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ESTUDO FITOQUIMICO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE
meldo-de-sdo-caetano (Momordica charantia) E AVALIACAO DE SUA
ATIVIDADE INIBIDORA CONTRA Sporothrix spp.

RESUMO

O meldo amargo ou meldo-de-sédo-caetano (MSC) (Momordica charantia L.), da
familia Curcubitaceae, € uma planta medicinal com extenso uso popular,
abrangendo distintas finalidades devido ao seu amplo repertério de bioativos. Uma
doenca fungica que vem recebendo atencdo em diversas regides do Brasil € a
esporotricose felina. Uma das razfes no interesse do controle e tratamento de tal
enfermidade é o seu carater antropozoondético e o crescente nimero de casos em
seres humanos, em especial no Brasil. O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro,
0 possivel efeito antifingico do extrato hidroalcodlico das folhas Momordica
charantia L. (O meldo amargo ou meldo-de-sdo-caetano (MSC) (Momordica
charantia L.), da familia Curcubitaceae, é uma planta medicinal com extenso uso
popular, abrangendo distintas finalidades devido ao seu amplo repertorio de
bioativos) frente ao patégeno Sporothix spp., juntamente ao estudo do perfil
fitoquimico do extrato. Para isso, foi produzido um extrato hidroalcodlico das
folhnas da M. charantia o qual, posteriormente, foi liofilizado e cuja capacidade
antifingica foi avaliada a partir de microdiluicdo seriada em placa de 96 pocos,
sendo avaliadas as seguintes concentracfes: 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
1,5625; 0,78125; 0,3906; 0,195; 0,0976 e 0,0488 mg/mL do extrato. Os efeitos no
crescimento fungico dessas diferentes concentracdes foram avaliados, usando o
in6culo do fungo ajustado para 1,0 da escala de McFarland, nos tempos 0, 24, 36
e 72h. A avaliacdo indicou que nao houve atividade inibidora do extrato
hidroalcodlico das folhas de MSC nas diluicbes testadas sobre o fungo.
Paralelamente foi realizado o estudo fitoquimico do extrato por meio da técnica de
cromatrogafia em camada delgada (CCD), constando a existéncia dos metabdlitos
secundarios como flavonoides, terpenos, taninos hidrolisaveis e auséncia de
taninos condensados.

Palavras-chave: inibigdo, planta medicinal, atividade.



PHYTOCHEMICAL STUDY OF HIDROALCOHOLIC EXTRACT OF meléao-de-
sdo-caetano LEAVES (Momordica charantia) AND EVALUATION OF ITS
INHIBITORY ACTIVITY AGAINST Sporothrix spp.

ABSTRACT

The bitter melon or Saint Caetano melon (MSC) (Momordica charantia L.) of the
Curcubitaceae family is a medicinal plant with extensive popular use, covering
different purposes due to its wide repertoire of pharmacogens. A fungal pathology
that has been receiving attention in several regions of Brazil is feline sporotrichosis.
One of the reasons for the interest in the control and treatment of this pathology is
its anthropozoonotic character and the growing number of cases in human beings,
especially in Brazil. The aim of this study was to evaluate in vitro the possible
antifungal effect of the hydroalcoholic extract of Momordica charantia L. leaves in
relation to the pathogen Sporothix spp. together with a study of the phytochemical
profile of the extract. For this, a hydroalcoholic MSC extract leaves was produced,
subsequently lyophilized and the antifungal capacity was evaluated from serial
microdilution in a 96-well plate, with concentrations of 200; 100; 50; 25; 12.5; 6.25;
3.125; 1.5625; 0.78125; 0.3906; 0.195; 0.0976 and 0.0488 mg/ml of the extracts.
The effects of these different concentrations were evaluated using the inoculum of
the fungus adjusted to 1.0 on the McFarland scale, and the growth of the fungus
in question at times 0, 24, 36 and 72h was evaluated by inoculating the dilutions
in petri dishes. The evaluation indicated that there was no inhibitory activity of the
hydroalcoholic extract of MSC leaves in the tested dilutions on the fungus. At the
same time, the phytochemical study of the extract was carried out using the Thin
Layer Chromatography (TLC) technique, with the presence of secondary
metabolites such as flavonoids, terpenes, hydrolyzable tannins and absence of
condensed tannins.

Key-words: inhibition, medicinal plant, activity.
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos contendo compostos naturais, alinhados a ética animal
e a sustentabilidade, vem compondo um nicho crescente de mercado.
Demonstrando uma preocupacéao cada vez maior com a procedéncia e o descarte
do produto, o consumidor esta se tornando mais seletivo e critico, levando o seu
olhar ndo somente ao objeto do seu consumo, mas também ao que compde o seu

entorno.

Outra tendéncia de comportamento que ja ha alguns anos vem se
expandindo de forma consolidada é o aumento do numero de animais de
companhia e o papel cada vez mais préximo deles junto ao ser humano. Por essa
razao, todos os servicos e produtos estdo crescendo em numero e em

diversidade, tornando assim o mercado cada vez mais amplo e complexo.

Levando em consideracdo tais Gticas, realizou-se uma pesquisa empirica a
fim de se encontrar uma enfermidade que acometesse animais domésticos para
a qual ja existisse uma demanda de farmacos para efetivo tratamento e cuja
solucdo poderia se encaixar no uso de substancias naturais. Dessa forma, a
esporotricose felina foi escolhida, pois, além de acometer felinos domésticos,

entre outros animais, também tem a caracteristica de ser uma antropozoonose.

Por ser esta uma doenca fangica e visando ao desenvolvimento de um
novo produto fitoterapico, optou-se por utilizar o extrato da planta M. charantia,
gue conta com inumeros estudos em diferentes areas de aplica¢éo, inclusive para

tratamentos fangicos, mas ndo com este fim especifico.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O melédo-de-sdo-caetano (Momordica charantia)

Desde a antiguidade, as plantas e suas preparacfes tém sido usadas com
finalidade medicamentosa para prevencéo, tratamento e cura das mais diversas
doencas, pelas distintas civilizacfes ao redor do mundo. As referéncias histéricas
mais remotas da aplicagéo de plantas com finalidade terapéutica datam de mais
de sessenta mil anos e, no Brasil, ocorreu a uni&o de distintos conhecimentos de
povos africanos, diversos tipos de plantas que tinham funcdes ritualisticas e
também continham inGmeras atividades farmacoldgicas, unindo-se assim a
cultura indigena nativa, ja com vasto conhecimento fitoterapico. Muitas plantas ja
eram aplicadas de forma corriqueira no dia-a-dia das aldeias e com fins religiosos
(MONTES et al., 2017). Com a vinda dos europeus, ocorreu a difusdo e a
miscigenacdo de conhecimentos, tornando assim extenso e rico o campo da
fitoterapia, sendo este passado através das geracbes (FARIA et al., 2018 ,
VALERIANO et al., 2017).

O meldo amargo ou melédo-de-sédo-caetano (MSC) (Momordica charantia),
da familia Cucurbitaceae, € uma das plantas medicinais de uso popular cujo
conhecimento e cuja utilizacdo estdo associados a esse fenémeno de
miscigenacdo de conhecimentos. Ele é encontrado comumente em inumeras
regides da Asia e em distintos paises tropicais e subtropicais, incluindo india,
Paquistdo, Sri Lanka e China (BASIT et al.,, 2018). O MSC, como outras
curcubitaceas, foi trazido ao Brasil apds sua colonizagdo e possui grande
relevancia nutricional e medicinal devido ao amplo repertério de compostos

fitoquimicos bioativos, 0os quais sao apresentados na Tabela 1:



Tabela 1. Fitoquimicos presentes na M. charantia.

Fonte Fitoquimico

Corpo da planta | Momorcarinas, momordenol, momordicilina, momordicinas, momordicinina,
momordina, momordolol, charantina, charina, criptoxantina, cucurbitinas,
cucurbitacinas, cucurbitanas, cicloartenéis, diosgenina, acidos
elaeostearicos, eritrodiol, acido galacturbnico, acido gentisico,
goiaglicosideos, goiasaponinas, multiflorenol, glicosideos, saponinas,
alcaléides, oleos fixos, triterpenos tipo cucurbitanas, proteinas e esteroides.
Fruta Momordicina, charantina, polipeptideos- p insulina, ascorbigeno,
Aminoacidos: acido aspartico, serina, acido glutamico, treonina, alanina,
acido gama-amino butirico, acido pipecolico, luteolina.

Acidos graxos: laurico, miristico, palmitico, palmitoleico, esteérico, oleico,
linoleico, linolenico.

Sementes Enzima urease

Aminoacidos: valina, treonina, metionina, isoleucina, leucina, fenilalanina e
acido glutamico.

Fonte: ANILAKUMAR, KUMAR e ILAIYARAJA (2015)

HsC CH,
CHs CHs CH,

CH,

HiC” CH GLUCOSE——0

Figura 1 — Exemplos de estruturas de compostos isolados na M. charantia.
(A) momordicina e (B) charantina
Fonte adaptada: LIMA, 2018,

Sua ampla aplicacdo € citada por diversos autores, sendo que 0s seus
efeitos gerais observados foram anti-helmintico, antimalarico, amenizacdo de
eczemas, na ictericia, em dores abdominais, calculos renais, infeccées do trato
respiratorio, diabetes e suas complicacdes cronicas e também antimicrobiano
(BASIT et al., 2018; GROVER e YADAV, 2004).

