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|Cucu rbitaceae |

Resumo: A flora brasileira destaca-se por possuir uma vasta diversidade de plantas
medicinais. Entre elas, encontra-se Mormodica charantia L., conhecida popularmente
como Melao-de-Sao-Caetano e pertencente a familia Cucurbitaceae. O presente estudo
teve como objetivo geral avaliar a atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico das
folhas da M. charantia, partindo da hipdtese de que dito extrato apresenta atividade
antibacteriana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. As folhas foram
coletadas no més de agosto de 2019 entre as 5:00 e 6:00 horas da manha. O material
biolégico obtido foi seco em estufa de ar circulante a 40 °C durante 24 h.
Posteriormente, foi triturado, peneirado e submetido a extragao utilizado como solvente
uma solugdo hidroalcodlica (70% alcool + 30% agua destilada) na proporcao de 1:6
g/ml (amostra vegetal/solvente). Para avalia¢ao antibacteriana do extrato hidroalcoolico
foram empregados os métodos de difusdao de disco em agar e microdilui¢do em caldo.
Os microrganismos testados foram cepas bacterianas padrao American Type Colection
Culture (ATCC), sendo duas gram-positivas: Staphyloccocus aureus (ATCC 25923) e
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), e duas gram-negativas: Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC 25922). Os resultados demostraram que o
extrato na concentracdo de 50 mg ml™” apresentou atividade antibacteriana nas cepas
gram-positivas, e com uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 12,5 mg-ml™” .
Deste modo conclui-se que o extrato hidroalcodlico das folhas de M. charantia
apresenta atividade antibacteriana in vitro para as bactérias Staphyloccocus aureus e
Enterococcus faecalis.

Palavras chaves: Plantas medicinais. Meldao-de-Sao-Caetano. Fitoterapicos.


mailto:ddsjp23@gmail.com

Antibacterial action of Momordica charantia L.. (Cucurbitaceae) extract in vitro

Abstract: The Brazilian flora stands out for having a vast diversity of medicinal plants.
Among them is Mormodica charantia L., popularly known as Meldao-de-Sao-Caetano
and belonging to the family Cucurbitaceae. The present study had an objective to
evaluate an antibacterial activity of the hydroalcoholic extract of the leaves of M.
charantia, starting from the hypothesis that this extract presents antibacterial activity
against gram-positive and gram-negative bacteria. The leaves were collected in august
2019 between 5:00 am and 6:00 am. The biological material found was dried in a
circulating air oven at 40 °C for 24 h. Then, a hydroalcoholic solution (70% alcohol +
30% distilled water) was crushed, sieved and submitted to extraction in the proportion
of 1: 6 g/ ml (plant / solvent sample). For antibacterial evaluation of the hydroalcoholic
extract, the methods of disk diffusion on agar and microdilution in broth were used. The
microorganisms tested were standard American Type Colection Culture (ATCC)
bacterial strains, with two gram-positive strains: Staphyloccocus aureus (ATCC 25923)
and FEnterococcus faecalis (ATCC 29212), and two gram-negative strains:
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) and Escheria coli (ATCC 25922). The results
showed that the extract in the concentration of 50 mg ml-1 feature antibacterial activity
in the gram-positive strains and Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of 12.5 mg-
ml-1. Thus, it is concluded that the hydroalcoholic extract of the leaves of M. charantia
has antibacterial activity in vitro for the bacteria Staphyloccocus aureus and
Enterococcus faecalis.

Keywords: Medicinal plants. Meldo-de-Sao-Caetano. Phytotherapics.
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INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas, hd muito tempo, para o tratamento de diversos
problemas de saude, dentre eles doencgas digestivas, respiratorias, inflamatorias,
hepaticas e cardiovasculares (Badke, 2008). De acordo com Oliveira (2003), o registro
do uso de plantas medicinais ¢ datado, na China, por volta 3000 a.C. No Brasil, mesmo
antes da colonizagdo os indios ja faziam uso de vegetais na forma de infusdes e chas.
Conforme Coutinho et al. (2002), o interesse dos povos indigenas em relacdo ao meio
ambiente, em especial pelos vegetais, data de milhares de anos, sendo o conhecimento
tradicional destas populagdes transmitido ao longo das geragdes para que o homem
adquirisse o aprendizado sobre as propriedades terapéuticas das plantas.

A fitoterapia, estudo das plantas medicinais e suas aplicagdes, representa uma
pratica da medicina popular que vem ganhando aceitacdo e sendo utilizada por médicos
do mundo todo. Segundo dados da Organizagdo Mundial da Satide (OMS), entre 65 e
80% da populagao dos paises em desenvolvimento dependem, basicamente, das plantas
medicinais para atender aos cuidados primarios de saude (Correa et al,. 2018).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovagao de suas propriedades farmacologicas. De acordo com Junior et
al. (2005) & Ramos (2017), 90% da populagdo ja utilizou alguma planta com possivel
acdo medicinal. No entanto, como afirma Ferreira et al. (2019), somente a pratica
popular, mesmo que de uso prolongado, nao ¢ suficiente para qualificar o remédio como
seguro ¢ eficaz. As plantas possuem inimeras substancias quimicas, de modo que uma
parte do vegetal pode trazer beneficios terapéuticos e a outra pode causar algum tipo de
maleficio. Portanto, como cita Borges (2014), a validagdo cientifica dos fitoterapicos ¢
uma etapa inicial e obrigatoria para a utilizacao correta de plantas medicinais ou de seus
compostos bioativos, sendo esta etapa caracterizada pela realizagdo de testes in vitro e
in vivo com extratos vegetais.

