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RESUMO

Momordica charanthia L., Curcubitaceae, ¢ uma planta usada como alimento e na medicina
tradicional. A planta esta incluida na lista oficial de plantas medicinais brasileiras de interesse
para o Sistema Unico de Satde. O objetivo do presente trabalho ¢ realizar a avaliagdo
farmacognostica de Momordica charanthia das variedades macrocarcarpa e microcarpa, €
estudos microbiolégicos € modulador na acdo de antimicrobianos, com extratos e fragcdes de
M. charanthia variedade microcarpa “melao-de-sdao-caetano” do Nordeste do Brasil, incluindo
a caracterizacdo quimica dos extratos ativos por UPLC-QToF-ESI-MS. Para avaliagao
farmacognostica, foram utilizadas folhas frescas de M. charantia L., das variedades
microcarpa € macrocarpa. A atividade antimicrobiana foi avaliada com os extratos
hidroalcoodlico (FE) e acetona (FA) de folhas, frutos (FrE; FrA) e sementes (SE; SA) de M.
charantia microcarpa do nordeste do Brasil, utilizando a técnica de microdiluicdo, nas
linhagens bacterianas e flngicas clinicas selecionadas. Os extratos com atividade
antimicrobiana significativa foram submetidos a avaliacdo de perfil fitoquimico usando
UPLC-QToF-ESI-MS. Além, o extrato mais ativo foi particionado com solventes de crescente
polaridade, e avaliado novamente o efeito antimicrobiano e sinérgico, associados com
antibioticos convencionais pela técnica de Checkerboard, frente ao microorganismos que
apresentaram maior sensibilidade. Os resultados macromorfolégico ¢ micromorfolégico,
respectivamente, demonstraram que as folhas da variedade macrocarpa sdo maiores € 0s
tricomas menos frequentes. A abordagem fitoquimica das duas variedades tém em comum
alcalodides, esteroides, triterpenodides, flavonoides, saponinas, compostos fenolicos, taninos
condensados e flavonodides. Foi isolada e identificada a Momordicina II (CscHsgOg), na
variedade microcarpa, por RMN'H ¢ RMN"’C ¢ 2D, estrutura semelhante a encontrada na
variedade de origem asiatica. Os extratos das folhas apresentaram potente efeito
antibacteriano contra cepas de Staphylococcus aureus e do Staphylococcus epidermidis e
fraca atividade antifingica contra Candida albicans. Duas fracdes do extrato acetonico
apresentaram efeito sinérgico importante, frente a todos os antimicrobianos testados com
excecao da vancomicina. Quatorze compostos foram identificados no extrato hidroalcodlico,
enquanto 12 foram encontrados no extrato acetonico, entre eles o kaempferol, quercertina e
sete triterpenodides do tipo cucurbitano. Demonstrou-se a potencial atividade antibacteriana,
particularmente contra microrganismos de importancia clinica e cepas resistentes, além de ter
uma atividade sinérgica quando ¢ associado a antibidticos, contra bactérias multirresistentes
como as cepas de ORSA e em associagdes com antifiingicos contra C. albicans, reduzindo seu
MIC até dezesseis vezes, o que ¢ importante na inibi¢ao do desenvolvimento de resisténcia
bacteriana e na diminui¢do dos efeitos adversos destes antimicrobianos, principalmente dos
aminoglicosideos e fluoroquinolonas. O perfil fitoquimico por UPLC-MS mostrou
importantes metabolitos farmacologicamente ativos, na variedade brasileira, e ¢ relatado aqui
pela primeira vez. Sdo necessarios outros estudos bioldgicos e farmacologicos para apoiar os
usos medicinais desta planta importante. A variedade brasileira de M. Charantia pode ser um
potencial agente terapéutico no tratamento de infec¢des clinicamente importantes.

Palavras-chave: Momordica charantia. Microcarpa. Melao-de-Sdo-Caetano. Momordicina
II. Antimicrobiano. Sinergismo. Produtos Naturais. Antibacteriano. Antifingico.



ABSTRACT

Momordica charanthia L., Curcubitaceae, is a plant used as food and in traditional medicine.
The plant is included in the official list of Brazilian medicinal plants of interest to the Unified
Health System. The objective of the present work is to carry out the pharmacognostic
evaluation of Momordica charanthia of the macrocarp and microcarp varieties, and
microbiological studies and modulator in the action of antimicrobials, with extracts and
fractions of M. charanthia microcarpa variety “meldo-de-sdo-cactano” from Northeastern
Brazil, including the chemical characterization of the active extracts by UPLC-QToF-ESI-
MS. For pharmacognostic evaluation, fresh leaves of M. charantia L., of the microcarpa and
macrocarpa varieties were used. Antimicrobial activity was evaluated with hydroalcoholic
(EF) and acetone (FA) extracts from leaves, fruits (FrE; FrA) and seeds (SE; SA) of M.
charantia microcarpa from northeastern Brazil, using the microdilution technique, in selected
clinical bacterial and fungal strains. The extracts with significant antimicrobial activity were
submitted to phytochemical profile evaluation using UPLC-QToF-ESI-MS. In addition, the
most active extract was partitioned with solvents of increasing polarity, and the antimicrobial
and synergistic effect, associated with conventional antibiotics by the Checkerboard
technique, was evaluated again, against the microorganisms that showed greater sensitivity.
The macromorphological and micromorphological results, respectively, demonstrated that the
leaves of the macrocarpa variety are larger and the trichomes less frequent. The
phytochemical approach of the two varieties has in common alkaloids, steroids, triterpenoids,
flavonoids, saponins, phenolic compounds, condensed tannins and flavonoids. Momordicin II
(C36H5809) was isolated and identified, in the microcarpa variety, by NMR'H and NMR'"*C
and 2D, a structure similar to that found in the variety of Asian origin. Leaf extracts showed a
potent antibacterial effect against strains of Staphylococcus aureus and Staphylococcus
epidermidis and weak antifungal activity against Candida albicans. Two fractions of the
acetone extract showed an important synergistic effect, compared to all the antimicrobials
tested except for vancomycin. Fourteen compounds were identified in the hydroalcoholic
extract, while 12 were found in the acetone extract, among them kaempferol, quercertin and 7
cucurbitan type triterpenoids. Potential antibacterial activity has been demonstrated,
particularly against microorganisms of clinical importance and resistant strains, in addition to
having a synergistic activity when associated with antibiotics, against multi-resistant bacteria
such as ORSA strains and in associations with antifungals against C. albicans, reducing their
MIC up to sixteen times, which is important in inhibiting the development of bacterial
resistance and in decreasing the adverse effects of these antimicrobials, especially
aminoglycosides and fluoroquinolones. The phytochemical profile by UPLC-MS, showed
important pharmacologically active metabolites, in the Brazilian variety, and is reported here
for the first time. Further biological and pharmacological studies are needed to support the
medicinal uses of this important plant. The Brazilian variety of M. Charantia can be a
potential therapeutic agent in the treatment of clinically important infections.

Keywords: Momordica charantia. Microcarpa. Sdo Caetano Melon. Momordicina II.
Antimicrobial. Synergism. Natural Products. Antibacterial. Antifungal.
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1 INTRODUCAO

Momordica charantia L. da familia Cucurbitaceae ¢ uma planta escandente encontrada
com larga frequéncia cobrindo cercas e arbustos ao longo dos caminhos de norte a sul do
Brasil, especialmente apos a estagdo chuvosa. A planta ¢ facilmente reconhecida por suas
folhas multipartidas, pequenas flores amarelas isoladas e pelos frutos fusiformes de 4 a 5 que,
quando maduros, se abrem expondo as sementes revestidas de um arilo vermelho luzidio. E
uma espécie originaria da Africa que foi introduzida na América do Sul, no periodo colonial
através do trafico de escravos negros trazidos daquele continente (CARNEY, 2001; DUKE et
al., 2002).

No estado do Cearéd, nordeste do Brasil, um dos registros mais antigos de Momordica
charantia L. encontra-se na “Colecdo Descritiva das Plantas da Capitania do Ceard do
Naturalista Feijo” (Jodo da Silva Feij6) em 1818. Este naturalista escreveu a referida colegao
de acordo com os critérios da época, observados por cientistas académicos, cuja preocupacao
maior consistia em tudo ordenar segundo os sistemas de classificacdo estabelecidos,
principalmente por Linneu. Ainda, no tempo em que o Brasil era colonia portuguesa, esta
colecdo serviu de base para os trabalhos da Flora Nordestina do Naturalista Freire Allemao, o
qual registrou também a referida espécie (NOBRE, 1984).

Podemos observar importantes descrigdes etnobotanicas de M. charantia, melao-de-
sdo-caetano em trabalhos como Botanica Médica Cearense do Professor Dias da Rocha de
1919 (Rocha, 2008), que incentivou o Professor Renato Braga pela scientia amabilis, o qual
publicou em 1960 Plantas do Nordeste, especialmente do Ceard (Braga, 1960). O Professor
Francisco José de Abreu Matos foi um dos que mais contribui para o conhecimento
etnobotanico da nossa flora destacando as publicagdes Plantas da Medicina Popular do
Nordeste (Matos, 1999), e seus trabalhos foram registrados numa importante Etnofarmacopéia
de suas expedicdes no nordeste no periodo de 1980 a 1990, na qual encontram-se as seguintes
indicagdes de uso popular para a planta (MAGALHAES, et al; 2019): cicatrizante,
antisséptico, blenorragia (gonorreia), doencas de pele, colite, inflamacdo ginecoldgica, tumor
externo, corrimento vaginal, feridas infectadas e ganhar peso. As partes da planta sdo
utilizadas das seguintes formas: folha (sumo, in natura/cataplasma, decoc¢ao e maceragdo em

agua); fruto (in natura/ cataplasma); ramo (chd) e a planta toda (cha). Sua folhagem ¢ muito
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estimada na populagdo rural devido a eficacia das preparagdes caseiras usadas contra
ectoparasitas do homem e animais, sob a forma de banhos e compressas.

Desta espécie se conhecem doze variedades, duas das quais se destacam
principalmente pelo tamanho dos frutos. A de frutos curtos, com 3—7 ¢cm de comprimento,
designada como variedade microcarpa cuja ocorréncia € mais comum na América do Sul,
conhecida popularmente como meldo-de-sdo-caetano e a de frutos longos, com 14-15 cm de
comprimento, designada como macrocarpa que ocorre mais comumente na Asia onde é
designada pelos nomes de Balsam pear, Bitter cucumber, Bitter gourd, Foo gwa, Karela, La-
kwa, e utilizada como comestivel ¢ medicinal (WEEBACH; MURRAY, 1994; GROVER;
YADAYV, 2004), (Figura 1).

Figura 1- Fotos F.A. Matos: Momordica charantia L. variedades microcarpa

(1-frutos curtos) e variedade macrocarpa (2-frutos longos).

S

Fonte: Foto

F.A. Matos (2002)

O crescente numero de pesquisas divulgadas ano a ano sobre a espécie demonstra o
grande interesse despertado por seus estudos farmacologicos e quimicos entre os
pesquisadores, destacando-se estudos que avaliam efeitos antidiabéticos tipo 1 e 2 (OOI C et
al., 2010; SINGH et al., 2011; SEHAM; EL-GENGAIHI; SHABRAWYA, 2006; HSIEN-YI
et al., 2014), de glicosidos cucurbitano com propriedades de inibicdo de a-glucosidase
(NGUYEN et al., 2010), atividade antigluconeogenica (CHEN J-C et al, 2015), a¢des anti-
HIV (LEE-HUANG et al., 1995), triterpenoides que modulam a progressdo de cancer de
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prostata (PITCHAKARN et al., 2011), atenuagdo do estresse oxidativo (HYUN et al., 2013),
propriedades analgésicas e anti-inflamatérias (ULLAH ef al., 2012), ag¢des antinflamatoria e
anticincer (DANDAWATE et al, 2016), antileishmania (GUPTA et al., 2010), efeito
neuroprotetivo na isquemia cerebral (ZAFAR et al., 2011), além das acdes antibacterianas
(MAHOMOODALLY; GURIB-FAKIM; SUBRATTY, 2010; COUTINHO et al., 2010;
YEH-LIN et al., 2011; SAENGSALI et al., 2015; SVOBODOVA et al., 2017), entre outros,
sendo esta ultima atividade bioldgica o foco de nosso trabalho na planta de M. charantia L.
coletada no Nordeste do Brasil.

Nesses trabalhos a origem da planta estudada nao ¢ informada, embora possa ser
deduzida, com certo grau de seguranga, pelos nomes dos autores, titulos dos periddicos e
paises onde foram realizadas as pesquisas; verificou-se assim que a grande maioria dos
estudos foi desenvolvida com plantas coletadas na Asia, isto ¢, com grande probabilidade de
ser da variedade macrocarpa. Poucos sdo os trabalhos sobre os constituintes e as propriedades
farmacologicas da variedade microcarpa da América do Sul. A variedade microcarpa esté
inserida no programa de assisténcia social farmacéutica “Farmacias Vivas” baseado no
emprego cientifico de plantas medicinais e fitoterdpicas, idealizado pelo professor Francisco
José de Abreu Matos (MATOS, 2002).

A introducdo da variedade macrocarpa asidtica no Horto de Plantas Medicinais
Professor Francisco José¢ de Abreu Matos da Universidade Federal do Ceara deu-se pelo
referido professor quando do recebimento de um exemplar do fruto de Altamira-Para-Brasil,
com a informag¢ao de que indios da regido estavam usando os frutos como alimento, a partir
de cultivo oriundo de sementes fornecidas por visitante japonés, o que serviu como estimulo
para o estudo mais detalhado da variedade microcarpa, bem como determinar parametros
farmacognosticos entre essas duas variedades, comparando-os com os dados registrados na
literatura.

A medicina alternativa através da utilizacdo de plantas medicinais ¢ uma opgao
importante disponivel para as populagdes de todo mundo para o tratamento de suas doengas.
Em paises em desenvolvimento 80% da populagdo continua usando a medicina tradicional na
solucdo de problemas bésicos de satde. Consequentemente, nos ultimos anos, vdrias
pesquisas enfogaram-se na avaliacdo cientifica de plantas medicinais, sendo a Momordica
charantia L. uma das plantas frequentemente utilizadas e estudadas para avaliar sua utilidade

em diversas doengas (GROVER; YADAYV, 2004), entre elas sua atividade antibacteriana e
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seu efeito na resisténcia antibacteriana aos antibidticos aminoglicosideos (COUTINHO et al.
2010).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢ um problema critico de saude hoje em dia.
Durante varias décadas e em diferentes niveis, as bactérias responsaveis pelas infecgdes
comuns desenvolveram resisténcia a cada novo antibidtico criado, e a RAM evoluiu,
tornando-se uma ameaga a saude mundial. O surgimento de cepas de microrganismo
resistente a diversos antimicrobianos, nas ultimas décadas, vem criando desafios na escolha
da terapéutica; essa preocupacao fez com que a Organizacao Mundial de Satide (OMS) em 27
de fevereiro de 2017, publicasse a lista de "patdgenos prioritarios" resistentes a antibioticos,
entre os que considera Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, Pseudomonas
aeruginosa, resistente aos carbapenémicos, Enterococcus faecium, resistente a vancomicina,
Helicobacter pylori, resistente a claritromicina, Enterobacteriaceae, resistentes aos
carbapenémicos, produtoras de beta-lactamase de amplo espectro (ESBL) entre outras (OMS,
2017). Com a escassez de novos antibidticos no mercado, a Organizagdo Mundial de Satde
(OMS, 2016), adotou um plano global de acdo sobre resisténcia antimicrobiana, que
estabelece dentre seus objetivos, fortalecer o conhecimento e a base cientifica por meio de
vigilancia e pesquisa em estudos basicos que apoiam o desenvolvimento de novos
tratamentos, meios diagnosticos, vacinas e outras intervengoes.

No Nordeste do Brasil a Momordica charantia L, variedade microcarpa, cresce
silvestre em regides quentes e umidas. Popularmente ¢ conhecida como "meldao-de-Sao-
Caetano", "melao amargo" ou "cabago-amargo" (COSTA, et al., 2011), sendo utilizados tanto
os frutos, como as sementes e folhas para varias finalidades na medicina popular.

Destacando, estudos etnofarmacolégicos demonstram que as folhas da espécie
nordestina sdo administradas tipicamente em compressas, emplastos e lavagens para o
tratamento de aftas, tor¢des e diversas afecgdes da pele (abcessos, furunculos, pediculosis,
prurido e queimaduras) (FRANCA, et al., 2010; MAGALHAES, et al., 2019), validando
esses usos com estudos cientificos por meio de atividades antimicrobianas comprovadas
(JORGE; SAKUMA; INOMATA, 1992; LIMA, 2008). Motivo pelo qual foi selecionada para
compor a Rela¢do de Plantas Medicinais do Ceard (REPLAME-CE), Portaria SESA N° 275
de 20/03/2012, ressaltando que no Nucleo de Fitoterapicos (NUFITO) da Secretaria de Saude
do Estado do Ceard, prepara sabao liquido antisséptico a 5% a partir das folhas da variedade

microcarpa.
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O surgimento de cepas de microrganismos resistentes a diversos antimicrobianos, nas
ultimas décadas, gera desafios na escolha da terapéutica adequada; essa preocupacdo fez com
que a OMS, em 27 de fevereiro de 2017, publicasse a lista de "patdgenos prioritarios"
resistentes a antibidticos, entre os que consideram Staphylococcus aureus, resistente a
meticilina, Pseudomonas e varias enterobactérias, como Klebsiella. Esta lista foi
desenvolvida para tentar orientar ¢ promover a pesquisa ¢ desenvolvimento (P&D) de novos
antibioticos, para combater o crescente problema global da resisténcia antimicrobiana (OMS,

2017).

Considerando que os extratos de M. charantia apresentaram atividade antimicrobiana,
o presente trabalho visa abordar a problematica de resisténcia crescente aos antimicrobianos e
a necessidade de desenvolver novas substancias antimicrobianas eficazes e seguras para o
tratamento de doengas infecciosas, sobretudo produzidas por bactérias multirresistentes a
farmacos convencionais, além de avaliar a capacidade de modular sinergicamente a acdo de
farmacos antimicrobianos convencionais, € assim oferecer a base cientifica para apoiar o uso
tradicional desta planta, e identificar moléculas uteis na terapéutica, que se tornou um dos
principais objetivos deste trabalho, usando uma variedade nordestina de M. charantia. Assim,
M. charantia podera ser utilizado como uma fonte importante de produtos naturais para
tratamento de doencas causadas por bactérias resistentes aos antimicrobianos convencionais.

Na literatura consultada nao existem relatos de identificagdo de estruturas quimicas
obtidas desta espécie responsavel pela atividade antibacteriana, bem como parametros
farmacognosticos diferenciais entre as duas variedades: microcarpa (nordestina) € macrocarpa

(asiatica).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetvo Geral

Realizar estudos farmacognoésticos e avaliar a atividade antimicrobiana de extratos e
fragdes de meldo-de-sdo-caetano do (Momordica charantia L.) do Nordeste do Brasil, com

integracdo dos estudos quimicos.