2.2. Funcgdes terapéuticas da M. charantia.

2.2.1. Diabetes

Seu emprego como metodo auxiliar terapéutico em casos de diabetes é

amplamente difundido no sudeste do continente asiatico, sendo consumido in



natura e vastamente aplicado dentro do sistema de medicina ayurvédica. A
atividade eficaz contra o diabetes ¢é justificada pela sua acéo hipoglicEmica e pela
promocédo de sintese proteica, tendo entre os principais compostos identificados
com efeito hipoglicémicos em ratos, a charantina, a vicina, o polipeptideo-p ou p-
insulina e kakra, compostos hipoglicémicos n&o esterbides isolados da
fruta (MAHMOUD et al., 2017). Ensaios farmacolégicos preliminares utilizando o
fruto do MSC apresentaram resultados sugestivos de reducdo no nivel de glicose
no sangue em jejum (BGL) em ratos com diabetes induzida, enquanto a tolerancia
a glicose teve marcada melhoria (XU, 2015)

Estudo realizado por Mahmoud et al. (2017) indicou que a quantidade de
10mL/kg de peso corporal de suco puro da fruta de MSC, diluido em 50% de agua,
administrado diariamente a ratos machos albinos adultos, apresentou efeito
significativo no controle de hiperglicemia, hiperlipidemia e estresse oxidativo,

principalmente como profilatico.

2.2.2. Atividade Antioxidante

O MSC muitas vezes é tido pela sua capacidade antioxidante, tendo assim
importancia, pois o estresse oxidativo ocorre no momento em que a formagéo de
radicais livres aumenta. O efeito antioxidante do MSC em inameras doencas
cronicas foi observado, por exemplo, em alguns tipos de cancer, em doencas
cardiacas e em diabetes. Estudos mostraram que o MSC pode agir pela via da
eliminacdo de radicais livres para prevenir a peroxidacdo de lipidios
(REZAEIZADEH et al, 2011).

Entre os componentes ativos observados, encontram-se cucurbitano
amargo e ndo amargo, flavonoides, triterpeno-agliconas e / ou glicosideos,
apresentando propriedades antioxidantes. Estudos constaram a presenca de
polifen6is marcadores como catequina, transcalona, quercetina, e cafeina,
juntamente com &cido cafeico, acido galico e flavonas, porém em proporgdes mais
baixas (NERURKAR, 2011).

Segundo pesquisa realizada por RAISH (2017) e por RAISH et al. (2018),

a administracéo de polissacarideos do MSC, na quantidade de 150 e 300 mg/kg



dia como profilatico, apresentou uma significativa melhora em relagéo ao estresse
oxidativo, a hiperlipidemia, a inflamac&o e a apoptose em ratos com infarto de
miocardio. Acredita-se que o seu efeito protetor deveu-se a regulacdo negativa de
citocinas pré-inflamatdrias e a genes inflamatorios através da Vias NF-k,B e que
seus efeitos antiapoptoéticos podem ser regulados por Bax, Caspase-3 e Bcl-2.

2.2.3. Atividade antimutagénica

Outra caracteristica terapéutica importante referente ao meldo-de-sao-
caetano € a sua relacdo com efeitos de antimutagenicidade, destacando-se na
medicina oncoldgica. O estudo de bioativos para a prevencao e o tratamento de
cancer pode resultar em descobertas de comportos eficazes e com menores
efeitos adversos. Entre os flavonoides mais abundantes no MSC, encontra-se a
guercetina, que apresentou atividade antitumoral em diferentes modelos de
estudo. Outro composto estudado foi referente ao Triidroxicucurbita-5,23(E)-dien-
19-al, apresentando apoptose induzida (DOS SANTOS COELHO, 2020; SHOBHA
, 2015)

O MSC, com seu potencial de antimutagenicidade, foi capaz de abreviar ou
até mesmo evitar a incidéncia de cancer, sendo considerado muitas vezes um
aliado quimiopreventivo, ndo apenas terapéutico, contra alguns tipo de
carcinomas. Devido a essas acdes, ja foi indicado e citado seu uso em estudos
envolvendo linfomas, leucemias, melanomas, neoplasias de pele e carcinomas
vesicais (GROVER e YADAYV, 2004; SHAHIDUL e JALALUDDIN, 2019).

Segundo experimento realizado por SUR et al. (2018), a utilizacdo do
extrato da fruta do MSC a 30% em extrato aquoso, administrado na quantidade
de 600 mg/dia, em camundongos que apresentavam a média de peso corporal de
18g, apresentou efeito significativo e preventivo em relacdo ao desenvolvimento

de carcinoma epidermoide oral, 0 sexto cancer mais comum em todo o mundo.

2.2.4. Atividade Antiviral



E associada ao MSC também uma ac¢&o antiviral observada principalmente
em suas sementes, que possui o efeito de inibicdo da replicacdo do herpes-virus
simples 1 (HSV-1) e sindbis virus (SINV) associadas a compostos que possuem
acdo antiviral seletiva, impedindo a biossintese de proteinas por meio da
inativagdo do ribossomo, expressao da proteina p-24 do nucleo viral e atividade
da transcriptase reversa associada ao virus em células infectadas com HSV-1.
Estes efeitos estdo associados as proteinas, sendo as pricipais alfa-momorarina
(a-MMC) e a proteina momordica anti-HSV (MAP30), com acdo antineoplasica
relatada e comprovada in vitro (MENG, YAO; 2012; LEE-HUANG, S; 1995)

Além disso, tais proteinas que apresentaram eficacia em relacéo a varios
tipos de células infectadas por virus e células tumorais, ndo séo toxicas a células
normais nao infectadas, abrangendo linfécitos T, macréfagos e mondcitos,
gerando um interrese crescente para novos estudos e possiveis aplicacdes
(BOURINBAIAR, 1996)

2.2.5. Atividade Anti-inflamatoéria

O MSC apresenta atividade anti-inflamatoria e, por meio de seu emprego,
ocorre a reducdo consideravel da presenca de macréfagos em supressdo nos
tecidos adiposos e a reducdo da expressdo da proteina quimiotatica-1 do
monA@cito da citocina pro-inflamatoria. A utilizagdo MSC liofilizado por via oral inibiu
as citocinas pro-inflamatérias e a citocina anti-inflamatoria, suprimindo por sua vez
a ativacdo das vias de sinalizacdo (BAO, 2013). Triterpendides de cucurbitana,
como taikugausina C e taikuguasin D, que apresentam atividade anti-inflamatoria
foram isolados a partir do fruto fresco de MSC (LIAW, 2015).

Experimento idealizado por Raish et al. (2018) sugeriu que a utilizagéo de
300mg/kg de polissacarideos do MSC, distribuido por sete dias, em ratos que
apresentavam inflamacéo gastrica e estresse oxidativo induzida por etanol,

apresentou efeito profilatico proximo ao omeprazol.

2.2.6. Imunomodulagéao



A imunomodulacdo também foi estudada a partir do uso do MSC, o qual
promoveu a secrecao de compostos do sistema imune e potencializou a atividade
fagocitica. Realizando a ativacdo de macréfagos e esplendcitos, apresentou efeito
maximo na resposta imunologica, também alterando os parametros cinéticos das
respostas imunes, inibindo significativamente as respostas mitogénicas presentes
nas células. O MSC apresentou conteudo de polissacarideo péctico soluvel em
agua, pois, em sua composicao, possui D-galactose e D-metil galacturonato,

tendo o efeito de ativacao de timdcitos, macréfagos e esplendcitos (JIA, 2017)

Segundo estudo in vivo realizado em ratos por Bhattacharya (2016), a
administracdo de MSC demonstrou efeito modulador sobre as vias de sinalizacéo
imunoldgica, sendo observado o aumento dos niveis de linfocito T nos animais.
Experimento com o enfoque na inibicdo do crescimento de carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco utilizou o extrato do MSC (fruta crua e verde),
diluido na proporcdo de 0,15g/mL de agua, aplicado na quantidade de

100mL/rato/dia para gavagem oral.

2.2.7. Atividade Anti-helmintica

A acao anti-helmintica do MSC deve-se principalmente ao extrato etandélico
das suas folhas, sendo capaz de provocar morte larval e retardo do
desenvolvimento dos ovos. A morte larval da-se por acao que impede a motilidade

e alimentacao das larvas, levando-as a morte por inanicdo (CORDEIRO, 2008).

Segundo experimento realizado por Fonseca (2016), o extrato
hidroalcodlico de MSC, na concentracéo de 1,5 mg.ml?, apresentou eficacia anti-
helmintica, inibindo 99,61% das larvas de H. contortus, sendo este estudo

desenvolvido em ovelhas naturalmente infectadas.

2.2.8. Pro-Sistema Hepatico e Biliar

O sistema hepatico e biliar também é beneficiado pelo MSC e, em casos
de disfuncéo subaguda, ambos os 6rgdos se beneficiaram pelo consumo de seus

extratos em experimentos envolvendo ratos. O extrato do fruto ativa as enzimas



hepaticas glutationa S-transferase, glutationa peroxidase e catalase, que podem
ter suas atividades afetadas por inUmeros fatores, sendo um deles o envolvimento
com neoplasias (SHUO et al., 2017; KUMAR et al., 2010).

A atividade metabdlica e enzimatica do figado se beneficia diretamente
devido ao consumo do MSC, sendo esta atividade elevada, assim como o

potencial mitocondrial das células hepéticas (KUMAR et al., 2010).

2.2.9. Antiobesidade

O MSC também apresenta acdo antiobesidade, sendo que alguns
compostos bioativos potencializam a atividade da adenosina 5-monofosfato
cinase, a qual se refere a uma enzima que facilita a captagéo celular de glicose e
a oxidacdo de &cidos graxos. Essa acdo se potencializa com o0s agentes
hipoglicémicos do respectivo fruto, entre 0os quais estdo esterdides saponinas
(charantinas), peptideo semelhante a insulina (polipeptideo-P) e alcaloides, os

guais promovem oxidacéo eficaz da glicose em ATP (YADAV , 2005).