Dentre as diversas espécies medicinais que possuem propriedades terapéuticas e
farmacologicas, cita-se a Momordica charantia L, planta originaria da Africa e que
pode ser encontrada em muitos paises, como no Brasil, onde se aclimatou muito bem na
regido nordeste do pais (Lima, 2018; Zocoler et al., 2006). A referida planta pertence a
familia Cucurbitaceae, na qual se incluem cerca de 120 géneros e 850 espécies
distribuidas em regides tropicais e subtropicais. No Brasil, sdo conhecidos e aceitos 28

géneros (2 endémicos) e 160 espécies (56 endémicas) (Flora do Brasil, 2020).
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Na literatura etnofarmacologica brasileira, as folhas da M. charantia,
popularmente conhecida como Meldo-de-Sao-Caetano, sdo utilizadas para o tratamento
caseiro, em humanos, de patologias como micoses, furinculos, dor intestinal e
disenteria, enquanto em animais € utilizada no tratamento da sarna (Lorenzini & Matos,
2008; Pereira et al., 2010). De acordo com Coutinho et al. (2009), Nepomoceno &
Pietrobon (2018), Outros potenciais farmacologicos da espécie esta relacionado a sua
capacidade antibacteriana, antifingica, antiulcerogénica, imunossupressora, anti-
inflamatoria, antihipertensiva, antilipidémica, hipoglicemiante, larvicida, antilipidémica
e no tratamento de Diabetes Mellitus.

Os processos infecciosos causados por agentes microbianos oportunistas sao
muito frequentes no Brasil (Silva, 2012). As bactérias Staphyloccocus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli sao responsaveis
por inimeras doencas na populagdo, tais como, infec¢do urinaria, infecgdo abdominal,
pulmonar, Infeccdo oral entre outras. Embora novos antibidticos venham sendo
desenvolvidos para o controle desses microrganismos, por vezes tornam-se ineficazes
devido ao aumento da resisténcia adquirida pelas bactérias. Segundo Duarte (2006),
varios grupos de pesquisadores se dedicam a estudar a atividade bioldgica de plantas
medicinais, uma vez que 0s microrganismos estao se mostrando resistente a maioria dos
antibioticos conhecidos. Diante deste fato, surge o interesse de pesquisas na descoberta
de novos farmacos proveniente de plantas medicinais visando a identificacdo de suas
potenciais atividades biologicas.

Sendo assim, a presente pesquisa teve como objetivo avaliar a atividade
antibacteriana do extrato hidroalcoodlico das folhas da M. charantia L., tendo em vista a
contribuicao dos seus resultados tanto para area académico-cientifica quanto para a

sociedade.

MATERIAIS E METODOS

Classificacio da pesquisa

A pesquisa esta inserida na drea do conhecimento de Ciéncias Bioldgicas, nas
subareas de microbiologia e farmacologia. Utilizando como base Prodanov & Freitas
(2013) e Souza et al. (2013), a pesquisa caracteriza-se como aplicada, pois objetiva
gerar conhecimentos para a aplicagdo pratica e dirigidos a solucdo de problemas

especificos. Do ponto de vista da abordagem do problema ela ¢ qualiquantitativa. Com
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relacdo aos procedimentos técnicos ¢ uma pesquisa experimental, a qual consiste em
determinar um objeto de estudo, selecionar as variaveis capazes de influencia-lo e
definir as formas de controle e de observagdo dos efeitos que a varidvel produz no
objeto. Por fim, do ponto de vista de seus objetivos é explicativa, pois procura explicar
os porqués dos fendmenos e suas causas, por meio do registro, andlise, classificagdo e

da interpretacdo dos dados.

Coleta e identificacao do material botanico

As folhas da M. charantia foram coletadas no més de agosto de 2019 entre as
5:00 e 6:00 horas da manha pois, como afirma Neto & Lopes (2007), um dos fatores
que pode alterar a taxa de produgdo de metabodlitos secundarios € a intensidade de luz
solar. Sendo assim, o horario escolhido justifica-se pela baixa probabilidade de
alteracdo na produ¢do dos metabdlicos secundarios nas primeiras horas do dia. A coleta
foi realizada na zona rural no sitio Z¢ Pedro, localizado no municipio de Sao José de
Piranhas-PB. O referido municipio encontra-se a 27 km a sul-leste da cidade de
Cajazeiras-PB (Figura 1). Situado a 332 m de altitude, Sao Jos¢ de Piranhas possui as
seguintes coordenadas geograficas, Latitude: 7° 7° 5 sul, Longitude: 38° 30° 5 Oeste.