2.2 Objetivos Especificos

- Descrever os parametros farmacognoésticos diferenciais entre as variedades macrocarpa e
microcarpa de Momordica charantia L;

- Realizar a prospeccdo quimica preliminar das variedades macrocarpa e microcarpa de
Momordica charantia L;

- Isolar e identificar o marcador quimico das folhas da variedade microcarpa de Momordica
charantia L;

- Avaliar a atividade antimicrobiana pelo método de microdilui¢do, com a determinagdo da
Concentragao inibitéria minima (CIM) dos extratos e fragdes de Momordica charantia L.,
frente a microorganismo gram-positivos e gram-negativos, e a atividade antifiingica frente a
Candida albicans;

- Avaliar a ocorréncia de sinergismo na combinagdo entre extratos e fragdes das amostras
vegetais com potencial atividade antimicrobiana frente a cinco classes de antimicrobianos
utilizados comercialmente, pelo ensaio de Checberboard,

- Realizar a andlise exploratéria em UPLC-QToF-ESI-MS por parti¢do Liquido-Liquido dos

constituintes dos extratos e frac¢oes antimicrobianas ativas.
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3 REVISAO BIBLIOGBAFICA: PRINCIPAIS ATIVIDADES FARMACOLOGICAS E
CONSTITUINTES QUIMICOS DE MOMORDICA CHARANTHIA L.

Os dados bibliograficos demonstrados a seguir pela origem dos artigos e os autores, na
sua maioria, pode tratar-se da variedade macrocarpa, asiatica, conforme justificativa
introdutoria, destacando-se poucos trabalhos realizados no Brasil, com a variedade
microcarpa Nordestina. Estes estudos confirmam que M. charantia L. “meldo amargo”,
contém muitos constituintes biologicamente ativos, entre eles, triterpenos (PEREZ;
JAY APRAKASHA; BHIMANAGOUDA; 2015), alcaloides, saponinas, 6leos fixos, proteinas
e esteroides (RAMAN; LAU, 1996); os quais descreveram suas propriedades medicinais
incluindo a¢des antimicrobiana, anticancerigenas, anti-mutagénicas, antinflamatoria,
antileucémica, antitumoral, anti-HIV, antitlcera, anti-infertilidade, antidiabéticas e
antirreumatica (GROVER; YADAYV, 2004).

Entre os varios constituintes identificados nas folhas de Momordica charantia
variedade asidtica, podemos destacar como caracteristicas da espécie M. charantia, os
triterpenos tetraciclicos com esqueleto Cucurbitano, como as momordicinas I, IT e III. As
estruturas das momordicinas I e II foram elucidadas como 33,7[3,23-trihidroxi-cucurbita-5,24-
dien-19-al e seu 23-O-B-glicopiranosideo, respectivamente. A momordicina III foi isolada
como acetato de 23-O-B-glicopiranosideo de 3[3,7[3,23-trihidroxi-24-oxo-cucurbita-5,25-dien-
19-al. A mistura desses trés componentes recebe a denominacao de cucurbitacinas (YASUDA

et al. 1984; PITCHAKARN et al. 2012; ZHANG et al. 2012).

Figura 2 - Estruturas quimicas das Momordicinas I, II e III

Momordicina [
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Estes antecedentes fornecem a base cientifica para apoiar o uso tradicional desta planta

nestas doencas, as mesmas que se relatam mais detalhadas na continuagao:

3.1 Atividade Antidiabética

Muitos trabalhos indicam que alguns extratos e compostos obtidos de M. charantia
diminuim os niveis de glicose no sangue. Anila e Vijayalakshmi (2000), isolaram uma
variedade de compostos potencialmente bioativos tais como momordicinas, vitamina C,
carotenoides, flavonoides, polifendis e triterpenoides de tipo cucurbitanos. Os flavonoides
isolados exerceram potente agdo hipolipemiante e hipoglicemiante, ¢ foram eficazes em
elevar os niveis de hemoglobina em ratos. O extrato aquoso e etandlico do fruto produziu uma
redugdo da glicose no sangue de ratos com diabetes tipo 2 € com hiperinsulinémia, ¢ também
reduziu significativamente a insulina plasmatica (MIURA et al., 2004). Também produz uma
diminuigdo significativa nos niveis sé€ricos de ureia, creatinina, nos testes de funcao hepatica,
transaminases hepdticas, fosfatasse alcalina, e nos niveis de colesterol e de triglicérides
(SEHAM; EL-GENGAIHI; SHABRAWY A, 2006).

Os componentes dos extratos aquosos de frutos e sementes aumentam a captagdo de
glicose em concentragdes sub-o6timas de insulina, em adipdcitos 3T3-L1, que ¢ acompanhado
por um aumento da secre¢do de adiponectina (ROFFEY et al., 2007). Também o extrato
aquoso de fruto de M. charantia L. foi eficaz na melhoria de camundongos com hiperglicemia
induzida com dieta, e diminuiu os niveis sanguineos de hemoglobina glicada (HbAlc) e
acidos graxos livres (CHUN-CHING; CHENG-HSIU; WEI-LI, 2008), produzindo a

diminui¢do do acido sidlico no soro (um fator de risco) em pacientes diabéticos tipo 2 em
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comparacdo ao valor basal. Os efeitos benéficos sobre a glicose no plasma em jejum e
hemoglobina glicosilada (HbAlc¢) também foram melhorados (INAYAT et al., 2011).
Nguyen et al. (2010), isolaram 14 glicosideos de triterpeno do tipo cucurbitano a partir de um
extrato metanolico dos frutos de M. charantia; dois deles apresentaram atividade inibitoria
moderada contra a-glicosidase.

Xiaoqing; Xiaohong; Jian, (2008), purificaram um peptideo solavel MC2-1-5, de
extrato aquoso do fruto fresco de M. charantia L., que também apresentou efeito
hipoglicemiante em ratos com diabetes induzida por aloxano em 61,7% e 69,18% as 2 e 4
horas respectivamente, da administracao oral de uma dose de 2 mg/kg.

O extrato etanolico de M. charantia ¢ rico em saponina, triterpenoides cucurbitanos,
3B,7B, 25-trihydroxycucurbita-5,23(E)-dien-19-al, momordicina [, momordicina II, 3-
hydroxycucurbita-5,24-dien-19-al-7,23-di-O-B-glucopirandside e kuguaglycoside G, que
demostraram atividade antidiabética. Além disso, a frac¢do rica em saponinas € 0s compostos
momordicina Il e kuguaglycoside G nas concentragoes de 10 e 25 pg/ ml, estimularam
secrecao de insulina significativamente; foi observado também que o extrato aquoso de fruto
de M. charantia rico em charantina causou reducgdo significativa de glicose no sangue dos
ratos com diabetes tipo 1 e tipo 2 em jejum, e intolerancia a glicose; além (KELLER et al.

2011; HSIEN-YI et al., 2014).

3.2 Ac¢ao anticancerigena

A proteina obtida do meldo amargo, como MAP30, ¢ um potencial agente
anticancerigeno eficaz contra o cancer de figado, porque pode inibir o crescimento celular em
cultura de células Hep G2 com carcinoma hepatocelular em humanos e camundongos
portadores de G2. A atividade antitumoral de MAP30 em células Hep G2 ¢ atribuida a duas
vias (a) ativacdo tanto de vias extrinsecas de caspase-8 e intrinsecas de a caspase-9, ¢ (b)
fosforilagdo de ambos e alguns membros MAPK (FEI et al, 2012).

Os momordicosideos A e B inibem o crescimento tumoral (WANG et al., 2001).
Pitchakarn et al. (2011) e Pitchakarn et al, (2012), demostraram que o componente Kuguacina
J((35,7S,85,9R,10R,13R,14S,17R)-3,7-dihidroxi-4,4,13,14-tetrametil-17-[ (2R, 4E)-6-¢etilhepta-
4,6-dien-2-i1]-2,3,7,8,10,11,12,15,16,17-decahidro-1H-ciclopenta[a]fenantreno-9-arbaldeido),

Figura 2, obtido das folhas, inibe crescimento de células cancerosas humanas da prostata
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androgeno-dependente por meio de parada em Gl e a inducdo de apoptose. O extrato e
Kuguacina J também reduziu a expressdo do receptor de andrégeno (AR), e do antigeno
prostatico especifico (PSA). Além disso, Kuguacina J exerceu efeitos anti-invasivos em
células PC3, ao inibir significativamente a migracao ¢ a invasio; e o extrato de folhas a 1% e
5% na dieta resultou na inibicdo do crescimento na carcinogénese da prostata, sem efeito
adverso no corpo do hospedeiro.

Kuguacina J aumentou a sensibilidade aos anticancerigenos vimblastina e paclitaxel,
devido a inibicdao a funcdo de transporte de P-glicoproteina (P-gp), diminuindo o efluxo de

vimblastina (PORNSIRI et al., 2012).

Figura 3 - Estrutura Quimica da Kuguacina J e da karavilagenina D

E Kuguacina J

Os compostos obtidos das folhas de M. charantia japonesa: karavilagenina D, (23E) -
3B, 25-dihidroxi-7B-methoxicucurbita-5,23-dien-19-al, (23E)-3B,7B-di-hidroxi-25-
metoxicucurbita-5,23-dien-19-al e 25-O-metil-karavilagenina D, mostraram potentes efeitos
inibidores sobre o virus Epstein-Barr antigénico precoce (EBV-EA); e karavilagenina D, A
Figura 2 apresentou também efeito inibitorio sobre a promog¢ao da tumor de pele em ratos
(ZHANG et al., 2012).

O extrato metanolico das folhas de M charantia exibiu atividade anticAncerigena em
células de adenocarcinoma do pulmdo humano CL1 com capacidade metastatica, por indugdo
de apoptose em vdrias células cancerosas humanas, por meio de caspase e dependente de vias

das mitocondrias (HSUE-YIN et al., 2012).
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Os compostos fendlicos também estdo associados a muitas atividades biologicas,
incluindo atividades antioxidantes, antimutagénica, antitumoral, anti-inflamatoria, e também
efeitos anticancerigenos (THIRUVENGADAM et al., 2014). A momordicine VIII, um
triterpenoide tipo cucurbitano extraido com metanol dos caules e folhas, mostrou
citotoxicidade fraca contra cinco linhas de células cancerosas humanas com valores de ICsy de

14,3-20,5 mmol / L (GAO-TING et al. 2014).

3.3 Atividade anti-VIH

As proteinas como MAP30, a-momorcharina e f-momorcharina, podem tratar o virus

da imunodeficiéncia human (VIH) (BOURINBAIAR; LEE-HUANG, 1996).

3.4 Atividades antioxidantes e hipolipemiante

O suco de fruto de M. charantia também exibe atividades hipolipidémicas e
hipoglicémicas em ratos com diabetes Tipo 1 induzida por estreptozotocina (STZ), porque
diminui os teores no plasma de colesterol nao-esterificados, triglicérideos e fosfolipideos,
acompanhada por uma diminuicao da lipoproteina de alta densidade (HDL) -colesterol € um
aumento moderado de peroxidagdo lipidica (LPO), malondialdeido (MDA), ¢ aumento de
cerca de duas vezes em LPO nos rins, (AHMED et al, 2001).

Ratos alimentados com dietas contendo fracdo metanol (MF) de M. charantia L., a
1%, em comparagdo com aqueles sem MF, diminuem a sintese de triglicerideos hepaticos
(TAG), reforcando simultaneamente a oxida¢do de 4cidos graxos, reduzindo assim a
concentracdo de TAG hepatico (GAMARALLAGE et al., 2012).

Os diferentes extratos aquosos das folhas, caules e fragdes dos frutos, tém diferentes
niveis de atividade antioxidante nos sistemas testados in vitro. Os resultados demonstraram
que os extratos com maiores teores de polifendis totais forneceram maior poder antioxidante,
sendo os compostos fendlicos predominantes encontrados: acido gélico, acido cafeico, (+) —
catequina, acido tanico, 4cido p-cumdrico, acido ferulico, d4cidos quinico, 4cido
protocatequico, acido clorogénico, 4cido siringico, rutina e miricetina (JITTAWAN;

SIRITHON, 2008; RAMADHAR et al., 2010; KENNY et al. 2013).
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A fragdo butanolica dos frutos de M. charantia em concentragdes de 250 e 500 pg/mL,
também eliminou em 63,4% e 87,1%, os radicais de 1,1-difenil-2-picrilhidrazol (DPPH), e os
radicais hidroxila ('OH) respetivamente, em células epiteliais renais, e foi mais potente do que
a do acido ascorbico no controlo positivo (HYUN et al., 2013).

Shu-Jing e Lean-Teik (2008) encontraram no extrato aquoso maior concentracdo de
flavonoides (62,0 mg/g) do que no extrato etandlico (44,0 mg/g), que tinham uma potente
atividade de elimina¢do de radicais livres DPPH, (ICsp = 129,94 mg/ml e ICsp = 156,78 mg/ml
respetivamente), o qual demonstrou ser mais potente que a vitamina C (IC 50 = 172,21
mg/mL) na atividade antioxidante.

As novas estruturas identificadas com atividade antioxidante foram: 3f-
hidroximultiflora-8-en-17-6ico, cucurbita-1(10),5,22,24-tetraen-3a-o0l e a estrutura elucidada
como 5PB,19B-epoxicucurbita-6,22,24-trien-3a-0l, um triterpenoide multiflorane 3f-
hydroximultiflora-8-en-17-6ico, e um triterpenoide cucurbitano, estrutura elucidada como 5§,
19B-epoxicucurbita-6,22,24-trien-3a-ol, isolados de caules (CHIUNG-HUI ef al., 2010).
Também a partir do extrato metanolico dos caules e frutos de M. charantia isolaram
compostos com atividade antioxidante: um triterpeno tipo cucurbitano glicosideo taiwacina
A; um glicosideo cucurbitane momordicoside K; um 23,24,25,26,27- pentanorcucurbitane,
taiwacina B, e um glicosideo esteroide conhecido 3-O-(B-D-glucopiranosil) -24B-etil-5a-
cholesta-7,22,25(27) -trien-3B-ol (KAI-WEI; SHYH-CHYUN; CHUN-NAN, 2011).

Bin et al. (2012), demostraram uma abordagem adequada para a extracao seletiva de
flavonoides de M. charantia L. pelo método de extragdao por etanol modificado com didxido
de carbono supercritico (SC-CO,), os quais tiveram maior atividade antioxidante do que os

flavonoides extraidos pelo método convencionais utilizando solventes.

3.5 Atividade hepatoprotetora

Os triterpenoides octanorcucurbitane A-D isolados a partir do extrato metanolico dos
caules de M. charantia, demostraram efeito protetor sobre a citotoxicidade induzida por
hidroperéxido de terc-butilo (t-BHP) em células de hepatoma humano HepG2 (CHI-I et al.
2010). Outros triterpenos elucidados como pentanorcucurbitane, 3,7-dioxo-23,24,25,26,27-
pentanocucurbit-5-en-22-6ico, € um trinorcucurbitane, 25,26,27-trinorcucur-bit-5-eno-3,7,23-

triona, mostraram uma potente atividade citoprotetora em hepatotoxicidade induzida no
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mesmo sistema (CHIY-RONG et al., 2010). Também alguns extratos mostraram uma
diminuigdo significativa nos niveis séricos de creatinina, transaminases hepaticas, fosfatasse

alcalina, nos testes de fungao hepatica (SEHAM; EL-GENGAIHI; SHABRAWY A, 2006).

3.6 Atividade antinflamatoria, analgésica e antipirética

Wen-Huey et al., (2009), identificaram triglicerideos constituidos por 4cidos gordos de
cadeia curta e média, em uma fracdo de extrato MeOH/H,O (90/10), de M. charantia,
encontrando 4cidos gordos comuns de 3—20 atomos de carbono, e trés acidos dicarboxilicos,
octanodioico, nonadidico e decanodioico, que tiveram atividade inibidora da sintese de
Prostaglandina E, entre eles o acido caprico exibiu o efeito mais elevado (maximo de inibi¢do
=99%, Clsp = 6.5 uM).

Também a fracdo butanolica do extrato etanolico dos frutos maduros, dissolvidos em
dimetilsulféxido, suprime fortemente a expressdo de varios mediadores induzidos por
lipopolisacarideos (LPS) inflamatorios, tais como o TNFa, IL1R, IL1, Glp2, e CCLS5, em
c¢lulas macréfagos-like RAW 264.7. Os componentes da fracdo ativa foram identificados
como l-a-linolenoil-lisofosfatidilcolina (LPC), 2-a-linoleoilo-LPC, 1-linoleoilo-LPC, e 2-
linoleoilo-LPC (KOBORI et al., 2008).

A administragcdo oral do extrato etanolico de fruto de M. charantia na dose de 250 e
500 mg/kg em ratos, mostrou efeito analgésico significativo em dor induzida na cauda por
imersao no acido acético, efeito anti-inflamatorio (em inflamagdo induzida por carragenano
na pata), e antipirético (a pirexia foi induzida por levedura) em ratos, ¢ administragao de 2

g/Kg do extrato, apresentou-se segura (ULLAH ef al., 2012; PATEL et al., 2010).

3.7 Atividade antiparasitaria: Antiplasmodium e antileishmaniosis

Mariko et al. (1996) avaliaram o efeito de extratos aquoso e etanodlico de M. charantia
L. em camundongos infectados com Plasmodium berghei, na dose de 1000 mg/kg p.c.,
ministrado por via oral, por cinco dias consecutivos da infec¢do. Observou-se que os extratos,
apresentaram débil atividade antiparasitaria. No entanto, o extrato aquoso do fruto verde e seu
componente momordicatina foi ativado contra promastigotas de Leishmania donovani

(causador de calazar), in vitro, sendo a concentracdo minima inibitoria (ICso) de 0,6 mg/L e
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0,02 mg/L, respectivamente. Também apresentou 100% de acdo contra o parasita em hamster
com leishmaniose visceral a uma dose de 300 mg/kg p.c. de extrato bruto e de 10 mg/ kg p.c.
de momordicatina. O modo de a¢do desses novos agentes leishmanicidas ¢ mediado através
da inibi¢do da superdxido dismutasa (SOD) do parasita, que ¢ uma das principais enzimas na
reacdao oxidativa. (GUPTA et al., 2010). Além, o extrato hidroalcodlico de M. charanthia
apresentou atividade moluscicida significante contra Schistosoma mansoni, agente causador
de esquistossomose, (a segunda doenga parasitaria de maior prevaléncia no mundo com 85%
de mortalidade), na concentragdo de 100 ppm; as avaliagdes fitoquimicas revelaram a
presenca de alcaloides, fendis, catequinas, esteroides e saponinas. Os glicosideos
cianogénicos, antraquinonas, cumarinas, resinas e triterpenos deram resultados negativos

(FRANCA et al., 2010).

3.8 Efeito neuroprotetor

O suco do fruto liofilizado de M. charantia em doses de 200-800 mg/kg, tem atividade
neuroprotetora potente contra isquemia cerebral global induzida por lesdao neuronal e déficits
neurologicos em ratos diabéticos (ZAFAR; MANJEET; SHARMA, 2011). Uma dieta com M.
Charantia pode oferecer uma estratégia neuroprotetora e terap€utica para melhorar a
inflamagdo e neuroinflamacao periférica associada a obesidade, porque melhora a
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BBB) em camundongos com dieta rica em
gordura, sendo evidente pela reducdo das fugas de corante azul de Evans. Também foram
normalizados nos cérebros de ratos a ativacdo de células glia e expressao de marcadores
neuroinflamatorios, tais como NF-¢B1, IL-16, IL-22, e a IL-17R. Da mesma forma, o estresse
oxidativo cerebral também foi reduzido significativamente pela suplementacdo com M.
Charantia. Além disso, as enzimas antioxidantes do plasma e citocinas pro-inflamatoérias

também foram normalizadas (NERURKAR et al., 2011).

