 g de um
determinado alimento, os constituintes que o compdem (RIBEIRO, 2007). A
composicdo centesimal do fruto da Momordica charantia L. esthd apresentada na
Tabela 1.

Tabela 1. Composic¢ao centesimal do fruto de Momordica charantia L.

Componente %*
Teor de umidade (%) 13,74 £ 2,29
Cinzas total (%) 7,96 £ 0,52
Gordura bruta (%) 6,11 £ 0,42

Fibra bruta (%) 2,7+0,5

Proteina bruta (%) 29,88 + 3,75
Carboidratos (%) 38,31+ 0,30

Valor cal6rico total (kcal/100g) 241

*Média + Desvio Padrdo. Fonte: adaptado de Anil Akumar et al. 2015.
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A analise centesimal mostra que o fruto da planta tem baixo teor de umidade
em comparacdo a outros materiais vegetais (MENSAH et al. 2008), o que ajuda a
prevenir deterioracdo por microrganismos (MATHLOUTHI, 2001). Ja as proteinas,
encontradas em grandes quantidades sdo as principais responsaveis pelas varias
acOes farmacolégicas da planta, como por exemplo, a Alfa-momorcharina (a-MMC) e
proteina anti-HIV (MAP30), possuindo respectivamente atividades antitumorais e
antivirais (FANG et al., 2012; MENG et al., 2014).

Ainda, segundo Anil Akumar et al. (2015), os frutos de Momordica charantia L.

apresentam muitos minerais e vitaminas como apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo mineral e de vitaminas presentes nos frutos da Momordica charantia
L.

Componente ppm*
MINERAIS
Célcio 20510,00 + 5,77
Magneésio 255,00 + 0,69
Soédio 2200,00 + 1,15
Potassio 413,00 + 1,45
Ferro 98,00 + 0,23
Zinco 120,00 £ 1,15
Mangéanes 156,00 = 0,33
Cobre 32,00 £1,85
VITAMINAS
A Tracgos
E 800 + 14
C 66000 + 141
B12 5355+ 7,10
Acido Félico 20600 + 42,43

*Média + Desvio Padréo. Fonte: Adaptado de Anil Akumar et al. 2015.

O conteudo mineral analisado na planta revelou que o valor mais elevado € o

de calcio. No organismo humano, o calcio € um nutriente necessario em diversas
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funcbes bioldgicas. Estd envolvido nos processos de contracdo muscular, mitose,
coagulacdo sanguinea, transmissdo do impulso nervoso ou sinaptico e o suporte
estrutural do esqueleto (MILLER et al.,, 2001). Yuwai et al. (1991) mostram que o
fruto fresco contém diversos minerais (Calcio 137,69 mg/100 g, Magnésio 119,92
mg/100g), além dos minerais tragos (Cobre 3,54 mg/100g, Ferro 5,97 mg/100g,
Zinco 3,53 mg/100g).

Além disso, o fruto € rico em vitaminas, contendo principalmente as vitaminas
A, Bl, B2 e a vitamina C, que pode ter em torno de 100 mg em 100 g do fruto. Seu
uso regular pode prevenir a hipertensdo, complicagcbes oculares, neurite e
metabolismo defeituoso de carboidratos (YUWAI et al., 1991; BALDWA et al., 1999).

2.2.3 Composigao fitoquimica dos frutos

Diversos metabdlitos secundarios tém sido descritos nos frutos de Momordica
charantia L. e destes varios principios ativos sdo conhecidos, principalmente o
triterpeno momordicina, a momordipicrina e o acido momordico (FERREIRA, 2008).
A momordicina (Figura 2) é o metabdlito responsavel pelo sabor amargo
apresentado pelo fruto (LEUNG et al.,, 2009). A presenca do composto ativo
momordicina parece estar relacionada com os efeitos contraceptivos e, por isso, nao
€ aconselhado o seu consumo em mulheres que pretendem engravidar
(ANONYMOUS, 2007).

Figura 2. Estrutura quimica do composto Momordicina.
Fonte: Proprio autor- Chem Sketch 12.0
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Outro composto ativo presente no fruto € a charantina. Esta é caracterizada
por ser a mistura de dois glicosideos esteroidais, estigmasterol e B-sitosterol (Figura
3). Este metabdlito foi responsavel pelo efeito antidiabético em coelhos normais,
ratos e gatos (DESAI & PRATIMA, 2015) e podem ser 0s responsaveis por uma
atividade antimicrobiana consideravel (SAEED &TARIQ, 2005).

HO
HO
OH
HO
HO
OH

Figura 3. Estruturas quimicas dos glicosideos que compdem a Charantina A: 3-Sitosterol
glicosilado e B: Estigmasterol glicosilado
Fonte: Proprio autor- Chem Sketch 12.0

A planta ainda oferece algumas substancias isoladas como o polipeptideo-P,
que apresenta grande semelhanca com a insulina com apenas um aminoacido a

mais (Metionina), sendo isolados do fruto e sementes da planta (BRAGANCA, 1996).

Constatou-se também a presenca de varias outras substancias, de diversas
classes tais como: Glicosideos (momordicina, charantina), Saponinas
(momorcarina), Carotenoides (criptoxantina), Acidos graxos (acido estearico, acido
linoleico), Terpenos (momordenol, momordicilina), além de alcaloides, esteroides,
catequinas e taninos (SENER, 1998; ISMAIL, 1999; MIURA, 2001).
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2.2.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo definidos quimicamente como substancias que
possuem um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo
seus grupos funcionais, como mostrado na Figura 4. S&o originados do metabolismo
secundério das plantas (DUBICK & OMAYE, 2001; SOARES et al., 2008).

Compostos fendlicos sdo importantes metabdlitos secundarios sintetizados
por plantas durante o desenvolvimento normal e em resposta a condi¢cdes de
estresse. No intuito de se protegerem de agressfes externas, as plantas sintetizam
compostos de origem fendlica que atuam na absorcado da radiagdo nas camadas
epidérmicas dos tecidos, regulando o sistema antioxidante nas células (GOBBO
NETO & LOPES, 2007).

O§ OH

OH

Acido galico

Figura 4. Exemplo de estrutura quimica de compostos fendlicos: acido galico.
Fonte: Proprio autor- Chem Sketch 12.0

Estes sdo encontrados em alimentos como frutas e vegetais consumidos
rotineiramente em nossa dieta. Esses compostos contribuem para qualidades
sensoriais, como cor, flavor (impresséo sensorial determinada pelas sensacdes de
sabor e aroma) e sabor de frutas e vegetais frescos e seus produtos. Além disso,
muitos compostos fendlicos apresentam atividades antioxidante, antialérgica,

anticarcinogénica, antimicrobianas, entre outras (KIM et al., 2008).

Segundo Taiz & Zeiger (2004), os compostos fendlicos vegetais constituem

um grupo quimicamente heterogéneo, com, aproximadamente, 10.000 compostos.
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Alguns sao solluveis apenas em solventes orgéanicos (&cidos carboxilicos e
glicosideos) outros soluveis em 4gua. Ha, ainda, aqueles que séo grandes polimeros
insoltveis (SHAHIDI & NACZK, 1995).

Dentre os diversos compostos fendlicos existentes nos frutos de Momordica
charantia, destacam-se como mais abundantes o acido galico (Figura 4), a catequina
e 0 acido cafeico (Figura 5) (Kenny et al., 2013). Brudat & Shotpruk (2009) em seus
estudos quantificaram 18 tipos de compostos fendlicos nos frutos de Momordica
charantia, e mais outros cinco em nivel tragco. O conteudo total de compostos
fendlicos exibiam suas maiores concentracdes em Apigenina (195,5 ng / mg),
Catequina (725 ng / mg), acido cafeico (576,5 ng / mg) e acido galico (215,6 ng / mg)

HO O
CI HOD/\/\OH
OH
OH HO
(A) (B)

Figura 5. Estrutura quimica de compostos fendlicos encontrados em maior abundancia nos
frutos de Momordica charantia. A - Catequina e B - Acido Cafeico.
Fonte: Proprio autor- Chem Sketch 12.0

2.2.4 Usos tradicionais/populares

Os frutos de Momordica charantia L. sdo usados na medicina tradicional em
diversos paises como China, Colémbia, Cuba, Gana, Haiti, india, México, Malasia,
Nova Zelandia, Nicaragua, Panama e Peru e inclusive no Brasil. Os frutos séo
utilizados de diferentes formas sendo comercializadas em cha, capsula ou seu
extrato em pé (GROVER &YADAYV, 2004).
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Os frutos ainda podem ser consumidos frescos sendo valorizado pelo seu
sabor amargo. Quando imaturos sdo geralmente utilizados inteiro ou em fatias, na
forma de “pickles” ou conservado em salmoura. Além disso, podem ser consumidos
maduro, comendo-se a polpa vermelha que reveste as sementes, de sabor

adocicado, rica em licopeno (LENZI, 2005).

Tradicionalmente, os frutos possuem uma longa histéria de utilizacdo no
tratamento de numerosas doencas. Sao indicados e consumidos para inflamacdes
hepaticas, colicas abdominais, problemas de pele, queimaduras com leucorréias
purulentas, furinculos e hemorrdidas. Seu uso também se destaca como erva
medicinal para o tratamento da diabetes (VINNING, 2000).

Além disso, o fruto também vem sendo utilizado como emenagogo, antiviral
especialmente para casos de sarampo e contra hepatite. Ha relatos, ainda, de que
seu uso externo seja bastante comum principalmente para a eliminacdo de
parasitas. Na medicina popular turca, os frutos maduros sdo usados externamente
para cicatrizacdo rapida das feridas e internamente para o tratamento de Ulceras
pépticas (GROVER & YADAV, 2004). Os frutos também sao utilizados na fabricacéo

de sabao para lavagem de roupa no meio rural (RIGOTTI, 2005).

2.2.5 Potencial Medicinal

2.2.5.1 Atividade hipoglicemiante

Muitos componentes tém sido identificados no extrato dos frutos de M.
charantia com atividade contra o diabetes. Raza et al., (1996) demonstrou que esses
extratos conseguem estimular o armazenamento de glicogénio pelo figado e a
secrecdo de insulina pelo isolamento das ilhotas de Langerhans, sugerindo que os
frutos apresentam capacidade de mimetizar a acdo da insulina em humanos.
Segundo Braganca (1996), o efeito anti-hiperglicemiante se deve ao sitosterol

presente nos frutos. Este tem acdo periférica e consegue reduzir a sintese de
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glicose hepética pela inibicdo das enzimas gliconeogénicas como a glicose-6-fosfato
e a frutose-1,6-bifosfatase. Tais enzimas atuam aumentando a utilizacédo de glicose
pela via das pentoses, através da ativacdo de sua principal enzima a glicose-6-
fosfato desidrogenase. Sua importancia se nota nos estudos de Grover & Yadav
(2004), que demonstraram que, quando administrado oralmente, o extrato cetdnico
do p6 do fruto na concentracdo de 250 mg/kg por 15 a 30 dias em ratos
aloxanizados houve uma reducéo da glicemia e a colesterolemia aos niveis normais

mesmo apos 15 dias de descontinuacado do tratamento.