Segundo trabalho idealizado por Gong (2017), quando o MSC foi
administrado a camundongos em condi¢cdes estatisticamente idénticas, na
dosagem de 1g/kg/dia de extrato aquoso obtido a partir do fruto seco, houve
significativo controle de peso corporal dentro dos grupos que foram alimentados
com dieta rica em gordura. Apos oito semanas, 0 grupo controle apresentou a
média de 46,4g comparado ao grupo suplementado com o extrato de MSC, média
de 40,7g. Porém nao se observou diferenca significativa em relacdo ao colesterol

total, sendo somente observada uma singela elevacao do HDL.

2.2.10. Acéo Cicatrizante

O tratamento de escoriacOes, lesbes e Ulceras superficiais também foi
realizado a partir do emprego do MSC, devido ao efeito de aceleracdo da
cicatrizacgao tecidual de feridas, otimizando a cicatrizagéo epitelial interna, no caso

de tratamento de Ulceras, com extratos utilizando o fruto e, como solventes, o



hexano e o etanol, ambos com efeitos simalares. Também foram empregados
como medida preventiva a ulcerogénese, possuindo como alvo das extracdes, 0s

carotendides presentes no fruto (GURBUZ et al, 2000).

2.2.11. Atividade Antifungica

A capacidade antifingica do MSC foi amplamente relatada, existindo
registro do seu uso contra doencas fangicas em plantas, evitando seu
desenvolvimento e auxiliando na conservacdo de plantas e frutas alimenticias
(BOMFIM, 2005). Em um estudo observado, a atividade antifingica do extrato da
semente, realizada com tampao de extracdo de proteina, contendo (WANG, 2012;
WANG, 2016) alpha-momorcharin (a-MC)(YEUNG, 1987), mostrou-se eficaz em
relacao ao Fusarium solani. Analises posteriores in vitro
de fluorescéncia apontaram que o extrato resultou na deformacdo das células
com brotamento irregular, na perda da integridade da parede celular, bem como
no rompimento da membrana celular do fungo. Além desses efeitos, 0 DNA
gendmico foi perceptivelmente afetado (WANG, 2012; WANG, 2016).

Diferentes extratos das folhas do MSC foram testados em relacdo ao
fitopatdgeno causador da antracnose, Colletotrichum musae. Extratos aquoso e
hidroetandlico inseridos ao meio de sélido, na concentracdo 50%, resultaram
respectivamente 71% e 64% de inibicdo do crescimento micelial (ICM) do fungo,
enquanto que, em meio liquido, a ICM foi maior (86% e 81% respectivamente),
possivelmente devido ao maior contato do meio com o fungo. Somente o extrato
aquoso e o tiofanato metilico, nas concentracdes de 50% e 1000ug.mL-1,
respectivamente, inibiram por completo a germinacdo de esporos do fungo
(CELOTO, 2005)

A proteina antifungica, designada MCha-Pr, foi isolada do fluido intercelular
de folhas do MSC e foi testado seu efeito antifingico em relagdo a A. brassicae,
C. personata, R. solani, Mucor sp., F. oxysporum e V. dahliae, apresentando acao

inibitéria contra todos os fungos, exceto o ultimo patdégeno citado (Zhang, 2015).

Extrato aquoso do MSC foi avaliado em oposi¢cdo aos fungos Candida

albicans, Trichophyton rubrum e Cryptococcus neoformans, apresentando


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antifungal-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antifungal-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/antifungal-activity
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/fluorescence-microscopy
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/genomic-dna
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/genomic-dna
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atividade inibitéria em relagdo ao C. albicans e ao C. neoformans. J& os
sobrenadantes, precipitados (obtidos por precipitacdo com etanol), ndo tiveram a
mesma atividade inibitoria. Tal fato pode ser explicado por uma possivel mudanca
na conformag&o molecular da macromolécula apds a exposi¢ao a precipitacéo de
etanol e apos a secagem por liofilizacdo, concentracdo de amostra de difusdo em
agar ou ensaio antifungico inadequado para macro moléculas (SCHMOURLO,
2005).

2.3. Toxicidade e efeitos colaterais

O conhecimento e a investigacdo em relacéo a toxicidade das mais distintas
plantas que abrangem a fitoterapia € de extrema importancia, visando ao uso
seguro dessas pela populacao, servindo juntamente de base para futuros estudos
dentro da farmacologia. Os extratos hidroalcéolico e aquoso do MSC, sem
distincdo das partes da planta, foram testados dentro do método da classe de
toxicidade aguda, na escala de 1 a 5 e aplicado em ratas Wistar, com dose
méxima de 2.000mg/kg. Ambos foram classificados na categoria 5 para se
enquadrarem na faixa de toxicidade de DL 5o > 2.000 mg / kg. O grau de irritagao
dérmica e ocular foi também testado em coelhos albinos da raca Nova Zelandia,

sendo ambos os extratos classificados como néo irritantes (LAGARTO, 2008).

Porém existem relatos de efeitos tdxicos desde 1960, sendo observado
principalmente toxicidade reprodutiva, aguda e crénica. Em relacéo a toxicidade
reprodutiva, os extratos de éter de petréleo, cloroférmio e etanélico das sementes
do MSC - testados em ratos machos, na dose de 25mg / 100gm de peso corporal
por 48 dias - apresentaram efeito antiespermatogénico, com numero de
espermatdécitos, espermatogbnias, espermatides e espermatozoides diminuidos,
além de apresentarem aumento do peso do epididimo, da vesicula seminal, do
ducto deferente e da prostata, indicando claramente a propriedade androgénica

de camundongos albinos.

A B-momocarina, glicoproteina basica encontrada nas sementes do MSC,
guando administrada intraperitonealmente em camundongos nos dias 4 e 6 de

gestacéo, leva ao bloqueio da gravidez. Tal estudo, quando realizado in vitro,
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apontou que a proteina alterou o desenvolvimento peri-implantacéo, bloqueando
a eclosdo de embribes da zona pellcida, reduziu o indice de fixacdo bem-
sucedida do blastocisto, diminuiu o crescimento do trofoblasto e interrompeu o
desenvolvimento da massa celular interna. Acredita-se que a (CHAN, 1984) (3-
momorcharin (YEUNG, 1987) impediu a implantagdo embrionaria por uma agao

correlata anteriormente apontada para a-momorcharin (CHAN, 1984).

Outro apontamento, porém este de cunho empirico, é a utilizacdo
das folhas de M. charantia, de forma oral e mensalmente, para a prevencao da
natalidade na india (PATIL, 2011), podendo esta levar ao aborto e a pré-
implantacéo, além de gerar teratogenicidade e infertilidade em ambos os sexos
(GAIAO et al., 2017) .

2.4. Componentes Bioativos da M. charantia e composi¢do quimica.

Todos os efeitos positivos até entdo abordados, relacionados a M.
charantia, estdo associados a uma vasta gama de grupos de diversos compostos
bioativos com aplicacdes distintas, presentes em diversas partes da planta,

conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Principais componentes bioativos da M. charantia e suas func¢des relacionadas.

PRINCIPAIS GRUPOS DE APLICA(;C)ES FARMACOGENO
SUBSTANCIAS BIOATIVAS
Polissacarideos Antioxidante, antidiabético, Varias partes de plantas
imunoldgico, neuroprotetor,
antitumoral
Peptideos e proteinas Atividade de RNA, Semente

polinucleotideo adenosina
glicosidase (PAG), tipo
DNase, fosfolipase,
superéxido dismutase,
antitumoral, imunosupressor,
antimicrobiano
Lipidios Antitumoral, antioxidante Semente, mesocarpo
Terpenodides Anticancerigeno, Caule, folha, pericarpo
antioxidante, antidiabético,
hipoglicémico, antitumoral

Saponinas anti-hiperglicémico, Fruta, raiz, semente
hipolipidmico, antiviral
Compostos fenolicos Antioxidante, anti- Masocarpo semente

inflamatéria, imunologico
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Esterois Antimicrobiano Pericarpo
Fonte: Adaptado de SHUO et al. (2017).

A M. charantia Apresenta, em sua constituicdo, distintos minerais e
vitaminas, apresentando relevancia e interesse nutricional, como demonstra a

Tabela 3 a sequir.

Tabela 3: Principais contituintes, vitaminas e minerais da M. charantia.

COMPONENTE Concentragéo (ppm®*)
MINERAIS
Célcio 20510,00 + 5,77
Magnésio 255,00 + 0,69
Saédio 2200,00 + 1,15
Potassio 413,00 £ 1,45
Ferro 98,00 + 0,23
Zinco 120,00 £ 1,15
Manganés 156,00 + 0,33
Cobre 32,00+£1,85
VITAMINAS
A Tragos
E 800 £ 14
C 66000 * 141
B12 5355 £+ 7,10
Acido Fdlico 20600 + 42,43

*Média + Desvio Padréo.
Fonte: Adaptado de ANILAKUMAR, KUMAR e ILAIYARAJA (2015).

Considerando inUmeras pesquisas que apontam uma grande relevancia
medicinal e o extenso repertério de bioativos do MSC com acao antimicrobiana e
antifungica, entende-se como necesséria a ampliacdo e o aprofundamento desses
estudos. Considerando a possibilidade de ampliar esses estudos em diferentes
espécies de fungos, o foco em fungos causadores de antropozoonoses - a

exemplo dos fungos do complexo Sporothix spp, agentes etiolégicos da
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esporotricose - adquire especial relevancia devido ao aumento de sua ocorréncia

em ambientes urbanos e rurais no Brasil e no mundo.

