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RESUMO

Saphylococcus aureus sdo bactérias naturalmente presentes em cerca déengm da
populacdo. Estas tém sido relatadas como a princgssa de infecgbes nosocomiais na
Ameérica Latina, tendo a incidéncia crescente tamb&rcomunidade. O padrao de viruléncia

e as dificuldades encontradas no tratamento dasgdés causadas por essas bactérias tém
feito da sua disseminacdo um grave problema deespubdlica. Diante disso, o objetivo
deste estudo foi realizar extracdes utilizandoarelpo de Soxhlet com os solventes Hexano
e Etanol para obter os extratos polares e apdlaretantaviomordica charantia L., realizou- 31
se testes microbioldgicos reafirmando que a mesyasup propriedades exclusivas, podendo
ser utilizadas como medidas fitoterapicas no coenlul S. aureus, sendo entdo uma
alternativa rentavel para a saude publica, umaoguez a planta é de facil cultivo, o que
levaria a custos inferiores com medicacdo quandopeacados aos farmacos atualmente
encontrados no mercado.

Palavras-chavesMomordica charantia. Saphylococcus aureus. Fitoterapia. Antibiético.

ABSTRACT

Saphylococcus aureus are naturally occurring bacteria in about a tlofdthe population.
These have been reported as the main cause ofamsddnfections in Latin America, with a
growing incidence in the community. The patterviofilence and the difficulties encountered
in the treatment of infections caused by theseedb@achave made its dissemination a serious
public health problem. Therefore, the objectivahi$ study was to perform extractions using
the Soxhlet apparatus with the Hexane and Ethamleksts to obtain the polar and apqlar
extracts of theMomordica charantia L. plant. Microbiological tests were carried out
reaffirming that it possesses exclusive properdied can be used as herbal remedies in the
fight againstS. aureus, being a cost-effective alternative for public ldgasince the plant is
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easy to cultivate, which would lead to lower costth medication when compared to drugs
currently found in the market.
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1 INTRODUCAO

A bactériaSaphylococcus aureus € encontrada em grande parte da populagdo, em
regides nasais e na pele de pessoas saudaveiso@uara morfologia, é esférica, ndo possui
esporos pertencendo ao grupo dos cocos Gram-pssitbatalase-positivos. Essa bactéria
pode apresentar-se de diversas formas, que vae dedddos, aos pares, em cadeias curtas
ou agrupados irregulares (com aspecto semelhanteacho de uvas). Devido a sua divisdo
celular, que ocorre em trés planos perpendiculaestamanho varia entre 0,5 a 1,5@n.
aureus sdo caracterizados por serem imoveis, anaerdiogltativos e por possuirem
capacidade de crescer em meios com alta concemtdgcéal, podem de produzir diversas32
proteinas  extracelulares associadas &s laséludo hospedeiro, estas sdo muito
importantes para o estabelecimento da bactériaamot afetado (LIMAet al., 2014).

S aureus foi descrito pela primeira vez em 1880, em abseesgorgicos, pelo
cirurgido escocés Alexandre Ogston e atualmenta das micro-organismos, mais comuns
nas infeccdes piogénicas em todo o mundo. O g&waphylococcus pertence a familia
Micrococaccae, juntamente como os gén&lasococcus, Micrococcus e Somatococcus. O
género Saphylococcus possui 33 espécies, sendo que 17 delas podem dadas de
amostras biol6gicas humanas. Geralmente, esseogfrerparte da microbiota da pele
humana e de outros sitios anatdbmicos. A espdeiemaior interesse medico,
principalmente em ambiente nosocomiak. @ureus, que esta frequentemente relacionado
com diversas infec¢cdes em seres humanos (BOKIEIT, 2015).

Dentre as diversas caracteristicas Qleaureus uma delas é a sua capsula |de
polissacarideo que reveste a camada mais exterparede celular.Ja foram identificadps
11 sorotipos capsulares d& aureus, sendo 0s sorotipos 6 e 7 0s mais associadgs as
infeccbes em seres humanos. A capsula pode inifsig@citose bacteriana ao encobrir |as
opsoninas, aumentando assim a viruléncia e a cgmkcide invasado dos tecidos e [da

corrente sanguinea, a partir de um foco periffigMA et al., 2015). A distribuicdo d&.
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aureus € muito ampla, visto que essa bactéria € signV@atente capaz de resistir a
dessecacdo e ao frio, podendo permanecer viavelopgos periodo sem particulas de
poeira. Esse micro- organismo pode ser encontrad@mbiente de circulacdo do ser
humano, sendo o proprio homem seu principal ret®rea Saphylococcus aureus € a
bactéria mais comum em infeccdes 0sseas, artéfaras, infeccdes de proteses (SANTOS
et al., 2007).