2.2.5.2 Atividade Antimicrobiana e Antifungica

Os extratos aquosos, etandélicos e metandlicos do fruto de M. charantia tém
demonstrado atividade antimicrobiana de largo espectro de acdo (KHAN, 1998;
MAIA et al. 2009), com atividade contra Escherichia coli (OMEREGBE et al., 1996),
Helicobacter pylori (YESILADA et al., 1999) e Staphylococcus aureus (MAIA et al.
2009). Segundo Filho (2012) o extrato etandlico dos frutos da M. charantia L.
apresentou eficacia in vitro contra todas as espécies testadas tanto fungos como
bactérias. Foi efetivo contra as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis e Providencia rettgeri e contra os
fungos Candida guillermondi, Candida krusei, Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida parapsiplosis e Candida glabata. Além disso, o extrato do fruto demonstrou
propriedades antibacterianas contra Helicobacter pylori, a bactéria que causam
Ulcera géstrica (SAEED &TARIQ, 2005).

2.2.5.3 Atividade Gastroprotetora

O efeito gastroprotetor de algumas plantas medicinais tem sido atribuido a
presenca de constituintes como flavonadides, triterpendides, taninos e esterdides. Os

extratos obtidos de frutos e de folhas de M. charantia L., quando administrados por
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via oral, inibiram as lesbes géstricas induzidas por etanol, conferindo gastroprotecao.
(BRAGA et al., 2007).

2.2.5.4 Atividade citotoxica

Estudos de Manoharan (2010) demonstraram o0 potencial efeito in vitro
anticancer dos extratos do fruto de Momordica charantia L. 800 yg/mL do extrato
bruto solivel em &gua dos frutos de Momordica charantia L. foi de grande
efetividade na inviabilidade celular de seis diferentes linhagens de cancer (1231N1,
Gos-3, U87-MG, Weri Rd-1, Corl-23, Sk Mel). Os resultados mostram que em todas
as linhagens celulares de diferentes cénceres o extrato conseguiu diminuir
significativamente a viabilidade celular, ou seja, essas células morreram em

comparacao com as células néo tratadas.

Aliado a isso, os resultados também mostraram que o extrato bruto teve
pouco ou nenhum efeito sobre a morte de linhagem de células (L6) do musculo
esquelético saudavel. O mesmo trabalho, afirma que os efeitos combinados de
extrato bruto solivel em &gua dos frutos de M. charantia com Vinblastina ou
Temozolomida, que sdo medicamentos efetivos contra o cancer, promovem uma
diminuicdo adicional na viabilidade celular (MANOHARAN, 2010). Fang et al.
(2012), demonstraram que a Lectina Momordica charantia (MCL), tem capacidade
inativadora de ribossomo tipo Il, em carcinoma nasofaringeo (NPC), sendo que
esta proteina conseguiu induzir apoptose, fragmentacao de DNA, prisdo de fase G1

do ciclo celular e lesdo mitocondrial em ambos os tipos de células de NPC.

2.2.6 Toxicidade, efeitos colaterais e contraindicag6es

Estudos clinicos tém demonstrado existir uma baixa toxicidade de todas as
partes do Meldao de Sdo Caetano quando administrados por via oral em ratos. O

fruto e a semente demonstram maior toxicidade comparada com as folhas e as
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partes aéreas da planta. Entretanto, toxicidade e morte de animais tém sido
demonstradas em laboratorios quando os extratos sdo injetados via intravenosa
(LORENZI, 2008).

A toxicidade da M. charantia em animais incide, essencialmente, sobre o
figado, sistema reprodutor e principalmente sistema nervoso. Ponzi et al. (2010)
provaram que a amostra liofilizada do extrato etandlico dos frutos de Momordica
charantia, quando administrados por via oral em camundongos, demonstrou sinais
de toxicidade aguda na dose de 2000 mg/Kg, sendo observado efeitos estimulantes
do Sistema Nervoso Central (SNC) como agitacdo, tremores, movimentacao
estereotipada, agressividade e movimentacgao de vibrissas. Foram verificados, ainda,
efeitos como cianose, piloerecdo, alteracdo respiratoria, alteracdo da atividade
motora, ocular e cardiovascular. Para a dose de 4000 mg/Kg, além destes, apds 30
minutos da administracdo, foram observados estimulagcdo e acdo depressora
especifica do SNC, como saltos, taquicardia, abaixamento posterior, prostracao

entre outros.

Em humanos esses efeitos ndo foram detectados. No homem, os efeitos
adversos mais frequentes foram sintomas gastrointestinais, tais como, desconforto
ou dor abdominal e diarreia (DANSA et al., 2007). Entretanto, € importante que
pacientes que associem esta planta medicinal ao seu regime terapéutico devam ser
aconselhados e monitorados, uma vez que esse uso concomitante pode gerar riscos
(ROCHA, 2010).

2.2.7 Produtos comerciais e preparagoes culinarias

No mercado farmacéutico ja existem produtos a base de Momordica charantia
L. disponiveis nas suas diferentes formas, e comercializados, inclusive, no Brasil

como demonstrado na Figura 6.
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Figura 6. Exemplificacdo de produtos comerciais fitoterapicos que tém como base a
Momordica charantia L. (A) capsulas, (B) comprimidos e (C) florais.
Fonte: (A) Bioeva—Loja online de produtos naturais (B) Girassol — Loja online de produtos naturais
(C)Florais de minas — Loja online de produtos naturais.

Na culinaria, a Momordica charantia L. é bastante utilizada nas Filipinas e
principalmente preparadas na forma de omeletes, saladas e pratos principais
quando combinado com carnes e frutos do mar. Na india, é bastante utilizado na
forma de curries temperados junto com especiarias e ctrcuma. Na Asia, é bastante
utilizada tanto na forma fresca como também enlatada ou seca. Ja no Japao sua
utilizacdo é bastante comum sendo ingrediente integrante de diversos pratos. E
servida, principalmente, refogada com shoyo, cozido no vapor e temperado com
pimenta e gergelim preto e também na forma de Chanpuru que é um prato tipico de
Okinawa, que consiste num refogado dos meldes com carne de porco e tofu como
mostra a Figura 7 B (BLOG COME-SE, 2010).

(A) (B)

Figura 7. Exemplificacdo de produtos culinarios a base de Momordica charantia L.(A)
Refogado e temperado com pimenta e gergelim preto (B) Chanpuru.
Fonte: (A) Come-se—Blogsport de culinaria; (B) Skdesu — Blog de culinaria japonesa
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2.3 Extratos Vegetais

Extratos brutos vegetais sdo, normalmente, misturas complexas constituidas
guase sempre por diversas classes de produtos naturais, contendo diferentes grupos
funcionais. O processo de separacdo desses produtos naturais bioativos
corresponde a varias fases. Dentre elas, uma de grande importancia € a extracdo a
partir da matéria vegetal (JUNIOR et al., 2005).

Segundo Choze (2004), a extracdo consegue separar um componente ou
componentes especificos de uma droga vegetal através da acdo de um solvente ou
da mistura deles baseado em suas diferentes solubilidades. Na escolha de um
método extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a estabilidade das substancias
extraidas, a disponibilidade dos meios e o custo do processo escolhido,

considerando a finalidade do extrato que se quer preparar (HOSTETTMAN, 2003).

JA4 os extratos vegetais sdo preparacdes liquidas ou em po obtidas da
retirada dos principios ativos das drogas vegetais por diversas metodologias. Tais
produtos devem receber certos cuidados principalmente no armazenamento, que
deve ser feito, particularmente, no sentido de evitar que os produtos com extratos
secos recebam umidade, pois, geralmente, sdo bastante higroscopicos, agindo a
agua como um facilitador para a degradacdo quimica favorecendo o crescimento
microbiano (MARQUES, 2005). Ja os extratos liquidos ndo devem ser expostos
ao ar, luz, calor e umidade, pois podem apresentar substancias extremamente

sensiveis que evaporaram, oxidam e se degradam pela luz rapidamente.

Os extratos apresentam algumas limitagdes, como baixa estabilidade dos
compostos organicos presentes nas solucées e o ndo monitoramento de possiveis
substancias toxicas presentes nas plantas ou resultantes da decomposicdo dos
produtos durante sua manipulacdo. Tais limitagdes fazem com que seja necessaria a
investigacdo mais aprofundada de cada extrato proveniente de plantas, bem como o
desenvolvimento de produtos com maior nivel tecnolégico, para que produtores e
consumidores possam ter seguranca na utilizacdo de extratos brutos (SILVA et al.,
2005).
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2.3.1 Extragao por Ultrassom

O ultrassom € um processo que utiliza a energia de ondas sonoras que Sao
transmitidas em frequéncia de até 40 quilohertz (KHz) sendo superior a capacidade
auditiva do humano. Estas ondas criam uma Unica vibracdo que causa uma variagao
na pressao do liquido extrator gerando assim cavitagdes no material vegetal em
questao (LUZ, 1998).

O ultrassom pode ser usado como técnica de extracao alternativa a outras
técnicas, e tem sido aplicado para extracdo de compostos organicos de material
aéreo particulado, carvao, xisto, solos, determinacdo de gordura em material
bioldgico, determinacdo de estabilidade de Oleo diesel e materiais vegetais. A
eficiéncia de extracdo usando a técnica de ultrassom tem sido citada como igual ou
melhor do que a obtida por Soxhlet (SIMOES et al., 2010).

A técnica por ultrassom apresenta ainda varias vantagens, tais como a alta
reprodutibilidade, a possibilidade de utilizacdo para uma ampla faixa de tamanho da
amostra, a rapidez no processamento e o baixo custo (SIMOES et al., 2010).
Entretanto o banho utilizado no procedimento libera calor que pode interferir em
processos metabdlicos e degradacdo de substancias presentes no material vegetal.

2.3.2 Extragao por Turbdlise

Nessa técnica, a extracdo ocorre, concomitantemente, com a reducdo do
tamanho da particula, resultado da aplicacdo de elevadas forcas de cisalhamento
em rotacdes de 2000 a 24000 rpm. A reducéo drastica do tamanho de particula e o
consequente rompimento das células favorecem a rapida dissolucdo das
substéancias, resultando em tempos de extracdo da ordem de minutos e o quase
esgotamento da droga (SIMOES et al., 2010).

A turbolise, porém, gera problemas com substancias volateis, pois libera calor

que pode interferir em processos metabdlicos, sendo, portanto, recomendado
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apenas quando se tratar de materiais de elevada dureza ou muito fiborosos como

caules, raizes, rizomas ou lenhos (LEITE, 2009).

2.3.3 Extragao por Maceragao

Maceracdo € o processo no qual a droga vegetal pulverizada fica em contato
com o liquido extrator em recipiente fechado, em temperatura ambiente, durante um
longo periodo (horas ou dias), sob agitacdo ocasional (estatica) ou constante
(dindmica) sem renovacdo do liquido extrator. Ao final do processo o liquido extrator
é separado e o residuo prensado (MARTIN & BUSTAMANTE, 1993; LEITE, 2009).