3.9 Atividade antiespermatogénica, androgénica e estrogénica

O extrato alcoolico das sementes de M. charantia, administrada a ratos na dose de 25

mg/100 g de p.c. por 35 dias apresentou atividade antiespermatogénica, com decréscimo do

niumero de espermatocitos, espermatides e espermatozoos, com aumento do nivel de
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colesterol e acimulo de lipidios sudanofilicos o que indica inibi¢do na esteroidogénese. Ao
mesmo tempo, produziu o aumento de peso do epididimo, prostata, vesicula seminal e
musculo elevador do anus, o que mostra sua propriedade androgénica (MULLA et al., 1998).
Os seguintes compostos foram isolados do fruto (extratos de acetato de etilo e de
etanol): 5B, 19-epoxicucurbita-6, 24-dieno-3p, 23&-diol, Cucurbita 6,22 (E), 24-trien-3B-ol-
19, 5B-olide, 5B, 19-epoxicucurbita-6,22(E), 24-trieno-3p, 19-diol, 3B-hidroxicucurbita-5
(10), 6,22(E), 24-tetraen-19-al, 19-dimetoxicucurbita-5(10), 6,22(E), 24-tetraen-3p3-ol, e 19-
nor-cucurbita- 5 (10), 6,8,22 (E), 24-pentaen-3B-ol, estes compostos mostraram atividade

agonista e antagonista parcial do receptor de estrogénio (CHIN et al., 2011).

3.10 Atividade imunoestimulante

Uma lectina obtida das sementes de M. charantia, injetada intramuscularmente em 2
doses em intervalo de duas semanas, em ratos BALB/c, usando B-galactosidase (p-gal) como
antigeno, incrementa significativamente o titulo de IgG-especifico para B-gal; o que sugere
que pode ajudar a aumentar os anticorpos e ser um adjuvante potente nas vacinas (HUANG,
et al., 2008). Além disso, um polissacarideo peptideo soluvel em agua que contém D-
galactose e D-galacturonato de metila numa razdo molar de 1:4, obtido do extrato aquoso do
fruto verde de M. charantia, mostrou atividade imunoestimulante, porque ativou os
macrdfagos, os esplendcitos e timocitos; e também mostrou potente atividade antioxidante

(BIBHASH et al., 2015).

3.11 Atividade anticoagulante

A injecdo intravenosa de uma proteina obtida do extrato aquoso das sementes de M.
charantia (MCSE), em camundongos, prolongou significativamente o tempo de hemorragia,
de uma maneira dose-dependente de 150 a mais do que 800s, sendo que prolongou
especificamente o tempo de coagulagdo apenas de tromboplastina, mas ndo o tempo de
protrombina, e revelaram a participacdo na via intrinseca da cascata de coagula¢do sanguinea.
Além disso, MCSE hidrolisou completamente ambas as cadeias Aa e Bf do fibrinogénio

humano e parcialmente a cadeia y (BHAGYALAKSHMI et al., 2015).
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3.12 Atividade cicatrizante e antiulcerativa

A aplicacdo topica de extratos dos frutos de M. charantia (homogeneizado oleoso),
melhorou significativamente a cicatrizagdo de feridas de pele em coelhos (SATAR et al.,
2013). O extrato metanolico do fruto, administrado oralmente nas doses de 100 mg e 500
mg/kg em ratos com ulceras gastricas e duodenais induzidas por acido acético, ligadura do
piloro, etanol, estresse, indometacina e cisteamina, provocou a diminui¢do significativa e
cicatrizagdo das ulceras gastricas e duodenais. Verificou-se além, que o extrato mostrou
diminuigao significativa de acidez total, acidez livre e conteudo de pepsina e um aumento no

contetdo da mucosa gastrica (SAMSUL et al., 2009).

3.13 Atividade antibacteriana

Braca et al, (2008), identificaram 25 componentes a partir 6leo essencial de sementes
de M. charantia, representados como sesquiterpenos (71,7%), fenilpropanoides (11,0%), e
monoterpenos (7,6%), sendo os principais constituintes: trans-neridol, apiol, cis-
dihidrocarveol e germacreno D, os que demostraram atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus ATCC 6538 com a concentracdo inibitéria minima (CIM) de 125
ug/ml.

Extratos de casca e polpa de fruto de M. charantia na dose de 100 pg/mL,
apresentaram boa atividade antibacteriana contra 11 espécies diferentes de bacilos Gram-
negativos isolados a partir de amostras clinicas de fezes, urina, sangue e pus de feridas:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi A, Salmonella paratyphi B, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Enterobacter aerogenes, Shigella dysenteriae e Yersinia enterocolitica, dando uma zona
média de inibicdo de 16,16 = 2,17 mm e 15,88 mm + 2,24, respectivamente (SABAHAT;
PERWEEN, 2005).

Em outro estudo, o extrato aquoso da planta (na dose de 100 pg/mL) apresentou a
maior atividade contra Salmonella typhi, S. typhimurium e S. paratyphi A (22-25 mm de halo
de inibi¢do), e o extrato metandlico apresentou atividade antibacteriana semelhante contra as
trés cepas patogenicas de Salmonella (20 mm halo de inibicdo) (PASHA et al, 2009).

Semelhantes resultados foram obtidos por Abalaka et al. (2010), contra quatro patéogenos,
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Eschericchia coli, Salmonella typhi, Streptococcus pyogenes e Staphylococcus aureus; as
CIM variaram entre 40 e 80 pg/ml. O extrato de fruto verde demostrou semelhante atividade
antimicrobiana, contra Escherichia coli (CIM: 0.5 mg /mL) e Staphylococcus aureus
resistente (CIM: 9 mg/mL). O estudo fitoquimico mostrou a presenca de fendis, flavonoides, e
alcaloides, os quais sdo conhecidos compostos fitoquimicos antimicrobianos. A fragdo aquosa
e metanolica das folhas e sementes da planta M. charantia tiveram baixa atividade
antimicrobiana (MAHOMOODALLY et al., 2010).

O extrato aquoso das folhas também atuou contra Eschericchia coli, Salmonella sp. e
Staphylococcus aureus, sendo que a presenca de alcaloides, flavonoides e taninos poderiam
estar causando a atividade antibacteriana observada (GBOGBO K et al., 2013).

Curiosamente Yeh-Lin ef al. (2011), demostraram que nenhum dos extratos aquoso
(H) e metanol (M) dos frutos de cabago amargo Selvagem (M. charantia L. var. Abbreviata
Seringa, MCA) e cabago amargo cultivada (M. charantia L., MC), de dezesseis cultivares de
Taiwan indigena, mostrou atividade inibidora contra Staphylococcus aureus meticilina-
resistente subsp aureus ou Pseudomonas aeruginosa, a dose de 10 mg/mL. Entretanto, varios
extratos H e M mostraram atividade inibidora contra o crescimento de Escherichia coli e
Salmonella entérica.

Resultados semelhantes de atividade antibacteriana foram observados em pesquisas
com M. charantia coletadas em algumas regioes do Brasil. O extrato etanolico bruto de folhas
frescas da planta coletadas no municipio de Crato, Ceard, Brasil, exibiu atividade contra
Pseudomonas sp., Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Verificou-se que as
concentragdes de 1000 pg/mL e 500 pg/mL foram as que tiveram maiores halos de inibicao
do crescimento bacteriano (10 a 20 mm). Na avalia¢ao de toxicidade usando Artemia salina
apresentou um valor de CLsp de 602,5 mg/mL. Foi confirmada a presenca de flavonoides nas
fracdes que tem acdo antibacteriana (RODRIGUES et al., 2006).

Lima (2008) encontrou por meio da técnica de difusdo em discos de papel de filtro,
que o extrato aquoso das folhas inibiu as cepas de Pseudomona aeruginosa, € o extrato
hidroalcoodlico, inibiu a Bacillus subtillis, S. aureus e Salmonella cholerusuis. O extrato
etandlico além de inibir os microrganismos citados, também inibiu a K. pneumoniae.
Enquanto o extrato hexanico inibiu todos os microrganismos utilizados, sendo os didmetros

de inibicdo de 9 a 14.5 mm.



30

Lucena-Filho (2012) obteve resultados semelhantes contra Eschericchia coli (ATCC
25922), Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e
nas bactérias multirresistentes Proteus mirabilis (PNCQ), Providéncia rettgeri (PNCQ) e
Eschericchia coli (PNCQ), com extrato etandlico dos frutos de M. charantia L. (coletados no
Sertdo Paraibano), sendo as CIM na faixa de 0.003 a 0,062 mg/mL e a concentragdo
bactericida minima (CBM) na faixa de 0,007 a 0,125 mg/mL.

Coutinho et al. (2010) demostraram um efeito potenciador do extrato etanolico das
folhas da planta (coletadas no municipio de Crato, Ceard, Brasil) para os aminoglicosideos:
gentamicina, kanamicina, tobramicina, amikacina e neomicina, frente cepas de Stafilococus
aureus (SA358) resistente a aos mesmos. A CIM do extrato foi 32 pg/mL. O mesmo efeito foi
demonstrado com clorpromazina (inibidor de bomba de efluxo) em Kanamicina, neomicina e
gentamicina, indicando o envolvimento de um sistema de efluxo na resisténcia a estes
aminoglicosideos.

Na prospeccao fitoquimica dos extratos etanolico e acetato de etila das folhas frescas e
secas de “meldo-de-sdo-caetano, “melao amargo” do Ceard, Brasil, encontrou-se a presenca
de diferentes classes de metabdlitos secundarios, como flavonoides, alcaloides e taninos, que
demonstraram acdo antimicrobiana significativa contra Escherichia coli e Bacillus cereus

(COSTA et al., 2011).
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4 METODOLOGIA

Para uma melhor organizagdo e compreensao dos resultados obtidos neste trabalho, a
metodologia foi dividida em trés etapas, a saber: I- Pardmetros Farmacognosticos
comparativos entre as folhas de Momordica charantia L. variedades macrocarpa e microcarpa
e isolamento da momordicina II; II — Preparacdo de extratos e fracdes para avaliacdo da
atividade antimicrobiana e sinérgica; III - Analise exploratéria em UPLC por particao

Liquido-Liquido dos extratos ativos.

4.1 Materiais Botanicos

Os materiais botanicos utilizados para determinacao dos Parametros Farmacognosticos
comparativos constaram de folhas de Momordica charantia L., variedades microcarpa e
macrocarpa coletados de espécimes do Horto de Plantas Medicinais Prof. Francisco José de
Abreu Matos da Universidade Federal do Ceara no periodo de floragao e frutificagdo. Para a
coleta das folhas foi utilizada tesoura de poda e para herborizagdo foram seguidos os
procedimentos usuais do Instituto de Botanica (1984). As exsicatas das variedades microcarpa
e macrocarpa coletadas encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra da
Universidade Federal do Ceard sob os numeros EAC31608, EAC31609, EAC16698 e
EAC12887. Os estudos de avaliacdo de atividade antimicrobiana e analise exploratoria em
UPLC foram realizadas com M. charantia L. da variedade microcarpa, usando as folhas,
frutos e sementes frescos que foram submetidos a secagem em estufa de circulacdo de ar a

45°C até peso constante, em seguida moidas.

ETAPA I - Parametros Farmacogndsticos Comparativos entre as Folhas de Momordica

charantia L. Variedades Macrocarpa e Microcarpa e Isolamento da Momordicina I1

4.2 Analises Macro e Micromorfologicas

As andlises macromorfoldgicas foram realizadas com as folhas frescas a olho nu,
procedendo-se as descricdes gerais de cada parte, concomitantemente, comparando-se as
caracteristicas das folhas das variedades de M. charantia macrocarpa e microcarpa. Para as

analises micromorfolégicas foram realizados cortes transversais das folhas, os quais foram
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fixados em formaldeido/acido acético (FAA) 70% por 48 horas e posteriormente,
armazenados em alcool 70%. Foram confeccionadas laminas semipermanentes com secgoes
de cortes de Spum, obtidas em micrétomo Leica 2065, clarificadas em hipoclorito de sddio
20%, apos, lavadas em agua destilada, banhadas em agua acidulada e novamente em agua
destilada segundo Oliveira e Akisse (1993). Os cortes foram corados com azul de toluidina e
analisados utilizando-se microscopio Optico Leica DM 4000B Led e comparados com os

dados da literatura, Zocoler et al. (2006).

4.3 Abordagem fitoquimica preliminar

Para a realizagdo das andlises fitoquimicas preliminares comparativas entre as duas
variedades de M. charantia, microcarpa e macrocarpa, foram realizados por reacdes de
coloragdo e precipitagdo para determinagdo dos grupos de substancias quimicas comumente
presentes em plantas, segundo a metodologia descrita por Matos, (2009). Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 Isolamento de composto MSC em Momordica charantia L, variedade microcarpa

As folhas frescas (500g) de Momordica charantia L, variedade microcarpa foram
submetidas a extragdo por maceragcdo em 1L de etanol (96,5° GL) por 48 horas. O extrato
etanolico a 50% obtido foi submetido a evaporacdo com auxilio de rotaevaporador rotativo.
Durante este processo de evaporacao, observou-se a precipitagao de sélido esbranquigado, foi
purificado por cromatografia em coluna, até obter o sdlido precipitado, que foi lavado
sucessivamente com solventes de polaridades crescentes como hexano, diclorometano e

acetona, até obtencdao de um so6lido branco codificado como (MSC).

4.5 Identifica¢ao estrutural de Momordicina II (MSC)

O solido amorfo branco obtido (MSC), adotou-se como procedimento a andlise
comparativa dos dados espectrais com os da momordicina I (Mo-1) e momordicina II (Mo-2),

usando dados da literatura (YASUDA et al., 1984; PUSPAWATI 2008), Tabela 2.
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O procedimento analitico adotado, entdo, envolveu a compara¢do dos dados de
RMN'H (Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio) e RMN'C (Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono) de MSC, momordicina I (Mo-1) e momordicina IT (Mo-2), interpretados
com a contribuicio dos espectros bidimensionais (2D) de correlagio heteronuclear 'H-'>C-
COSY-"Jcy [n=1, HMQC (H-detected heteronuclear Multiple Quantum Coherence); n=2 e 3,
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity)] ¢ homonuclear 'H-'H-COSY
(COrrelation SpectroscopY de hidrogénio e hidrogénio, interacdo escalar spin-spin) e 'H-'H-
NOESY (Nuclear Overhauser and Exchange SpcetroscopY de hidrogénio e hidrogénio,
interagdo dipolar promovida pela proximidade espacial), usando-se piridina (CsDsN)

deuterada para obtencgao dos espectros.

ETAPA 1II - Preparacio de Extratos e Fracoes para Avaliacio da Atividade

Antimicrobiana e Sinérgica

Foi realizado usando dois procedimentos:

4.6 Procedimento 1. Obtencdo dos extratos das folhas, sementes e frutos por

microextrac¢ao liquido-liquido, para avaliacao da atividade antimicrobiana

Para a preparacao dos extratos, as folhas, frutos e sementes foram submetidos a
secagem em estufa de circulacdo de ar a 45°C até peso constante, em seguida moidos. Duas
extragdes foram realizadas para cada parte da planta, com etanol/H,O (7:3) e com acetona.
Pesou-se, separadamente, 1.0 g do p6 de folhas, polpa de fruto e semente, e colocou-se em um
tubo de ensaio, com 4 mL de hexano para desengorduramento. Posteriormente, foi adicionado
4 mL de solugdo Etanol/H,O (7:3), homogeneizado e realizado a extracdo dos compostos
polares em banho ultrassom por mais 20 min com poténcia fixa (135 W). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas (3000 rpm/10 minutos) para decantar a fase hexanica e
descartd-la. A fase hidroalcoolica (Etanol/H,O) foi filtrada em filtro de PTFE
(politetrafluoretileno) de 0,22 um, e logo apos, o filtrado foi recolhido em frascos pequenos,
com posterior secagem € pesagem.

Para a extracdo com acetona, o mesmo procedimento anterior foi realizado, s6 que,

antes de adicionar acetona, a fase de hexanica foi removida. Dessa forma, foram obtidos seis
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extratos, conforme descrito na figura 4, assim codificados: Folhas - extrato hidroalc6olico/
etanol/H,O (FE) e extrato acetonico (FA); Frutos - extrato etanol/H,O (FrE) e extrato
acetonico (FrA); Sementes - extrato etanol/H,O (SE) e extrato acetonico (SA). Todas estas
amostras foram secas e pesadas para calculo dos seus rendimentos.

Para avalia¢do da acdo antimicrobiana, os extratos foram solubilizados em solu¢do de

Dimetil sulféxido 1% (DMSO, Merck).

Figura 4 - Microextragdo dos extratos das folhas, sementes e frutos para ensaio
antimicrobiano.

b) Hexano P.A.4 mL
* Wortex =1 min
* Ultrassomx 20 min

c) 4 mL de EtOH/H20
(7:3) . d) Recolher a fase inferior

® Vértex 1min (EROH/HZO)
= Ultrassom 20min e} Filtrarem Pl_'FE 023pm
* Centrifugar a 3000 rpm x f) Colocar novial e secagem

10 min

Fonte: EMBRAPA, adaptada pelo autor

O extrato da parte da planta que deu atividade antimicrobiana potente (folhas), foi
usado novamente para obtengdo de extratos com solventes diferentes de acordo com o
procedimento 2, e usado para ensaio antimicrobiano e de sinergismo associados com

antimicrobianos de uso comercial.

4.7 Procedimento 2. Obtencao dos extratos vegetais de folhas por macerac¢do, para

ensaios microbiologicos

Os extratos foram obtidos pelo método de maceracdo por 7 dias com solventes
adequados para obter extrato etanolico 70% /alcalino, pH 10 (A), extrato acetonico alcalino

(B), extrato etanolico 70% (C) e extrato fluido (F), conforme descrito na figura 5. Cada
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extrato obtido foi seco com auxilio de estufa com circulagdo de ar a 40°C ¢ calculado o seu
rendimento, € expresso em porcentagem.

Parte do extrato (B) que deu boa atividade antimicrobiana foi submetido a particao
liquido-liquido com hexano (B1), diclorometano (B2) e cloroformio (B3), com 30 mL de cada
solvente para cada extrato, para obter 4 fracdes diferentes: FB1, FB2, FB3 e aquosa FB4.

Logo depois, foram secas, pesadas e conservadas a 4°C até seu uso posterior na avaliagdo da

atividade antibacteriana.

Figura S - Obtengdo dos extratos e fragcdes de M. charantia uteis

Material Vegetal

Maceracio com:

A - Aloeol (70%) em meie alcaline
B - Acctona em melo alcalino

C - Alowol 70%

F - Exirato fluido/ilcoel 70%

Extrato etandlico Extrato aceténico Extrato Extrato
alcalino (A) alcalino (B) alcoolico (C) Fluido (F)
17.7392 21.8619% 16.7474% 21.5186%
Particdo
FB1 FB2 FB3 FB4
Hex | | DCM || CHCL H.0
0.699 5.803g 0.563g 2.7557g

4.8 Preparacao dos extratos e fracdes para avaliacdo antibacteriana

Os extratos e fracdes da planta Momordica charantia L., foram solubilizados em
solugdo de Dimetil sulféxido 1% (DMSO, Merck) a uma concentracdo de 2000 pg/mL, dos

quais aplicou-se 20pL a cada poco da microplaca em concentragdes seriadas variando de
2000,0 até 31,2pug/mL.