O municipio esta incluido na area geografica de abrangéncia do semiarido brasileiro

(IBGE, 2010).
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Figura 1- Localizacdo geografica do Sitio Z¢é Pedro

Fonte: SILVA, F. V de. 2019.




14

M. charantia é uma trepadeira anual. Ramos tetragonal. Caule aéreo rastejante.
Folhas alternas; peciolo verde; lamina, 4pice mucronado; gavinhas presente. Flor
solitaria, axilar, pediceladas, unissexuada. A flor masculina ¢ glabrescente; calice
campanulado; corola amarela. 3 estames unidos na base. Filetes glabros. Anteras com
deiscéncia longitudinal. Flor feminina, pedicelada; célice laciniado, base truncada, apice
agudo, margem ciliada; corola amarela; estilete glabrescente; estigma trifido; ovario
pubescente, infero. Bracteas reniformer verde, face externa pubescente, face interna
pubescente. Fruto carnoso, peponidio, laranja. Sementes oblonga-eliptica, vermelha. A
identificacdo botanica foi realizada em conjunto com o especialista botanico Francisco
Carlos Pinheiro da Costa. A exsicata (Figura 2) foi confeccionada e sera depositada no

Herbario CSTR da Universidade Federal de Campina Grande (UFCQG), campus Patos.

L = :
Figura 2- Exsicata da planta Momordica charantia L. confeccionada no Laboratdrio de
Botanica da UFCG — Cajazeiras, 2019.
Fonte: Autoria propria.

Obtencao do extrato

O material coletado (folhas) foi seco em estufa de ar circulante a 40 °C por 24 h.
Posteriormente, foi triturado e peneirado para facilitar a preparacdo do extrato, sendo a
extracdo realizada na propor¢do de 1:6 g/ml (amostra vegetal/solvente), seguindo a
metodologia de Lima (2018). Assim, foram adicionados 600 ml de solvente
hidroalcoolico (70% alcool e 30% agua destilada) em 100 g de folhas secas trituradas. A

extracdo foi realizada durante trés dias, filtrando o solvente e agitando a cada 24 horas.
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Apos este periodo o solvente foi seco em estufa de circulagdo de ar a 50 °C, obtendo-se

o0 extrato bruto.
Determinacio da atividade antibacteriana

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana do extrato hidroalcodlico foi
empregado o método de difusdo em dagar descrito por Kirby & Bauer, 2011.
Inicialmente, procedeu-se o preparo do meio de cultura Agar (Mueller-Hinton,
Himedia®), segundo orientagdes do fabricante. Apos o resfriamento, o meio foi
transferido para placas de Petri 100 x 20 mm esterilizadas.

Os microrganismos testados foram cepas bacterianas padrdo American Type
Colection Culture (ATCC) de bactérias gram-positivas Staphyloccocus aureus (ATCC
25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e gram-negativas Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), disponiveis no
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal de Campina Grande — Campus
Cajazeiras-PB. As bactérias foram semeadas nas placas com meio de cultura e
permaneceram incubadas durante 24 horas a 37 °C, em condicOes aerdbicas. Apds o
periodo de incubagdo, foram coletadas colonias isoladas e transferidas para tubos com
solucdo salina estéril [NaCl 0,85%, (p/v)] até que se obteve turbidez correspondente a
escala de McFarland 0,5 (1,5 x 108 UFC/ml) (CLSI, 2015). Cada suspensdao de
microrganismos foi semeada em triplicata.

Com um swab estéril, o indculo foi distribuido uniformemente sobre a superficie
do agar. Em seguida, foram adicionados discos de papel filtro de 6 mm impregnados
com aliquotas de 20 ul do extrato vegetal na concentracio de 50 mg ml”, diluido no
solvente utilizado para a extragdo. Como controle positivo, foram utilizados os
antibidticos gentamicina e amicacina € como controle negativo foram utilizados discos
impregnados com o solvente usado para preparacdo do extrato. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 h e, apds esse periodo, foi realizada a
leitura dos resultados medindo-se o didmetro do halo de inibicdo promovido pelo

extrato, utilizando régua milimétrica.
Microdiluicio em caldo

A concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato foi avaliada a partir do

método de microdiluicdo em caldo em microplacas de acrilico estéreis com fundo em
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“U” contendo 96 pocos, de acordo com o Clinical and Laboratorial Standard Institute
(CLSI, 2015), com adaptagdes. Primeiramente, foi realizado o repique das bactérias
para isolar culturas puras em placas com meio Agar Mueller-Hinton, Himedia®,
durante 24 horas a uma temperatura de 37 °C. Depois de percorrido o tempo de
incubagdo foram coletadas colonias isoladas e transferida para um tubo de ensaio com
solugdo salina estéril [NaCl 0,85%, (p/v)] até que se obteve turbidez correspondente a
escala de McFarland 0,5. Posteriormente, foi adicionado 1 ml da solugdo bacteriana em
9 ml de Brain Heart Infusion (BHI), obtendo um volume total de 10 ml.