Essa técnica ndo leva ao esgotamento total da droga vegetal devido a
saturacao do solvente e/ou ao estabelecimento de um equilibrio entre o solvente e o
interior da célula. Também depende de fatores como granulometria, teor de
umidade, concentracdo e seletividade do solvente e grau de intumescimento das
células (LEITE, 2009). Quando empregado em nivel industrial os extratores podem
ser cubas fixas ou moveis, apresentar ou ndo camisa de vapor e, ainda,
diferenciando em tamanho, forma geométrica e presenca de agitagdo interna
(ROCHA, 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

v

Avaliar a influéncia da utilizacdo de diferentes solventes e métodos de
extragdo na composicdo fendlica e centesimal do extrato dos frutos de

Momordica charantia L., além da atividade citotoxica e antimicrobiana.

3.2 Objetivos Especificos

v

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

compostos fenolicos dos frutos da Momordica charantia L.;

Quantificar os compostos fendlicos dos extratos do fruto de Momordica
charantia L.;

Determinar a composicao centesimal dos frutos de Momordica charantia L.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos do fruto de Momordica
charantia L.

Realizar a triagem fitoquimica dos extratos dos frutos de Momordica charantia

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

Realizar a atividade citotdxica dos extratos do fruto de Momordica charantia L.

em células de linhagem tumoral humanas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificagao do material vegetal

Os frutos da Momordica charantia foram coletados no municipio de Boquim,
no estado de Sergipe, com localizagdo 11°10'51.6” S e 37°3506.7" W, ao
entardecer, durante o inverno do ano de 2016 e 2017.

4.2 Preparagao dos extratos vegetais

ApoOs a coleta, os frutos foram mantidos na estufa com fluxo de ar continuo a
40°C para secagem e, em seguida, o material foi moido e tamizado. Foram
avaliados trés métodos de extracdo e suas combinagdes: maceracdo, ultrassom,
turbdlise, ultrassom + maceracgéo, turbdlise + maceracao e ultrassom + turbolise.

A maceracao foi realizada por dois dias seguido de duas remaceracdes por
igual periodo com consecutivas trocas de solvente (SIMOES et al., 2000). A
extracdo por ultrassom foi realizada em banho ultrassénico modelo Q1.8/40 da
ULTRANIQUE®, sem aquecimento, sendo as amostras submetidas as ondas
ultrassoénicas durante 30 minutos (BRUNI et al., 2014, com modificacdes). A turbdlise
foi realizada em homogeinizador/triturador modelo TE-102 da TECNAL®, onde o
material vegetal ficou por 5 minutos sob trituracédo/agitacéo a 20.000 rpm (OLIVEIRA
et al.,, 2016, com modificacbes). Os métodos combinados foram realizados da
mesma forma dos individuais. Em todos os métodos foram utilizados 5g do material
vegetal para 100 mL do solvente.

Inicialmente, o solvente utilizado em todas as extracdes foi etanol. O extrato
etandlico foi filtrado e evaporado sob pressao reduzida (temperatura aproximada de
40°C) em evaporador rotativo modelo SKL- 25A da WARMNEST®, sendo
transferidos para frascos de vidro e depois para capela de exaustdo para total

secagem.
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Posteriormente, foram obtidos novos extratos. Nestes foram utilizados o
mesmo material vegetal para extracdo sequencial de solventes. Tais solventes foram
utilizados consecutivamente para cada método de extracdo em ordem de sua
polaridade de maneira crescente. Também foram utilizados 5 g de material vegetal
para 100 mL dos solventes. A ordem utilizada dos solventes foi hexano,
diclorometano, acetato de etila e etanol/dgua (70:30). Todo o processo pode ser
visualizado na Figura 8 (A e B). O rendimento das extracfes foi calculado com base

na massa de material vegetal seco.

MATERIAL VEGETAL

(A)

SECO ETRITURADO

[ I | | L 1
ULTR-"\SSD@"l+ TURE@L|5E+ ULTRASSOM
MACERACAD MACERACAD! 1+ TURBOLISE

| 1 1
2 Dias, 2” 30 minutos 5 minutos 30 min + 2 dias 5 min +2 dias 30 min+ 5 min
remaceragies macerando macerando

MACERAGAO| |uLTrassom| | TuredLIsE

MATERIAL VEGETAL

(B)

SECO E TRITURADO

I I I T I 1
. . ULTRASSOM +| |TURBOLISE +| [uLTRASSOM
MACERACAD|  [ULTRASSOM| | TURBOLISE | | pmaceracio| [maceracid |+ tursdLise

1
[ HEXANO ][ HEXAND " HEXANO ][ HEXANO ][ HEXAND ][ HEXANO ]

[DICLDRDF-’ET‘\ND ][ DIELDHDI".’EI'-‘-\.ND][DIELDHDP.’EMND ][DICLDFDI".’EI'-‘-\.ND][ DIELDHDI"{EMND][DICLDHDI‘&’EMND]

[-‘-\.EI—.‘I’ATD DE EI'IL-‘-\.][J\CEI'-:\TD DE I—.'I'IL-:\"ACEI'ATD DE EI'IL-‘-\.][-ACEI'J\TD DE EI'IL-A][-‘-\.EEMTD DE EI'IL-‘-\.][-A.EEI'-‘-\.TD DE EI'IL-‘-\.]

[ ETANOL:H2O ][ ETANOL:HZO ][ ETANOL:H2O ][ ETANOL:H2O ][ ETANOL:H2O ][ ETANOL:H2O ]

Figura 8. Fluxograma dos procedimentos para obtengéo dos extratos. A - Extratos obtidos
com etanol e B - Extratos obtidos com diferentes solventes
Fonte: Proprio autor
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4.3 Composigao centesimal

A determinacdo de umidade, cinzas, lipidios e proteinas foram realizadas em
triplicata, de acordo com os métodos descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).
A determinacdo de umidade foi realizada por gravimetria, apos perda de peso da
amostra submetida a aguecimento em estufa regulada a 105°C, até peso constante.
As cinzas foram determinadas gravimetricamente por inicial carbonizacdo da
amostra em Bico de Blinsen e posterior incineragédo completa do material vegetal em
mufla sob aquecimento de 550°C, por 1 hora até obten¢do de um residuo isento de
carvao, com coloracéo branca acinzentada. O teor de lipideos foi determinado pelo
método de Soxhlet, que baseia-se no refluxo de solvente utilizando éter de petrdleo
no processo de extracao intermitente. O teor de nitrogénio total foi determinado pelo
método de micro-Kjeldahl, empregando-se o fator 6,25 para a transformacédo deste
em proteina (AOAC, 1995). Os teores dos carboidratos totais foram obtidos pela
diferenca entre a somatéria dos teores de umidade, cinzas, lipidios e proteinas em

relacéo a 100%.

4.4 Quantificacao dos compostos fendlicos

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau segundo metodologia proposta por Sousa et
al. (2011) com modifica¢des. Foi utilizado o &cido galico como padrao de referéncia
para construcdo da curva de calibracdo, obtencdo da equacédo da reta e coeficiente
de determinacdo. Este método é baseado na reducdo do reagente Folin pelos
compostos fendlicos das amostras com formacdo de um complexo azul. As etapas

do procedimento sdo demonstradas na Figura 9.
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Construcéo da curva de calibragéo Adicionar 7,7 mL de Adicionar 0.8 mL dos
aqua extratos

6‘12%\

A '_ <= \s -43- <= -
‘U U U Na2c03 '<,-,,_.,.§,..»y < _ .'- -

Adicionar 1 mL de 2 s Adicionar 0.5 mL do
Catbonats de Sodis Esperar 3 minutos Agitar em vortex por 30 reagente de Follin

segundos

s = lth= &=

Realizar leitura em
espectrofotometro

.
-

Agitér em vortex Esperar 1 hora

Figura 9. Etapas para determinagéo de compostos fenélicos pelo método de Folin-
Ciocalteau.
Fonte: Proprio autor

Inicialmente, foram adicionados 7,7 mL de agua destilada em tubos de ensaio
identificados e envoltos com papel aluminio. Em seguida foi acrescentado 0,8 mL
dos extratos dos frutos da Momordica charantia L. com concentracédo de 2,5 mg/mL
preparados no solvente extrator e, posteriormente, foram pipetados 0,5 mL do Folin—
Ciocalteau. A solucdo foi homogeneizada em vortex por 30 segundos e, apés
repouso de 3 minutos, foi adicionado 1 mL do carbonato de sédio em cada tubo.
Aguardou-se 1 hora em ambiente privado de luz e a leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro UV/VISIVEL- Biospectro® SP-220 a 720 nm. Foi utilizado acido

gélico em diferentes concentracfes (2 a 12,5 ug/mL), dissolvido em agua destilada,
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para elaboragdo da curva padrdo e os valores de fendlicos totais foram expressos

como de ug EAG (equivalente de acido galico) por mL de extrato.

4.5 Andlise em Cromatografia em Camada Delgada Analitica
(CCDA) dos extratos

A andlise cromatografica em camada delgada (CCDA) foi realizada sobre
cromatofolhas de aluminio com gel de silica — FLUKA® (espessura de 0,2 mm) de
fase normal. A revelacdo das substancias nas placas analiticas foi realizada atraves
de exposicdo a uma lampada ultravioleta usando A= 254 nm como comprimento de
onda, e por imersdo com solucdo de vanilina sulfarica seguido de aquecimento
(Adaptado de SARAIVA, 2009).

4.6 Atividade citotoxica

A atividade citotoxica foi realizada em parceria com o Laboratorio Nacional de
Oncologia Experimental da Universidade Federal do Cearad (UFC). Sua execucao
aconteceu pelo método do ensaio da atividade metabdlica mitocondrial que utiliza o
brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium (MTT) com capacidade de
converter um substrato em um produto colorido (Azul de formazan), (Figura 10).
Para o teste foram utilizadas linhagens tumorais humanas do tipo: HCT-116
(Colorretal), NCIH460 (Carcinoma de pulmédo), PC3 (Préstata) e K562 (Leucemia
Mieloide Crbnica) que foram cedidas pelo National Cancer Institute dos Estados
Unidos (NCI). Posteriormente, essas células foram cultivadas em meio especifico e
suplementadas com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em
estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. Os extratos foram dissolvidos em
DMSO puro para concentragcbes de estoque de 5 mg/mL para todos os extratos.
Ap6s o tratamento, as células foram plaqueadas 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 incubacéo de 72h.
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Figura 10. Reacao de reducao dos sais de tetrazolium em azul de formazan.
Fonte: Proprio autor- Chem Sketch 12.0

A analise de citotoxicidade pelo método do ensaio da atividade metabdlica
mitocondrial € comumente utilizada nos ensaios de citotoxicidade, como o programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais
de 10.000 substancias a cada ano (SKEHAN et al., 1990).