36

4.9 Cepas Microbianas e Fungica

Para os ensaios microbiologicos foram utilizadas as bactérias Gram-positivas - S.
aureus ATCC 6538P (sensivel & oxacilina) e S. aureus CCBH5330 (resistente a Oxacilina,
MRSA) e as bactérias Gram-negativas - E. coli ATCC 10536, P. aeruginosa ATCC 9027, K.
pneumoniae ATCCI10031. As cepas utilizadas, mantidas no Laboratorio de Pesquisa em
Microbiologia Aplicada (LabMicro), foram obtidas da Colecdo de Microrganismos de
Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro). Para a

determinacao da atividade antifingica foi utilizada a levedura C. albicans ATCC 10231.

4.10 Preparo e padronizacio do indculo bacteriano

As cepas microbianas, mantidas em cultura estoque no Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia Aplicada (LabMicro) da UFC, foram repicadas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) ou caldo Sabouraud, para bactérias e leveduras, respectivamente. Os repiques foram
incubados por 24 horas a 37°C. Para a padronizacdo dos indculos microbianos, aliquotas
retiradas do tubo com repique foram transferidas para solucdo salina 0,85% estéril, até obter
turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland (cerca de 10 UFC/mL ou 10° UFC/mL para
bactérias e leveduras, respectivamente). Essa suspensdo foi diluida 100 vezes para obtencao
do in6culo microbiano final (com cerca de 10° UFC/mL ou 10* UFC/mL para bactérias e
leveduras, respectivamente), que foi utilizado em todos os ensaios microbioldgicos (CLSI,

2008; CLSI, 2015).

4.11 Ensaio de determinac¢do da Concentracio Inibitéoria Minima (CIM)

O ensaio foi realizado conforme metodologia recomendada pelo Clinical and
Laboratorial Standard Institute (CLSI, 2008; CLSI, 2015). Aos pogos de microplacas de 96
pocos, estéreis, foi adicionado 100uL de meio de cultura caldo BHI ou Sabouraud (para
bactérias e leveduras, respectivamente), 20uL. da substancia teste (extratos e fragdes), em

concentragdes variando de 2000 até 31,2ug/mL, e 80 pL das suspensdes microbianas (10° e
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10* UFC/mL, para bactérias e leveduras, respectivamente), exceto nos pogos que
correspondem aos controles das substancias.

Foi realizado controle de turvagdo (meio + substincia nas diferentes concentragdes),
controle de esterilidade do meio (apenas meio), controle de crescimento microbiano (meio +
suspensdo microbiana), controle de esterilidade do diluente (meio + diluente) e controle de
ndo inibi¢do do diluente (meio + diluente + suspensdo microbiana). Foram usados os
farmacos oxacilina e fluconazol, para bactérias e leveduras, respectivamente, nas
concentragdes de 100 a 0,0488 pg/mL, como controle positivo.

As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37°C e, apds esse periodo, foi
realizada a leitura visual do crescimento bacteriano. A CIM foi determinada como a menor
concentracdo da substincia teste capaz de inibir o crescimento microbiano a olho nu,
constatado pela auséncia de turvagao (CLSI, 2008; CLSI, 2015).

Para os extratos e suas fragdes que apresentaram intensa turvacao foi adicionado 10 pL
de resazurina (0,01%) e incubado a 37°C por 2 horas. A manutengdo da cor azul nos pogos foi
interpretada como auséncia de crescimento bacteriano, € o desenvolvimento de cor rosa, como
ocorréncia de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentracdo da
substancia teste em que nao houve mudanca de coloracio (PALOMINO et al., 2002). Os
experimentos foram realizados em triplicata, em dois momentos diferentes, figura 6.

Figura 6 — Fluxograma da determina¢ao da CIM

Tubo 0,5 escala de

McFarland
&
Dilui = Vs -
100x .,/_ 4. Incubacio /ﬂ\
| % L ﬁ [ q ‘
‘ ‘ . ‘ 37°C/ 24h \Qo/
BHI Ajustedo 15x 10° 6 v </
Juste do DX
inoculo  UFC/mL 10 UFC/mL Contagem
ra
80uL
gl Incubagio | 0 _, @ B¢ , G
@. IT°CT 240 R eOncT] | 100uL
€ | OOOCOCE00000) | € CIM = menor concentra¢do capaz de
. Q000LCCICUN BHI inibir o crescimento microbiano,
[l constatado pela auséncia de turvagio
o’ L e
SUBSTANCIA TESTE

(extratos on fracoes)
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Fonte: Valeria Dodou (2017)

4.12 Determinac¢ao da concentracio letal minima (CLM)

Aliquotas de S5pL dos pocos das microplacas usadas na determinagdo da CIM, que ndo
apresentaram crescimento bacteriano, foram semeadas em placas de Petri contendo agar Plate
Count, e incubadas durante 24 horas a 37°C. Apos esse periodo, foi realizada a contagem de
colonias. A CLM foi considerada como a menor concentragdo capaz de determinar a morte
microbiana de valores > 99,9% do inoculo inicial (BARON; FINEGOLD, 1994;
YAMAGUCHI et al., 2009). Nos casos em que todas as concentragoes testadas apresentaram
crescimento microbiano e fiingico acima do permitido na determinazao da CLM, determinou-
se que o efeito das amostras foi bacteriostatico e fungistatico para bactérias e levaduras

testadas, respectivamente.

4.13 Ensaio de sinergismo ou modulador na acdo de antimicrobianos (Método de

Checkerboard)

Este ensaio foi realizado para avaliar a ocorréncia de sinergismo dos extratos e fragdes
das amostras vegetais que apresentaram atividade antimicrobiana sobre S. auereus nos ensaios
descritos no item 2.11, (extrato acetona — FB - e suas fra¢des hexano - FBI -, diclorometano -
FB2 -, e cloroformio - FB3), em combinagdes com sete classes de antimicrobianos utilizados
comercialmente (oxacilina, amikacina, meropenem, vancomicina, cefalotina, ceftriaxona e
ciprofloxacina). Para avaliar o efeito modulador na acdo de antifingicos, usou-se o extrato
acetona (FB) e sua fracdo diclorometano (FB2), que apresentaram efeito antifungico sobre C.
albicans, frente a trés antifingicos comerciais (ciclopirox, nistatina e miconazol) (PILLAI;
MOELLERING, 2005).

Os pocos das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 80 pL de meio de
cultura BHI para bactérias e Sabouraud para fungos, 20uL da substancia teste (extratos e
fracdes), 20uL do antimicrobiano, e 80 pL das suspensdes microbianas, padronizadas
conforme ja descrito anteriormente. As concentracdes das substancias testes e dos

antimicrobianos foram iguais a 1/2, 1/4, 1/8 e 1/16 da CIM, determinada previamente. As
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microplacas foram incubadas por 24 horas a 37°C e, apds esse periodo, foi realizada a leitura
visual do crescimento microbiano (CLEELAND; SQUIRES, 1991).

Os experimentos foram realizados em triplicata e em dois momentos diferentes. Foram
realizados controles de esterilidade do meio (apenas meio) e de controle de crescimento
microbiano (meio + suspensdo microbiana), figura 7. Para avaliar a interagdo (sinergismo ou
efeito modulador) entre os diferentes tratamentos foi calculado o indice de concentragdo
inibitéria fracionada (ICIF) de acordo com a seguinte formula (SHIN; LIN, 2004):

ICIF = CIF (. teste) T CIF (aTB) (1)

Sendo,
CIF (sust. teste) — [CIM(sust. teste na associagéo)/ CIM (sust. teste isolada)] (2)

CIF (ATB) = [CIM (ATB na associacio) ] / CIM (ATB isolado) (3)

A partir do calculo do ICIF, de cada extrato e fragdes, foi avaliada a interacao

seguindo a classificagdo descrita por (EUCAST, 2003; KUMAR et al. 2012):

ICIF < 0,5 : sinergismo
ICIF > 0,5e¢<1,0 : aditivo ou indiferente
ICIF > 1,0 : antagonismo

ICIF: indice de concentragdo inibitoria fracionada;

CIF: concentracao inibitéria fracionada.

Figura 7 - Fluxograma da avalia¢do de atividade moduladora — ensaio do checkerboard
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Fonte: Valeria Dodou (2017)
ETAPA III - Analise Exploratoria em UPLC por Parti¢ido Liquido-Liquido dos Extratos

Ativos (microextracoes)

4.14 Preparacio dos extratos ativos para analise exploratéoria em UPLC por particao

Liquido-Liquido, utilizando ultrassom

Procedimento experimental

1.

Colocou-se 50 mg de cada extrato seco ativo em um tubo de ensaio, em seguida,
adicionou-se 4 mL de Hexano PA.

Foi homogeneizado a mistura em Vortex por 1 min e realizou-se a extragdao de
compostos apolares em banho ultrassom por 20 min com poténcia fixa (135 W).
Posteriormente, adicionou-se a mistura 4 mL de solucdo Etanol/H,O (7:3).
Homogeneizou-se novamente a mistura em Vortex por 1 min e realizou-se a extragao
dos compostos polares em banho ultrassom por mais 20 min. Em seguida, realizou-se
a centrifugacao para decantar o extrato ndo dissolvido a 3000 rpm por 10 min.
Retirou-se uma aliquota (2 mL) da fase inferior moderadamente polar (Etanol/agua),
realizou-se a filtragao em filtro de PTFE de 0,22 um e recolher o filtrado em tubo de
penicilina vials e encaminha-lo para analise em UPLC.

Mediu-se com pipeta automatica, diretamente no vial de 2 mL, um volume de 900 uL
do extrato que foi preparado do iten 4 e adicionou-se ao mesmo 100 uL da solugao
padrao interno (anthracene-9-carboxylic acid) a uma concentra¢ao de 10 pg/mL (10

ppm), resultando em uma solucao final do padrdo de 1 pg/mL (1 ppm), figura 8.
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Figura 8 - Esquema de microextracdo do extrato para andlise exploratéria em UPLC por

particdo Liquido-Liquido, utilizando ultrassom.

s O8

b) HexanoP.A.4 mL
= Wortex x1 min
* Ultrassomx 20 min

c)4 mLde EtOH/H20
(7:3) ' d) Recolher a fase inferior

(EtOH/H20)

&) Filtrar em PTFE 0.22pum
f) Medir 1 mL e colocar ao
vial

=" Vartex 1 min

= Ultrassom 20 min

= Centrifugar a 3000 rpm x
10 min

Fonte: EMBRAPA, adaptada pelo autor

4.15 Analise Cromatografica

1. A andlise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um sistema de

Quadrupolo / Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - EMBRAPA. As corridas cromatograficas foram realizadas em
uma coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7 um), temperatura fixa
de 40 -C, fases moveis dgua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila com 0,1% de
acido formico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL / min e

volume de injecdo de 5 pl.

2. * Condi¢des do Massas de Alta resolucdao - XEVO-QToF
3. O modo ESI- foi adquirido na faixa de 110-1180 Da; temperatura da fonte fixa a 120 °C,

temperatura de dessolvatagdao 350 °C, fluxo do gés dessolvatagdo de 500 L / h, cone de
extragcdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo ESI+ foi adquirido na faixa de
110-1180 Da; temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura de dessolvataciao 350 -C,
fluxo do géas dessolvatacdo de 500 L / h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina
encefalina foi utilizada como lock mass. O modo de aquisicdo foi MSE. O instrumento

foi controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).
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4.16 Interpretacio dos espectros e identificacdo dos constituintes dos extratos ativos

O software usado para o tratamento de dados foi o Masslynx (Waters Corporation)
onde foram calculadas as férmulas moleculares com suas respectivas massas. A identificagao
dos compostos foi feita baseada na comparacao de padrdes espectrométricos ja abordados na
literatura referente a espécie Momordica charantia. Também foram utilizados bancos de
dados onde poderiam ser encontrados metabdlitos ja caracterizados disponiveis online, como

Scifinder, Knapsack, Pubchem e Chemspider.
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5 RESULTADOS

5.1 Parametros macro e micromorfologicos

As folhas de Momordica charantia L. das variedades macrocarpa e microcarpa
apresentam as seguintes caracteristicas macroscopicas comuns: sao alternas, membrandaceas,
pecioladas, de limbo orbicular, margem levemente denteada, apice obtuso e base truncada.
Medem de 6 a 12 cm de comprimento e 8 a 12 cm de didmetro, sdo palmatinérveas, com 5 a 7
lobos angulosos, separados por sulcos profundos. Nas duas variedades a face superior ¢
levemente pubescente e a inferior mais densamente pilosa ao longo das nervuras. Observou-se
que o principal parametro macroscopico diferencial entre as folhas das duas variedades € que,
as folhas da variedade macrocarpa apresentam-se com tamanho maior que as da variedade

microcarpa, conforme pode-se observar nas xeroexsicatas (Figura 9).

Figura 9 - Xeroexsicata das folhas adultas de Momordica charantia L. variedades microcarpa
(1) - 8 cm e macrocarpa (2) - 12 cm.

8cm

12 cm

As analises micromorfologicas das folhas de Momordica charantia L. variedades
macrocarpa € microcarpa apresentam as seguintes caracteristicas anatdmicas comuns: as

epidermes superior e inferior sdo constituidas por uma camada de células poligonais. O
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mesofilo ¢ estreito e compacto, com poucos espacgos intercelulares. Sua estrutura ¢
dorsiventral, apresentando parénquima pali¢adico constituido por uma camada de células
alongadas, de paredes delgadas compactamente dispostas. O parénquima lacunoso ¢ formado
por varias camadas de células de formato arredondado a ligeiramente alongado e de
disposi¢do mais frouxa. Na regido da nervura central observa-se um Unico e pequeno feixe
bicolateral, imerso em tecido parenquimatico. Abaixo da epiderme ocorrem duas camadas de
colénquima, mais estreito na face adaxial, conforme observado por Zocoler et al. (2006).
Raros pélos glandulares pediculados curtos. Apresentam tricomas em ambas as epidermes,
sendo que o principal parametro diferencial entre as variedades, ¢ que a variedade macrocarpa
os tricomas apresentam-se menos frequentes e sao do tipo pluricelular curto com 3 a 5 células,
enquanto os da variedade microcarpa sao do tipo pluricelular longo com 7 a 11 células,
apresentando-se raramente estrelados.

Os caracteres organolépticos das folhas analisadas, o sabor amargo, a cor verde escura

e 0 odor foram semelhantes em ambas as variedades de Momordica charantia L.

5.2 Abordagem Fitoquimica comparativa

Conforme os resultados demonstrados na Tabela 1, a abordagem fitoquimica
demonstrou que as duas variedades possuem em comum alcaldides, esteroides, triterpenoides,
saponinas, compostos fenolicos, taninos condensados e flavonoides. As clases quimicas
comuns entre folhas e talos, demonstra que os extratos preparados no presente trabalho para
verificagdo da atividade antimicrobiana e estudos quimicos de M. charantia variedade
microcarpa podem conter a mistura destas partes, com vista também a um maior rendimento
da massa verde.

Tabela 1 - Prospeccao dos constituintes quimicos presentes nas folhas e talos de Momordica
charantia L. variedades macrocarpa (MCMa) e microcarpa (MCMi).

TESTES (MCMa) MCMa) (MCMi)  (MCMi)
Folhas talos Folhas talos
Alcaloides + + + +
Antocianidinas/antocianinas 0 0 0 0
Antrandis 0 0 0 0
Auronas 0 0 0 0
Bases quaternarias 0 0 0 0
Catequinas 0 0 0 0
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Chalconas

Cumarinas

Esteroides

Fenois livres

Flavonoides

Heterosideos cianogenéticos
Leucoantocianidinas
Resinas

Saponinas

Taninos condensados
Taninos pirogalicos
Triterpenoides

Xantonas

Legenda: positivo (+); negativo (0).

oct+o++tooco+ + +oo
++ocoococ+++oo0
oc+o++ocooco+ + +o00
+ 4+ t+tocococ+++oo

S+
o

5.3 Identificacdo estrutural de MSC (momordicina II)

O espectro de RMN'H de MSC mostrou sinais para hidrogénios de cinco grupos
metilicos ligados a carbonos quaternarios (6 0,94 (s), 1,22 (d, 7,8), 1,51 (s), 1,21 (s), 0,91 (s));
e mais dois desses grupos metilicos estdo ligados a um carbono olefinico (& 1.79 (s), 1,71(s));
trés hidrogénios ligados a carbonos com hidroxilas (& 3,84 (sl) e 4,38), onde um dos quais
encontra-se adjacente ao hidrogénio olefinico. Observa-se um hidrogénio de um grupo
formila (8 10,63) ligado a carbono quaternario, Figura 10. O espectro de RMN">C mostrou
sinais para seis carbonos quaternarios (0 43,21, 147,14, 52,03, 47,35, 49,72, 133,66), dez
carbonos metinicos (& 77,07, 125,75, 67,17, 52,10, 38,29, 52,71, 34,12, 77,07, 130,58), onde
entre eles encontra-se o carbono aldeidico em & 209,27; sete carbonos metilénicos (6 23,20,
29,26, 24,14, 31,07, 36,38, 31,34, 45,2. Observou-se a presenga de carbonos relacionados ao
grupo B-glicopiranosil (6 105,62, 76,65, 80,37, 73,31, 79,70), Figura 11, (tabela 2).
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Figura 10 - RMN'H, de composto MSC em piridina deuterada, momordicina II, presentes nas
folhas de M. charantia L. variedades microcarpa (MCMi)
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Figura 11 - Espectro RMN'C, de composto MSC em piridina deuterada,
momordicina II, das folhas de M. charantia L. variedades microcarpa (MCMi)
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Tabela 2 - Dados espectrais de RMN'H ¢ RMN'C de MSC.

MSC, em CsDsN Em CsDsN
'H-"C-COSY-'Tcy 'H-"C-COSY-"Jcy Mo-1 | Mo-2
dc Ou Jeu Jeu S¢ S¢
C
4 43.21 - 3H-28; 3H-29 41.79 | 41.95
5 147.14 - H-7; 3H-28; 3H- | 145.73 | 148.30
29
9 52.03 - H-8 50.61 | 34.41
13 4735 - 3H-18 3H-30 45.76 | 46.43
14 49.72 - H-8; 3H-30 3H-18 48.28 | 48.46
25 133.66 - 3H-26; 3H-27 69.72 | 130.84
CH
3 77.07 3.84(sl) 3H-28; 3H-29 | 75.68 | 76.05
6 125.75 | 6.31(d, 4.3) H-7 H-8 12429 | 121.03
7 67.17 4.38 H-8 65.73 | 72.55
8 52.10 2.41 H-19; 3H-30 50.66 | 48.14
10 38.29 2.73(s) H-8 36.90 | 39.29
17 52.71 1.60 3H-18; 3H-21 50.15 | 51.34
19 209.27 10.63(s) 207.81 -
20 34.12 2.20 3H-21 36.58 | 32.99
23 77.07 4.98 H-1’ 12423 | 6531
24 130.58 | 5.66 (d, 8.6) 3H26; 3H-27 | 141.73 | 131.83
CH,
1 23.20 2.10; 1.75 21.76 | 21.72
2 29.26 1.50 29.94 | 30.12
11 24.14 1.68; 1.60 22.71 | 28.23
12 31.07 1.97 3H-18 29.44 | 32.89
15 36.38 1.40 3H-30 3496 | 34.82
16 31.34 2.10; 1.70 27.75 | 30.65
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22 45.21 2.10; 1.25 3H-21 39.56 45.51
CH;
18 16.39 0.94(s) 15.05 15.64
19 - - - - - 29.33
21 20.87 1.22(d, 7.8) 18.96 19.31
26 19.70 1.79(s) 3H-27 30.85 25.79
27 27.26 1.71(s) 3H-26 30.85 | 18.10b
28 27.66 1.51(s) 3H-29 26.24 26.34
29 28.77 1.21(s) 3H-28 27.39 28.38
30 19.70 0.91(s) H-8 18.20 | 18.07b
Acucar
I 105.62 | 4.99 (d, 7.7) - 101.20
2 76.65 4.05 H-3’ - 75.12
3’ 80.37 4.24 - 78.77
4 73.31 4.24 - 71.93
5’ 79.70 3.92 - 78.50
6’ 64.44 4.50 (d, - 62.82

11.3),4.34
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Figura 12: Estructura da Momordicina II

5.4 Rendimento dos extratos

5.4.1 Rendimentos dos extratos de folhas, frutos e sementes obtidos por microextraciao

Os rendimentos dos seis extratos de folhas, frutos e sementes, obtidos por
microextragdo e codificados anteriormente, foram: FE - 9,.8% e FA 4,2%; FrE 17% e FrA
5,2%; SE- 13% e SA 5,4%. Os maiores rendimentos foram verificados para os extratos

hidroalcélicos FE, FrE e SE.