3. Esporotricose

A esporotricose € uma micose subcutanea com uma disposicao global,
sendo a mais frequente na América do Sul (DIAZ, 1989). Descoberto por Benjamin
Schenck, nos Estados Unidos, em 1898 (SCHENCK, 1898), a doenca comecou a
ser noticiada mais regularmente nos Estados Unidos, na Europa e no Extremo
Oriente, com maior ocorréncia na Franca. Na atualidade, as principais regides
endémicas estdo no Japdo, na América do Norte e do Sul, com areas de alta
endemicidade nos paises: México, Uruguai, Peru, Brasil e Colémbia (DIAZ, 1989;
KWON-CHUNG, 1992).

No Brasil, os primeiros casos de esporotricose, descritos em humanos,
gatos e ratos, foram documentados por Lutz e Splendore, em 1907 (LUTZ, 1907).
ApGs esse primeiro relato, deu-sr inicio ao aparecimento de diversos casos
isolados (RODRIGUES, 2013) e, a partir de 1998, uma epidemia de esporotricose,
em humanos, gatos e em uma menor proporcdo em caes, iniciou-se na regiao
metropolitana do Rio de Janeiro (RJ), existindo uma prevaléncia nas areas com
condi¢cdes socioecondmicas fragilizadas, juntamente com servicos de saude
precérios e insatistatorios (BARROS, 2004).

O municipio apresenta a maior epidemia mundial, tornando-se um grave
problema de saude publica. Acredita-se que uma das caracteristicas que tornou
essa situacdo possivel foi o fato de os gatos domésticos das regibes
metropolitanas terem maior acesso a rua, envolvendo-se em brigas e tendo uma
maior exposi¢cao ao solo em quintais com condi¢des de saude publica e sanitéria
precarias (SILVA, 2012).

Tal enfermidade fungica de extrema relevancia tem como agente etioldgico
um complexo de fungos dimorficos, ndo somente o S. schenckii, como se
imaginava, mas também existe em sua etiologia as espécies S. brasiliensis, S.

globosa, S. mexicana, S. luriae e S. pallida (S. albicans) (SILVA, 2016), sendo
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estas nominadas como espécies do complexo Sporothrix schenckii ( BAZZI,
2016).

3.1. Complexo Sporothrix schenckii

Uma caracteristica do S. schenckii e do seu complexo, que também ocorre
com outros fungos patogénicos, é o dimorfismo que se apresenta em decorréncia
das distintas condicbes de crescimento ou do cultivo. Dessa maneira, sao
contempladas transformacfes em sua morfologia, as quais acompanham o
processo infeccioso. Esse tipo de fungo € observado, na forma de micélio, no meio
ambiente (fase saprofitica) (Figura 2, porém nas lesGes encontra-se a fase
leveduriforme (parasitaria). Sua morfologia modifica-se pela influéncia de diversas
caracteristicas ambientais, como tensdo de COz2, fonte de carbono, aeragéo, pH e
temperatura. A presenca de biotina e tiamina nos meios de cultivo, juntamente a
baixa tensdo de CO2 possibilita a transicAo da forma miceliana para a
leveduriforme (TEIXEIRA, 2014).

Figura 2: Fungo S. shenckii na fase saprofitica.
Fonte: Adaptado de Qin & Zhang (2019).

3.1.1. S. Schenckii

No ambiente ou no laboratério, em temperaturas que variam de 25 a 30°C,
o S. schenckii apresenta-se nas culturas feitas em placas de petri, na forma
filamentosa, por um periodo de dias ou semanas, com colbnias apresentando
coloracéo entre branca e creme, porém, com o passar das semanas, altera-se a

sua coloracéo, variando de marrom a preto, com aparéncia enrugada (Figura 3).



15

Seus conidios sdo escuros ou hialinos e se encontram ao longo das hifas, com
aparéncia de buqué. In vivo a 37°C, S. schenckii, encontra-se na forma de
levedura,.reproduzindo-se por brotamento e ndo se formam conidios (KWON-
CHUNG, 1979).

Figura 3: Fungo S. shenckii na forma filamentosa.
Fonte: Adaptado de Qin & Zhang (2019).

3.1.2. S. brasiliensis

As coldnias de S. brasiliensis atingem um diametro de 15 a 38 mm, apés
21 dias de incubacdo a 30°C, apresentando células conidiogénicas, em
prevaléncia terminais ou intercalares em conidiéforos, apresentando maior ou
menor diferenciacdo, levemente inchadas, e produzem conidios simpodialmente
(Figura 4) em alguns denticulos. Os conidios simpodiais sdo geralmente hialinos
a sub-hialinos, obovoidais e com 2 a 6 ym de comprimento por 1 a 4 um de
largura. Os conidios apresentam coloracdo entre 0 marrom € 0 marrom escuro,
paredes espessas, globosas a subglobosas e 2,5 a 5 um de comprimento por 2 a
3 um de largura. A temperatura maxima de crescimento é de 37 °C , atingindo 5
a 10 mm de didmetro apds 21 dias. Em temperatura de 40 °C, o S. Brasiliensis
ndo € capaz de assimilar sacarose e rafinose, ndo gerando crescimento
(MARIMON, 2007).
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Figura 4: Micromorfologia dos conidios simpodiais e sésseis
de S. brasiliensis 10 dias de incubagéo a 25 °C.
Fonte: Adaptado de SILVA-VERGARA (2012).

3.1.3. S. globosa

As colbnias de S. globosa atingem um diametro de 18 a 40 mm apéds 21
dias de incubacédo a 30°C, suas células conidiogénicas sdo usualmente terminais
ou intercalares em conidiéforos, com maior ou menor diferenciacéo, apresentando
frequentemente inchaco e produzindo conidios simpodialmente em varios
denticulos. Os conidios simpodiais sdo, na maioria das vezes, hialinos a sub-
hialinos, obovoidais e com 2 a 5 ym de comprimento por 1 a 3 ym de largura. A
coloracdo dos conidios sésseis (Figura 5) varia de castanhos a castanhos
escuros, com paredes espessas, apresentando predominancia de globosos a
subglobosos de 2,5 a 4 ym de comprimento por 2 a 3,5 um de largura. De modo
geral o S. globosa tem como temperatura méxima de crescimento 35 °C ,
crescendo 2,5 a 20 mm de diametro apos 21 dias, sendo, na sua grande maioria,

incapaz de crescer a 37 °C e assimilar a rafinose (MARIMON, 2007).
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Figura 5: Morfologia dos conidios sésseis do S. globosa.
Fonte: Adaptada de Marimon (2007).
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3.1.4. S. mexicana

A colbnia atinge um diametro de 66 a 69 mm apds 21 dias de incubacéo a
30°C. Suas células conidiogénicas sao usualmente terminais ou intercalares em
conidiéforos, apresentando maior ou menor diferenciacédo juntamente ao inchacgo
usual, e densamente denticulada. Seus conidios simpodiais (Figura 6) séo
geralmente hialinos a sub-hialinos, obovoidais de 3 a 5,5 ym de comprimento por
2 a 2,5 uym de largura. Os conidios sésseis assumem coloracdo variavel entre
castanhos e castanhos escuros, possuindo paredes espessas, com
predominéncia de subglobosos, obovoidais ou elipsoidais e com 3 a 4 ym de
comprimento por 2 a 3,5 um de largura. O S. mexicana tem como temperatura
méaxima de crescimento, 37 °C, crescendo 1,5 a 2,5 mm de diametro apés 21 dias
de incubacédo, ndo sendo capaz de crescer a 40 °C e assimilar sacarose, rafinose
e ribitol (MARIMON, 2007).

Figura 6: Fotomicrografia de conidios simpodiais e sésseis de S. mexicana
Fonte: Adaptada de Dias (2011).

3.1.5. S. luriei

A colbnia apresenta crescimento ideal de 51 mm, incubado a 30°C, ap6s
21 dias. Ja na temperatura de 35°C, apresenta crescimento de 35-36 mm apdés
21 dias de incubacao e, na temperatura de 37°C, tem o crescimento de 21 mm
apos 21 dias. Na temperatura de 40°C, apresenta incapacidade de crescimento.

E capaz de assimilar o ribitol, porém ndo é capaz de assimilar a sacarose e a
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rafinose (MARIMON, 2008). A auséncia de conidios sésseis com pigmentacado
escura, caracteristica tipica do complexo de Sporothrix spp., somada a existéncia
morfolégica de conidios muito longos (Figura 7), podem qualificar-se como as
duas principais caracteristicas morfolégicas de distincdo entre o S. schenckii e
S. luriei (PADHYE, 1992).

Figura 7: Conidios simpodiais e sésseis, de coldnia de S. luriei incubado
30 °C apos 14 dias.
Fonte: Adaptada de Marimon (2008).

3.1.6. S. pallida

A colbnia apresenta crescimento de 50 mm incubada em temperatura de
30°C e 60 mm incubada em temperatura de 37°C, apds 21 dias. Observam-se
hifas finas, hialinas, septadas e ramificadas, com abundantes conidios hialinos,
ovoides de 4-7 x 1,6-2,5 u m, em aglomerados simpodiais na regido terminal do
conidioforo (Figura 8). O S. pallida possui capacidade de assimilar sacarose,
porém nao assimila rafinose (CHOAPPA, OYARZO & SILVA, 2014).
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Figura 8: Conidiéforos e conidios do S. pallida.
Fonte: Adaptada de CHOAPPA, OYARZO & SILVA (2014).

3.2 Transmissao

Duas das razdes do interesse no controle e tratamento de tal enfermidade
S80 0 seu carater antropozoondético e o crescente numero de casos em seres
humanos, em especial no Brasil (PIRES, 2017). Sua transmissdo ocorre
habitualmente pelo contato do agente etiolégico na pele traumatizada, que
contenha alguma regido exposta. Tradicionalmente € considerada uma doenca
ocupacional, vinculada a manipulacdo direta da terra, das plantas e de materiais
organicos contaminados (FERREIRA, 2016), amplamente encontrados na
natureza, principalmente em solos ricos com extensa quantidade de matéria
organica em processo de decomposi¢cdo - madeiras, folhas secas, musgos e
espinhos de plantas (BAZZI et al., 2016).