4.7 Determinacao da atividade antimicrobiana

Para a realizacdo da atividade antimicrobiana foi utilizado o método de
difusdo em agar (técnica do disco) baseado no que estd descrito na Farmacopéia
Brasileira 52 edi¢cdo (ANVISA, 2010) e o procedimento é apresentado na Figura 11.
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Figura 11. Etapas para a determinacgao da atividade antimicrobiana pelo método de difusao
em disco.
Fonte: Proprio autor

4.7.1 Preparo das placas

Para o preparo de cada placa foram utilizados em torno de 20 mL de agar
nutriente ou agar Sabouraud por placa, preparados de acordo com as

especificacdes do fabricante, e vertidas nas placas de petri (Figura 11).

4.7.2 Preparo dos discos

Inicialmente, para a realizacdo da técnica, foram utilizados discos de papel
absorvente secos e estéreis, medindo 5 mm de diametro. Num ambiente estéril e

com pipeta de volume regulavel, um volume de 10 pL de extratos na concentracao
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de 50mg/mL dissolvidos no solvente extrator foi transferido para impregnagédo nos
discos (realizada em duas etapas de 5 pL, quando necessario), que quando o
solvente foi totalmente evaporado possuia 0,5 mg de extrato (Figura 11). Também
foram preparados discos de controle negativo e positivo. Estes, continham o
solvente utilizado no preparo da solugcéo (mesmo que estes tenham evaporado antes
da utilizacdo) e uma substdncia conhecida com efetiva atividade contra o

microrganismo em teste, como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3. Controles positivos e negativos utilizados na determinacdo da atividade
antimicrobiana.

Staphylococcus aureus Escherichia coli Candida albicans
C+ Ofloxacina 0,5 g Polimixina B 300 pg Nitrato de miconazol 0,2mg
C- Metanol Metanol Metanol
C- Hexano Hexano Hexano
C- Diclorometano Diclorometano Diclorometano
C- Acetato de etila Acetato de etila Acetato de etila
C- Etanol:agua (70:30) Etanol:agua (70:30) Etanol:agua (70:30)

C+ (Controle positivo), C- (Controle negativo). Fonte: Préprio autor

4.7.3 Preparo dos inéculos bacterianos

As linhagens bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922, e o fungo Candida albicans ATCC 18804 foram
cultivadas em caldo nutritvo (BHI — Brain Heart Infusion) e caldo
Sabouraud dextrose, respectivamente, sendo posteriormente incubadas a 37°C até
turvacdo do meio. Apés turvagdo, cada inéculo foi lido em espectrofotdbmetro a uma
absorbancia de 600 nm e ajustada até obter a leitura com absorbéancia de 0,100 *

0,020 de acordo com a escala de Mc Farland (Figura 11).

4.7.4 Realizagcao do espalhamento em placa

Com um swab estéril, o indculo bacteriano foi distribuido uniformemente sobre

a superficie do agar, deixadas em repouso em temperatura ambiente por,

43



aproximadamente, 3 minutos de acordo com a metodologia de Bauer & Kirby (1966)
(Figura 11).

4.7.5 Disposicao dos discos

Utilizando-se pingca estéril, os discos, previamente impregnados com as
solucbes e os controles, foram distribuidos, uniformemente, sobre a superficie do
agar. As placas foram incubadas em estufa a 37+1°C por 24 horas. O halo de
inibicdo do crescimento foi medido utilizando paquimetro. Os testes foram realizados
em triplicata e em dias diferentes (Figura 11).

4.6.6 Determinacao da concentragao inibitéria minima (CIM)

Na determinacdo da Concentragcdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos foi
utilizado o método de microdiluicdo em caldo seguindo a metodologia descrita na
norma M7-A6 do Manual 38 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006)

com modificacdes.

Foram utilizadas placas estéreis de microtitulacdo, contendo 96 pocos
dispostos em oito linhas denominadas de A-H cada uma contendo 12 pocos
numerados de 1-12. Os orificios da microplaca foram preenchidos com 5 uL do
extrato dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO) preparados para 0 uso em uma
concentracdo de 500 pg/mL. Essa mistura foi adicionada nas colunas 1 e 2 da
microplaca, e foi realizada diluicdo seriada iniciando da coluna 2 com meio de
cultura. Foram retirados 100 pL da mistura que posteriormente era adicionada ao
poco da coluna seguinte que era homogeneizado, e sucessivamente repetia-se a
processo até a coluna 12, sendo desprezado os 100 pL restantes.
Subsequentemente, foi distribuida a suspensdo dos microrganismos em cada poco.
As concentracdes dos extratos variaram de 0,24 ug/mL até 500 pg/mL. Para cada

isolado foram inclusos controle negativo (apenas o meio de cultura) e positivo (meio
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de cultura + suspenséo bacteriana). As microplacas foram incubadas em estufa a
37°C por 24 horas, e apés a incubacdo foram analisados os resultados em leitor de
ELISA baseado na absorbancia de cada amostra. Para que a cor do extrato nao
interferisse nos resultados, um branco com extrato + meio de cultura foi utilizado

para zerar o equipamento.

4.8 Analise estatistica

Os resultados apresentados neste estudo correspondem a média de triplicatas.
Diferencas estatisticamente significativa foram reportadas quando os resultados
apresentaram probabilidade de ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 5% (p
< 0,05) aplicando-se ANOVA, seguidos de comparac6es multiplas pelo teste de
Tukey. As andlises foram realizadas usando o programa PRISMA 5.0, GraphPad
Prism versédo 6.0. e o Microsoft office Excel 2010. O detalhamento das analises

estatisticas de compostos fendlicos encontra-se no Anexo 1 (p.75).
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Rendimento em %

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos

O rendimento dos extratos variou tanto de acordo com o metodo de extracao
utilizado como com os diferentes solventes, assim apresentados na figura 12. Para
todos os métodos foi utilizada a mesma propor¢cdo de material vegetal e solvente,
(5g da planta seca pulverizada e 100 mL do solvente).

40

m Etanol ® Hexano = Diclorometano m Acetato de etila m Etanol + Agua
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Método de extracao

Figura 12. Rendimento em % dos extratos obtidos a partir dos frutos de Momordica
charantia.
Fonte: Préprio autor

A partir dos resultados foi possivel verificar que os maiores rendimentos

aconteceram quando foi utilizado o solvente hidroalcodlico em métodos combinados.
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Numericamente, o método que rendeu maiores quantidades de extrato em valores
absolutos foi aquele onde se combinou os métodos de ultrassom associado a
maceracdo seguidos da turbdlise associado a maceracdo extraidos com etanol +
agua, no entanto, nao foi possivel realizar a analise estatistica desse teste uma vez
que, para cada meétodo, foi preparado um Unico extrato. Segundo Tiwari et al.
(2011), os métodos extrativos influenciam diretamente na extracdo, e

consequentemente no rendimento total do extrato.

No processo extrativo, quando aplicado o ultrassom, ocorre alternancia de
compressao (pressao positiva) e rarefacdo (pressdo negativa) nas ondas, podendo
ocorrer um fenébmeno chamado cavitacdo. A cavitacdo consiste no crescimento
aparente e colapso de bolhas dentro do liquido, essas bolhas se expandem durante
a pressdo negativa e implodem violentamente, promovendo ondas com energia de
cisalhamento muito elevadas e turbuléncia (BERNARDO et al., 2016). Ja a turbolise,
devido a trituracdo e homogeneizacdo constante da droga vegetal e do solvente
também resultam em grandes rendimentos dos extratos (MARQUES & VIGO, 2009).
A combinacao dessas técnicas junto a maceracao pode favorecer de forma positiva

para um maior rendimento dos extratos.

Ainda segundo Tiwari et al. (2011), além do método utilizado, o solvente
também influencia no conteudo final da extracdo. Levando em consideracdo os
resultados pode ser visto que o solvente hidroalcodlico possui melhor rendimento em
todos os métodos. Esta diferenca entre os rendimentos de extragdo utilizando tal
solvente deve-se ao fato da mistura etanol + agua se comportar como solvente
anfifilico e extrair tanto substancias com carater polar quanto de média apolaridade,
resultados semelhantes a outros estudos realizados por Karabegovi¢ et al. (2014).
Além disso, a composi¢do centesimal mostrou altas quantidades de carboidratos no
fruto sendo estes muito sollveis em agua e facilmente extratos quando a mesma €&

utilizada como solvente.
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5.2 Composicao Centesimal

Os resultados da composicao centesimal dos frutos de Momordica charantia
coletadas na cidade de Boquim sdo apresentados na Tabela 4. Dentre os elementos
analisados, o que apresentou maiores concentracdes foram os carboidratos, seguido
das cinzas e proteinas. O que apresentou menor teor foram os lipideos seguidos da

umidade.

Tabela 4. Teor de nutrientes dos frutos analisados

Parametro g %*
Umidade 7,74 +£0,2
Lipideos 1,47 £ 0,05

Cinzas 31,05 + 0,05
Proteinas 14,7 £ 0,0
Carboidratos 60, 52 + 0,22

Média + Desvio Padrdo. Fonte: Proprio Autor

Diante dos resultados € possivel perceber que os frutos do Meldo de Séo
Caetano séo ricos principalmente em carboidratos e proteinas. Por esse motivo em
paises como a China os frutos sdo consumidos como alimento nutritivo (SHIH et al.,
2008). De acordo com Bakare et al. (2010) tais caracteristicas ainda determinam o
alto potencial dos frutos se tornarem um componente da dieta ou um suplemento

dietético.

Bakare et al. (2010) também determinou a composi¢éo centesimal dos frutos
de Momordica charantia coletados em Lagos State na Nigéria. Os resultados
encontrando foram similares ao deste estudo e a composi¢cdo centesimal também
apresentou baixas porcentagens de umidade, além de maiores quantidades de
carboidratos e proteinas. Entretanto, os resultados diferem na composicdo de cinzas
e lipideos estando os resultados do presente trabalho respectivamente maiores e
menores. Isso deve-se a fatores que podem alterar o conteudo das substéancias

presentes no extrato como, efeitos de sazonalidade e colheita.
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5.3 Compostos fendlicos

5.3.1 Curva de calibragao

A Figura 13 apresenta a curva de calibracdo obtida através das absorbancias das
diferentes concentracdes de &cido galico. A equacao da reta: y = 107,51x - 0,0174,

apresentou coeficiente de determinacao linear foi de R2 =0, 9942.
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08 - y=107,51x - 0,0174
07 R? = 0,9942
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03 -
02 -
0,1 -

O T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

Absorbancia (720 nm)

Compostos fenélicos (ug/mL)

Figura 13. Curva de calibracao obtida com diferentes concentragdes de acido galico para
determinacao de compostos fendlicos.
Fonte: Proprio autor

Vale ressaltar que a legislacdo brasileira recomenda que, para métodos
analiticos, seja construida uma curva com, no minimo, cinco concentracdes

diferentes e que apresente um R2 superior a 0,99 (ANVISA, 2017).

5.3.2 Determinacao dos compostos fenélicos dos extratos

A quantificacéo total de fenois de cada extrato foi feita através da resolugéo
matematica da equacédo da reta obtida a partir da curva de calibracdo de acido gélico
preparada anteriormente, onde x corresponde a concentracdo de acido gélico e y

corresponde a absorbéancia da amostra. O teor de fendis foi expresso em pg EAG
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(equivalente de acido galico) por mL de extrato do fruto da Momordica charantia L.
Os resultados para quantificacdo do conteado de compostos fendlicos totais dos
extratos sdo apresentados nas Figuras 14, 15, 16, 17 e 18.