5.4.2 Rendimentos dos extratos obtidos por maceracdo das folhas e fracoes do extrato B

Os rendimentos dos diferentes extratos das folhas expressados em porcentagem de
extrato seco foram: extrato etanol 70% alcalino “A” (17.7392%), extrato acetona “B”
(21.8619%), extrato etanol 70% “C” (16.7474%) e o extrato fluido “F” (21.5186%). Os
rendimentos da parti¢do liquido-liquido de 10 g de extrato acetona (B) para as quatro fragdes
foi: fracdo hexano FB1 (0.6999g), diclorometano FB2 (5.8036), cloroformio FB3 (0.5630) e
fracdo aquosa FB4 (2.7575g).
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5.5 Atividade antimicrobiana e antifingica (Método de microdilui¢cio)

5.5.1 Ensaios microbiologicos dos extratos de folhas, frutos e sementes

Comprovou-se que entre os extratos testados, apenas os preparados a partir das folhas
como o hidroalcéolico (FE) e acetonico (FA) apresentaram atividade antimicrobiana sobre as
cepas testadas. Como os extratos FrE, FrA, SE e SA ndo apresentaram atividade

antimicrobiana, os mesmos nao constam na Tabela 03.

Tabela 03 - Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) e Concentragdo Letal Minima (CLM), em
mg/mL, das microextracdes EtOH/H,O (FE) e acetonico (FA) das Folhas de “Melao-de-sao-
caetano”.

Microrganismo Extratos das Folhas
FE FA
CIM CIM CLM
S. aureus ATCC 14458 0,5 0,25 -
S. aureus CCBH 5330 - 0,125 2,0
S. epidermidis ATCC 35984 2,0 1,0 -
P. aeruginosa ATCC 9027 - - -
C. albicans ATCC 10231 - 2,0 2,0

FE: extrato hidroalcdolico/etanol/H,0O (7:3); FA: extrato acetonico; das folhas.

5.5.2 Ensaio microbiologico dos extratos das folhas obtidas por maceracdo e fracoes do

extrato B

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos e fragdes das folhas foi
expressa em valores de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragao Letal minima
(CLM) frente a cada micro-organismo. Os CIM mais baixos foram para extrato acetona frente
bactérias Gram-positivas S. aureus ATCC 6538P e S. aureus CCBH5330 (ORSA), ndo houve
atividade para as bactérias Gram-negativas E. coli ATCC 10536, P. aeruginosa ATCC 9027,
K. pneumoniae ATCCI100031. O extrato fluido deu um CIM de 2.000 mg/mL s6 para S.

aureus ATCC 6538P. Os extratos etanol ndo possui atividade antibacteriana ou antifingica.
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Além disso, o extrato acetona apresentou atividade antifingica frente a C. albicans ATCC

10231 (CIM = 2.000 mg/mL), Tabela 04. Em todos os experimentos os controles positivos,

do meio, do crescimento microbiano e dos solventes com e sem o indculo foram adequados.

Tabela 04 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) e Concentragao letal minima (CLM) em
mg/mL dos extratos das folhas de M. charantia.

Microrganismo/fungo Extrato A Extrato B Extrato C Extrato F (Extrato
(Extrato EOH alcali)  (Extrato Acetona) ~ (LX{ato EtOH) fluido)
CIM CLM CIM CLM CIM CLM CIM CLM
St. aureus - - 0,250 - - - 2,000 -
ATCC6538P
St. aureus CCBH5330 - - 0,125 2,000 - - - -
(ORSA)
E. coli ATCC 10536 - - - - - S 5 -
Ps. aeruginosa ATCC - - - - - - - -
9027
K. pneumoniae ATCC - - = = = o - -
10031
C. albicans ATCC - - 2,000 2,000 - - - -
10231

ativi
dade

anti
micr
obia
na e
antif

ungi

ca para as parti¢oes liquido-liquido do extrato acetona, foram mais baixas para a fracdo FB2
com a CIM e CLM (0,500 mg/mL) frente bactérias Gram-positivas S. aureus ATCC 6538P, S.
aureus CCBH5330 (MRSA) e C. albicans, as outras bactérias foram resistentes as fragdes. A

fracdo FB4 ndo apresentou atividade inibitdria para os micro-organismos testados, Tabela 05.

Tabela 05 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracao letal minima (CLM) em
mg/mL das particdes do extrato acetona (B) de folhas de M. charantia.



Microrganismo/fungo

FB1

FB2

FB3

FB4

CIM

CLM

CIM CLM

CIM CLM

CIM

CLM

St. aureus

ATCC6538P

2.000

2.000

0.500  0.500

1.000 1.000

St. aureus CCBH5330
(ORSA)

2.000

2.000

0.500  0.500

1.000 1.000

E. coli ATCC 10536

Ps. aeruginosa ATCC
9027

K. pneumoniae ATCC
10031

C. albicans ATCC
10231

0.500  0.500

diclorometano, FB3: fracdo cloroformio, FB4: fragdo aquosa
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5.6 Ensaio do sinergismo ou efeito modulador na acdo antimicrobiana (Checkerboard)

A partir do ensaio de Checkerboard, observou-se que a fragdo FB2 apresentou efeito

sinérgico (ICIP < 0,5) quando associado a todos os antimicrobianos testados, com excecao da

vancomicina, no qual apresentou efeito aditivo (ICIP > 0,5 e < 1.0) em S. aureus ATCC

6538P e S. aureus CCBH5330 (ORSA). A fragao FB3 também apresentou sinergismo quando

associada a todos os farmacos, exceto, com cefitriaxona em S. aureus ATCC 6538P e com

vancomicina em S. aureus CCBH5330 (ORSA), nas quais ocorreu efeito aditivo. O extrato

FB s6 apresento efeito de sinergismo com ciprofloxacina em S. aureus ATCC 6538P e aditivo

com os demais antimicrobianos, mas a ac¢do sobre S. aureus CCBH 5330 (ORSA) foi

sinérgica com as duas cefalosporinas, que mostram um ICIF > 0,5, Tabelas 06 ao 13.
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Tabela 06 - Efeito modulador da fragdo FB2 na ag¢ao de antimicrobianos sobre S. aureus

ATCC 6538P.
Antibidtico [FB2] CIM CIF [ATB] CIM CIF ICIF EFEITO
FB2  FB2 ATB ATB

Oxacilina 0,128 0,512 0,25 0,0488 0,1953 0,25 0,5 SINERGICO
Amicacina 0,128 0,512 025 0,1953 3,125 10,0625 03125 SINERGICO
Meropenem 0,128 0,512 025 0,0030 0,0488 0,0625 0,3125 SINERGICO

Vancomicina 0,256 0,512 0,5 0,0976  1,5625 0,0625 0,5625 ADITIVO
Cefalotina 0,128 0,512 025 0,0030 0,0488 0,0625 0,3125 SINERGICO
Ceftriaxona 0,128 0,512 0,25 0,3906 3,125 0,125 0,375 SINERGICO
Ciprofloxacina 0,064 0,512 0,125 0,0488 0,3906 0,125 0,25 SINERGICO

[FB2]: CIM da fragdo B2 na associagdo (mg/mL); CIM FB2: CIM da fragdo B2 isolada (mg/mL);

CIF FB2 = [FB2] /CIM FB2;
[ATB]: CIM dos antibidticos na associagdo (ug/mL); CIM ATB: CIM dos antibidticos isolados (ng/mL);
CIF ATB = [ATB]/CIM ATB,;
ICIF = CIF FB2 + CIF ATB;

ICIF <£0,5: sinergismo; ICIF > 0,5 e < 1,0: aditivo ou indiferente; ICIF > 1,0: antagonismo (Eucast, 2003).

Tabela 07 - Efcito modulador da fracao FB2 na acdo de antimicrobianos sobre S. aureus

CCBH 5330.
Antibiético [FB2] CIM CIF [ATB] CIM CIF ICIF EFEITO
FB2 FB2 ATB ATB

Oxacilina 0,064 0,512 0,125 3,125 25 0,125 0,25 SINERGICO
Amicacina 0,128 0,512 025 0,0488 10,7812 0,0625 0,3125 SINERGICO
Meropenem 0,064 0,512 0,125 0,3906 3,125 0,125 0,25 SINERGICO

Vancomicina 0,256 0,512 0,5 0,0976  1,5625 0,0625 0,5625 ADITIVO
Cefalotina 0,128 0,512 0,25  0,3906 6,25 0,0625 0,3125 SINERGICO
Ceftriaxona 0,064 0,512 0,125 12,5 50 0,25 0,375 SINERGICO
Ciprofloxacina 0,064 0,512 0,125 6,25 25 0,25 0,375 SINERGICO
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Tabela 08 - Efcito modulador da fragdo FB3 na agdo de antimicrobianos sobre S. aureus

ATCC 6538P
Antibiético [FB3] CIM CIF [ATB] CIM  CIF  ICIF EFEITO
FB3  FB3 ATB  ATB

Oxacilina 0,128 1,024 0,125 3,125 25 0,125 0,25  SINERGICO
Amicacina 0,512 1,024 0,5 0,0488 0,7812 0,0625 0,5625  ADITIVO
Meropenem 0,256 1,024 0,25 0,1953 3,125 10,0625 03125 SINERGICO
Vancomicina 0,512 1,024 0,5 0,0976 1,5625 0,0625 0,5625  ADITIVO
Cefalotina 0,128 1,024 0,125 03906 625 00625 0,1875 SINERGICO
Ceftriaxona 0,256 1,024 0,25 6,25 50 0,125 0,375  SINERGICO
Ciprofloxacina 0,064 1,024 00625 6725 25 025 0,3125 SINERGICO

Tabela 09 - Efeito modulador da fragao

FB3 na acdo de antimicrobianos sobre S. aureus

CCBH 5330.
Antibiético [FB3] CIM CIF [ATB] CIM CIF ICIF EFEITO
FB3 FB3 ATB ATB
Oxacilina 0,128 1,024 0,125 3,125 25 0,125 0,25 SINERGICO
Amicacina 0,512 1,024 0,5 0,0488 0,7812 0,0625  0,5625 ADITIVO
Meropenem 0,256 1,024 0,25 0,1953 3,125 10,0625 0,3125 SINERGICO
Vancomicina 0,512 1,024 0,5 0,0976  1,5625 0,0625  0,5625 ADITIVO
Cefalotina 0,128 1,024 0,125 0,3906 6,25 0,0625 0,1875 SINERGICO
Ceftriaxona 0,256 1,024 0,25 6,25 50 0,125 0,375  SINERGICO
Ciprofloxacina 0,064 1,024 0,0625 6,25 25 0,25 0,3125 SINERGICO
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Tabela 10 - Efcito modulador da fragdo FB1 na agdo de antimicrobianos sobre S. aureus

ATCC 6538P.
Antibidtico [FB1] CIM CIF [ATB] CIM CIF ICIF EFEITO
FB1 FB1 ATB ATB
Oxacilina 1,024 2,048 0,5 0,0122  0,1953 0,0625 0,5625 ADITIVO
Amicacina 1,024 2,048 0,5 0,1953 3,125 0,0625 0,5625 ADITIVO
Meropenem 2,048 - - 0,0488 - - -
Vancomicina 1,024 2,048 0,5 0,0976  1,5625 0,0625 0,5625 ADITIVO
Cefalotina 2,048 - - 0,0488 - - -
Ceftriaxona 1,024 2,048 0,5 0,7812 3,125 0,25 0,75 ADITIVO
Ciprofloxacina 0,512 2,048 0,25 0,0976 0,3906 0,25 0,5 SINERGICO

Tabela 11 - Efeito modulador da fracdo FB1 na acdo de antimicrobianos sobre S. aureus

CCBH 5330 (ORSA).
Antibiético [FB1] CIM CIF [ATB] CIM CIF ICIF EFEITO
FB1 FB1 ATB ATB
Oxacilina 0,512 2,048 0,25 6,25 25 0,25 0,5 SINERGICO
Amicacina 1,024 2,048 0,5 0,0976  0,7812 0,125 0,625 ADITIVO
Meropenem 1,024 2,048 0,5 0,1953 3,125 0,0625 0,5625 ADITIVO
Vancomicina 1,024 2,048 0,5 0,0976  1,5625 0,0625 0,5625 ADITIVO
Cefalotina 0,512 2,048 0,25 0,3906 6,25 0,0625 0,3125  SINERGICO
Ceftriaxona 0,512 2,048 0,25 12,5 50 0,25 0,5 SINERGICO
Ciprofloxacina 0,256 2,048 0,125 6,25 25 0,25 0,375 SINERGICO
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Tabela 12 - Efeito modulador do extrato FB na agdo de antimicrobianos sobre S. aureus

ATCC 6538P.

Antibidtico [B] CIM CIF [ATB] CIM CIF ICIF EFEITO
B B ATB ATB

Oxacilina 0,064 0,256 0,25  0,0976 0,1953 0,5 0,75 ADITIVO

Amicacina 0,016 0,256 0,0625 1,5625 3,125 0,5 0,5625 ADITIVO

Meropenem 0,128 0,256 0,5 0,0122  0,0488 0,25 0,75 ADITIVO

Vancomicina 0,016 0,256 0,0625 0,7812  1,5625 0,5 0,5625 ADITIVO
Cefalotina - 0,256 - - 0,0488 - - -

Ceftriaxona 0,128 0,256 0,5 0,7812 3,125 0,25 0,75 ADITIVO

Ciprofloxacina 0,064 0,256 0,25  0,0488 0,3906 0,125 0,375 SINERGICO

Tabela 13 - Efeito modulador do extrato B na acao de antimicrobianos sobre S. aureus CCBH

5330 (ORSA).

Antibidtico [B] CIM CIF [ATB] CIM CIF ICIF EFEITO
B B ATB ATB
Oxacilina 0,128 - - 25 - - -
Amicacina 0,128 - - 0,7812 - - -
Meropenem 0,128 - - 3,125 - - -
Vancomicina 0,064 0,128 0,5 0,1953 11,5625 0,125 0,625 ADITIVO
Cefalotina 0,016 0,128 0,125 1,5625 6,25 0,25 0,375 SINERGICO
Ceftriaxona 0,032 0,128 0,25 12,5 50 0,25 0,5 SINERGICO
Ciprofloxacina 0,064 0,128 0,5 1,5625 25 0,0625 0,5625 ADITIVO

O efeito modulador do extrato B, na acdo de antifingicos s6 apresentou efeito sinérgico
com miconazol e aditivo com ciclopirox e nistatina em C. albicans ATCC 10231, Tabelas 14 e

15.
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Tabela 14 - Efeito modulador do extrato B na a¢do de antifiingicos sobre C. albicans ATCC
10231.

Antifungico [B] CIM CIF |ATF] CIM CIF ICIF EFEITO
B B ATF ATF

Ciclopirox 1,024 2,048 0,5 0,0048 0,078  0,0625 0,5625 ADITIVO
Nistatina 1,024 2,048 0,5 0,3125 5 0,0625 0,5625 ADITIVO
Miconazol 0,256 2,048 0,125 0,3906 6,25  0,0625 0,1875  SINERGICO

Tabela 15 - Efeito modulador da fragdo FB2 na ag¢do de antifingicos sobre C. albicans ATCC
10231.

Antifangico [FB2] CIM CIF [ATF] CIM CIF ICIF EFEITO
FB2 FB2 ATF ATF
Ciclopirox - 0,512 = - 0,078 - - -
Nistatina - 0,512 - - 5 - - -

Miconazol 0,064 0,512 0,125 0,3906 6,25 0,0625 0,1875  SINERGICO
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ETAPA III - ANALISE EXPLORATORIA EM UPLC POR PARTICAO
LIQUIDO-LIQUIDO DOS EXTRATOS ATIVOS (em microextracoes)

5.7 Identificacao dos constituintes quimicos dos extratos hidroalcooélico e acetonico (FE e

FA) ativos

Os cromatogramas de UPLC-QToF-ESI-MS realizados a os dos extratos FA e FE
(Figura 13) que resultaram ativos na a¢do antimicrobiana, obtidos no modo de ionizagdo
positivo (+) sdo mostrados na Figura 13, A e B, respectivamente. Os compostos
caracterizados estdo resumidos na Tabela 16 com os dados relevantes, incluindo tempo de
retencdo, massa experimental e m/z calculado, formula molecular, erro em ppm fornecido
pelo software e os fragmentos idnicos de MS/MS. O perfil quimico dos extratos proporcionou
a identificagdo experimental de 14 compostos. Estes sdo um aminoécido, quatro flavondides e
nove derivados de triterpendides, todos eles descritos por autores principalmente da Asia na
espécie Momordica charantia L
Figura 13 - Cromatogramas em UPLC-ESI-QT de MS, FA (A) e FE (B), dos extratos das

folhas de Momordica charantia obtidos no modo de ionizagao positiva.
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Tabela 16 - Identificacdo dos constituintes quimicos das microextragdes hidroetandlica (FE) e acetondnica (FA) das folhas de Momordica
charantia por UPLC-QToF-ESI-MS.

Peak Rt [M-+H]"/ [M-+H]"/ Product Empirical Ppm Putative Name FE | FA Ref
min [M+Na]* [M+Na]* Ions (MS/MS) Formula (error)
Observed | Calculated
1 4.17 205.0974 205.0977 146.0581, 130.0630 C1H;3N,0, -1.5 Tryptophan X - THIEZIB%;I al,,
2 4.35 465.1028 465.1033 303.0482 C,1H,,04, 3.0 Quercetin-O-hexoside X - SV?BSO?OV/S\
etal., 7.5
3 4.49 465.1031 465.1033 303.0475 C,1H,,04, -0.4 Quercetin-O-hexoside X X SVO?O?O?yA
etal.,
4 4.52 449.1071 449.1084 303.0463 C,1Hy101; -2.9 Quercetin-O-rhamnoside X X SVOE;OIZ)O?;’A
etal.,
5 4.60 449.1101 449.1084 287.0553 C,1Hy10; 3.8 Kaempferol-O-hexoside X X SV(I)BZ%IID;)VA
etal.,
6 493 805.5035 805.5043 787.4910, 614.4079, Cs5,HgoO5 -1.0 Unknown X - -
175.1103
7 5.03 769.4990 769.4985 333.1419, 175.1169 Cs6Hg50, 0.6 Unknown X - -
8 5.84 437.3416 437.3420 419.3296, 409.3452, C30Hy50, -0.9 Hydroxycucurbitatetraen X X HSU et gé
391.3345,109.1014 al isomer 2011.
9 6.08 437.3431 437.3420 419.3287, 409.3463, C3oHy50, 2.5 Hydroxycucurbitatetraen X x | HSUeral,
391.3387, 109.1014 al isomer 2011
10 6.27 437.3434 437.3420 419.3312, 409.3437, C30Hy50, 32 Hydroxycucurbitatetraen X x | HSUeral,
391.3375, 109.1018 al isomer 2011
11 6.47 629.3694 629.3690 437.3415,419.3294, C36Hs309 0.6 Oleanane- triterpenoid X X FAN eté%l,
409.3463, 391.3355, saponin 2019.