Porém os casos de transmissao antropozoonético por meio de mordedura
ou arranhadura do animal ao homem, ou mesmo somente por meio do contato
direto com animais domésticos infectados, principalmente gatos, vem tornando-
se a principal forma de transmissao. Apesar de existir prevalentemente em felinos,
também €& comum em cachorros e é relatada também a ocorréncia em cavalos
(RISPAL & DALOUS, 1909), galos (SUTTON, 1910), papagaios (ROUSLACROIX,
1912), roedores, insetos (KAUFFMAN,1999) e tatus (VIDAL & RODRIGUEZ DE
KOP, 1993), em sua maioria machos. E uma antropozoonose que vem
aumentando sua incidéncia, sendo os felinos domeésticos os animais mais
acometidos (FERREIRA, 2016 e ROSA, 2017).
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3.3. Manifestacao da doenca

A manifestacdo da doenca em animais e seres humanos pode se
apresentar em forma cutanea localizada, cutanea linfatica ou cutanea
disseminada, podendo-se agravar e resultar em manifestacdes sistémicas,
levando o organismo afetado ao comprometimento de distintos 6rgaos, como rins,

figado, baco, pulmdes e linfonodos (SILVA, 2018).

A forma cutanea disseminada ocorre, principalmente, em pacientes
imunodeprimidos, especialmente portadores do virus HIV. As formas clinicas
extracutaneas, como esporotricose pulmonar, osteoarticular, ocular e meningite,
séo raras (CORDEIRO et al, 2010).

O fungo, apés um periodo de incubacao, evolui progressivamente, podendo
passar de um papulo-noduloso no local da inoculacdo, a uma ulceracéo
(esporotricose cutanea fixa) ou a multiplos nédulos ao longo do sistema linfatico

(esporotricose linfocutédnea) (Figura 9).

Figura 9: Erupcéo cuténea anular de aumento progressivo na méo direita e no
antebraco de um fazendeiro de 65 anos, na China, causada por S. schenckii.
Fonte: Adaptado de Qin & Zhang (2019).

Uma forma rara de apresentacdo da esporotricose em humanos é a
sindrome oculoglandular de Parinaud (Figura 10). Essa sindrome se caracteriza

por uma conjutivite granulomatosa com linfadenopatia adjacente. A transmissao
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do fungo ocorre, usualmente, a partir da inoculacdo traumatica diretamente na
conjuntiva (RIBEIRO et al, 2010).

Figura 10. Sindrome oculoglandular de Parinaud. A) N6dulos na conjuntiva tarsal inferior; B)
Linfoadenomegalia submandibular; C) Erup¢6es na pélpebra inferior. Fonte: Ribeiro et al. (2010).

A esporotricose osteoarticular e a esporotricose pulmonar ou respiratoria
primaria sdo manifestacdes raramente encontradas da doenca e ocorrem por
inalacdo de conidios ou inoculacéo direta (Figura 11). A esporotricose cutanea
disseminada ou o envolvimento de multiplos érgaos viscerais, particularmente o
sistema nervoso central, ocorre mais comumente em individuos com
imunossupressao (MARAJAN, 2014).

i

.

Figura 11. Cdo acometido por esporotricose com secrecao nasal, indicando comprometimento
respiratorio. Fonte: BARRETO (2018).

Os felinos frequentemente apresentam mais de wuma forma,
simultaneamente, da doenca. Quando avaliadas histologicamente, essas formas

mostram uma resposta inflamatéria com caracteristicas predominantemente
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granulomatosas, apresentando varia¢des principalmente quanto a prevaléncia de

macrofagos ou de células epiteliodes (MIRANDA, 2013).

Observa-se uma relacéo entre a quantidade de leveduras e os padrdes de
respostas inflamatorias, caracterizando-se por elevadas quantidades de
leveduras que se encontram, predominantemente, no interior de numerosos
macrofagos com citoplasma abundante e, muitas vezes, vacuolizado. Nesse
padréo, a quantidade de neutrdéfilos pode variar de leve a moderada. Outra relacéo
observada € uma vasta quantidade de células epitelioides, predominantemente
infiltradas, e de neutréfilos aumentados, sendo que a quantidade de leveduras
observada é leve e geralmente encontram-se livres no espaco extracelular
(BAZZI, 2016)

Figura 12. Felino acometido por esporotricose, apresentando leséo ulcerativa e crostosa,
comprometendo o plano nasal, juntamente com a ponte ao espelho nasal, e a orelha esquerda.
Fonte: Bazzi (2016).

3.4. Tratamento

Os tratamentos disponiveis atualmente sdo os iodetos, os azélicos
(cetoconazol, itraconazol), a anfotericina B e a terbinafina. Alternativamente,
existem a terapia de calor (aplicada no local de inoculacéo do fungo) e a retirada
cirirgica das lesdes (GREMIAO et al, 2015).
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3.4.1. Tratamento de escolha

Na atualidade, o farmaco de escolha para tratamento da esporotricose em
felinos e humanos € o itraconazol, mas, por consequéncia do seu uso em ampla
escala, casos isolados resistentes ao farmaco e casos de reincidéncia da doenca,
tanto em animais domésticos quanto em humanos, tém sido frequentes
(MEINERZ, 2007).

O itraconazol € o farmaco com maior efetividade e seguranca e tem acao
5-100 vezes mais potente que o cetoconazol (in vitro), apresentando mecanismo
de acdo majoritariamente fungistatico, podendo ser fungicida (dependendo da
dose e da vulnerabilidade do fungo). A administracéo de itraconazol deve ser feita,
preferencialmente, junto a refeicdo, pois sua absor¢cdo depende do pH gastrico.
Essa administracao conjunta aumenta a biodisponibilidade do farmaco (de duas a
trés vezes mais) (PEREIRA et al, 2009).

Além da resisténcia ao farmaco, existem outras barreiras a serem
transpostas para a eficacia do tratamento, como a dificuldade na administracéo
medicamentosa por via oral em alguns animais, como felinos, que muitas vezes é
dificultada devido a inexperiéncia do tutor ou responsavel pela medicacéo,
justamente pela prépria inexisténcia de cooperacao dos felinos, os quais nao
reagem bem a manipulacdo e/ou a substancias que nao lhes sejam agradaveis
ao paladar. Outro agravante € o tratamento para esporotricose com itraconazol ter
uma média de duragdo de no minimo trés meses de administragdo continua e

mais um més apos o desaparecimento das lesées (REIS, 2016).

Fatores como o extenso tempo de tratamento, juntamente a dificuldade de
administracdo medicamentosa e ao confinamento dos animais, além do elevado
valor investido, por vezes, resultam no abandono do tratamento pelos tutores e,

em algumas situagdes, do proprio animal (REIS, 2016).

A dose recomendada de itraconazol € 5-10 mg/kg/12-24 horas até a cura
clinica. No Brasil a Unica apresentacdo ¢ em capsulas (10, 25, 50 e 100mg).
Itraconazol apresenta potencial hepatotoxico resultando em nauseas, vomitos e
anorexia. Caso esses efeitos adversos ocorram, o farmaco deve ser administrado

em doses menores ou em maiores intervalos de tempo. As enzimas de dano



24

hepatico devem ser acompanhadas em exames periddicos e o uso de
hepatoprotetores é recomendado (PEREIRA et al, 2009).

3.4.2. Tratamentos alternativos

A termoterapia local € um método indicado como alternativa a pacientes
humanos hipersensiveis a tratamentos convencionais (iodetos, azolicos e
terbinafina) e a gestantes. A alta temperatura inibe o crescimento de S. schenckii
nas formas cutanea e cuténeo-linfatica (PEREIRA et al, 2009). HONSE et al
(2010) relataram a cura clinica de um gato com esporotricose apresentando lesdo

cutanea unica, usando apenas a hipertermia local.

Existe atualmente um grande investimento - em pesquisas - para
descoberta de novas substancias naturais, com atividade sobre os fungos do
complexo Sporotrix schenckii, as quais possam ser empregadas como

coadjuvantes ou até substitutas no tratamento convencional da doenca.

Waller (2015) observou o efeito do cha verde, utilizando o extrato obtido
por infusdo e decocgéo das folhas secas da Camellia sinensis L. , ambos a 10%
e foi testado no modelo in vitro com resultados promissores. Ambos 0s extratos
apresentaram atividade inibitoria contra S. brasiliensis e S. schenckii nos valores
de concentracao inibitéria minima CIM entre <1,56 e 6,25 mg mL-1, inclusive em
isolados resistentes ao itraconazol, porém a atividade fungicida foi fraca ou néao

ocorreu.

Outras alternativas terapéuticas tém sido pesquisadas in vitro, incluindo o
uso de derivados terpendides, da classe dos 6leos essenciais provenientes de
algumas plantas (BRILHANTE et al, 2014); a miltefosina, um medicamento usado
principalmente no tratamento da leishmaniose (BORBA-SANTOS et al, 2015); os
analagos de miltefosina (BORBA-SANTOS et al, 2016a); e os inibidores de esterol
metiltransferase (BORBA-SANTOS et al, 2016b).