A partir da andlise da Figura 14 pode-se afirmar que houve diferenca
estatistica (p<0,05) na utilizacdo de diferentes métodos de extracdo de compostos
fendlicos do fruto da Momordica charantia L quando obtidos com etanol como
solvente extrator. Nesse caso, 0 método de extracdo mais eficaz foi aquele em que
se combinou ultrassom com maceracdo, com 2,896 + 0,041 ug de EAG/ mL de
extrato. Da mesma forma, pode-se afirmar que o método menos eficiente para

extracdo de compostos fendlicos com esse solvente € aquele onde se utilizou
apenas a ultrassom.
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Figura 14. Compostos fendlicos (ug EAG/mL) de extratos etandlicos dos frutos de

Momordica charantia obtidos por diferentes métodos. M — Maceragao; U — Ultrassom; T —

Turbdlise; U+M — Ultrassom + Maceracao; U+T — Ultrassom + Turbolise; T+M — Turbdlise +

Maceracgao. Diferentes letras sobre as colunas indicam diferenga significativa (p<0,05).
Fonte: Proprio autor - Prisma 5.0

Nesse caso, foi possivel perceber estatisticamente que quando se utiliza
individualmente a maceracdo ou ultrassom como método extrativo estes Ssao
considerados métodos menos eficazes se aplicados individualmente do que quando

sdo combinados. A aplicacdo do ultrassom pode ter causado um efeito adicional na
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extragdo, por causar cavitacdes no material vegetal (Jacques, 2005) o que pode

favorecer maior extragcao de compostos durante a maceracao.

No entanto, na literatura foram achados estudos que também compararam os
teores de compostos fendlicos totais de frutos de Meldo de Sdo Caetano produzidos
por ultrassom. Lee et al. (2017) mostraram que a concentracdo de compostos
fendlicos desses extratos foi de 425,98 + 0,10 ug/g de material seco de compostos
fendlicos totais. Mas, esses dados ndo podem ser comparados com o do presente
trabalho pois estédo em unidades diferentes.
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Figura 15. Compostos fendlicos (ug EAG/mL) de extratos hexanicos dos frutos de
Momordica charantia obtidos por diferentes métodos. M — Maceragao; U — Ultrassom; T —
Turbdlise; U+M — Ultrassom + Maceracgao; U+T — Ultrassom + Turbdlise; T+M — Turbdlise +
Maceracao. Diferentes letras sobre as colunas indicam diferencga significativa (p<0,05).

Fonte: Proprio autor - Prisma 5.0

Através da andlise da Figura 15 € possivel confirmar que houve diferenca
estatistica (p<0,05) na utilizacdo de diferentes métodos de extracdo de compostos
fendlicos do fruto da Momordica charantia L quando obtidos com hexano como
solvente extrator. Pode-se destacar nesse caso, que ndo houve diferencga estatistica

entre os métodos de maceragdo e turbdlise, sendo estes considerados 0os menos
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efetivos. Da mesma forma, pode-se afirmar que quando utilizado a turbdlise
associado a maceracdo em combinacdo a eficiéncia do método é aumentada em
relacdo aos meétodos aplicados individualmente. A aplicacdo da turbdlise prevé
elevacdo da velocidade de agitacdo, pulverizando as partes da planta até o
rompimento total das células vegetais (MARQUES, 2014), o que também pode
favorecer maior extracao de compostos durante a maceracao.

Oliveira (2016) demonstrou a influéncia exercida pelos diferentes métodos
extrativos na extracdo de compostos fendlicos utilizando pequenos volumes de
solvente, onde os maiores rendimentos foram obtidos por maceragdo e turbdlise,
separadamente. Segundo ele, nessas técnicas, respectivamente, 0 solvente entra
em contato com a droga vegetal, viabilizando a dissolucdo dos compostos no
solvente empregado e a agitacdo mecanica, favorece a homogeneizacdo e maior
eficiéncia na dissolucdo de compostos e sua consequente extracdo. No presente
trabalho pode-se verificar que a combinacdo deles pode favorecer ainda mais a
extracdo de constituintes do material vegetal, pois 0 maior tempo de contato da
droga vegetal com o solvente garantido pela maceracdo favorece a extracdo de
metabdlitos secundarios ap6s o rompimento das células causado por diferentes

mecanismos pelas ondas ultrassénicas e a turbdlise.

No entanto, na literatura foram achados estudos que também compararam os
teores de compostos fendlicos totais de extratos hexanicos de frutos de Meldo de
Sédo Caetano. Sirikhwan (2014) mostrou que a concentracdo de compostos fendlicos
desses extratos foi de 40 ug/g de material seco de compostos fendlicos totais. Mas,
esses dados ndo podem ser comparados com o do presente trabalho pois estdo em
unidades diferentes.

A partir da analise da Figura 16 pode-se confirmar que houve diferenca
estatistica (p<0,05) na utilizacdo de diferentes métodos de extracdo de compostos
fendlicos do fruto da Momordica charantia L quando obtidos com diclorometano
como solvente extrator. O método de extragdo mais eficaz, neste caso, foi aquele
em que se utilizou individualmente a turbolise, obtendo 0,713 + 0,045 pg de EAG/
mL de extrato. Da mesma forma, pode-se afirmar que os métodos menos eficientes
para extracdo de compostos fendlicos com esse solvente foram aqueles onde se

utilizou apenas a maceracao, a maceragcao combinada a ultrassom e a ultrassom
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combinada a turbdlise. Assim sendo, subtende-se que nem a maceragdo nem o

ultrassom séo as melhores técnicas para extragdo com este solvente.
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Figura 16. Compostos fendlicos (ug EAG/mL) de extratos dos frutos de Momordica
charantia obtidos por extragdo com diclorometano por diferentes métodos. M — Maceracgao;
U — Ultrassom; T — Turbdlise; U+M — Ultrassom + Maceragao; U+T — Ultrassom + Turbdlise;
T+M — Turbodlise + Maceragdo. Diferentes letras sobre as colunas indicam diferenca
significativa (p<0,05).

Fonte: Proprio autor - Prisma 5.0

Nesse caso, a turbdlise foi considerada como melhor método extrativo para
compostos fendlicos quando utilizado diclorometano como solvente, justamente pela
sua alta capacidade de pulverizagdo das partes da planta. Além disso, € possivel
afirmar que métodos combinados ndao exercem um efeito adicional sob a extracédo de
compostos fendlicos quando utilizado esse solvente. A0 mesmo tempo em que, a
maceracao e ultrassom ndo foram tao eficazes combinadas a turbdlise quanto a ela
individualmente. Isso pode ser explicado porque a maceracdo é uma técnica lenta
gue nédo leva ao esgotamento total da droga vegetal diferentemente da turbélise, que
leva ao quase esgotamento total (ASPE & FERNANDEZ, 2011). J&4 no ultrassom, o
calor e a pressdo exercidos pelo equipamento podem degradar e modificar
irreversivelmente alguns compostos, por isso, quando combinado a turbdlise esse
método tenha sido um dos menos eficazes (BOUABDELLI et al. 2012).
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No entanto, na literatura foram achados estudos que também compararam os
teores de compostos fendlicos de extratos de frutos de Meldo de Sao Caetano
produzidos com diclorometano. Sirikhwan (2014) mostrou que a concentracdo de
compostos fendlicos desses extratos foi de 351 ug/g de material seco de compostos
fendlicos totais. Mas, esses dados ndo podem ser comparados com o do presente
trabalho pois estédo em unidades diferentes.
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Figura 17. Compostos fendlicos (ug EAG/mL) de extratos dos frutos de Momordica
charantia obtidos por extracao com acetato de etila por diferentes métodos. M — Maceracgao;
U — Ultrassom; T — Turbdlise; U+M — Ultrassom + Maceracao; U+T — Ultrassom + Turbdlise;
T+M — Turbodlise + Maceracdo. Diferentes letras sobre as colunas indicam diferenca
significativa (p<0,05).

Fonte: Proprio autor - Prisma 5.0

Analisando a Figura 17 foi possivel concluir que houve diferenca estatistica
(p<0,05) na utilizacdo de diferentes métodos de extracao de compostos fenélicos do
fruto da Momordica charantia L quando obtidos com acetato de etila como solvente
extrator. Pode-se afirmar nesse caso, que o método de extracdo mais eficaz foi
aguele em que se utilizou de forma combinada a ultrassom e turbdlise, obtendo
3,814+ 0,028 pug de EAG/ mL de extrato.

Da mesma forma, pode-se afirmar que o método em que se combina turbolise
e maceracdo € menos eficiente para extragdo de compostos fendlicos com este

solvente. Isso pode ser possivel porque as cavitacbes geradas no material vegetal
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seguidas da alta forca de cisalhamento garantiram um efeito adicional na extracao
dos compostos fendlicos.
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Figura 18. Compostos fendlicos (ug EAG/mL) de extratos dos frutos de Momordica
charantia obtidos por extragdo com etanol + agua (70:30) por diferentes métodos. M —
Maceracao; U — Ultrassom; T — Turbdlise; U+M — Ultrassom + Maceragao; U+T — Ultrassom
+ Turbdlise; T+M — Turbdlise + Maceragao. Diferentes letras sobre as colunas indicam
diferencga significativa (p<0,05).

Fonte: Proprio autor - Prisma 5.0

A partir da analise da Figura 18 pode-se verificar que houve diferenca
estatistica (p<0,05) na utilizacdo de diferentes métodos de extracdo de compostos

fendlicos do fruto da Momordica charantia L. utilizando solvente hidroetandlico.

Pode-se afirmar que o método de extracdo mais eficaz utilizando esse
solvente foi aquele em que se realizou a maceragéo, pois se obteve 2,663 + 0,0016
ug de EAG/ mL de extrato, seguida de turbdlise associado a maceracgéo, obtendo
2,192 + 0,0151 yug de EAG/ mL de extrato. Da mesma forma, pode-se afirmar que
todos os outros métodos foram igualmente menos eficientes para extracdo de
compostos fendlicos, jA que ndo diferiram estatisticamente, sendo aqueles em que
se utilizou somente a ultrassom ou somente turbdlise, ou quando combinava-se

Ultrassom e Maceracao ou ultrassom e turbdlise.

A maceracao se mostrou como a melhor técnica extrativa para obtencéo de

7

compostos fendlicos. Assim sendo, esta € uma técnica menos suscetivel de
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provocar a degradagdo dos metabdlitos termolabeis. Além disso, nessa técnica
também pode-se efetuar agitacdo ocasional ou constante e se utilizar de solvente
fresco depois da filtracdo, assim respectivamente a velocidade de extracdo de

fitoquimicos pode ser aumentada e uma extracdo exaustiva garantida (LEITE, 2009).

No entanto, na literatura foram achados estudos que determinaram
compostos fendlicos nos extratos dos frutos maduros de Meldo de S&o Caetano
colhidos na Tailandia produzidos por maceracao através da acdo de uma mistura de
etanol e agua. Sirikhwan (2014) mostrou que a concentracdo de compostos
fendlicos desses extratos foi de 335 ug/g de material seco de compostos fendlicos
totais. Mas, esses dados ndo podem ser comparados com o do presente trabalho

pois estdo em unidades diferentes.