Para obtengdo das dilui¢des, utilizou-se 50 mg do extrato vegetal diluido em 1
ml de solvente (100 ul de Tween 20% e 900 pul de agua destilada) obtendo uma
concentracio de 50 mg ml"'. Como controle positivo foi utilizado ampicilina e como
controle negativo Tween 20%.

As microplacas de acrilico estéreis foram organizadas de forma que da 1* at¢ a 9*
coluna, da linha A até H, os pogos foram preenchidos com 100 pl do meio de cultura.
Em seguida foram adicionados na 17, 2* ¢ 3% coluna 100 ul do controle positivo, a 4%, 5?
e 6 colunas foram preenchidas com 100 pul do extrato e, por fim, foram depositadas na
7%, 8" e 9 coluna o controle negativo, ambos somente na linha A. Foi realizada a
dilui¢do seriada retirando 100 pl da linha A e transferindo para linhas B, 100 ul da linha
B para a linha C, e assim sucessivamente obtendo-se as concentragdes de 50; 25; 12,5;

6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 mg ml? (Figura 3).

10 2* 13 4|56 |78 |9 10°| 11* | 12* | 13*| mgml
—_— A 50
100ul B 75
100ul C 12,5
1001l D 6.25
100ul E 3.12
e
G 0,78
1rooul H 0.39
Figura 3- Ilustragdo esquematica da microplaca para a andlise da Concentracao Inibitoria

Minima (CIM).
Fonte: Autoria propria.
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As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apos o tempo
de incubacdo foram adicionados em cada poco 20 ul de resazurina a 0,001%. Apds a
adicdo do agente revelador as placas foram reincubadas por 1 hora a 37 °C. A leitura e
interpretacdo dos resultados foi realizada qualitativamente, de acordo com Alves et al.
(2008), o qual indica que a resazurina facilita a verificacdo da presenca de crescimento
microbiano. A colora¢do azul indica auséncia de crescimento microbiano, enquanto a
cor rosa indica a presenca de células viaveis em crescimento. Desta forma, foi possivel
determinar a menor concentragdo inibitéria minima (CIM) do extrato capaz de inibir o

crescimento das bactérias.

RESULTADOS

Determinacio da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada através do método de difusdo em disco de
papel. Os resultados demostraram que o extrato hidroalcoodlico das folhas de M.
charantia, na concentracdo de 50 mg ml”, apresentou atividade antibacteriana nas cepas
gram-positivas, com halos de inibicdo de 10 mm sobre E. faecalis € 9 mm na bactéria S.

aureus, conforme mostrado nas figuras 4 e 5, respectivamente.

Controle
negativo

Controle
positivo

Figura 4 — Halos de inibi¢@o contra a bactéria Enterococcus faecalis (ATCC 29212) formados
pelo extrato hidroalcodlico (50 mg ml™) de folhas de M. charantia, em triplicata, destacados
pelo circulo branco.

Fonte: Autoria propria.
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Controle
negativo

Controle
positivo

Figura 5 — Halos de inibi¢80 contra a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923) formados
pelo extrato hidroalcodlico (50 mg ml™) de folhas de M. charantia, em triplicata, destacados
pelo circulo branco.
Fonte: Autoria propria.

Em contrapartida, o extrato testado ndo demostrou atividade nas bactérias gram-
negativas. O controle negativo, composto pelo solvente utilizado na extracdo, nao
apresentou formacao de halo de inibicdo contra os microrganismos avaliados, deste
modo, os solventes nao interferiram na atividade antimicrobiana apresentada pelo

extrato.

Microdiluicao em caldo

As bactérias que apresentaram halos de inibi¢ao de crescimento com o uso do
extrato foram submetidas a determinacdo da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM).
Esta etapa dos testes foi realizada através da técnica de microdiluigdo em caldo onde se
observou a agdo do extrato das folhas de M. charantia, em menores concentragoes,

sobre as bactérias E. faecalis e S. aureus.
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Os resultados das CIMs foram determinados pela leitura visual apos revelagdo
com resazurina 0,001%. O extrato hidroalcodlico demonstrou inibicdo em diferentes

concentragdes, conforme dados da Tabela 1 e Figuras 5 e 6.

Tabela 1 — Resultados da Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) do extrato
hidroalcoolico de M. charantia sobre as bactérias E. faecalis e S. aureus.

Extrato Amostras S (Sensivel) R (Resistente)
Concentragio mg ml™ Enterococcus faecalis Staphylococcus aureus
50 S S
25 S S
12,5 S S
6,25 R R
3,12 R R
1,56 R R
0,78 R R
0,39 R R

Fonte: Autoria propria.

Como apresentado na Tabela 1, o extrato mostrou-se um eficiente
antimicrobiano em trés concentracdes testadas 50, 25 e 12,5 mg ml”, enquanto nas
concentracdes menores que 12,5 mg ml”' as bactérias E. faecalis ¢ S. aureus foram
resistente.