Outro estudo desenvolvido por Oliveira (2017), dentro dessa mesma
perspectiva, avaliou o efeito antifingico da planta Vismia guianensis, usada de

forma empirica nas regides Norte e Nordeste do Brasil com a finalidade de tratar
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dermatomicoses. Ambos os extratos etanélicos, tanto das folhas quanto da casca,
apresentaram atividade antifingica relevante, no ensaio in vitro de microdiluicao
(CIM = 3,9 ug / mL) e juntamente ao modelo in vivo de infec¢do esplénica, com
reducdo da carga de S. schenckii. Também se constatou uma diminuicdo da
producdo de citocinas pro-inflamatdrias avaliadas, exceto o TNFa, apresentando
juntamente estimulacdo de IL-10, resultando na constatacdo de um efeito anti-

inflamatorio adjuvante.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo foi determinar o perfil fitoquimico e avaliar a
atividade antifungica do extrato hidroalcodlico das folhas do MSC para possivel

utilizacdo e formulacdo auxiliar no tratamento da esporotricose.

4.2. Objetivos Especificos

Obter um extrato hidroalcéolico das folhas do MSC;

Determinar o perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico do MSC, utilizando

cromatografia em camada delgada (CCD);

Avaliar a atividade antifingica in vitro do extrato hidroalcodlico do MSC
sobre o fungo Sporothrix spp. utilizando técnica de microdiluicdo em placas de 96

pocos com posterior plaqueamento em agar Mycosel.

Elaborar uma formulagé@o para uso tépico contendo o extrato de MSC e
avaliacdo da atividade in vivo, em gatos acometidos de esporotricose, como

tratamento auxiliar, caso a atividade antifiungica seja identificada.

5. MATERIAIS E METODOS
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5.1. Preparo do extrato hidroalc6olico das folhas da Momordica charantia

5.1.1. Obtencao da droga vegetal seca

A planta M. charantia foi gentiimente cedida pelo Horto de Plantas
Medicinais da Itaipu Binacional, coletada na cidade de Foz do Iguagu, no estado
do Parand, Brasil, no més de fevereiro de 2020. Apds recebimento, o vegetal foi
encaminhado para o Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parané para
identificagdo e catalogacdo. O material foi separado manualmente, sendo
selecionadas as folhas para secagem. Primeiramente todo material foi submetido
a um processo de secagem, em temperatura ambiente por 48h, e depois por
segunda secagem em temperatura de 40C°, em estufa de convecc¢ao simples, por
um periodo de 2h.

Apoés secagem, as folhas foram trituradas para obtencédo da droga vegetal
seca. Utilizou-se Moinho Multi Uso da marca Tecnal Equipamentos para
Laboratorio Ltda, modelo TE-631/2. O material seco triturado passou por um
processo de peneiramento, sendo empregada uma peneira da marca Bertel

Industria Metalurgica Ltda, apresentado abertura de 1 mm e mesh 16.

5.1.2. Processo de Extracéao

Para o processo de extracdo, empregou-se a proporcédo de 70:30, alcool
absoluto P.A. da marca Exodo Cientifica e agua hidroalcodlico respectivamente,
utilizando 2000 mL de solvente para 500g de droga vegetal seca. Aplicado a
guantidade de 104,76g de material seco, utilizou-se 396mL de alcool absoluto P.A.
e 170mL de agua, ou seja, a solucdo foi preparada na propor¢cdo de 1:4 de
droga/solvente. A matéria seca e o solvente foram colocados em um béquer de
vidro, envolto por papel aluminio, deixados em repouso pelo periodo de 72h.
Apoés o periodo de descanso, realizou-se a extracdo por percolacéo, utilizando
funis de percolacao e aplicando trés eluicdes de 600 ml, totalizando em 1800mL
de extrato bruto, respeitando a propor¢édo de 70:30 de &lcool absoluto PA e 4gua

respectivamente no tempo total de quatro horas de extracéo.
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5.1.3. Processo de Secagem do Extrato

A partir do extrato, realizou-se a rotaevaporacao, utilizando rotaevaporador
da marca Quimis, modelo Q-355J, na temperatura de 45°C, 40 RPM, pelo periodo
de 11 horas e 50 minutos, resultado em 361mL de extrato fluido. Com o extrato ja
concentrado e sendo eliminado o etanol, foi realizada a liofilizacdo, pelo periodo
de 28 horas e 30 minutos, do material resultante, com auxilio do Liofilizador Freeze
Dryer, marca JJ Cientifica LTDA — ME.

5.2. Perfil fitoquimico da Momordica charantia spp. utilizando Cromatografia
em Camada Delgada (CCD)

O material vegetal, proveniente do extrato hidroalcéolico das folhas da
planta M. charantia, foi caracterizado utilizando a técnica de cromatografia em
camada delgada. As prospeccdes foram para os metabdlitos secundarios:
flavondides, alcaloides, taninos condensados, taninos hidrolisaveis e terpenos,
evidenciados anteriormente na literatura (PATIL, 2011; AYENI, 2015;
LEELAPRAKASH, 2011; CHOKKI, 2020).

Preparada a amostra analisada (extrato liofilizado), foi dissolvida em
hexano, acetato de etila e alcool absoluto, aplicada sobre cromatoplaca de silica-
gelr2sa, com auxilio de capilar de vidro. A solucdo da amostra e a solucao
referéncia foram aplicadas no mesmo sistema, deixando espagos de 1cm entre
ambas e entre os limites da placa. A fase mdvel foi adicionada a uma cuba

cromatografica, onde foi inserida a cromatoplacas preparada.

Na sequéncia, fechou-se o sistema com uma placa de Petri, esperando-se
finalizar a eluicdo completa. Apods o desenvolvimento dos cromatogramas, as
placas foram removidas e deixadas ao ar para secar. Cada cromatograma foi
revelado de trés modos: 1) sob luz ultravioleta 254nm; 2) sob luz ultravioleta
366nm; 3) por nebulizacdo com revelador quimico especifico. Neste caso, as

placas foram ativadas com calor, apds nebulizacao.
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5.3. Preparo do extrato para diluicdo em microplaca

Um total de 400mg de extrato seco liofilizado de MSC foi diluido em 0,5mL

de DMSO a 3% para auxiliar na dissolugéo.

5.4. Obtencéao da cultura de Sporothrix spp.

O isolado de Sporothrix spp. (Figura 13) foi cedido pelo Laboratério de
Saude Unica da Universidade Federal do Parand, Setor Palotina, a partir de um

felino doméstico naturalmente infectado.

Figura 13. Isolado matriz de Sporothrix spp. cedido
pela Universidade Federal do Parana

O cultivo da cultura do Sporothrix spp. foi realizado por meio de repicagens
em meio sélido Agar BBL Mycosel, incubado na estufa a 27C° pelo periodo de
cinco dias. A partir da placa ja repicada, realizou-se a inoculacdo do fungo, em
placa contendo o meio estéril Batata Dextrose Agar, o qual, em seguida, foi

incubado em estufa a 37C° pelo periodo de 48h.

Apbs o periodo de crescimento estimado, realizou-se o preparo do in6culo
ao redor do fogo, sendo feito um raspado sobre a parte superficial do fungo e
introduzido em um frasco contendo solucéo salina 3% estéril, até atingir a turbidez
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de 1,0, na escala de McFarland, escala nefelométrica usada como padrdo de
turvacao classificado de 0,5 & 10 , para padronizacédo da solucdo. Essa solucéo

padronizada foi utilizada para avaliar a atividade antifingica do extrato de MSC.

5.5. Teste de Avaliagdo da Atividade Antifungica do Extrato de Momordica
charantia pelo método de Microdiluicdo em placa e posterior incubacéo

O experimento realizado foi adaptado a partir de método proposto por
BONA et al (2014). O teste de avaliacdo da atividade antifingica do extrato de
MSC para determinacdo da sua concentracao inibitéria minima foi realizado em
capela de fluxo laminar, com auxilio microplaca de fundo chato para diluicdo, com
tampa low 50 Corning, com 96 pocos, micropipeta monocanal Basic 20-200uL
K1u-200B Kasvi, sendo primeiramente introduzindo 70uL de caldo Muller Hinton
estéril, preparado em dupla concentracdo, de acordo com as instru¢des do
fabricante, em 17 colunas, em triplicata.

1) Controle negativo (CN): na primeira sequéncia de trés pocos na
vertical, sendo cada poc¢o uma replicata, utilizando somente o caldo de cultivo

Muller Hinton estéril.

2) Controle positivo (CP): na segunda sequéncia de pocos, foram
adicionados 70uL do antifungico itraconazol, diluido na proporcdo de 200mg para
2mL de 4gua destilada estéril, em triplicata.

3) Controle branco (CB): na terceira sequéncia de pocos, foram

adicionados 70uL de DMSO a 3% em triplicata.

4) Diluicdes do extrato (D2 a D14): do quarto po¢o em diante, foram
introduzidas as diluicGes do extrato, conforme Figura 14. O extrato inicial (Solugéao
1 - D1) foi realizado a partir do extrato liofilizado na concentragdo inicial de
400mg/mL em DMSO 3%. A Solucdo 1 néo foi colocada em microplaca, mas
adicionaram-se 70pL da solugéao do extrato D1, em pogo contendo 70uL do caldo
Muller Hinton em dupla concentracéo. Retiraram-se 70uL da mistura e transferiu-

se 0 seu volume para o proximo poc¢o. Este mesmo procedimento foi realizado
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nas triplicatas e repetido para os seguintes pog¢os em triplicatas, realizando-se a

diluicdo em série, conforme demonstra na Tabela 03.

1) 70 microlitros Caldo MH 2) 70 microlitros de Extrato Diluicio sequencial
Dupla concentragao 640mg mi-1 (Solugdo I). 1-1 - 70/70 microlitros
\ - \ - -

E Agitagao D2
= Poco da microplaca

D3
D4
D5
D6

D8

Figura 14: Esquema de diluicdo dos extratos de M. charantia e do caldo Muller Hinton

para obtencéo das diluicdes a serem testadas.

Tabela 4: Esquema de diluicdo do Extrato de M. charantia para teste.