Em alguns casos podem também causar infec¢Oes nédires, pois possuem
capacidade de producdo de exotoxinas durante ciroes®o em alimentos que estédo
contaminados, em alguns casos estédo relacionagias pnieumonia nosocomial, e ainda,
por fazer parte da microbiota da pele oferececora pacientes portadores de cateter,
podendo migrar para a corrente sanguinea e causderdmia, principalmente se a
microbiota abrigar cepas resistentes a meticilihantados deSaphylococcus aureus
Resistente a Meticilina (MRSA), aléem disso tré&gcaos para pacientes diabéticos, que
fazem dialise, queimados e HIV-positivos, causamosaprocessos infecciosos que vao
desde infec¢Bes cutédneas crbnicas até infecc@sngias que podem ser fatais (BONET
et al., 2015).

Cada vez mais, bactérias desenvolvem mecanismosresisténcia contra
antibioticos, a velocidade entre a producédo de caeaentos infelizmente € menor que a
velocidade de mutagcao destes micro-organismose agstaca a importancia da producéo de
farmacos com capacidade antimicrobiana, faz-sesséde estudos e testes de produtos,
plantas e compostos com o intuito de fornecer marpopulacdo novos antibidticos
(AFONSOet al., 2007)

O avanco da industria farmacéutica estimula o dedemento de tratamentos
curativos e de medicamentos cada vez mais efisieeste avanco so foi possivel gragcas aos
estudos feitos utilizando plantas medicinais conatenia prima. A fitoterapia € utilizada em
maioria principalmente nos paises em desenvolvimesggundo a OMS paises comg a
Africa onde o acesso a saude basica é escassa, @er80% da populacdo utiliza ¢a
medicina alternativa, o consumo de plantas para firedicinais é relatado desde |os
tempos pré-histéricos (MOREIR& al., 2011).

Arruda et al., (2009) enfatiza que o desenvolvimento tecnoléga evolucédo da

ciéncia em relacdo aos meétodos de andlise pemitiraa selecdo de plantas com atividages
terapéuticas, e, a partir de estudos quimicos us [@@ncipios ativos foram isolados, testes
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foram realizados no organismo animal onde &ouwmprovacdo da atividade curativa,
preventiva e terapéutica de suas propriedades,edestio estudos sdo cada vez mais
aprofundados, pesquisas voltadas a encontrar as@asdpropriedades contra patologias que
ainda ndo possuem tratamento barato ou que a médiéaaté entdo inexistente.

A planta Momordica charantia L, conhecida como meldo-de- sao-caetano,
pertencente a familia das Curcubitacepkanta herbacea rasteira, trepadeira, possui
varios ramos, suas flores sdo amarelo-palidas anchs, bastante comum em terrenos
abandonados e em climas topicais, € originariasie lindiano e sul da china. O fruto possui
caracteristica oblonga, se assemelhando a um pepimaeno, é verde quando imaturo, e
muda para uma tonalidade alaranjada quando est@rma&studos demonstram também que
a Momordica charantia L como planta medicinal pode ser indicada para disbet
gueimaduras, uma vez que possui grande capacided&izante, pode ainda, inibir a
corticotropina, possui acdo como vermifugo e auwfiofiiano. O meldo- de-sédo-caetano
contém uma grande quantidade de metabdlitos segosddentre os metabdlitos descritos
destacam-se a tricosantina, momordicinas, triterperesteréides, saponinas, flavonéides,34
taninos, triterpenosglicosidados, agucar redutaredcidos livres, e alto teor de ferro

assimilavel em sua composicéo quimica (NEf@., 2000).
2 OBJETIVO

O trabalho se baseia na realizacdo de testes fabaig microbiolégicos e quimicos
que visam extrair os principios ativos polares @aps da plantdomordica charantia L a

fim de demonstrar sua capacidade antimicrobiamae& aureus.
3 METODOLOGIA

O experimento foi realizado no laboratério de Mimodogia Clinica e no Centrg
Universitario Filadélfia — UNIFIL com algumas etapao experimento realizadas no
laboratorio de Quimica da Universidade Estadual Ldedrina — UEL, os quais sg

engquadram nas exigéncias necessarias para a céalidas procedimentos.
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3.1 Obtencéo do extrato déMomordica charantia L

A obtencdo do extrato bruto ddomordica charantia L tomou como base a
metodologia descrita por LUPE, BARATA (2007) a fite obter-se dois tipos de extratos da
planta, o etandlico e o hexanico, onde o primedro & capacidade de extrair 0os principios
ativos polares da planta e o segundo os compogtbareas.