109.1007




12 6.91 455.3530 455.3525 437.3390, 419.3274, C;30H470; 1.1 Epoxycurcubitatrienediol PITCHAKARN
409.3472, 391.3347, isomer etal.,2012;
109.1015 CHEN J-C et
al., 200961
13 7.26 | 581.3458 581.3454 541.3593, 523.3411, | C;3Hs007Na 0.7 3-[(5-formyl-7pB,25- TUAN etal.,
495.3528, 437.3424, dihydroxymethoxycucur 2017
409.3545, 391.3351, bita-5,23-dien-3-yl)oxy]-
109.1007 3-oxopropanoic acid
isomer
14 7.52 | 455.3524 455.3525 437.3441, 419.3340, C;30H470; -0.2 Epoxycurcubitatrienediol HSU estgaL,
409.3443, 391.3333, isomer 2011777
109.0996 WANG et al.,
2012%
15 9.57 | 477.3376 477.3376 437.3398, 419.3287, C3,Hy50, 1.5 Unknown -
391.3346, 109.0984
16 | 9.76 | 525.3571 525.3580 493.3336, 437.3434, C33H4005 -1.7 Unknown -

419.3293, 391.3380,
109.1009

60
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O triptofano foi identificado pelo ion precursor em m/z 205 (C;1H;3N203) e pelo
fragmento caracteristico em m/z 118 (ntcleo indol), figura 14 (THIELE et al., 2008).

Figura 14 - Proposta de Fragmentacdo do Triptofano no MS/MS
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Os isomeros de quercetina-O-hexosideo mostraram um fon precursor em m/z 465
(C21H21012) e um os ions caracteristicos do produto em m/z 303, fragmento chave da
quercetina aglicona, resultado da perda da unidade de glicose, figura 15. Além disso, a

quercetina-O-ramnosido mostra um ion precursor tipico m/z 449 (C,;H,101;) e o fragmento
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caracteristico em m/z 303, perda de ramnose, compostos também identificados em M.

charantia, (SILVEIRA; MENDEZ, 2014; SVOBODOVA et al., 2017; YASIR et al., 2016).

Figura 15 - Fragmentacdo dos isdmeros Quercetin-O-hexoside
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O Kaempferol-O-hexosido mostrou um fragmento ionico precursor em m/z a 449
(C21H21011), com um fragmento chave do nlicleo do kaempferol a m/z 287 indicado pela
perda de uma hexose, figura 16. Estudos anteriores identificaram esses compostos em M.
charantia (SVOBODOVA et al., 2017; MADALA et al., 2016; CHEN et al., 2015; CHEN Y
et al., 2015); e em frutos de Rhus coriaria L. (Sumac) (ABU-REIDAH et al., 2015).
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Figura 16 - Fragmentacao dos isomero Kaempferol-O-hexoside
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Os triterpenos do tipo curburbitano foram identificados devido as perdas de H,O (18
Da), CO (28 Da) e também devido a um fragmento de ion diagndstico em m/z 109, resultante
da quebra da ligagdo C17-20. Assim, os isdmeros hidroxicucurbitatetraenais foram
identificados pelo ion precursor em m/z 437 (C30Hs50,) e seus produtos i6nicos em m/z 419,
409, 391, 109. Um exemplo desse padrao de fragmentagdo ocorre com a 33-hidroxicucurbita-
5(10),6,22(E),24-tetraen-19-al, figura 17, relatado anteriormente em M. charantia, HSU et
al., 2011, WANG et al.,, 2012; YASIR ef al., 2016; MADALA et al., 2016; CHANG et al,,
20006).

Os isOmeros epoOxi apresentaram oxigénio adicional (16 Da) e o mesmo padrdo de
fragmentacdo. A figura 18 representa a fragmentagdo do MS para 5B, 19-epoxicurcubita-
6,22(E),24-trieno-3p, 19-diol (HSU et al., 2011; CHEN J-C et al., 2009) e 3-[(5-formil-7[3,25-
di-hidroximetoxicucurbita-5,23-dien-3-il)oxi]-3-oxopropandico acido (TUAN et al., 2017),
figura 19.



Figura 17 - Fragmentacdo do 3B-hydroxycucurbita-5 (10),6,22(E),24-tetraen-19-al.
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Figura 18 - Fragmentagao do 5B, 19-epoxycurcubita-6, 22 (E), 24-triene-3f, 19-diol
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Figura 19 - Fragmentacao do 4acido 3 -[ (5-formil-7, 25-di-hidroximetoxicucurbita-5, 23-

dien-3-il) oxi]-3-oxopropanoico.
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6 DISCUSSAO

Percebe-se que as folhas de Momordica charantia L. das variedades macrocarpa e
microcarpa apresentam caracteristicas macroscopicas € microscOpicas comuns, diferindo

3

apenas no tamanho das folhas, como mostrado no “xeroexsicate” da figura 9, sendo estas
caracteristicas semelhantes as descritas por Bai e Beey (2002) em Momordica charantia L.
das variedades charantia e muricata; e Zocoler et al (2006), em folhas de Melao-de-Sao
Caetano. Quanto as caracteristicas micromorfoldgicas, de ambas as variedades, os tricomas
sdo multicelulares, mas s3o menos freqiientes e mais curtos na variedade macrocarpa, sendo
mais longos na variedade microcarpa.

Na abordagem fitoquimica das folhas de Momordica charantia L. da variedade
microcarpa, Zocoler et al, (2006), relataram nao ter detectado a presenca de alcaloides. Cabe
ressaltar que os alcaloides detectados no presente estudo foram revelados com os reagentes de
Dragendorff, Hager e Mayer, destacando o odor caracteristico do fumo nos extratos indicando
a presenca desta classe quimica, Tabela 1. Os mesmos metabdlitos secundarios foram
encontrados nas fracdes da planta de M. charantia coletada no nordeste do Brasil, por Costa et
al, (2011). Abalaka et al, (2010), também encontraram alcaldides, taninos, esterdides e
glicosideos cardiacos em 3 diferentes fragdes de M. Charantia L. coletada na Africa.

A determinacgdo estrutural da momordicina II, substancia isolada como MSC, como
um solido branco amorfo, utilizamdo para a andlise comparativa dos dados espectrais de
momordicina I (Mo-1) ¢ momordicina II (Mo-2), Tabela 2, que nos leva a concluir que a
substancia codificada como MSC CicHsgO9 € o triterpeno tetraciclico glicosilado (3a, 7,
23pB-tri-hidroxi-cucurbita-5,24-dien-19a)-23-0O-B-glucopiranosideo), cujo nome vernacular ¢
momordicina II, estrutura semelhante aquela encontrada em plantas de M. Charantia L. de
origem asiatica, por outros autores (YASUDA, et al., 1984, PUSPAWATI, 2008; LING et al,
2008; MEKURIA et al., 2006).

Dos seis extratos obtidos das folhas, frutos e sementes por processo de microextragao,
0s unicos extratos que apresentaram atividade antimicrobiana significativa foram os das
folhas, que sdo FE e FA, e, portanto, os dados para extratos sem atividade ndo foram
mostrados na Tabela 3. A atividade antimicrobiana de FE e FA foi detectada contra quatro
dos cinco isolados bacterianos e fiingicos clinicamente importantes usados neste estudo. O

maior efeito foi observado para o extrato de acetona (FA). De acordo com Aligiannis et al.
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(2001), valores de CIM <0,5 mg/mL sdo considerados inibidores potentes; CIMs entre 0,6 ¢
1,5 mg/mL s3o inibidores moderados; e CIM> 1,6 mg / mL sdo inibidores fracos. Assim, o
extrato de FA ¢ um potente inibidor em cepas de S. aureus, moderado em S. epidermidis e
fraco em leveduras (C. albicans).

As atividades antibacterianas de extratos e fragdes preparadas a partir de diferentes
partes de M. charantia foram relatadas em varias partes do mundo (ABALAKA et al., 2010;
COSTA et al., 2011; MAIA et al., 2008; ARRUDA et al., 2010; MAHOMOODALLY et al.,
2010). As partes com relatos de atividades antimicrobianas incluem frutas, sementes, folhas e
caules. No entanto, ¢ interessante notar que a comparacao baseada em relatos da literatura ¢
dificil com base em varios motivos. As vezes, as concentragdes minimas empregadas sdo
superiores a 10 vezes a concentracdo maxima que empregamos ou at¢ mesmo dificeis de
deduzir (ARRUDA et al., 20110); MAHOMOODALLY et al., 2010; em outros). As
concentragcdes nao foram declaradas, mas a atividade declarada (YALDIZ et al., 2015) e
parece ndao haver um critério claro para relatar extratos de plantas em atividades
antimicrobianas em muitos casos, ¢ além disso, os solventes ou os métodos empregados sao
completamente diferentes (MAHOMOODALLY et al., 2010; YALDIZ et al., 2015;
MWAMBETE 2009).

Nesta base, a verdadeira comparacdo das atividades relatadas em M. charantia de
diferentes partes do mundo parece ser uma tarefa assustadora e muito dificil. No caso de
divergéncias nas atividades relatadas para as plantas com métodos similares utilizados, as
diferencas nas atividades relatadas podem ser devido a um ou a combinagdo dos seguintes
motivos: variagdes nas estagdes das coletas, temperatura, disponibilidade de agua, radiacao
ultravioleta, disponibilidade de nutrientes, poluigdo atmosférica, danos mecanicos e ataques
de patogenos (MEHTA et al., 2013). Essas diferencas externas influenciam invariavelmente a
composi¢do e os niveis de metabdlitos secundarios importantes dos materiais vegetais
empregados nesses diferentes estudos, além das variagdes relacionadas as abordagens
metodologicas nos ensaios antimicrobianos (LLORACH et al., 2008).

O extrato de FE, por outro lado, ¢ um potente inibidor de cepas de S. aureus, mas
moderado em S. epidermidis. As diferengas observadas no potencial antimicrobiano entre os
extratos de FA e FE nas cepas de Staphylococcus podem ser devido as diferencas na
composicdo dos metabolitos de ambos os extratos. Algumas cucurbitacinas demonstraram ter

atividades antibacterianas in vitro (SRIVASTAVA et al., 2013; MEHTA et al., 2013; AERI
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et al., 2015; RECIO, et al., 2012). Uma excelente revisdo sobre cucurbitacinas e seus
derivados foi feita por Jian et al. 2005; o leitor interessado acharia a resenha interessante.

No ensaio microbioldgico dos 04 diferentes extratos das folhas obtidas por maceracao
frente a microrganismos gram-positivas, gram-negativas, e fungo C. albicans, s6 os extratos B
e F resultaram em ativos frente a S. aureus ATCC 6538P com a CIM de 0.250 mg/mL ¢ 2.0
mg/mL, respetivamente, além o extrato B, deu um CIM mais baixo (0.125 mg/mL) e um
CLM de 2.0 mg/mL frente a S. aureus CCBH5330 (ORSA). Nao houve atividade contra as
bactérias Gram-negativas E. coli ATCC 10536, P. aeruginosa ATCC 9027, K. pneumoniae
ATCCI100031. Os extratos etanolicos nao apresentaram atividade antibacteriana ou
antifungica. SO o extrato acetona apresentou atividade antifiungica frente a C. albicans ATCC
10231, com um CIM e CLM = 2.0 mg/mL, Tabela 4.

Esta atividade diferenciada do extrato B estimulou para avaliar atividade
antimicrobiana de suas respectivas partigoes: hexano FB1, diclorometano FB2, cloroférmio
FB3 e da fragdo aquosa FB4, sendo a fracdo FB2 a que deu o CIM e CLM mais baixo (0.5
mg/mL) frente as cepas de S. aureus ATCC 6538P e S. aureus CCBH5330 (ORSA) e C.
albicans, seguida das fragdes FB3 y FB1 que deram um CIM e CLM de 1,0 e 2,0 mg/mL
respectivamente para as mesmas bactérias Gram-positivas. As outras bactérias foram
resistentes a estas fracdes. A fracdo aquosa FB4 ndo apresentou atividade inibitoria para os
micro-organismos testados, Tabela 5.

De acordo com os resultados obtidos o extrato B ¢ a sua fracdo FB2 das folhas de M.
charantia sao inibidores potentes (CIM < 0.5 mg/mL), a fragdo FB3 e inibidor moderado ¢ a
fracdo FB1 e um inibidor fraco frente S. aureus ATCC 6538P e S. aurcus CCBHS5330
(ORSA). Também o extrato B pode-se considerar um inibidor fraco (CIM=2,0mg/mL) para
C. albicans ATCC 10231, mas a fracdo FB2 um inibidor potente (CIM=0.500), possivelmente
devido a maior concentracdo dos constituintes antifingicos ativos no processo extrativo de
particdo. Resultados semelhantes obtiveram (Costa et al, 2011), em linhagem de S. aureus
(CIM < 0.512 mg/mL), mas diferentes em quanto a bactéria E. coli, que obtiveram atividade
potente (MIC < 0.512 mg/mL). Porém, Mahomoodally et al, (2010), ndo obtiveram efeito
inibidor frente aos S. aureus, mas sim efeito contra Pseudomona aeruginosa e Salmonella
typhimurium com CIM > a 2 mg/mL e também contra C. albicans com CIM = 3 mg/mL.

As diferencas na atividade antibacteriana do extrato B (CIM= 0,125 mg/mL) e suas
respectivas fracdes FB2 (CIM=0,50 mg/mL), FB3 (CIM=1,0 mg/mL) e FB1 (CIM= 2.0
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mg/mL) frente ao S. aureus, permitem afirmar que houve uma diminui¢do gradativa da
bioatividade entre elas, sendo mais ativa o extrato B. Alguns fatores relacionados com a perda
de atividade poderiam se relacionar no processo de particdo com a separacdo de sustancias
bioativas que poderiam cumprir um efeito sinérgico influenciando na atividade
antimicrobiana (PAULETTI et al., 2003). No entanto, na acdo antifingica, ocorreu o efeito
oposto, menor (CIM=0,50 mg/mL) na fracdo FB2 em relacdo ao extrato bruto B (CIM= 2,0
mg/mL), este efeito pode ser devido a maior concentragdo de substancias bioativas na amostra
fracionada (FB2), uma vez que as outras fragdes FB3 e FB4 da mesma amostra ndo
apresentam atividade.

O método de microdiluigdo € uma técnica potencialmente Util para determinar CIMs
de um grande numero de amostras de teste. Suas vantagens sobre as técnicas de difusdo
incluem maior sensibilidade, usa pequenas quantidades de extrato, o que € importante se o
antimicrobiano for escasso, como € o caso de muitos produtos naturais; permite utilizar mais
de uma amostra e diferentes micro-organismos em um mesmo ensaio, capacidade de
distinguir entre efeitos bacteriostaticos e bactericidas; e determinacdo quantitativa do CIM
(LANGFIELD et al., 2004: NCUBE et al., 2008).

Nos ultimos anos o uso indiscriminado e constante dos antibioticos em pequenos
intervalos de tempo condicionou os organismos infecciosos a se adaptarem aos
medicamentos, tornando-os cada vez menos eficazes no tratamento de infecgOes bacterianas e
levou ao surgimento e disseminacdo de cepas resistentes em humanos e animais.
Combinagdes antibioticas tém sido usadas hd muito tempo para fornecer atividade
antibacteriana contra multiplos patdogenos potenciais para tratamento empirico inicial de
pacientes criticamente enfermos (KUMAR, 2012). As bactérias clinicamente importantes sao
caracterizadas ndo apenas pela resisténcia unica a medicamentos, mas também por multiplas
resisténcias aos antibidticos que ¢ o legado do uso indevido de antimicrobianos (OMS, 2015).

A terapia combinada pode ser usada para expandir o espectro antimicrobiano, prevenir
o surgimento de organismos resistentes, minimizar a toxicidade e obter atividade
antimicrobiana sinérgica, € por isso que se considerou importante realizar o seguinte ensaio de
Checkerboard com as amostras que deram ativividade antimicrobiana importante neste ensaio,
em associa¢do aos antibidticos importantes.

O método Checkerboard ¢ um ensaio in vitro o qual analisa o efeito de combinagdes

de agentes antimicrobianos com mecanismos de acdo distintos no crescimento bacteriano
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(JACKSON et al., 2009). Usando este método se avaliou o sinergismo ou efeito modulador na
acdo de antimicrobianos, do extrato acetona (B) e suas fragdes FB1, FB2 e FB3, as quais
deram efeito antimicrobiano potente ¢ moderado contra S. aureus ATCC 6538P e S. aureus
CCBH)5330 (ORSA), usando suas concentragdes de CIM, em combinagdo com as CIM dos
antimicrobianos oxacilina, amikacina, meropenem, vancomicina, cefalotina, ceftriaxona e
ciprofloxacina, em propor¢des sereadas que diminuem desde 1/2 ate 1/16 do seu valor do
CIM. Os resultados obtidos sdo importantes uma vez que quando testados em combinacao
(extratos e/ou fragdes com antimicrobianos) observou-se um melhoramento das acdes de
ambos. Com os valores obtidos determinou-se o indice de concentragdo inibitéria fracionada
(ICIF) e a concentragdo inibitdria fracionada (CIF), para avaliar o tipo de interagdo seguindo a
classificacao descrita por EUCAST, (2003), de sinergismo, aditivo ou antagonismo.

A adicao de FB2 a metade do sua CIM (0,5 mg / mL) no meio produz uma reducao
drastica na CIM dos antibidticos oxacilina (0.0488ug/mL), amicacina ((0.1953 pg/mL),
meropenem (0.0030 pg/mL), cefalotina (0.0030 pg/mL), ceftriaxona (0.3906 pg/mL) e
ciprofloxacina (0.0488 pg/mL) até 1/16 do seu valor, demonstrando um efeito sinérgico entre
eles contra S. aureus e S. aureus ORSA, por dar um ICIF < 0.5. No entanto, na combinagao
com vancomicina foi observado como apenas um efeito aditivo (Tabelas 6 e 7).

A adigdo de FB3 a CIM (1,0 mg / mL) no meio também produz uma redugdo drastica
na CIM dos antibioticos oxacilina, amicacina, meropenem, cefalotina, ceftriaxona e
ciprofloxacina até 1/16 do seu valor, demonstrando um efeito sinérgico entre eles contra S.
aureus e S. aureus ORSA, por dar um ICIF < 0.5. No entanto, na combinagdo com amicacina
e vancomicina frente ao S. aureus ORSA, foi observado como apenas um efeito aditivo ICIF
> 0.5, (Tabelas 8 e 9). As fragdes FB1 e o extrato B, tiveram maiormente efeitos aditivos,
mas efeitos sinérgicos com oxacilina, cefalotina, cefiriaxona e ciprofloxacina frente a S.
aureus ORSA, (Tabelas 10 a 13).

O efeito modulador do extrato B e a fracdo FB2 frente aos antiflingicos foi sinérgica
para miconazol em ambos, com uma diminui¢do do CIM ao valor de 1/16 em C. albicans
ATCC 10231, mas a combinagdo do extrato B com ciclopirox e nistatina s6 deu um efeito
aditivo, mas os CIM dos antifingicos diminui também ao 1/16, (Tabelas 14 e 15).