Entretanto, levando em consideracdo que as concentracbes de compostos
fendlicos foram obtidas da extracdo sequencial de solventes, sendo utilizado o
mesmo material vegetal, os extratos que exibiram os maiores valores total de
compostos fendlicos foi em sequéncia ultrassom + turbdlise, ultrassom + maceracao
e maceragdo com respectivamente 7,647, 7,075 e 6,012 uyg EAG/5g de material
seco. Porém, outros estudos ndo foram identificados realizando e extracao

sequencial de compostos fendlicos em frutos de Momordica charantia.

5.4 Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA)

5.4.1 Analise em CCDA dos extratos etanodlicos

A analise cromatografica dos extratos organicos em CCDA esta apresentada
na Figura 19. Observou-se gque tanto utilizando a fase mével 1 (hexano: acetato de
etila (60:40)), como a fase mével 2 (hexano: acetato de etila (95:5)) foi possivel eluir
0 extrato pela placa, entretanto, houve melhor separacdo dos componentes dos
extratos aplicados com a utilizacdo da fase mével 2, com maior separacdo das
substancias.
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Os extratos apresentaram perfis cromatogréficos semelhantes, mesmo sendo
obtidos por métodos de extracdo diferentes. Isso pode indicar que, possivelmente,
0S mesmos compostos bioativos foram extraidos. Além disso, foi observada uma
afinidade pela fase movel (apolar), podendo concluir a presenca de compostos

apolares nos extratos.

12312

Figura 19. Cromatogramas dos diferentes extratos. A - cromatografia do extrato com fase
moével hexano: acetato de etila (60:40) sem revelagéo, B - cromatografia do extrato com fase
mével hexano: acetato de etila (95:5) sem revelacdo, C - cromatografia do extrato com fase
movel hexano: acetato de etila (60:40) revelados em UV, D- cromatografia do extrato com
fase mdvel hexano: acetato de etila (95:5) revelados em UV, E - cromatografia do extrato
com fase movel hexano: acetato de etila (60:40) e revelados em vanilina sulfarica , F -
cromatografia do extrato com fase movel hexano: acetato de etila (95:5) revelados em
vanilina sulfurica. 1 — Ultrassom + Turbdlise; 2 - Turbdlise + Maceracéo; 3 — Ultrassom +
Maceracao; 4 - Turbolise; 5 - Maceragéo; 6 - Ultrassom.

Fonte: Proprio autor

Quanto aos perfis cromatograficos observados para cada amostra, pode-se
notar que as manchas dos extratos fluidos obtidos por maceracéo correspondente a
amostra 5 seguidos da ultrassom e maceragao correspondente a amostra 3 foram
mais intensas que as obtidas por outros métodos de extragdo, sugerindo que a
variacdo do método utilizado responde as variagbes de concentracdes de compostos

bioativos entre os extratos.

Estes resultados corroboram parcialmente com os resultados obtidos para
compostos fendlicos extraidos com etanol onde o maior teor desses constituintes

foram aqueles obtidos por ultrassom e Maceracao.
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5.4.2 Analise em cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) dos
extratos com diferentes solventes

Os extratos brutos e suas fracdes, de vérias técnicas extrativas com varios
solventes foram analisados por CCDA. Os extratos foram organizados de acordo
com o solvente utilizado em 4 placas de 5x3 mm dispostos na seguinte ordem:
Hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol:agua e nestas distribuidos os seis
métodos extrativos na seguinte ordem: Ultrassom, Ultrassom + Turbolise, Ultrassom
+ Maceracéao, Turbdlise + Maceracédo, Turbdlise e Maceracédo. Para revelacdo das
substancias os extratos obtidos com hexano, acetato de etila, diclorometano e
etanol/agua (70:30) a eluicdo aconteceu com 3 diferentes fases moéveis, hexano:
acetato de etila (90:10), para os extratos hexanicos e diclometanicos, hexano:
acetato de etila (30:70) para os extratos obtidos com acetato de etila, e metanol
(100%) para os extratos hidroalcodlicos. As placas foram vistas na luz UV no
comprimento de onda de A = 254 nm e reveladas com vanilina sulfurica.

Os compostos observados podem ser vistos nas Figuras 20 e 21. Através das
placas analisadas na luz UV (Figura 20) nado foi possivel observar o perfil
cromatografico. Devido a este fato, tornou-se necessaria a utilizacdo de reveladores
quimicos, que tornaram visiveis o perfil fitoquimico com provaveis diferentes
compostos que nao foram captados pela luz UV.

As placas reveladas com vanilina sulftrica indicam grandes variedades de
compostos que conseguiram ser extraidos pelos diferentes métodos e solventes
(Figura 21), compostos tanto com caracteristicas polares como apolares. De uma
forma geral, os diferentes métodos de extracdo apresentaram perfil cromatogréafico
semelhante, isso pode ser notado através da semelhanca entre os seis pontos de

cada placa, quando se era utilizado o mesmo solvente.
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Figura 20. Cromatograma obtido dos diferentes extratos vistas na luz UV no comprimento
de onda de A = 254 nm. A- cromatografia dos extratos obtidos com hexano, B -
cromatografia dos extratos obtidos com diclorometano, C - cromatografia dos extratos
obtidos com acetato de etila, D- cromatografia dos extratos obtidos com etanol/agua (70:30).
1 -Ultrassom; 2 — Ultrassom + Turbdlise; 3 — Ultrassom + Maceragao; 4 — Turbdlise +
Maceracao; 5 - Turbdlise; 6 - Maceracao.

Fonte: Proprio autor

Figura 21. Cromatograma obtido dos diferentes extratos revelados em vanilina sulfurica. A-
cromatografia dos extratos obtidos com hexano, B - cromatografia dos extratos obtidos com
diclorometano, C - cromatografia dos extratos obtidos com acetato de etila, D- cromatografia
dos extratos obtidos com etanol/agua (70:30). 1 -Ultrassom; 2 — Ultrassom + Turbdlise; 3 —
Ultrassom + Maceracao; 4 — Turbdlise + Maceragao; 5 - Turbdlise; 6 - Maceracéo.

Fonte: Proprio autor

Ainda analisando a Figura 21 é possivel notar que os diferentes solventes
extrairam concentracbes diferentes dos mesmos componentes quimicos,
possivelmente, demonstrados pela intensidade da cor durante o percurso dos
solventes. Neste estudo néo foi possivel verificar diferencas, mas Lapornik et al.
(2015) e Pompeu et al. (2009) afirmaram que, utilizando-se solventes de polaridade
variada sobre matrizes vegetais, é possivel obter diferentes classes quimicas
presentes nos extratos produzidos a partir de diferentes solventes.
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5.5 Atividade Citotoxica

A atividade citotdxica dos extratos esta apresentada na Tabela 5, com seus
respectivos percentuais de inibicdo. Os dados estdo apresentados como média dos
valores de percentual de inibicdo do crescimento celular, quando comparado ao
controle, em pg/mL e Erro Padrao Médio (EPM) de experimentos realizados pelo
método do MTT apdés 72 horas de incubagéo.

Apenas as substancias que apresentarem valores de inibigdo = 75 % em pelo
menos duas linhagens tumorais (elevado potencial citotoxico) sdo escolhidas para
avaliacdes subsequentes, valor esse considerado como cut-off para o screening de
novas substancias com potencial antitumoral. Sendo assim, e diante dos resultados
foi possivel observar que nenhum dos extratos testados apresentaram potencial

citotéxico in vitro.

Tais resultados diferem de muitos outros estudos com atividades ja
comprovadas. Como os estudos de Pitchakarn et al. (2010) que confirmaram que
dentre os diversos compostos presentes nos frutos de Momordica charantia, o
isolado dos triterpenos tem demonstrado potente atividade citotoxica in vitro frente
ao cancer de prostata durante 24 e 48 h quando usado em concentracdes
superiores a 100 ug / mL. Além disso, Kwatra et al. (2013) comprovaram que 0
extrato etandlico dos frutos do Meldo de Sdo Caetano conseguiu inibir a proliferacéo
das células de cancer de célon humano na concentracado de 57 ug / ml, através da
parada do ciclo celular nas fases S, G2 e M. Ja relacionado ao carcinoma de
pulmdo, Fan et al. (2015) demonstraram que a proliferacdo celular de
adenocarcinoma de pulmdo humano foi significativamente suprimida apos o
tratamento com proteinas isoladas dos frutos de Momordica charantia. As proteinas
a-Momorcharina (a-MMC) e a Proteina momordica (MAP30) usadas na proporc¢éo de

210 mg e 100 mg, respectivamente, apresentam uma atividade antitumoral potente.
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Tabela 5. Atividade citotoxica in vitro exibida pelos extratos dos frutos de Momordica

charantia pelo método de MTT.

Linhagens
NCIH460

Média | EPM | Média | EPM Média | EPM

% % % % % % % %
1 3,65 2,97 20,40 5,32 - - 1,35 3,13
2 0,00 0,94 12,08 4,21 - - 2,09 2,30
3 8,17 6,54 23,53 7,49 - - 11,44 | 0,98
4 10,24 3,62 23,06 4,50 - - 8,97 3,20
5 6,03 1034 | 30,12 7,93 - - 19,85 5,30
6 20,93 6,08 31,09 5,82 - - 15,11 -
7 0,14 5,06 14,72 1,52 30,89 | 449 | 1391 6,02
8 14,00 0,63 21,77 1,61 30,89 4,49 35,54 3,39
9 13,17 1,26 20,83 2,94 28,31 5,29 22,90 0,76
10 14,19 0,00 0,00 0,95 22,18 | 138 0,19 5,42
11 13,17 0,54 21,37 0,85 18,53 4,67 17,69 2,88
12 19,36 2,98 22,44 2,18 25,87 3,56 24,34 3,81
13 6,40 0,00 20,03 0,47 37,56 2,44 36,56 4,15
14 8,12 2,44 10,36 1,80 22,80 | 733 | 4,99 0,85
15 19,49 1,53 29,09 0,95 26,09 | 520 | 32,07 0,85
16 47,07 1,90 33,79 0,57 56,53 0,44 54,11 1,69
17 10,68 2,08 18,82 2,18 46,62 0,22 19,13 1,02
18 8,51 0,09 12,51 1,23 40,76 1,02 6,48 2,80
19 7,68 0,00 23,05 0,76 3404 | 053 | 16,79 2,46
20 21,34 1,99 18,89 3,61 34,71 2,18 17,81 1,02
21 17,89 0,18 6,26 3,80 4520 | 111 9,00 3,13
22 0,00 0,18 11,10 2,47 34,76 5,42 6,37 0,93
23 10,61 4,70 45,81 4,08 53,42 0,18 55,67 1,02
24 44,84 4,70 12,98 0,38 37,24 1,42 13,19 0,93

EPM - Erro Padrdo Médio; HCT-116 — Célorretal; PC3 — Prostata; K562 - Leucemia Mieloide

Crbnica; NCIH460 - Carcinoma de pulmao.
Fonte: Préprio autor

Ainda nesse sentido a citotoxicidade dos cucurbitanos isolados dos frutos
de Momordica charantia também foi testada contra outras linhagens de células
MCF-7

(meduloblastoma), HEp-2 (carcinoma da laringe humano) e wDr (adenocarcinoma do

tumorais in vitro, (adenocarcinoma de mama humano), Doay

colon humano), também utilizando o método colorimétrico MTT, tal substancia

demosntrou promissora atividade citotoxica quando utilizada nas concentragdes 10-

20 ug/ mL (ZHANG et al., 2010).
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Entretanto, é possivel perceber que a maioria das atividades comprovadas
acima utilizam substancias isoladas dos frutos de Momordica charantia
diferentemente do que foi realizado nesse trabalho. Geralmente, os compostos
presentes em menor propor¢cdo na planta sdo os que apresentam melhores efeitos
biolégicos (MUNDO, 2007), tais substancias, quando utilizadas isoladamente,
favorecem a ocorréncia de efeito adicional nas atividades biolégicas por se tornarem
mais seletivas e potentes. Além disso, a influéncia da sazonalidade sobre a
constituicdo quimica das plantas pode alterar a amplitude das acdes bioldgicas
desempenhadas por seus extratos ou fragdes (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).