Foram utilizadas folhas, galhos, sementes e a cdsdd. charantia L as quais
foram coletadas na zona rural da cidade de LondfiPR no més de Junho de 2017. Os
exemplares da espécie foram separados em porgdadas de folhas, sementes, galhos e a
casca, em seguida foram postos separadamente emdmpapel em uma estufa 60° C por
48 horas no laboratério de Microbiologia do Cenfrdversitario Filadélfia, ap6s terem sido
higienizadas em solucéo de hipoclorito de s6digog=000ppm).

As porcbes da planta apds serem secas de acorda coetodologia utilizada
foram entdo trituradas em um triturador Tecnal nwdEC- 65A/2 previamente
higienizado com Hipoclorito de sédio a 5% seguido &icool 70% obteve-se entdo as %
fracbes da planta seca e triturada. Sacos plastesgecificos para autoclave foram

esterilizados e utilizados paraammazenamento do material triturado (Figura 1).

Figura 1 - Fotografia identificada das porgbes obtidas a mpad plantaMomordica
charantiaL seca

|| Semente

Casca

Folha

|| Galho

Fonte: autor do trabalho (2017)
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Para obter-se o extrato etanolico e hexamoo material triturado e seco, foi
necessaria a utilizacdo do aparelho de Soxhldizauntdo os seguintes solventes:

Hexano: Um solvente apolar € um hidrocarboneto alcano cdidraula quimica
CH3(CH2)4CH3, o prefixo “hex” refere-se aos seus seis a®me carbono, e a
terminacdo “ano” indica que seus carbonos estdectados com ligacbes simples. Este
solvente foi utilizado para extraurdoquefor apolardasamostras da planta (GARDEN, 2013).

Etanol: Um solvente polar e pode ser denominado também c@teool etilico,
sua férmula quimica é @GEH20H ou GQHEO, é uma substancia organica obtida a
partir da fermentacdo de acucares, hidratacdoildecbu de reducdo de acetaldeido. Este
solvente foi utilizado para extrair os compostol@s das amostras da planta (GARDEN,
2013).

Foi necessario papel filtro para embalar 1g de @adastra triturada, tendo entéo
no final, oito parcelas embaladas separadamemdospiatro para extracdo com etanol e
quatro para extracdo com hexano. No aparedh®axhlet utilizou-se 200ml de solvente, 36
ficando entdo, 1g de amostra para 200ml de solvestabelecendo-se um tempo de
extracdo exaustiva e ininterrupta de cincasiotendo por fim os extratos hexanicos e
etandlicos liquidos.

E necessario a dissociar o solvente do extrata, ipao foi utilizado um evaporador
rotativo modelo MA120 com banho na temperatura @¥C6 apos separar 0 solvente, o
extrato bruto foi ressuspendido em 10ml de NaGiaraeentracao de 0,9% e 10ml de Tween

20 na concentracao de 0,5% de acordo com a metpdale Pereira (2010).
3.2 Antibiograma

O antibiograma foi realizado pelo método descaidifusdo (Kirby-Bauer),
descrito por (BARBOSA; ZANIN, 2010).
As colbnias de cepa padrédo 8eaureus NEWP 0023 foram gentilmente cedidas
pelo Laboratério de Microbiologia Clinica da UniKd procedimento consiste no preparo|de
uma suspensdo de bactérias de cultivo jovem e oeulecdo desta suspensdo |na
superficie de uma placa de Agar Mueller étfintPara realizar a inoculacao foi

necessario prepar a solucdo de bactérias compa@moa escala 0,5 de turvacdo [de
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Mcfarland, posteriormente sao adicionados os odiscde papel impregnados com
antimicrobianos sendo eritromicina (15 pg), clindana (2 pg), rinfampicina (5 ug),
nitrofurantoina (300 pg), gentamicina (10 pg), \micina (30 ug) ciprofloxacino (5 pg),
amicacina (30 pg) e penicilina (6 pg / 10 IU). Amdéncubacdo em estufa, € analisado o
padrdo de crescimento ou inibicAo ao redor cdda disco, sendo entdo medido o
tamanho de cada halo e o resultado pesquisado tagaapropriadas segundo a espécie
bacteriana em andlise (KIRBY; BAUER, 2017).

Foi necessario também, realizar um teste de édéeld dos extratos ddomordica
charantia, para isso, em uma placa com Agar Mueller Hintomarfodepositados duplicatas
de 20uL das solucbes extratos, avaliado em 24 hpaaa comprovar a auséncia de
microorganismos. Depois de confirmado a esteribdads extratos, estes entraram em
contato com 5 aureus ja crescida em toda a placa de petri, a aplicagierh gotas de
20uL, sendo uma gota de cada extracédo feita tataliz 8 gotas ou 160uL considerando um
volume total.