Os resultados mostram que essa inibigdo nao foi influenciada pela adigdao de
tween 20% ao meio (controle negativo), pois houve crescimento microbiano
caracterizado pela presenga da cor rosa, como demostram as figuras 6 ¢ 7. O controle
positivo, composto pelo antibidtico ampicilina, apresentou cor azul em resposta a

revelagao com resazurina, desta forma, respondeu aos resultados esperados.
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Figura 6 — Concentrag:ao inibitéria minima do extrato h1droa1coohco de folhas de M.
charantia L. contra a bactéria Enterococcus faecalis (ATCC 29212), em triplicata. CP-Controle
Positivo, EH-Extrato Hidroalcoolico, CN-Controle Negativo.

Fonte: Autoria propria.

Figura 7 — Concentragfo inibitoria minima do extrato hidroalcoodlico de folhas de M.
charantia L. contra a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923), em triplicata. CP-
Controle Positivo, CN-Controle Negativo.
Fonte: Autoria propria.

DISCUSSAO
Determinacao da atividade antibacteriana
Os resultados positivos da acdo antibacteriana do extrato hidroalcodlico das

folhas de M. charantia, na concentragio de 50 mg ml" sobre bactérias gram-positivas

no teste em disco de papel, obtidos no presente estudo, corroboram Nascimento et al.
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(2018), os quais em sua pesquisa comprovaram a a¢do do extrato frente aos mesmos
microorganismos.

Neste mesmo sentido, tais resultados sdo refor¢ados pelo trabalho de Lima
(2008), o qual observou que o extrato hidroalcodlico das folhas de M. charantia possui
potencial antimicrobiano in vitro com acdo frente a bactéria S. aureus, porém nao
apresentou atividade antibacteriana contra as cepas de P. aeruginosa ¢ E. coli.
Resultado similar foi relatado por Silva et al. (2019), ao analisar o extrato etandlico das
folhas M. charantia, onde o mesmo nao inibiu o crescimento das cepas de E. coli
multirresistentes.

O potencial farmacolégico ativo da planta também foi confirmado por Santos
(2018) ao analisar diferentes métodos de extracdo dos compostos bioativos dos frutos
do Meldo-de-Sao-Caetano. Em seus resultados, as cepas de S. aureus apresentaram-se
sensiveis aos extratos obtidos a partir de trés métodos de extragdo e combinagdes de
solventes, entre eles o hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcoolico.

Chia & Yap (2011) relatou a atividade do extrato dos frutos de M. charantia
utilizando a combinacdo de hexano e éter de petrdleo em diferentes concentragdes,
mostrando seu potencial como um promissor antimicrobiano. Essa alta relevancia
medicinal ¢ apontada por outros autores, entre eles Voidaleski et al. (2015), que em seu
estudo sobre extratos hidroalcéolicos das folhas de Meldo-de-Sdo-Caetano, em bactérias
gram-negativas e gram-positivas, teve uma média minima de halo de inibicao de 13,59
mm.

De acordo com os resultados obtidos na presente pesquisa, o extrato das folhas
de M. charantia obteve resultados positivos somente nas bactérias gram-positivas S.
aureus e E. faecalis, nao sendo observada atividade frente as bactérias gram-negativas
E. coli e P. aeruginosa, na concentragao utilizada. As bactérias gram-negativas e gram-
positivas possuem composicao quimica e estrutural diferenciada. A parede celular
gram-negativa ¢ uma estrutura complexa composta por multicamadas, o que torna o
acesso a membrana mais restrito a muitas substancias ambientais, incluindo antibidticos
sintéticos e naturais (Rakholiya et al., 2014).

Brasileiro et al. (2006), quando analisou o extrato etandlico das partes aéreas do
Meldo-de-Sao-Caetano, relatou que o mesmo ndo apresentou atividade contra a E. coli.
Ponzi et al. (2010) também ndo obteve resultados positivos nas cepas de P. aeruginosa
e E. coli, ao analisar o extrato da raiz, caule, flores e frutos. Esses resultados discordam

dos observados por Filho (2012), onde o extrato etanolico dos frutos de M. charantia.
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apresentou eficdcia antibacteriana nas cepas de E. coli e P. aeruginosa. Essa atividade
do fruto também foi vista por Rakholiya et al. (2014), com extratos hidroalcoolicos da
casca. Porém, ao analisar atividade antimicrobiana das sementes ndo obteve resultados
significativos na cepa de P. aeruginosa.

Ao isolar o composto plumericina de M. charantia, Saengsai et al. (2015)
observou a atividade antibacteriana em 8 cepas, porém na bactéria E. faecalis obteve os
resultados mais significativos. A mesma tendéncia de resposta foi observada na presente
pesquisa, onde a cepa de E. faecalis mostrou-se mais sensivel ao extrato das folhas do
Melao-de-Sao-Caetano, apresentando halo maior que a cepa de S. aureus.

A atividade antibacteriana da M. charantia, como afirma Lima et al. (2020),
pode ser atribuida a presenca de compostos bioativos proveniente do metabolismo
secundario, como alcaloides, flavonoides, saponinas, glicosideos, agucares redutores,
constituintes fendlicos e acidos livres presentes na planta e que podem apresentar
atividades antibacterianas expressivas.