Diluicéo Concentracéo final de Extrato (mg/mL)

Inicial-D1 400
D2 200
D3 100
D4 50
D5 25
D6 12,5
D7 6,25
D8 3,125
D9 1,5625
D10 0,78125
D11 0,3906
D12 0,195
D13 0,0976
D14 0,0488

*Para a diluicdo, usaram-se partes iguais (70pL) de meio de cultivo dupla
concentracdo e de extrato de cada solucdo anterior para producdo da diluicdo

seguinte.

Apo6s a distribuicdo de todas as diluigbes na microplaca, foi realizada a

inoculacao de 70uL de indculo do fungo ajustado a 1,0 da escala McfFarland, em

cada poco. Somente no controle negativo ndo foi adicionado in6culo. No teste

D9

D10
D11
D12
D13
D14
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Branco, foi adicionado o in6culo para verificar se o DMSO usado como diluente

teve efeito inibidor sobre o cultivo, como mostra na Figura 15 e 16.

CN CP B D2 D3 D4 D5 p6 D7 D8 D9 DI0 DIl DI2 DI3 D14

O00O00000O0OO0O0OOOOO

O00000000O00O0O0OO0O0
O00000000O0O00OOOO0

Figura 15: Esquema de distribuicdo dos extratos na microplaca. (Fonte: Dados do autor)

Figura 16: Modelo de Microplaca Marca Corning estéril, transparente de 96 po¢os com
fundo chato, onde o teste de microdiluigdo foi realizado. (Fonte: Corning.com)

Apés inoculagdo, a microplaca, modelo da marca Corning estéril,
transparente de 96 pocos com fundo chato, foi devidamente fechada e incubada
a 37C° pelo periodo de 72 horas. Apos incubacgéo, o contetdo de cada poco foi
incubado em placa contendo agar Mycosel para verificacdo do crescimento ou

nao do fungo.

ApOs a incubacéo das placas de Agar Mycosel, aquelas diluicbes que ndo

apresentassem crescimento da cultura de Sporothrix spp na placa seriam
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consideradas como dotadas de atividade antifingica, uma vez que teriam sido
inibidas pelo extrato naquela concentragcao respectiva. A concentracdo minima de
extrato de MSC capaz de inibir a cultura de Sporothrix spp. seria a concentracao
minima inibitria a ser considerada em proposta de posterior aplicacdo em produto
fitoterapico.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Obtencéo da droga vegetal seca

A planta M. charantia usada nesta pesquisa foi identificada, catalogada e
encontra-se depositada no Herbéario da Universidade Estadual do Oeste do
Parané sob o n°® UNOP 010892.

A droga vegetal seca obtida a partir da amostra de MSC em sua forma
triturada e peneirada estd apresentada na Figura 17. Toda massa de droga
vegetal seca obtida num total de 140,49 foi utilizada nesta pesquisa.

Figura 17. M. charantia apo6s ter passado pelo processo de secagem, trituracdo e peneiramento
(Fonte: Dados do autor).

A droga vegetal seca foi submetida a processo de extracao por percolagéo
com a solucéo hidroalcodlica, conforme mostrado na Figura 18. Toda massa de
droga vegetal seca obtida foi utilizada no processo de percolacgéo.
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Figura 18. Extragdo por percolacdo. Ao lado esquerdo, funil de vidro de percolagéo e frasco para
recepcao e armazenamento do extrato hidroalcodlico e, ao lado direito, béquer contendo
material seco e solvente. (Fonte: Dados do autor)

Apoés a extracdo por percolacéo, foi obtida a quantidade de 1800mL de
extrato bruto de MSC, hidroalcoolico (Figura 19), respeitando a proporcédo de

70:30 de alcool absoluto PA e agua.

Figura 19. Extrato vegetal hidroalcéolico da M. charantia.
(Fonte: dados do autor).
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6.2. Processo de secagem do extrato

O processo de de rotaevaporacdo de 1800mL de extrato bruto de MSC,
apos 11 horas e 50 minutos de procedimento (Figura 20), resultou em 361mL de

extrato fluido concentrado, que foi levado em seguida a liofilizacao.

Figura 20. A) Rotaevaporador da marca Quimis, modelo Q-355J, em processo de uso, para a
primeira etapa de secagem do extrato. B) Extrato fluido rotaevaporado. (Fonte: Dados do autor)

O extrato fluido rotaevaporado passou por um processo de liofilizacdo

(Figura 21a), pelo periodo de 28 horas e 30 minutos, resultando em 33,09g de

material liofilizado (extrato liofilizado) (Figura 21b).

B
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Figura 21. A) Processo de liofilizacao do extrato fluido rotaevaporado. B) Extrato liofilizado,
obtido ap6s processo de liofilizacéo do extrato fluido rotaevaporado da M. charantia.
(Fonte: Dados do autor)
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6.3. Perfil fitoquimico da Momordica charantia spp. utilizando Cromatografia
em Camada Delgada (CCD)

A avaliacédo do perfil fitoquimico do extrato hidroalcodlico de folhas de MSC
indicou a presencga de varios metabolitos secundérios, os quais estao descritos na
Tabela 4. Os sistemas selecionados tiveram como base a literatura.

Tabela 5. Prospeccao dos metabdlitos secundérios do extrato liofilizado.

Metabodlitos Fase mével Proporcéo Revelador Presenca
Flavonoide AcOEt1! — acetona - 06:02:01:01 amonia +
HCOOH3? — 4gua
Terpeno Hexano —AcOEt1? 09:01 vanilina +
Alcaloide AcOEt1! — metanol 09:01 Draguendorf +/-
Tanino 1 AcOEt1!-AcOH2 — agua 09:05:05 cloreto férrico +
hidrolisaveis
Tanino 2 AcOEt1!-AcOH2 — 4gua 09:05:05 vanilina — FCI* -
Condensados

Legenda: 1 Acetato de Etila, 2 Acido acético, 3 Acido férmico, 4 Acido cloridrico.

6.3.1. Flavonoides

Para o sistema de flavonoide, utilizou-se como fase mével acetato de etila:
acetona: ac. acético:agua (06:02:01:01); como revelador foi utilizado vapor de
amoénia (HARBORNE, 2013).

Figura 22. As imagens estédo organizadas no sentido da esquerda para a direita: placa néo
revelada exposta a luz natural; placa exposta a luz UV254nm; placa exposta a luz UV 364nm; e
placa revelada com NHas. Fonte: Dados do autor (2021).
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A partir da analise do cromatograma (Figura 22), no sistema de CCD
utilizado, pode-se sugerir a presenca de flavonoides glicosideos, uma vez que as
manchas principais, A (Rf~1) e B (Rf~0,7), apresentaram fluorescéncia
intensificada apoés revelagdo com vapor de amoénia. Os valores de Rf obtidos para
este sistema de eluente polar, juntamente ao fato de as manchas fluorescentes
haverem ficado retidas no ponto de aplicacdo no sistema aplicado para terpenos
(Figura 23), corroboram essa hipotese, pois, se fossem flavonoides do tipo genina,

deveriam eluir em hexano:AcOEt (9:1).

Os valores encontrados para Rf e a fluorescéncia apresentada, quando
comparados a literatura, supdem a existéncia de flavonoides glicosideos,
provavelmente dos tipos 3-arabinosideo, 3-xilosideo ou 3-arabinosideo, no
entanto, estudos mais aprofundados sdo necessarios para sua confirmacao
(HARBORNE, 2013).

6.3.2.Terpenos

Para o sistema cromatografico empregado na caracterizacao de terpenos,
utilizou-se hexano: acetato de etila (9:1) como fase movel; e como revelador, a

vanilina cloridrica (figura 23).

Figura 23. As imagens estédo organizadas no sentido da esquerda para a direita: placa néo
revelada exposta a luz visivel; placa exposta a luz UV 254nm; placa exposta a luz UV 364nm; e
placa revelada com vanilina cloridrica. Fonte: Dados do autor (2021).
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Levando em consideracéo a utilizacao de sistemas apolar e contando com
uma maior quantidade de substéancias retidas no ponto de aplicacdo, sugere-se a

existéncia de substancias apolares do tipo terpenoidal em Rf ~ 0,2.

6.3.3. Alcaloides

Para o sistema cromatografico aplicado na caracterizacdo dos alcaloides,
utilizou-se hexano:acetato de etilazamonia (70:25:5), para fase moével. Como
padréo revelador especifico para alcaloides, adotou-se o reagente Dragendorff
(WAGNER, 1996).

N,
’,
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Figura 24. As imagens estdo organizadas no sentido da esquerda para a direita: placa néo
revelada exposta a luz visivel; placa exposta a luz UV 254nm; placa exposta a luz UV 364nm; e
placa revelada com Dragendorff. Fonte: Dados do autor (2021).

Observa-se a existéncia de substancias que foram reveladas apdés a
aplicacdo do reativo Dragendorff (Figura 24), sugerindo existir em tal extrato
substancias nitrogenadas. Os valores de Rf obtidos para manchas B e C foram
Rf ~ 0,2, e 0,4, respectivamente. Manchas alaranjadas sao sugestivas da

presenca de alcaloide quando revelados com Dragendorff, porém, as coloracdes
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foram inconclusivas, fazendo-se necesséria a repeticdo do teste com as

aplicacdes mais concentradas, ou utilizando-se de outro revelador.

6.3.4. Taninos

6.3.4.1. Sistema 01

Para o primeiro sistema de taninos, utilizou-se acetato de etila: acido
férmico: agua (90:5:5) como para fase movel. O revelador utilizado foi o cloreto
férrico 1% (p/v). Esse sistema selecionado é o mesmo aplicado na monografia da
Aroeira, portanto, pode-se fazer uma discussdo comparativa com relacdo aos
taninos presentes, quando se utiliza do mesmo padrdo, acido gélico, como
referéncia (ANVISA, 2019).