Estudos de interagdo sinérgica de produtos naturais de M. charantia foram relatados
para drogas antidiabéticas metformina e glibenclamida (TONGIA et al, 2004), anti-VIH
(BOURINBAIAR, 1996), anticancer por interacdo com Glicoproteina P (P-gp)
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(PITCHAKARN et al, 2012) e com aminoglicosideos (COUTINHO et al., 2010), e em
fungos na associagdo de dleos essenciais com ketoconazol (SHIN et al., 2004), mas na
literatura revisada, nenhum estudo de produtos naturais de M. charantia foi relatado tendo
efeito sinérgico com derivados da penicilina (oxacilina), carbapenames (meropenem),
cefalosporinas (cefalotina e ceftriaxona) e Fluoroquinolonas (ciprofloxacina), nem com
antifingicos miconazol, ciclopirox ou nistatina, sendo este estudo um relato inédito para este
especime.

O levantamento bibliografico dos usos etnomédicos na regido nordeste do Brasil de M.
charantia e seus metabolitos identificados revelou alguns achados interessantes. Apesar dos
usos generalizados desses importantes alimentos e plantas medicinais, ainda faltam estudos
pré-clinicos e clinicos rigorosos, particularmente para muitas de suas reivindicagdes
etnomedicinais. De fato, ndo ha usos medicinais sem suporte clinico (WHO, 2005). Também
¢ surpreendente que algumas das atividades bioldgicas relatadas sejam anedoticas devido a
fracos desenhos experimentais, entre outros. Por exemplo, alguns estudos relacionaram suas
atividades bioldgicas usando solugdes feitas a partir das partes das plantas sem declarar as
concentracoes ou doses utilizadas, o uso de solventes além dos utilizados nos usos
etnomédicos, as partes utilizadas nos estudos e, algumas vezes, a via de administragao dos
extratos. As atividades mais pré-clinicamente comprovadas de M. charantia sdo suas
atividades antidiabéticas e antineoplasicas (MAY M, 2016; DANDAWATE et al., 2016; JIA
et al., 2017, GROVER, 2004; SANTOS et al., 2010).

No presente estudo, demonstramos as atividades antibacteriana e antifungica dos
extratos de folhas de M. charantia contra cepas bacterianas e flngicas clinicamente
importantes. Relatos semelhantes foram observados na literatura (ABALAKA et al., 2010;
COSTA et al., 2011; ARRUDA et al., 2010; PATEL et al., 2010).

Para dar uma explicacdo plausivel sobre a atividade observada e padronizar os
extratos, realizamos estudos fitoquimicos nos dois extratos estudados no presente trabalho.
Entre as estruturas identificadas por UPLC nos extratos de M. charantia de FE e FA, varios
compostos derivados de flavondides e muitos dos quais demonstraram possuir atividades
antimicrobianas foram identificados na FE. No entanto, alguns desses constituintes nado
aparecem no extrato de FA, que apresentou melhor atividade antimicrobiana e antifiingica,

sugerindo a existéncia de outros metabdlitos que ndo foram identificados no presente trabalho
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e que podem contribuir, pelo menos em parte, para o efeito antibacteriano e atividades
antifingicas observadas.

Nos resultados avaliagdo do sinergismo a modulagdo da acdo dos antibidticos, a
diminui¢do nas CIMs dos extratos e fragdes de M. charantia combinada com os antibidticos
testados, gera um importante efeito sinérgico, e sugere que alguns componentes de M.
charantia poderiam atuar como inibidores putativos na bomba de efluxo ao nivel da bactéria
ou fungo, ou modificando a permeabilidade da membrana o que poderia aumentar a atividade
dos antibidticos que atuam dentro da célula (MAIA, et al., 2008); como o Kuguacin J, um
composto triterpenico relacionado e identificado como inibidor da P-gp, em ensaios de
tratamento de cancros resistentes a multiplos farmacos (JIAN-CHAO C et al., 2009;
PITCHAKARN et al., 2012). No entanto, estudos sdo necessarios para confirmar esse
possivel mecanismo. Isso também ¢ importante porque significa que a dose terapéutica dos
antimicrobianos, poderia ser muito menor e mais efetiva, quando combinados com extratos ou
fragdes da M. charantia, no tratamento de infegoes causadas por S. aureus clinicamente
importantes, especialmente no ORSA, retardando assim o desenvolvimento de resisténcia dos
micro-organismos, melhorando o resultado da terapia, além de diminuir os efeitos adversos
destes antimicrobianos, principalmente dos aminoglicosideos e Fluoroquinolonas.

Até onde sabemos, ndo existem estudos quimicos e biologicos suficientes para indicar
as substancias responsaveis pela atividade antibacteriana ou antifungica de M. charantia.

Esses resultados demonstram ainda o potencial terapéutico dos extratos de M.
charantia e exigem uma prospec¢dao biologica e farmacologica adicional desta planta
importante. Ha necessidade de ensaios antimicrobianos in vivo para confirmar a atividade
antimicrobiana potencial da planta e de seus constituintes fitoquimicos que ainda estdo para
ser submetidos a estudos biologicos/farmacoldgicos. De fato, a maioria de seus importantes
compostos fitoquimicos ndo possui estudos bioldgicos ou farmacologicos. A maioria dos
estudos sobre seus isolados concentra-se em atividades antidiabéticas e anticancer. Além
disso, faltam estudos sobre muitos de seus usos etnomédicos. Ademais, ¢ necessario realizar
estudos mecanisticos para determiner como M. charantia e/ou seus constituintes

proporcionam a ag¢do antimicrobiana observada aqui, como em muitos estudos.
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7 CONCLUSAO

Os parametros farmacogndsticos e a identificagdo da momordicina II na variedade
microcarpa, demonstra uma relagdo quimotaxondémica com a variedade macrocarpa,
destacando as momordicinas como marcadores quimicos da espécie.

O extrato hidroetandlico (FE) e acetonico (FA) de M. charantia L. do nordeste do
Brasil, apresentaram diferentes padrdoes de agdo antimicrobiana contra bactérias Gram-
positivas (S. aureus e S. epidermidis) e leveduras (C. albicans), que se acredita deve-se as
diferencas na composi¢dao dos extratos, conforme demonstrado pela andlise UPLC dos
constituintes, demonstrando uma potencial atividade antibacteriana, particularmente contra
microrganismos de importancia clinica e cepas resistentes, além de ter uma atividade
sinérgica quando ¢ associado a antibidticos, contra bactérias multirresistentes como as cepas
ORSA e em associagdes com antifungicos contra C. albicans, reduzindo seu CIM até 1/16
vezes, o que ¢ importante no retardo ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana e na
diminuicao dos efeitos adversos destes antimicrobianos, principalmente dos aminoglicosideos
e Fluoroquinolonas.

O estudo ¢ pioneiro na associagdo entre a atividade antimicrobiana de diferentes
extratos de cabagco amargo brasileiro (meldo-de-sdo-caetano) e seus constituintes quimicos.
Além dos efeitos sinérgicos dos extratos desta variedade com antimicrobianos, penicilinas,
carbapenames, cefalosporinas, fluoroquinolonas e antifingico miconazol, sao relatados pela
primeira vez neste estudo. A variedade brasileira de M. Charantia pode ser um potencial
agente terapéutico no tratamento de infec¢des clinicamente importantes.

Sao necessarios estudos que avaliem os compostos isoladamente e em associagdo, bem
como aqueles que investigam seus mecanismos de agdo para elucidar esse efeito

farmacologico.
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ABSTRACT

Introduction: Momordica charanthia L., Curcubitaceae, is a pantropical food and medicinal plant.
The plant is included in the Official List of Brazilian Medicinal Plants of interest to the Brazilian
Unified Health System. The study aimed to perfom microbiological studies with extracts of
Momordica charanthia L. including chemical characterization of the active extracts. Methods:
The antimicrobial activity was evaluated with the hydroalcoholic and acetone extracts of M.
charantia leaves, fruits and seeds from northeastern Brazil using microdilution broth technique
on the selected clinical bacterial and fungal strains. Extracts that presented antimicrobial
were subjected to ultra performance liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass
spectrometry (UPLC-QToFESI-MS). Results: The in witro antimicrobial assays demonstrated
that the leaves extracts presented good antibacterial effect against four Staphyiococcus
aureus strains, and a weak antifungal activity agaist Candida albicans. Fourteen compounds
were identified in the hydroalcoholic extract, while 12 were found in the acetone extract. The
most important compounds were kaempferol, quercertin and triterpenoids like cucurbitacins.
Conclussion: The present study demonstrated the potential antibacterial activity of M. charantia
L. from nertheastern part of Brazil, in addition to important phytochemical metabolites known
to possess antibacterial activities, particularly against microrganisms of clinical importance.
The UPLC phytochemical profile of the Brazilian variety is reported here for the first time.
The phytochemical profile of the LHE and FAE demonstrated the presence of biologically and
pharmacologically active compounds. There is lack of biological and pharmacological studies to
support the medicinal uses of this important plant. The Brazilian variety of M. Charantia could

he a potential therapeutic agent in the treatment of infections.
Key words: Ethnopharmacology, in vitro activity, Antibacterial, Antifungal.

INTRODUCTION

Momordica charantia L. belongs tothe cucurbitaceae
family is a climbing plant found frequently covering
fences and shrubs along the paths from north to
south regions of Brazil, especially during the rainy
season. It is a species native to Africa that was
introduced to South America in the colonial period
by black slaves from the African continent.?

Mowmordica charantia is found in nature in various
forms distinguishable by the size of the fruits. Two
of which are more frequent the northeastern Brazil,
where it is populatly reffered to as the Melio-
de-Caetano, erva-de-lavadeira “laundry-plant”,
because the whole plant is used in the washing of
clothes in the rural areas. A variety of large fruits
that can measure up to 30 cm in length and about 5
cm in diameter is the most commeon variety in the
Asian countries, used both in food and in medicinal
preparations. This variety was introduced to Brazil
in this century, and its fruits can readily be found
in the open markets like in the state of Sdo Paulo
(Figures 1 and 2).?

In the state of Ceard, northeastern Brazil, one of
the earliest records of M. charantia is found in the
Colegéio Descritiva das Plantas da Capitania do Ceard
do Naturalista Feijé “Descriptive collection of Plants
of Ceardregion” by Jodo da Silva Feijé, who was a
Ceard naturalist in 18184 As at that time, Brazil
was still under Portuguese colonization. However,
other works on northeastern Brazillian Flora by
the naturalist Freire Allemdo, who also recorded
the species, were based on this collection.® In the
twentieth century, the ethnobotanical descriptions
of M. charantia, including its use in the popular
medicine of the northeast, can be encountered in
important works like the Formuldrio Fitoterdpico
(Phytotherapeutic Formulary) of Professor Dias da
Rocha,® Plantas do Nordeste, especialmente do Ceard
(Plants of the Northeast, especially of Ceara).” and
DPlantas da Medicina Popular do Nordeste (Plants of
the Northeastern People's Medicine).?

In the Brazilian state of Ceard, the plant is used
topically in compresses, plasters, washes for the
treatment of ulcers and various skin disorders

Cite this article; Guarniz WAS, Canuto KM, Ribeiro PRY, Dodou HY, Magalhaes KN, Sa KM, et
al. Momordica Charantia L. Variety from Northeastern Brazil: Analysis of Antimicrobial Activity
and Phytochemical Components. Pharmacog J. 2019;11(6):1312-24.
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Figures 1 and 2: Photos of F. J. A. Matos: Momordica charantia L. variety.

(abscesses, boils, pediculosis, pruritus and burns). And recently,
its ethnomedicinal uses from the same region was detailed in the
Ethnopharmacopoeia of Professor Francisco José de Abreu Matos®
which included wound healing, as antiseptic, treatments of gonorrhea,
skin diseases, colitis, gynecological inflammation, external tumor,
vaginal discharge, infected wounds and for weight loss. The plant parts
used are theleaves (its juice, natural form or as poultice, decoction
and maceration in water, fruit (natural form or as poultice, its branch
and the whole plant). It is also prepared in form of tintures/alcohol
extract and is employed externally to treat skin infections or parasite
infestations. !

This plant has received a lot of attention due to its many
ethnomedicinal and culinary uses. Biological and pharmacological
studies of M. charantia have shown interesting therapeutic
potentials, particularly its antidiabetic'*!?, antileishmania'®, anti-
HIV", analgesics and anti-inflammatory activities.” In addition,
pharmacological and biological action of its various metabolites
have been cited.?*?

Due to the ethnomedicinal importance of the local Brazilian variety,
this species has been included in the National List of Medicinal
Plants of Interest to Brazilian Public Health System® and is also part
of the Official List of Medicinal Plants of Ceara, a northeastern state
of Brazil (REPLAME-CE).* 'The plant also featured in the Brazilian
Pharmacopoeia  Phytotherapeutics ~ Formulary.®Although,  the
antimicrobial properties of varieties other than that from Brazil have
been cited in many studies using varying biological and pharmacological
models, extracts from varying solvents’ %, few studies have been done
on M. charantia antimicrobial activities collected in the northeastern
region of Brazil.?** To the best of our knowledge, there is no detailed
phytochemical studies of this important medicinal and food plant of
thislocal variety from northeastern region of Brazil, despites being
part of the Official Plant Lists. It is on this basis that we conducted
the present study to establish scientific proof for its popular use in
treating infections, to standardize extract with promising antibacterial
activity and relate its metabolites content based on literature sources
to it ethnomedicinal uses by people inhabiting northeastern region
(Caatinga Biome) of Brazil.

In this study, we reported the antimicrobial activity of six extracts
(hydroethanolic and acetone extracts of M. charantia leaves, fruits
and seeds) obtained from the northeastern region of Brazil in order to
justify its popular use, in addition to conducting phytochemical profile
of the most promising extracts.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and reagents

Brain heart infusion media and Agar Sabouraud Dextrose (Kasvi),
Miiller-Hinton agar, methanol, trichloroacetic acid, ascorbic acid,

Pharmacognosy Journal, Vol 11, Issue 6, Nov-Dec, 2019

potassium phosphate buffer, acetonitrile, ethanol, and methanol, used
werehypergradefor LC-MS LiChrosolv®and are products of MerkKGaA,
Germany. Others such as formic acid 98-100% and n-Hexane were also
purchased from MerkKGaA, Germany. Dimethylsulfoxide (Biology
applications grade, Sigma-Aldrich, Inc), Oxacilin and fluconazol
(Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, USA.

Botanical material

The plant was collected from the Medicinal Plants Garden of Prof.
Francisco José de Abreu Matos, Universidade Federal do Ceard, in the
flowering and fruiting period, precisely in June 2018. The herbarium
specimens” were deposited in the Herbarium Prisco Bezerra the
Universidade Federal do Ceard with specimen voucher number
EAC31609 and identified as Momordica charantia L. For the preparation
of the extracts, the leaves, fruits and seeds were submitted to drying in
an air circulating oven at 45°C until constant weight, then milled with

the aid of a knife mill.

Preparation of leaf, fruit pulp and seeds extracts for
microbiological tests

Two extractions were performed for each part of the plant, with
ethanol/H,O (7: 3) and with acetone. 0.80 g of the leaf powder, fruit
pulp and seed were weighed separately, and placed in a test tube with
4 mL hexane for degreasing. Subsequently, 4 mL of ethanol/H,O
solution (7: 3) was added, homogenized and the polar compounds
extracted in an ultrasonic bath for another 20 min with fixed power
(135 W). 'The samples were then centrifuged (3000 rpm/10 minutes).
Thehexanic phase was discarded. The hydroethanolic phase (ethanol/
H,0) was filtered on a 0.22 um PTFE (polytetrafluoroethylene) filter,
and thereafter the filtrate was collected in small vials, with subsequent

drying and weighing,

For the extraction with acetone, the same procedure was performed,
except that before adding acetone the hexanic phase was removed.

Thus, six extracts were obtained and coded as follows: Leaves -
hydroethanolic extract/ethanol/H,0 (LHE) and acetone extract
(LAE); Fruits - ethanol/H,O extract (FHE) and acetone extract (FAE);
Seeds- ethanol/H,0 extract (SHE) and acetone extract (SAE). All these
samples were dried and weighed to calculate their yields.

To evaluate the antimicrobial action, the extracts were dissolved in 1%
dimethyl sulfoxide solution (DMSO, Merck).

Microorganisms

All bacterial and fungal strains used in i vifro experimental models
were obtained from the collection of the reference microorganisms used
in Sanitary Surveillance (CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro)
and were maintaned in the Applied Microbiology Research Laboratory
of Universidade Pederal do Ceard. These are Staphylococcus aurens
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ATCC 14458 (oxacillin sensitive), S. aureus CCBH 5330 (oxacillin
resistant and methicillin resistant strain MRSA), Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984, Pseudomona aeruginosa ATCC 9027 and
Candida albicans ATCC 10231,

To prepare the microbial inoculum, the strains were cultured in Brain
Heart Infusion (BHI) broth for bacteria or Sabouraud broth for yeasts.
Subcultures were incubated for 24 hoursat 37 °C. For standardization of
the inocula, aliquots taken from the subcultured tube were transferred
to 0.85% sterile saline to otained turbidity equivalent to the McFarland
0.5 scale (about 10° CFU/mL or 10° CFU/mL for bacteria and yeast,
respectively). This suspension was diluted to obtain the final microbial
colony forming units (CFU) of 10° CFU/mL for bacteria or 10* CFU/
mL for yeasts, and which were used in all the microbiological assays.

The determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
was performed according to the methodology recommended by the
Clinical and Laboratory Standard Institute*'** In the 96-well, sterile
microplates, 100 uL of culture medium (BHI broth for bacteria or
Sabouraud for yeast), 20 uL of the sample (extract), were added in
serial concentrations ranging from 2000.0 to 31.2 ug/mL and 80 uL
of the microbial suspensions (10° and 10* CFU/mL, for bacteria and
yeast, respectively). Controls of turbidity, medium sterility, microbial
growth, diluent sterility and inhibition by the diluent were performed.
As positive controls, oxacillin and fluconazole were used for bacteria
and yeasts, respectively, at concentrations ranging from 0.0488 to 100
ug/mlL.

The microplates were incubated for 24 hours at 37 °C and after this
period, the visual reading of bacterial growth was carried out. MIC
was determined as the lowest concentration of test substance capable
of inhibiting microbial growth to the naked eye, as evidenced by the
absence of turbidity.**

For extracts with intense turbidity, 10 uL of resazurin (0.01%) was
added and incubated at 37 °C for 2 hours. The maintenance of the
blue color in the wells was interpreted as absence of bacterial growth,
and the development of pink color, as occurrence of bacterial growth.
The MIC was defined as the lowest concentration of the test substance
in which there was no change in coloration.” The experiments were
performed in triplicate and at two different times.

Por determination of Minimum Bactericidal Concentration (MBC), 5
uL aliquots of microplate wells used to determine MIC that did not show
bacterial growth were seeded in Petri dishes containing plate count agar
and incubated for 24 hours at 37 °C. After this period, colonies were
counted. MBC was considered as the lowest concentration capable of
inhibiting bacterial growth by at least 99.9% of the initial inoculum.**

Analysis by ultra-performance liquid chromatography-
quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UPLC-QTOF-ES/-
MS)

Phytochemical analysis was performed only on extracts that presented
significant antimicrobial activity. The extracts were prepared as
described in Section 2.2 for UPLC analysis. After filtration in 0.22 pm
PTEE filters, each extract was withdrawn and 100 pL of the standard
internal solution (anthracene-9-carboxylic acid) was added at a
concentration of 10 ug/mL (10 ppm). Only LHE and LAE extracts were
subjected to UHPLC analysis.