Os metabolitos secundarios correspondem a uma série de substancias com pertil
quimico amplamente variado, sendo divididos em trés grandes grupos: terpenos,
compostos fenolicos e alcaloides, ¢ muitos deles podem apresentar efeitos biologicos
quando utilizados pelo homem, tornando-se um importante foco para pesquisas que
visam o isolamento e a identificacdo de substancias biologicamente ativas (Fumagali et
al., 2008; Pedrosa, 2017).

Rodrigues et al. (2006), ao utilizar concentragdes de 1000 mg ml-1 ¢ 500 mg ml-
1do extrato etanolico das folhas de M. charantia, no teste em disco, obteve halos de
inibicao de 15 mm e 10 mm, respectivamente, na cepa de P. aeruginosa, enquanto na
concentragcdo de 100 mg ml-1 essa cepa mostrou-se resistente. Na bactéria E. coli, os
halos foram de 20 mm, 10 mm ¢ 6 mm de acordo com a sequéncia das concentragdes
apresentadas acima. Por fim na cepa de S. aureus as dimensdes dos halos foram 19 mm,
14 mm e 11 mm, respectivamente, nas mesmas concentragoes.

Segundo Veggi (2006), o rendimento da extracdo dos compostos da planta ¢é
influenciando pelas condigdes em que o processo de extracdo ¢ realizado, como a
escolha do solvente, temperatura de extragdo e a agcdo mecanica. As caracteristicas
quimicas do solvente e a estrutura e composicao do produto natural asseguram que cada
intera¢do material-solvente apresente comportamento caracteristico, o qual ndo pode ser

previsto facilmente.
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Siqueira (2018), ao analisar o extrato das folhas de M. charantia, verificou a
presenca de saponinas, tritepernos, esteroides e flavonoides, ja no extrato do caule da
mesma planta observou a presenca de saponinas, triterpenoides, alcaloides e taninos. De
acordo com Pedrosa (2017), as substancias fenolicas apresentam diversos tipos de
atividades bioldgicas, tais como antialérgica, anti-inflamatdria, antimicrobiana,
antioxidante, antitrombotica, cardioprotetora, vasodilatadora, entre outras. Portanto,
essas diferengas na presenca de metabolitos secundarios, de diferentes partes da planta,
também podem influenciar nos resultados obtidos.

Deste modo, € importante ressaltar que mesmo com a auséncia de halo de
inibicdo nas bactérias gram-negativas na concentragdo testada nesse estudo, ndo pode
ser descartada a possibilidade da presenca de substancias antibacterianas em outras
concentragdes do mesmo extrato ou, ainda, em outras partes da planta, como outros
autores apontam entre eles Filho (2012) & Brasileiro et al. (2006).

Ap6s constatar o resultado do método de difusdao em disco de papel, procedeu-se
a realizagdo do teste para identificar a menor concentracao da atividade antimicrobiana
do extrato vegetal capaz de inibir o crescimento do microrganismo-teste, conhecida
como Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). O teste em disco de papel, para a
avaliacao dessa atividade, apresenta algumas limitacdes como a ma difusao do extrato
no disco, deste modo a microdiluicdo em caldo fornece resultados qualiquantitativos,
sendo possivel realizar mais repeticdoes e diluigdes do extrato em apenas uma placa,
aumentando a confiabilidade do teste (Ostrosky et al., 2008).

Os resultados desta pesquisa demostraram que a menor concentragao inibitéria
do extrato hidroalcoélico das folhas de M. charantia foi de 12,5 mg ml" nas duas cepas
testadas, E. faecali e S. aureus. Essa atividade antibacteriana foi relatada anteriormente
no estudo de Lima (2018), ao analisar o extrato hidroalcodlico das folhas de M.
charantia, no qual observou que a menor concentragio foi de 12,5 mg ml” na cepa S.
aureus. Segundo o autor, tal atividade do extrato de M. charantia ¢ diretamente
atribuida a presenca de certos fitoquimicos, presentes na planta, que contribuem para a
sua propriedade antibacteriana. No mesmo estudo, a analise fitoquimica da amostra
apresentou uma quantidade significativa de compostos fenolicos nas folhas de M.
charantia, quando utilizado o solvente hidroalcoo6lico.

De acordo com Silva et al. (2010), os compostos fendlicos sdo originados do
metabolismo secundario das plantas, encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes

e em outras partes dos vegetais. Sdo substancias amplamente distribuidas na natureza,
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sendo que mais de 8000 compostos fenolicos ja foram detectados em plantas. Vieira
(2019), em sua pesquisa, constatou a presenca de flavonoides, taninos e
esteroides/triterpenos em extratos do Meldo-de-Sao-Caetano. A presenca desses
compostos organicos no extrato pode estar relacionada com a atividade antibacteriana in
Vitro.