Parte stiperior da placa
S
. . 1
Acido galice: zons de Zona de coloragdo zzul- C 14 1
coloragio azul-acinzentads acinzentada \ ]
& N
I Zona de coloragio zml- T
acinzentada
: - N A
Solugao refaréncia (1) Solugao amostra i)

Figura 25. As imagens estdo organizadas da esquerda para direita: cromatograma
representativo da Aroeira (Farmacopeia Brasileira); placa revelada com cloreto férrico.
Fonte: Dados do autor (2021).

Os valores de Rf obtidos para as manchas majoritarias foram: B R~0,3 e C
Rf ~ 0,6. A mancha C (Figura 25) apresentou uma leve coloracdo azul-
acinzentada, em um© Rf comparativo ao do &cido galico, segundo a literatura.
Pode-se entéo inferir a presenca de taninos hidrolishveis na amostra analisada
(ANVISA, 2019).
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6.3.4.2. Sistema 02

Para o segundo sistema de taninos, utilizou-se acetato de etila:acido
formico:agua (90:5:5), para fase movel. No mesmo sistema aplicado

anteriormente, porém, utilizou-se vanilina cloridrica como revelador.

=N

Parte superior da placa

Catequina: zona de coloragio | Zona de coloragio rosea-
rasea-avermalhada avermelhads

= Zona de colotagio rosea-
avermelhada

Zona de coloragie rosea-
avermelhada

Solugao referéncia (2) Solugdo amostra

|
@

Figura 26. As imagens estao organizadas no sentido da esquerda para a direita: Cromatograma
representativo da Aroeira (Farmacopeia Brasileira); placa revelada com vanilina exposta a luz
visivel; placa exposta a luz UV 364nm; placa revelada com vanilina cloridrica. Fonte: Dados do
autor (2021).

Neste sistema, a comparacéo a literatura seria realizada considerando a
presenca ou auséncia de catequina, que apareceria hum Rf ~08 e revelaria
coloracdo rosada, com vanilina cloridrica. Isso indicaria a presenca de taninos
consensados. No entanto, tal mancha néo foi observada (Figura 26) no
cromatograma da amostra analisada. Além disso, muitas substancias foram

eluidas juntamente a fronte, indicando predominancia de compostos apolares.

A partir dos testes em CCD, pode-se inferir a presenca de algumas classes
de metabdlitos secundarios. Porém, os cromatogramas deverao ser repetidos em
outros sistemas e comparados a padrdes especificos para a confirmagcdo de

presenca ou auséncia desses compostos.

6.4. Obtencao de cultura de Sporothrix spp.
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A cultura do Sporothrix spp. gentilmente cedida pela UFPR foi cultivada em
meio sélido BBL Mycosel Agar e incubada em estufa a 27°C pelo periodo de cinco
dias (Figura 27A). A cultura repicada em Agar Batata Dextrose e incubada a 37°C
pelo periodo de 48h foi inoculada por meio de raspado da parte superficial do
fungo, sendo padronizada por meio de inser¢cdo do composto em frasco de
solucéo salina 3% estéril até turbidez de 1,0, na escala de McFarland (Figura 27B),
sendo essa solucdo utilizada para avaliar a atividade antifangica do extrato de
MSC.

A)

Figura 27. A) Isolado de Sporothrix spp., semeada em meio sélido Agar BBL Mycosel, apds o
periodo de cinco dias na estufa a 27°C. B) In6culo de Sporothrix spp. em solugéo salina 3%
estéril com turbidez de 1,0 na escala de McFarland (Fonte: Dados do autor).

6.5. Teste de Avaliagdo da Atividade Antifungica do Extrato de Momordica
charantia pelo método de Microdiluicdo em placa e posterior incubacéao

A avaliacdo da atividade antifungica do extrato de M. charantia, pelo
método de Microdiluicdo em placa e posterior incubacéo, foi realizada para as 14
diluicdes estabelecidas. Os resultados da avaliacéo estdo na Tabela 5.
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Tabela 6: Resultado da avaliagdo da atividade antifingica do extrato de M. charantia nas

diluicbes avaliadas, controle negativo, positivo e prova em branco.

Amostra Extrato Crescimento ap6s o . .
diluido Atividade Antifingica
plagueamento
(mg/mL)
CN -- - Ausente
CP (Itraconazol) -- - Presente
CB -- + Ausente
Inicial-D1 400 + Ausente
D2 200 + Ausente
D3 100 + Ausente
D4 50 + Ausente
D5 25 + Ausente
D6 12,5 + Ausente
D7 6,25 + Ausente
D8 3,125 + Ausente
D9 1,5625 + Ausente
D10 0,78125 + Ausente
D11 0,3906 + Ausente
D12 0,195 + Ausente
D13 0,0976 + Ausente
D14 0,0488 + Ausente
CN: controle negativo (sem inibidor); CP: Controle positivo (Itraconazol); CB: Controle Branco (DMSO).
+: Crescimento evidenciado na placa de agar Mycosel; - : crescimento ausente na placa de Agar
Mycosel.

Considerando os resultados apresentados, o extrato hidroalcélico de M.
charantia produzido nas condi¢des estabelecidas nesta pesquisa e avaliado nas
concentragfes D2 a D14 ndo apresentou atividade antifungica frente ao Sporothrx
spp, por meio do método de microdiluicdo em placas de 96 pocos, adaptado com

posterior inoculacdo em agar BBL Mycosel.

A auséncia de atividade do extrato obtido impossibilitou realizar uma das
etapas previstas de utilizacdo do referido extrato para possivel aplicacdo com o

desenvolvimento de formulacéo fitoterapica inovadora.

Esses resultados foram similares aqueles descritos por Prabhakar (2008),
gue avaliou a atividade antifingica do extrato etandlico das folhas do MSC, pelo
meétodo de difusdo em disco, em relacdo a quarenta e seis cepas isoladas de
Candida sp., proveniente de setenta e cinco pacientes com lesdes orais, atendidos
nos diferentes departamentos do Rajah Muthiah Medical College e Hospital. Nesta

pesquisa, ndo foi encontrado atividade antifiincica no extrato testato.

O autor supbe que, por se tratar de um extrato bruto, ndo padronizado,

nem isolado e o MSC, sendo uma planta que pode sofrer variagdes em sua
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composicdo, dependendo do genotipo, da area de cultivo, da época de colheita,
dos métodos de processamento, podem exercer influéncia sob os resultados. Tais
consideracdes podem também estar associadas a esta pesquisa, uma vez que

também neste trabalho foi usado o extrato bruto das folhas de MSC.

Em oposicdo aos resultados anteriores, o autor Mwambete (2009), que
avaliou os extratos brutos metandlico e de éter de petréleo das folhas e frutos do
MSC, por meio do método de difusdo em disco, testando seu efeito frente as cepas
padréo de Candida albicans e quatro cepas clinicas de Cryptococcus neoformans,
encontrou atividade antifungica moderada em relacdo a cepa de Candida

albicans, porém nédo apresentou frente ao Cryptococcus neoformans.

O autor sup6s que a presenca de impurezas nos extratos brutos podem ter
diminuido a atividade antimicrobiana deles, ou a existéncia de propriedade
farmacolégica antagbnica, por ndo ter sido realizado nenhum processo de
purificacdo dos ativos. Nessa pesquisa, as impurezas do extrato também nédo
foram removidas, o que pode ter contribuido para a auséncia de identificacdo de
atividade antimicrobiana, mesmo tendo sido identificada a presenca de

metabdlitos secundarios no extrato avaliado.

Corroborando com os resultados vistos anteriormente, o autor Guarniz
(2019) observou um fraco efeito antifingico dos extratos de acetona e nenhuma
acdo do extrato hidroalcéolico, ambos das folhas, frutos e sementes do MSC, em
frente & cepa de Candida albicans, testados em microdiluicdo em caldo.

Em concordancia com o autor Prabhakar (2008), pode-se dizer que fatores
como variagcbes nas estacbes das coletas, clima, disponibilidade de agua,
intensidade de radiacao solar, disponibilidade de nutrientes, polui¢cdo atmosférica,
danos mecanicos e ataques de patdgenos sdo fatores relevantes que influenciam
na composicdo e nos niveis de metabdlitos secundarios, os quais paralelamente

podem ter influenciado tais resultados.

A presenca de metabdlitos secundarios ativos e a possibilidade de que tais
metabdlitos apresentem diversas atividades indica a necessidade de trabalhos
futuros em que a retirada de interferentes, associada a purificacdo de grupos

especificos de metabdlitos que possam ser avaliados isoladamente, seria uma
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possibilidade de se pesquisar de forma mais especifica a atividade antifiingica

dessas substancias.

6. Conclusao

O extrato hidroalcodlico bruto obtido a partir de folhas de M. charantia,
preparado na proporgao de 1:4 de droga seca/solvente em solvente alcool/agua
na proporcao de 70:30, testado em 14 microdiluicées seriadas entre 200mg/mL e
0,0488mg/mL, utilizando método de avaliacdo de atividade antifingica em
microplacas de 96 pocos, adaptada com inoculacdo em agar BBL Mycosel, ndo
demonstrou atividade inibitéria sobre o fungo Sporothrix spp. nas condi¢cdes

estabelecidas e testadas nesta pesquisa.

A separacao de possiveis substancias bioativas com evidéncia de atividade
antifingica descritas em literatura e a realizacdo de testes de inibicéo, a partir do
uso dessas substancias isoladas no futuro, podem trazer resultados mais
promissores que podem possibilitar o desenvolvimento de formulacdes
fitoterapicas capazes de inibir tais fungos que foram objetos deste estudo, entre
outros, e serem auxiliares no tratamento da esporotricose e de outras

antropozoonoses, tanto em animais quanto em humanos.
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