Como controle positivo foi realizado um antibiogeaicom antibiéticos utilizados ¥
na rotina clinica, conforme preconizado pelo Eu(216).

4 RESULTADOS E DISCUSOES

Tabela 1 -Tamanho dos halos de inibicdo de antibioticos

Halo deinibicéo Halo padréo
Antibiético em mm paraS. Interpretagao EUCAST (mm)
aureus (mm)

Eritromicina 10 Resislerte 22-30
Clindemicina 12 Resisterte 24-30
Rifampicina 28 Sersivel 26-34
Nitrofurartoine 28 Sersivel 18-22
Gertamicina 26 Sersivel 19-27
Vancomicine 20 Sersivel 17-21
Ciprofloxacina 31 Sersivel 22-30
Amicacina 27 Sersivel 20-26
Pericilina 15 Resislerte 26-37
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Grafico 1 - Comparacéo entre os diferentes halos de inibic@oedeimento de
Saphylococcus aureus.

Gréfico tamanho dos halos (mm)
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Tabela 2 -Comparacao entre os halos de inibicdo dos extratvbomordica charantia L.

38

Folha Falha Galhe Galho Casca ©Casca Semente Semente

Hexano Etanocl Hexanoc Etanol Hexano Etancl Hexano Etanol
Concentragdae 100% 100% 100% 100 1005 100=s A00%: 1005
Tamanho do
] 34 ] ar ] 31 i ]
halo {mm
Classificagao
R 5 R 5 ‘R L R 5
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Grafico 2 -Comparacédo dos halos de inibicdo presentes nodestextratos.
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das gotas d&lomordica charantia L. Onde houve positividade, a zona clara de inibigio a
redor da gota foi medida em milimetros utilizandma régua milimetrada. Compararam-
se as medidas com a dos halos de antibsdtbomhecidos (Tabela 1 e 2), porém nao
€ possivel classificar a bactéria nos parameateofResistente (R), Intermediaria (1) ou
Sensivel (S) ao antimicrobiano, é possivel apedagr queS aureus foi sensivel ou
resistente devido a presenca do halo.

No procedimento, utilizaram-se as solucdes extratogoncentracdo de 100%,
aplicadas diretamente sobre as placas, onde fenadao a presenca de halos de inibig&o.

A medicina tradicional mostra-se ineficeenem alguns aspectos relacionados
as infeccdoes causadas por um numero grande derganiemos existentes. Os resultados
positivos obtidos neste teste de acdo antimicrabida extrato deM. charantia L n
concentracdo bruta reafirma publicagbes de autapes ja defendiam o potengial
farmacoldgico ativo desta planta medicinal (PONZ&l., 2009).0s resultados apresentados

indicam sensibilidade doStaphylococcus aureus a Momordica charantia L em extracdes
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alcodlicas, porém observou-se resisténcia bacteaanextrato hexanicos da planta, acredita-
se que ndo ha compostos antimicrobianos dentreodsitps hexanicos dd. charantia.

As atividades evidenciadas pelo extrato na conaedidr bruta sob a bactéia
aureus, sao representados na Tabela 2. Os halos de initba;amtrato déVl. charantia frente
ao micro-organismo mostram um potencial antimi@obj tendo os extratos etandlicos da
folha (34mm), galho (37mm), casca (31mm) e semé€sHenm) como destaque quanto a
acao antibidtica, em contrapartida ndo houve apaesmto de halo nos extratos feitos a
partirdo hexano.

O baixo custo das plantas medicinais e baixos osfeiblaterais justificam sua
aplicacdo de acordo com PON#& al. As medidas preventivas e curativas de uso de
produtos de origem vegetal, como extrato Me charantia L, podem desempenhar
importante funcdo no sentido de auxiliarno tratamemn patologias de origem bacteriana,
constituindo-se em uma alternativa a fim de veasaesisténcias aos micro-organismos.

N 40
4 CONCLUSAO

E necessario mais estudos, afim de determinar eentracdo minima inibitoria
(MIC), fazendo diluicdes do extrato da planta, aggerimentos realizados foi demonstrado
que o extrato etandlico, ou seja, os principiogoatipolares deM. charantia L foram
eficazes, inibindo a cepa estudadaStEphylococcus aureus, sugerindo a utilizacdo dessa
substancia como meio alternativo de baixo custtratamento das infec¢des relacionadas a

este microorganismo, e, assim, justificando seardaedvimento tecnoldgico farmacéutico.
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