A agio inibitéria na concentragdo de 12,5 mg ml”', na cepa S. aureus, também
foi constatada por Santos (2018), o qual utilizou extrato hidroalcodlico dos frutos, com
dois tipos de extragdes diferentes: ultrassom e turbolise. Esses métodos extraem grandes
quantidades de principios ativos e também sdo eficientes na extragdo de substancias
soluveis em diferentes solventes, apresentando rendimentos satisfatorios. No entanto,
Silva (2018) ao utilizar o extrato hidroalcodlico, da folha de M. charantia, constatou
que 0 mesmo foi eficaz somente na concentragio de 50 mg ml"' na bactéria E. faecalis,
contrapondo dos resultados apresentados nessa pesquisa, na qual dita bactéria teve CIM
igual a 12,5 mg mI™.

Houéto et al. (2019), ao analisar o extrato etandlico da raiz e parte aérea em
bactérias gram-negativas e gram-positivas, demonstraram que 90% dos patdgenos
testados foram sensiveis ao extrato, onde a CIM variou de 12,5 a 6,25 mg ml'l,
enquanto nas cepas de S. aureus e E. faecalis, a menor concentracao foi de 12,5 mg ml
! Esses resultados, quando comparados aos observados no presente estudo, se mostram
semelhantes, porém com condi¢des de extracao diferentes.

Filho (2012), ao analisar o mesmo tipo de extrato de Houéto et al. (2019), porém
utilizando somente os frutos, teve uma eficacia antibacteriana ainda maior, cuja CIM foi
3,12 mg ml" na cepa de S. aureus. Esses resultados discordam dos observados por
Barbosa et al (2016), no qual o extrato etandlico das folhas ndo foi satisfatorio, visto
que houve crescimento bacteriano. No entanto, no mesmo estudo, o extrato metanolico
das folhas apresentou atividade antimicrobiana frente a S. aureus.

Rakholiya et al. (2014), ao analisarem extratos hidroalcoolicos obtidos de quatro
partes do Melao-de-Sao-Caetano, observaram concentracdes inibitorias minimas entre
3,12 a 12,5 mg ml', em bactérias gram-negativas e gram-positivas. Porém, Guarniz
(2020), utilizando o mesmo tipo de extrato obtido das folhas, frutos e sementes por
processo de microextracdo, o Unico extrato que apresentou atividade antimicrobiana
significativa foi o das folhas.

A atividade antibacteriana de extratos e Oleos essenciais feitas a partir de

diferentes partes de M. charantia também foi constatada por Braca et al. (2008) e Costa
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et al. (2010), ambos estudos mostraram CIM variando de 12,5 a 50 mg ml” na cepa de
S. aureus. Esses resultados ressaltam a importancia de continuar as pesquisas sobre o
uso dessa planta, buscando confirmar cada vez mais sua capacidade como fonte natural
para os cuidados da saude.

Tais variagdes da determinagdo da CIM de extratos vegetais podem ser
atribuidas a diversos fatores, como a técnica aplicada, a cepa utilizada no teste, origem
da planta, as condigdes de cultivo, época do ano e horario de coleta, a concentragdo do
extrato, entre outros. Esses fatores podem alterar o contetido final de metabdlitos
secundarios em plantas medicinais. Assim, para Ostrosky et al. (2008) e Guarniz
(2020), nao existe um método padronizado para expressar os resultados de testes
antimicrobianos de produtos naturais.

Os resultados obtidos na pesquisa concluem que o extrato hidroalcodlico das
folhas de M. charantia apresenta significativa atividade antibacteriana in vitro na
concentracio 50 mg ml’ contra as bactérias Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), com uma concentragdo inibitéria minima de
12,5 mg-ml'l. Desta forma, torna-se essencial a realizacdo de estudos futuros para
analise do extrato em outras concentragdes, como também a identificacdo dos
constituintes fitoquimicos presentes no extrato hidroalcodlico do Melao-de-Sao-Caetano

para o aprimoramento dos resultados.
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de tabelas.
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supérfluas. Os autores devem apresentar versdo para o inglés, quando o idioma
do texto for portugués ou espanhol e para o portugués, quando redigido em
inglés ou espanhol.

B) Autores: nome completo de cada autor, sem abreviacdes.

C) Afiliagdo: indicar a afiliagdo institucional de cada um dos autores.

D) Autor correspondente: indicar o autor para o qual a correspondéncia deve ser
enviada, com endereco completo, incluindo e-mail, telefone e fax.

E) Titulo resumido: o titulo resumido serd usado como cabecalho em todas as

paginas impressas e nao deve exceder 40 caracteres.

2.2.Abstract e Resumo
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conclusdes.

2.2.1. Keywords e Palavras-chave
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2.3. Introducio

Deve determinar o propodsito do estudo e oferecer uma breve revisao da literatura,
justificando a realizagdo do estudo e destacando os avangos alcancados através da

pesquisa.

2.4. Material e Métodos
Devem oferecer, de forma breve e clara, informagdes suficientes para permitir que o

estudo possa ser repetido por outros pesquisadores. Técnicas padronizadas podem ser

apenas referenciadas.

2.5. Resultados

Devem oferecer uma descrigdo clara e concisa dos resultados encontrados, evitando-
se comentarios e comparagdes. Nao repetir no texto todos os dados contidos nas figuras
e tabelas.