Porém, é importante destacar que dentre os extratos testados aqueles que
obtiveram maiores porcentagens de inibicdo celular foram os extratos obtidos
turbdlise + maceracao (Hexano) obtendo % de inibicdo de 56,53 e 54,11 e o extrato
obtido por maceracao (Etanol + 4gua) com % de inibicdo de 53,42 e 55,67 para

linhagens de leucemia mieloide cronica e carcinoma de pulmé&o respectivamente.

5.6 Atividade antimicrobiana

Para a determinac&o da atividade antimicrobiana foram testados 30 extratos,
destes seis etandlicos, seis hexanicos, seis diclorometanicos, seis extraidos com
acetato de etila e seis hidroalcodlicos. No presente estudo, foi demonstrada
atividade antimicrobiana do extrato dos frutos de Momordica charantia L, somente
Staphylococcus aureus e Escherichia coli na concentracdo testada de 50mg/mL,

equivalendo a 0,5 mg em cada disco como demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6. Atividade antimicrobiana de diferentes extratos frente as linhagens bacteriana de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e fungica Candida albicans.

S. aureus E. coli C.albicans
Extratos Halo Halo Halo
(mm) DP (mm) | DP | (mm) | DP
1 ETANOL- Ultrassom + Turbolise - - - - - N
2 ETANOL- Turbdlise + Maceragéo - - - - - R
3 ETANOL- Ultrassom + Maceragé&o - - - - - R
4 ETANOL- Turbolise - - - - . B
5 ETANOL- Maceragéo - - - - - R
6 ETANOL- Ultrassom - - - - - R
7 HEXANO- Ultrassom + Turbolise - - - - - R
8 HEXANO- Turbélise + Maceracéo 10,4 0,1 - - - -
9 HEXANO- Ultrassom + Maceragéo - - - - - R
10 HEXANO- Turbdlise - - - - - N
11 HEXANO- Maceracao 9 0,3 8,5 0,5 - -
12 HEXANO- Ultrassom - - - - - R
13 ACETATO DE ETILA- Ultrassom + Turbolise 9,76 | 0,231 - - - -
14 ACETATO DE ETILA- Turbdlise + Maceragéo - - - - - _
15 ACETATO DE ETILA- Ultrassom + Maceragdo | - - - - - -
16 ACETATO DE ETILA- Turbodlise 9,8 0 - - - -
17 ACETATO DE ETILA- Maceragéo 12,56 0,35 - - - -
18 ACETATO DE ETILA- Ultrassom - - - - R -
19 DICLOROMETANO- Ultrassom + Turbolise - - - - - R
20 DICLOROMETANO- Turbolise + Maceragéo - - - - - -
21 DICLOROMETANO- Ultrassom + maceragéo - - - - - -
22 DICLOROMETANO- Turbdlise - - - - B B
23 DICLOROMETANO- Maceragéo - - - - - B
24 DICLOROMETANO- Ultrassom - - - - B B
25 ETANOL+ AGUA - Ultrassom + Turbolise - - - - - _
26 ETANOL+ AGUA- Turbdlise + Macerag&o - - - - - -
27 ETANOL+ AGUA- Ultrassom + Maceragdo - - - - - _
28 ETANOL+ AGUA- Turbdlise - - - - . -
29 ETANOL+ AGUA- Maceragéo - - 18,36 | 0,4 - -
30 ETANOL+ AGUA- Ultrassom - - - - . -

DP - Desvio Padrédo. Fonte: Proprio autor

Dentre os resultados obtidos, foi possivel notar uma maior sensibilidade da
bactéria Staphylococcus aureus comparada a Escherichia coli uma vez que 5 dos 7

extratos com atividade conseguiram inibir o seu crescimento (Figura 22).
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Figura 22. Halos de inibicdo formado pelo extrato obtido a partir da maceracao, utilizando
Acetato de etila como solvente frente a Staphylococcus aureus . A - Halos formados pelo
extrato (Triplicata), B - Controle Negativo (Acetato de etila).

Fonte: Préprio autor

7z

Esse resultado é bastante pertinente uma vez que o S. aureus € um
microrganismo que apresenta maior capacidade multiresistente. Filho (2012) provou
em seus estudos que o extrato dos frutos de Momordica charantia Linn,
apresentaram maior sensibilidade dos isolados multiressistentes quando
comparados com cepas padrdo. No presente estudo ndo foram utilizadas cepas

resistentes.

E importante salientar, o resultado da analise do extrato de numero ‘29’ frente
a linhagem bacteriana de Escherichia coli, sendo este obtido por meio da maceracéao
e utilizando etanol/agua (70:30) como solvente extrator. O halo de inibicdo desse
extrato apresentou-se maior do que o controle positivo utilizado no teste, a
Polimixina B 300 pg, com halo de inibicdo de 18,36 + 0,4 mm comparado ao halo de
12,1 mm do medicamento, como pode ser visualizado através da Figura 23 (p.61).
Entretanto, o tamanho dos halos de inibicdo € diretamente proporcional a taxa de
difusdo das substancias dos extratos impregnadas no papel para o meio além das

suas propriedades de solubilidade e peso molecular.

64



Figura 23. Halos de inibicdo formado pelo extrato obtido a partir da maceragéao, utilizando
etanol/dgua como solvente frente a Escherichia coli. A- Halo formado pelo extrato
(Triplicata), B- Halo formado pelo controle positivo (Polimixina B 300ug).

Fonte: Préprio autor

Entretanto, tal extrato apresentou colbnias satélites (Figura 23), ou seja,
colonias que podem surgir dentro do halo de inibicdo. Esse fenbmeno pode ocorrer
devido as substancias presentes no extrato sofrerem alguma alteracdo nas primeiras
horas de incubacdo o que possibilita o desenvolvimento dos microrganismos,
mesmo que sensiveis a elas, a presenca de mutantes resistentes ao extrato dentro
da populagcédo bacteriana testada ou simplesmente a concentracéo utilizada néo foi

suficiente para inibir 100% da populacéo bacteriana testada.

A inibicdo contra essa cepa também foi confirmado por Manfrin (2009), que
avaliou o efeito do extrato aquoso de M. Charantia sobre Escherichia coli nas
concentracbes de 10, 25 e 50 pg/L, observou-se que o resultado foi bastante
satisfatério no controle deste microrganismo em todas as concentracdes. Filho
(2012), também demonstrou a eficacia do extrato dos frutos de Momordica charantia

em baixas concentracdes frente a Escherichia coli.

Entretanto, poucos extratos apresentaram atividade antimicrobiana, inclusive
contra Candida albicans. Tais resultados, foram diferentes daqueles apresentados
por Ponzi et al. (2010) que provou que o extrato hidroetandélico de M. charantia L.
nas concentragdes de 50, 25 e 12,5 mg/mL foi eficaz, inibindo a linhagem Candida

albicans. Jagessar et al. (2012) também comprovaram a eficiéncia extrato etanolico
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dos frutos do Meldo de Sdo Caetano contra Candida albicans. Tais extratos, quando
utilizados na concentracdo de 20mg/mL exibiram uma zona de inibicdo de 20 mm.
No presente trabalho tais resultados podem ter ocorrido por possivel perda dos
metabdlitos secundarios capazes de inibir o crescimento de micro-organismos
(BRAZ, 2010). Essa perda pode ter acontecido por fatores como a temperatura,
idade da planta, solo, umidade, disposicéo ou falta de nutrientes e armazenamento
gue segundo Gobbo-Neto & Lopes (2007) alteram a composicdo e a qualidade dos
compostos bioativos. Contudo Jagessar et al. (2012) também testaram o efeito de
extratos produzidos com hexano, diclorometano e acetato de etila para Candida
albicans, todos na concentragdo de 3mg/mL e ndo tiveram uma atividade

antimicrobiana significativa.

Apesar de poucos extratos terem apresentado atividade antimicrobiana,
agueles que exibiram esse efeito foram 0s que apresentaram maiores quantidades
de compostos fendlicos totais nas amostras. Especificamente aqueles produzidos
por ultrassom + turbdlise (acetato de etila), turbdlise + maceracdo (hexano) e
maceracdo (etanol + agua). Segundo Kim et al. (2003), muitos dos compostos
fendlicos € que sdo responsaveis por apresentar atividades antimicrobianas. Tal
efeito s6 € possivel, pois os compostos fendlicos exercem acdo bactericida
(principalmente contra bactérias Gram-positiva) e seu grupo hidroxila, que altera a
permeabilidade da membrana plasmatica e inativa e desnatura proteinas (ALMEIDA,
2015)

5.6.1 Concentragao inibitéria minima (CIM)

Com base nos resultados obtidos a partir do extrato bruto (50 mg/mL),
procedeu-se a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) com todos os
extratos que apresentaram halo de inibicdo. A Tabela 7 e a Figura 24 apresentam

esses resultados.
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Tabela 7. Determinacao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

AMOSTRA / CONCENTRAGOES OBTIDAS (ug / mL)

Acetato
de etila Hexano Acetato Hexano Acetato Etanol+agua
. ; Ultrassom | Turbdlise de etila | Maceragdo | de etila Maceragéo
Microrganismos + + Turbdlise Maceracéo

Turbdlise | Maceracéo

Staphylococcus
aureus 125 500 250 500 500

Escherichia coli - - 500 - 500

Fonte: Préprio autor
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Figura 24. Concentragao Inibitéria Minima (CIM) do extrato produzido com Acetato de etila

por meio da Turbdlise frente a Escherichia coli (ATCC 25922).
Fonte: Proprio autor

Diante dos resultados é possivel perceber que, a menor concentracdo para
inibir o crescimento Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi a de 125 pg/mL,
garantido pelo extrato obtido por Ultrassom associada a Turbdlise utilizando Acetato
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de etila como solvente seguido do extrato obtido por Turbdlise utilizando Acetato de
etila. Ao mesmo tempo em que a menor concentracao para inibir o crescimento da
Escherichia coli (ATCC 25922) foi de 500 pg/mL, provindo dos extratos obtidos por
Maceracéo utilizando hexano ou etanol + 4gua como solvente. Esses resultados
estdo de acordo com os demonstrados por Rakholya et al (2014), que comprovou
concentracdes inibitérias minimas numa faixa de 39-1250 pg/mL para extratos do
fruto de Momordica charantia obtidos com vérios solventes e testados contra

bactérias gram-positivas, gram-negativos e cepas de fungos.