2.6. Discussao

Deve explorar o maximo possivel os resultados obtidos, relacionado-os com os

dados ja registrados na literatura. Somente as citagdes indispensaveis devem ser incluidas.

2.7. Agradecimentos

Devem se restringir ao necessario. O suporte financeiro deve ser incluido nesse

item.

2.8. Referéncias

Todas as obras citadas no desenvolvimento do trabalho devem aparecer
mencionadas nas referéncias bibliograficas. As referéncias devem ser ordenadas
alfabeticamente e elaboradas de acordo com o Estilo de Vancouver conforme o

manual: Patrias K. Citing medicine: the NLM style guide for authors, editors, and


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
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publishers [Internet]. 2™ ed. Wendling DL, technical editor. Bethesda (MD): National
Library of Medicine (US); 2007.

As abreviagdes dos titulos de periddicos ndo devem aparecer em itdlico e nem
seguidas por ponto final. Exemplo: Physical Review Letters (Phys Rev Lett),
International Journal of Clinical Pharmacy (Int J Clin Pharm), Revista de Ciéncias
Farmacéuticas Basica e Aplicada (Rev Cienc Farm Basica Apl). Nas referéncias de
artigos de periddicos devem aparecer, sempre que houver o volume, o numero ¢ a

paginagdo do trabalho.

3. PREPARACAO DE ARTIGO DE REVISAO

Deve conter uma revisdo critica de assunto atual e relevante baseando-se em artigos
publicados e em resultados dos autores. O Artigo de Revisdo ndo deve ultrapassar 24
paginas no manuscrito. Neste tipo de trabalho os autores, obrigatoriamente, deverao
citar no desenvolvimento do texto trabalhos de sua autoria sobre o tema discutido,

publicados em outros veiculos de comunicacao cientifica.

4. PREPARACAO DE COMUNICACAO BREVE

Deve ser breve e direta, sendo seu objetivo comunicar resultados ou técnicas
particulares. No entanto recebe a mesma revisdo ¢ ndo ¢ publicada mais rapidamente
que um artigo original. Deve ser redigida de acordo com as instrugdes dadas ao Artigo
Original, mas sem subdivisdo em capitulos. As referéncias devem ser citadas no final do
texto, usando o mesmo formato utilizado para o Artigo Original. Um abstract e trés
keywords devem ser apresentadas. O autor deve informar, no momento da submissao,
que o manuscrito ¢ uma Comunicagdo Breve de modo a ser avaliado adequadamente

durante o processo de revisao.

5. INFORMACOES ADICIONAIS

Citacoes bibliograficas no texto: Devem ser apresentadas no texto pelo(s)

sobrenome(s) dos autores seguida do ano da publica¢do, conforme os exemplos:


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
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e Um autor: Croft (1999) ou (Croft, 1999)

e Dois autores: Sogin & Bacci (1998) ou (Sogin & Bacci, 1998)

e Mais que dois autores: Kreiger et al. (1990) ou (Kreiger et al., 1990).

e Citacdo de citacao: A RCFBA nao recomenda fazer o uso de citagdo de citacao
no desenvolvimento do texto. No caso da citacdo ser imprescindivel para o
estudo, ela devera aparecer em nota de rodapé fazendo-se o uso da experessao

latina apud ou da expressao citado por. Exemplo: Croft (1980) citado por Souza

et al. (2011, p. 54) ; Croft (2009 apud Klein et al. 1973, p.54).

6. ILUSTRACOES

6.1. Figuras

Fotografias, graficos, mapas ou ilustragdes devem ser apresentadas ao final do
trabalho, numeradas consecutivamente em algarismos ardbicos segundo a ordem que
aparecem no texto. As legendas correspondentes deverao ser claras e concisas € devem
aparecer logo ap6s cada figura. Os locais aproximados das figuras deverao ser indicados
no texto. A elaboracdo das figuras deverd ser feita em colorido, no entanto, na
publicagdo impressa elas aparecerdo em preto e branco ou tons de cinza. As fotografias
deverdo ser encaminhadas, também em arquivos separados, fora do Word, no formato

tif ou .jpg com no minimo 300 dpi de resolugao.

6.2. Tabelas

Devem complementar e nao duplicar o texto. Elas devem ser numeradas em
algarismos ardbicos na ordem que aparecerdo no texto. Um titulo breve e descritivo
deve constar no alto de cada tabela. Se necessario, utilizar notas de rodapé identificadas.
Elas deverao aparecer ao final do trabalho e no desenvolvimento do texto deve-se

indicar somente o local no qual as mesmas serao inseridas.
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6.3. Etica

Os pesquisadores que utilizam em seus trabalhos experimentos com seres humanos,
ou material bioldogico humano, devem observar as normas vigentes editadas pelos
orgaos oficiais. Os trabalhos que envolvem experimentos que necessitam de avaliacao

do Comité de Etica deverao ser acompanhados de cépia do parecer favoravel.

0OS MANUSCRITOS QUE NAO ESTIVEREM DE ACORDO COM AS
INSTRUCOES AOS AUTORES NAO SERAO ANALISADOS.
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