Ainda, € possivel afirmar que esses resultados corroboram com os resultados
encontrados para compostos fenolicos uma vez que aquele extrato em que foi
utilizada uma menor concentracdo para inibir o microrganismo em teste foi o
produzido por ultrassom + turbdlise (acetato de etila), sendo este o que obteve
maiores quantidades de compostos fenolicos com 3,814+0,028 ug de EAG/ mL de

extrato.
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6 CONCLUSOES

A partir da andlise dos resultados pode-se verificar que a utilizacdo de
diferentes métodos de extracdo e de diferentes solventes influenciou
significativamente na concentracdo de compostos fenodlicos extraidos. De uma
maneira geral pode-se concluir que a combinacdo de métodos pode, na maioria das
vezes, trazer beneficios na extragdo, como no caso da combinacdo Ultrassom/
maceracdo e Turbolise/ maceracdo. O método e solvente que mais extrairam

compostos fenolicos foram ultrassom + turbolise produzidos com acetato de etila.

Também pode-se concluir que o0s extratos apresentaram perfis
cromatograficos semelhantes, mesmo sendo obtidos por métodos de extracdo
diferentes, isso indica que possivelmente n&o houve diferenga entre a variedade de

compostos bioativos que foram extraidos mas provavelmente nas quantidades

Foi possivel observar que nenhum dos extratos testados apresentou potencial
citotéxico in vitro e que poucos desses extratos apresentaram potencial
antimicrobiano desejavel, o que indica que, possivelmente, a sazonalidade

influenciou a constituicdo quimica.
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ANEXO 1 - Dados estatisticos relacionados aos compostos fendlicos de
extratos obtidos com etanol.

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary o

Are means signif. different? (P <

0.05) Yes

Number of groups 6

F 270,3

R squared 0,9912

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 2,078 5 0,4156

Residual (within columns) 0,01845 12 0,001537

Total 2,096 17

Mean Significant? P <| Summar,

Tukey's Multiple Comparison Test Diff. q 0.057? Yy 95% CI of diff

Uvs M -0,1893| 8,364 Yes ***-0.2969 to -0.08178

UvsT -0,2173| 9,601 Yes *** -0.3249 to -0.1098

Uvs U+M -1,073| 47,38 Yes *** -1.180 to -0.9651

Uvs U+T -0,2853] 12,60 Yes *** -0.3929 t0 -0.1778

Uvs T+M -0,3317| 14,65 Yes *** -0.4392 to -0.2241

Mvs T -0,02800] 1,237 No ns| -0.1356 to 0.07955

M vs U+M -0,8833| 39,02 Yes *** -0.9909 to -0.7758

M vs U+T -0,09600] 4,241 No ns| -0.2036 to 0.01155

Mvs T+M -0,1423| 6,287 Yes **-0.2499 to -0.03478

T vs U+M -0,8553| 37,78 Yes *** -0.9629 to -0.7478

T vs U+T -0,06800[ 3,004 No ns| -0.1756 to 0.03955
-0.2219to -

Tvs T+M -0,1143| 5,051 Yes * 0.006782

U+M vs U+T 0,7873| 34,78 Yes ***  0.6798 to 0.8949

U+M vs T+M 0,7410] 32,73 Yes ***  0.6334 to 0.8486

U+T vs T+M -0,04633| 2,047 No ns| -0.1539 to 0.06122

Fonte: Prisma 5.0
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ANEXO 2 - Dados estatisticos relacionados aos compostos fendlicos de
extratos obtidos com hexano.

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary o

Are means signif. different? (P <

0.05) Yes

Number of groups 6

F 1655

R squared 0,9986

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 6,630 5 1,326

Residual (within columns) 0,009614 12 0,0008012

Total 6,639 17

Mean Significant? P <| Summar

Tukey's Multiple Comparison Test Diff. q 0.057? y 95% CI of diff

Uvs M -1,237 75,70 Yes ***  -1.3151t0-1.159

UvsT -1,218 74,55 Yes *x -1.296 10 -1.141

Uvs U+M -0,03433 2,101 No ns|-0.1120 to 0.04331
-0.07764 to

Uvs U+T 0,0000; 0,0000 No ns 0.07764

Uvs T+M 0,2237 13,69 Yes *** 0.1460 to 0.3013
-0.05897 to

MvsT 0,01867 1,142 No ns 0.09631

M vs U+M 1,203 73,59 Yes il 1.125to 1.280

M vs U+T 1,237 75,70 Yes ikl 1.159t0 1.315

Mvs T+M 1,461 89,38 Yes rkk 1.383 t0 1.538

T vs U+M 1,184 72,45 Yes rkk 1.106 to 1.262

T vs U+T 1,218 74,55 Yes rkk 1.141to0 1.296

Tvs T+M 1,442 88,24 Yes rkk 1.364 to 1.520

U+M vs U+T 0,03433 2,101 No ns|-0.04331 to 0.1120

U+M vs T+M 0,2580 15,79 Yes *** 0.1804 to 0.3356

U+T vs T+M 0,2237 13,69 Yes *** (0.1460 to 0.3013

Fonte: Prisma 5.0
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ANEXO 3 - Dados estatisticos relacionados aos compostos fendlicos de
extratos obtidos com diclorometano.

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary o

Are means signif. different? (P <

0.05) Yes

Number of groups 6

F 199,9

R squared 0,9881

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 2,654 5 0,5308

Residual (within columns) 0,03186 12 0,002655

Total 2,686 17

Mean Significant? P <| Summar,

Tukey's Multiple Comparison Test Diff. q 0.05? y 95% CI of diff

Uvs M 0,3007| 10,11 Yes *** 0.1593 to 0.4420

UvsT -0,8340| 28,03 Yes *** -0.9753 to -0.6927

Uvs U+M 0,2030| 6,824 Yes ** 0.06166 to 0.3443

Uvs U+T 0,1613| 5,423 Yes * 0.01999 to 0.3027

Uvs T+M -0,2450| 8,235 Yes *** -0.3863 to -0.1037

MvsT -1,135| 38,14 Yes *x - -1.276 t0 -0.9933

M vs U+M -0,09767| 3,283 No ns|-0.2390 to 0.04367
-0.2807 to

M vs U+T -0,1393| 4,684 No ns 0.002007

Mvs T+M -0,5457| 18,34 Yes *** -0.6870 to -0.4043

T vs U+M 1,037| 34,86 Yes ***  0.8957101.178

T vs U+T 0,9953| 33,46 Yes ***  0.85401t0 1.137

T vs T+M 0,5890/ 19,80 Yes *** 0.4477 t0 0.7303

U+M vs U+T -0,04167| 1,401 No ns|-0.1830 to 0.09967

U+M vs T+M -0,4480| 15,06 Yes *** -0.5893 to -0.3067

U+T vs T+M -0,4063] 13,66 Yes *** -0.5477 to -0.2650

Fonte: Prisma 5.0
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ANEXO 4 - Dados estatisticos relacionados aos compostos fendlicos de
extratos obtidos com acetato de etila.

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of variance

P value < 0.0001

P value summary o

Are means signif. different? (P <

0.05) Yes

Number of groups 6

F 507,8

R squared 0,9953

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 9,431 5 1,886

Residual (within columns) 0,04457 12 0,003714

Total 9,476 17

Mean Significant? P <| Summar

Tukey's Multiple Comparison Test Diff. q 0.057? y 95% CI of diff
-0.4245 to -

Uvs M -0,2573| 7,313 Yes ** 0.09016

UvsT -1,240| 35,25 Yes ***  -1.408 to -1.073

Uvs U+tM -0,6790| 19,30 Yes ***-0.8462 to -0.5118

Uvs U+T -1,743| 49,53 Yes **%  -1.910to -1.575

Uvs T+M 0,3720| 10,57 Yes *** (0.2048 to 0.5392

Mvs T -0,9830| 27,94 Yes ***% -1.150 to -0.8158

M vs U+M -0,4217| 11,98 Yes ***-0.5888 to -0.2545

M vs U+T -1,485| 42,21 Yes ***  -1.653 10 -1.318

Mvs T+M 0,6293| 17,89 Yes ***  0.4622 to 0.7965

T vs U+M 0,5613| 15,95 Yes *** 0.3942 to 0.7285

T vs U+T -0,5023| 14,28 Yes **+-0.6695 to -0.3352

TvsT+M 1,612 45,82 Yes ikl 1.44510 1.780

U+M vs U+T -1,064| 30,23 Yes **x -1.231 to -0.8965

U+M vs T+M 1,051 29,87 Yes ***  (0.8838101.218

U+T vs T+M 2,115/ 60,10 Yes ikl 1.947 to 2.282

Fonte: Prisma 5.0
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ANEXO 5 - Dados estatisticos relacionados aos compostos fendlicos de
extratos obtidos com etanol + agua (70:30).

Table Analyzed Data 1

One-way analysis of variance

P value <0.0001

P value summary ik

Are means signif. different? (P <

0.05) Yes

Number of groups 6

F 68,34

R squared 0,9661

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 2,766 5 0,5532

Residual (within columns) 0,09714 12 0,008095

Total 2,863 17

Mean Significant? P <| Summar,

Tukey's Multiple Comparison Test Diff. q 0.05? y 95% CI of diff

Uvs M -1,098] 21,13 Yes *** -1.344 to -0.8509

UvsT -0,04633| 0,8920 No ns|-0.2931 to 0.2005

Uvs U+M -0,1333] 2,567 No ns|-0.3801 to 0.1135

-0.4388 to

Uvs U+T -0,1920] 3,696 No ns 0.05479
-0.8731to -

Uvs T+M -0,6263] 12,06 Yes il 0.3795

Mvs T 1,051 20,24 Yes ***  0.8045 to 1.298

M vs U+M 0,9643| 18,56 Yes % (0,7175t0 1.211

M vs U+T 0,9057| 17,44 Yes ***  0.6589t0 1.152

Mvs T+M 0,4713] 9,074 Yes *** 0.2245t00.7181

T vs U+M -0,08700] 1,675 No ns|-0.3338 to 0.1598

T vs U+T -0,1457| 2,804 No ns|-0.3925 t0 0.1011
-0.8268 to -

Tvs T+M -0,5800 11,17 Yes ok 0.3332

U+M vs U+T -0,05867 1,129 No ns|-0.3055 to 0.1881
-0.7398 to -

U+M vs T+M -0,4930] 9,491 Yes il 0.2462
-0.6811 to -

U+T vs T+M -0,4343] 8,361 Yes il 0.1875

Fonte: Prisma 5.0
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