The analysis was performed in Acquity UPLC system (Waters), coupled
toa Quadrupole / Flight Time (QToF, Waters) system. Chromatographic
runs were performed on a Waters Acquity UPLC BEH column (150
x 2.1 mm, 1.7 um), fixed temperature of 40 °C, mobile water phases
with 0.1% formic acid (A) and acetonitrile with 0.1% formic acid (B),
gradient ranging from 2% to 95% (15 min), flow rate of 0.4 mL/min and
injection volume of 5 pL. High-resolution mass conditions - XEVO-
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QToF The ESI-mode was acquired in the range of 110-1180 Da, fixed
source temperature at 120 °C, desolvation temperature 350 RegularC,
withdrawal gas flow of 500 L/h, extraction cone of 0.5 V, capillary
voltage of 2.6 kV. ESI + mode was acquired in the range of 110-1180
Da, source temperature 120 fixed RegularC, desolvation temperature
350 °C, desclvation gas flow 500 L/h and the capillary voltage of 3.2kV.
Leucine encephalin was used as a lock mass. The acquisition mode was
MSE. The instrument was controlled by Masslynx 4.1 software (Waters
Corporation).

The software used for data processing was the Masslynx (Waters
Corporation) where the molecular formulas were calculated with their
respective masses. The identification of the compounds was made based
on comparison of spectral patterns already discussed in the literature
regarding the species of M. charantia. In addition, online databases
containing information on characterized metabolites such as Scifinder,
Knapsack, PubChem and Chemspider were also consulted.

RESULTS AND DISCUSSION
Extracts yields

The yields of the six extracts, previously encoded, were as follows:
LHE 9.8%, LAE 4.2%, FHE 17%, FAE 5.2%, SHE 13% and SAE 5.4%.

Microbiological assays

The only extracts that presented significant antimicrobial activity
were those of the leaves, which are LHE and LAE, and therefore data
for extracts without activity were not shown in the Table 1.

In the present study, antimicrobial activity of LHE and LAE was
detected against four of the five clinically important bacterial and
fungal isolates. The highest effect was observed for the acetone extract
(LAE) (Table 1).

According to Aligiannis et al.*, MIC values <0.5 mg/mL are considered
potent inhibitors; MICs between 0.6 and 1.5 mg/mL are moderate
inhibitors; and MIC> 1.6 mg/mL are weak inhibitors. Thus, the LAE
extract is a potent inhibitor on strains of 8. aureus, moderate on S.
epidermidis and weak on yeasts (C. albicans). The antibacterial activities
of extracts and fractions prepared from different parts of M. charantia
have been reported from various parts of the world.®#%47% The parts
with reports of antimicrobial activities include the fruits, seeds, leaves
and the stems. However, it is interesting to note that comparison based
on literature reports is difficult based on many reasons. Sometimes,
the minimal concentrations employed are in excess of up to 10 times
the maximum concentration that we employed or even difficult to
deduce®™, in some others the concentrations were not stated, but
rather the activity stated®®* and there seems not to be any clear criteria
for reporting plants’ extracts antimicrobial activities in many cases.”*
in addition, the solvents or the methods employed are completely
different.””**#"

On this basis, true comparison of the activities reported on M.
charantia from different parts of the world seem to be a daunting and a
very difficult task. In the case of divergent in the activities reported for
the plants with similar methods used, the differences in the activities
reported can be due to one of or combination of the following reasons:
variations in the seasons of collections, temperature, water availability,
ultraviolet radiation, nutrients availability, atmospheric pollution,
mechanical damage, and pathogen attacks.! These external differences
invariably influence the composition and levels of important secondary
metabolites of the plant materials employed in these different studies, in
addition to the variations related to methodological approaches in the
antimicrobial assays.*?

LHE extract, on the other hand, is a potent inhibitor of 8. aurens
strains, but moderate on S. epidermidis. The differences observed in the
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antimicrobial potential between LAE and LHE extracts on strains of
Staphylococcus may be due to the differences in metabolites composition
of both extracts. Some cucurbitacins have been shown to have in vitro
antibacterial activities.”*® An excellent review on cucurbitacins and its
derivatives was made by Jian et al.'’ Interested reader would find the
review interesting.

Identification of chemical constituents of the
hydroethanolic and acetone extracts (LHE and LAE)

The major chemical constituents of M. charantia leaves are the
tetracyclic triterpenoids and their glycosides, most of which are
referred to as cucurbitans, and are known for their bitterness and
biological effects, in addition to quercetins and kaempferols.

The cucurbitacins belong to a class of plant triterpenic, tetracyclic
compounds and highly oxygenated derivatives cucurbitane skeleton.
Cucurbitane-like molecules have several polarities due to the
variation of substitutions in the side chain or portions of glucose or
rhamnose! ™. Several compounds were isolated from extracts of M.
charantia by separations involving chromatographic processes, which
served as reference in the identification of the chemical constituents of
the present study.

The chromatograms of the hydroethanolic (LHE) and acetone (LAE)
extracts obtained in the positive ionization mode are shown in Figures
3A and B, respectively. The characterized compounds are summarized
in Table 2 with the relevant data, including retention time, experimental
mass and calculated m/z, molecular formula, error in ppm provided by
the software and the MS/MS fragments. Chemical profile of the extracts
afforded the tentatively identification of 14 compounds. These are one
amino acid, four flavonoids and nine triterpenoids derivatives.

A brief compatison between the hydroethanolic extract and acetone
extract of the leaves of M. charantia revealed some striking differences.
Tryptophan, quercetin and kaempferol hexoside were found only in the
LHE extract, while LAE extract presented two unknown compounds,
Table 2.

Tryptophan was identified by the precursor jon at m/z 205
(C,H,N,0)) and the characteristic fragment at m/z 130 (indol
nucleus).”” Quercetin-O-hexoside isomers showed a precursor ion
at m/z 465 (C, H, O ) and a product ions at m/z 303, key fragment
of quercetin aglycone, resulted from the loss of glucose unit.
Additionally, quercetin-O-rhamnoside shows a typical precursor
ion m/z 449 (C, H, O, ) and the characteristic fragment at m/z 303,
loss of rthamnose.® Kaempferol-O-hexoside showed an m/z at 449
(C,,H,,0,)), with a key fragment of the kaempferol nucleus at m/z 287
indicated by the loss of a hexose. Prior studies have identified these
compounds in M. charantia.?®#>%

Curburbitane-type triterpenes were identified due the losses of H.O
(18 Da), CO (28 Da) as well as because of a diagnostic fragment
ion at m/z 109 resulting from the break of C17-20 linkage. Thus,
hydroxycucurbitatetraenal isomers were identified by the precursor
ion at m/z 437 (C,;H,,0,) and its product ons at m/z 419, 409, 391,
109. An example of this fragmentation pattern occurs with the
3f-hydroxycucurbita-5 (10), 6,22 (E), 24-tetraen-19-al, Figure 4, as
previously reported in M. charantia.®*% Epoxy isomers showed
an additional oxygen (16 Da) and same fragmentation pattern. The
Figure 5 depicts the MS fragmentation to 583,19-epoxycurcubita-
6,22(E),24-triene-3f3,19-diol**!, and 3-[(5-formyl-7,25-
dihydroxymethoxycucurbita-5,23-dlen- 3-yl) oxy]- 3-oxopropanoic
acid®, Figure 6.

Table 1: Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC), in mg/mL, of EtOH/

H,0 and acetone extracts of M. charantia.

Microorganism

Leaves extracts

LHE LAE
MIC MIC MBC
S. aureus ATCC 14458 0.5 0.25
S. anreus CCBH 5330 0125 2.0
S. epidermidis ATCC 35984 2.0 1.0
P. aeruginosa ATCC 9027
C. albicans ATCC 10231 2.0 2.0
LHE: leaves hydroethanolic extract (ethanol/H,O, 7:3); LAE: acetone extract.
100 7.36 10.83

A

100

735
793,
1110
g
6.83
5 2.4 \
7
570 "
,,./\..’\J\fan/\A‘} o b
2.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00 11.00
14
7.52
B s N
a 91011 691 i 15 16
5.84 687, 7.61 976
s 4'337 608627 ﬁ k A 5"}‘ _9.86
/,‘04 LA A 7.67 #2000
x 12345 M [ e . 553 9
o017 40 p s AV f““ \ 805 °27 g7 K 10.08
optTage 1] e YL L se T
) 2 g, .
0 T T T T T T T T T T T T T T T T ime
2.00 3.00 4.00 5.00 5.00 7.00 5.00 9.00 10.00 11.00

Figure 3: Chromatograms of the UPLC-ESI-QTof MS extracts, LHE (A) and LAE (B), of M. charantia obtained in positive

ionization mode. Peaks with “X” are impurities.
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Table 2: Chemical identification of compounds of the hydroalcholic (FEC) and acetone {FAC) extracts from the leaves of Momordica charantial .“Melao-
de-sao-caetano”

- B
Peak Rt [l Akl Product Empirical Ppm Putative Name
min IRl [Mane s lons (MS/MS) Formula {error) Lt Lt et
Observed Calculated
1 4.17 205.0974 205.0977 146.0581, 130.0630 C HlaNzOz -1.5 Tryptophan X 5 2
2, 435 4651047 465.1033 303.0482 C,H,0, 3.0 Quercetin-O-hexoside X - -
3 449 4651031 465.1033 303.0475 C,H,0, -04 Quercetin- O-hexoside x X 1
4 4,52 449.1071 449.1084 303.0463 C, 0 -2.9 Quercetin-O-rhamnoside X X =
5 4.60 4491101 449.1084 287.0553 C,H,0, 38 Kaempferol-O-hexoside i x =
7874910, 6144079,
6 493 8055035 805.5043 = C,H,0, 1.0 Unknown x 2 .
7 5.03 769.4990 769.4985 333.1419,175.1169 cssHsSOz 0.6 Unknown X 2 &
419.3302, 409.3449, Hydroxycucurbitatetraenal I
8 584 4373416 437.3420 e C,H,0, 09 vt x X
419.3287, 409.3463, Hydroxycucurbitatetraenal oy
9 608 4373431 437.3420 i C,H,0, o5 s x x
4193312, 409.3437, Hydroxycucurbitatetraenal A
10 627 4373434 4373420 e C,H,0, 32 . x x
AT Oleanane- triterpencid
11 647 629369 629.3690 4093463, 3913355, C,H,0, 0.6 o Oninp x x @
109.1007 P
S Epoxycurcubitatrienediol
12 691 4553530 4553525 4093472, 3913347, C,H,0, 11 Poxy: - orner x X 24,
109.1015
5413593, 5233412, 3-[(5-formyl-7B,25-dihy-
4953454, 4373396, droxymethoxycucurbita-5,-
13 726 5813455 581.3454 C, H, O.N: 03 &
400.3545, 3913342, 7 23-dien-3-yloxy]-3-oxapro- X
109.0979 panoic acid isomer
4373463, 4193361, E bitatrienediol
14 752 4553527 4553525 4093446, 3913396, C,H,0, 04 R e x x 26
109.1000
4373398, 419.3287,
15 957 4773376 4773376 T ST C,H,0, 15 Unknown x x
493.3336, 437.3434,
16 9.76 5253571 525.3580 419.3293, 391 3380, GUHIO2 -1.7 Unknown T X -
109.1009
) MH@ M
MM 46,3341 izl 3313
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P
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Figure 4: Fragmentation patterns of the 3B-hydroxycucurbita-5 (10), 6, 22 (E), 24-tetraen-19-al.
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Figure 5: Fragmentation patterns of the 5B, 19-ep:

Literature survey of ethnomedicinal uses and biological
or pharmacological compounds identified or isolated
from M. charantia.

We present the ethnomedicinal uses reported from the northeastern
region of Brazil (Table 3) and then made a summary of phytochemicals
reportedly identified or isolated from M. charantia and verified in this
present local variety, with the view of presenting plausible role for
these metabolites in the potential therapeutic effects of this plant.

Literature survey of the ethnomedicinal uses in the northeast region
of Brazil of M. charantia and its identified metabolites revealed some
interesting findings. In spite of the widespread uses of this important
food and medicinal plants, there are still lack of rigorous preclinical
and clinical studies, particularly for many of its ethnomedicinal claims.
In fact, there is no dinically supported medicinal uses.® It is also
surprising that some of the biological activities reported are anecdotal
due to poor experimental designs, among others. For example, some
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oxycurcubita-6, 22(E), 24-triene-3p, 19-diol..

studies related its biological activities using solutions made from the
plants parts without stating the concentrations or dose used, the use
of solvents other than those used reported in the ethnomedicinal uses,
the parts used in the studies and sometimes the route of administration
of the extracts. The most pre-clinically substantiated activities of M.

charantia are its anti-diabetic and anti-neoplastic activities!'¢226276%™,

In the present study, we demonstrated the antibacterial and antifungal
activities of the leaves extracts of M. charantia against clinically
important bacterial and fungal strains. Similar reports have been
observed in the literature®"*"!*, In order to be able to give plausible
explanation as to the activity observed as well as to standardized the
extracts, we performed phytochemical studies on the two extracts
studied in the present work. Among the structures identified by UPLC
in LHE and LAE extracts of M. charantia, a number of compounds
derived from flavoneids and many of which have been shown to possess
antimicrobial activities were identified in LHE. However, some of these
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Figure 6: Fragmentation patterns of the 3-[(5-formyl-73, 25-dihydroxymethoxy cucurbita-5, 23-dien-3-yl) oxyl-3-oxopropanoic acid.

constituents do not appear in LAE extract, which presented better
antimicrobial and antifungal activity, suggesting that there are other
metabolites, that were not identified in the present work and, which
may contribute, at least in part, to the antibacterial and antifungal
activities observed.

To the best of our knowledge, there are no sufficient chemical and
biological studies to indicate the substances responsible for antibacterial
or antifungal activity of M. charantia.

These results further demonstrate therapeutic potential of M.
charantia extracts and calls for further biological and pharmacological
prospecting of this important plant. There is need for in wvivo
antimicrobial assays to confirm the potential antimicrobial activity of
the plant and its phytochemical constituents that are yet to be subjected
to biological/pharmacclogical studies. In fact, most of its important
phytochemical compounds are without biological or pharmacological
studies. Majority of studies on its isolates are focused on antidiabetic
and anti-cancer activities. In addition, there is lack of studies on
many of its ethnomedicinal uses. Furthermore, there is need to carry
out mechanistic studies to determine how M. charantia and or its
constituents afford the antimicrobial action observed here as in many
studies.

1318

CONCLUSION

The hydroethanolic extract (LHE) and acetone (LAE) from M.
charantiag L. showed different patterns of antimicrobial action against
Gram-positive bacteria (8. aureus and S. epidermidis) and on yeast
(C. albicans), which are believed to be due to the differences in the
composition of extracts as shown by the UPLC analysis of constituents.
The study is a pioneer in the association between antimicrobial activity
of different Brazilian bitter gourd extracts and its chemical constituents.
Nevertheless, studies that will evaluate the compounds alone and in
association, as well as those investigating their mechanisms of action
are needed to elucidate this pharmacological effect.
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Table 3: Summary of ethnomedicinal uses, chemical compounds identified, and activities reported in the literature that corresponds to M. charantia

ethnomedicinal uses in the northeastern region of Brazil.

Confirmed biological/

Chemical compounds or extracts

Ethnomedicinal uses 3 B < G References
pharmacological activities with activity
Indication in skin treatments wound
: Wound healing: various model Fruit powder, extracts 2510
healing.
tin-O-hexoside isomers,
Antiseptic (skin infecti I ) — e . X
iseptia o B B Antibacterial and antifungal activities  kaempfercl, tannins, flavonoids and o
and antimicrobial ; ;
alkaloids, various crude extracts
At antiviral activity (inhibit HRV2 e

Scabies, vermifuge, anthelminthic

Tamor and benign breast neoplasm

Anti-diabetic

Internal and external inflammation

replication)
Anti-helminthic activity
Antineoplastic and anti-tumor,
anti-hepatocellular carcinoma; renal
carcinoma cells in-vitro anticancer,
malignant melanoma, cytotoxicity
against chondrosarcoma SW 1353
cell line; modulates the progression of
androgen-independent human prostate
cancer cell line.

Antidiabetic activity, stimulatory effect
on insulin secretion and various others,
including clinical trials(too numerous
to mention all)

Pre-clinical anti-inflammatory
activities, and in patients with primary
knee osteoarthritis

Quercetin-7-Glucoside
Crude extracts

MAP30, Cucurbitacins (Cucurbitacin E
ghucoside, and Cucurbitacin I glucoside,
cucurbitacines A, B, D, E), Kuguacin
J and Cucurbitane-type triterpenoids
{charantosides, momordicosides,
karavilosides, karavilagenin D} and
quercetin

19.2026,27,45 47,49-54,56, 70,94 105

Different extracts of M. charantia,
Kuguacin (The Kuguacin R and
Kuguacin II, 33,7p.25-trihydroxycucur
bita-5,23(E)-diene-19-al, momordicine
I, Momordicosides L, charantoside VII

151726276169, 106-108

Cucurbitacins, quercetin, kaempferol,
and plant crude extracts

172071 105109119

Triterpenoid, Kaempferol Cucurbita-6,

Contraceptive Antiestrogen activity
Immunostimulanting Immunomodulatory activity
Antimalarial In vitro (positive) and in vivo (no

effect) anti- plasmodium activity

Anti-diarrheal In vivo anti-diarrheal activity

Indication in skin treatments: eczema,

22 (E), 24-trien-3p-0l-19,53-olide, 22
crude extract
Polysaccharides from M. charantia 2
Crude extracts o
Crude aqueous extract 124

acne, scabies, hemorrhoid, and No report No report
furuncles, carbuncle

Gastroenteritis No reports No reports

Colitis No reports No reports

Gynecological inflammation No report Neo report

Vaginal discharge No report No report

Hemostatic No reports No reports

Nasal congestion No reports No reports
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Pharmacognostic Evaluation of Bitter Melon from
Brazilian Northeast (Momordica charantia L.): Identification of

Momordicin Il

William Antonio Sagastegui Guarniz', Lidia Audrey Rocha Valadas, Karine Lima Silva, Karla Do Nascimento Magalhaes, Raimundo Braz
Filho, Patricia Georgina Garcia do Nascimento, Mirian Parente Monteiro, Mary Anne Medeiros Bandeira
Development of Drugs, Dentistry and Nursing College, Federal University of Ceara, Fortaleza, CE, BRAZIL.

ABSTRACT

Objectives: To perform a pharmacognostic evaluation of bitter melon from
Brazilian northeast (Momordica charantia L) Methods: The botanical
materials used consisted of leaves of Momordica charantia L., microcarpa
and macrocarpa varieties collected in the period of flowering and fruiting
For the collection of the leaves was used pruning shears and for herbori-
zation were followed the usual procedures in this type of collection. The
studies were carried out with the fresh leaves of these two varieties of
Momordica charantiz L to do the macro and micro morphological analysis
Results: the micro morphological analysis showed that the main differential
parameter is that in the macrocarpa variety the trichomes are less frequent
and are of the short multicellular type with 3 to & cells, whereas the micro-
carpa variety the trichomes are of the long multicellular type with 7 to 11
cells The phytochemical approach has shown that the two vaneties have
in common alkaloids, steroids, triterpenoids, flavonoids, saponins, phenolic
compounds, condensed tannins and flavonoids. Conclusion: Momordicin |

INTRODUCTION

In Brazil, Momordica charanfia L. from the family Curcubitaceae, is a
climbing plant found with wide frequency covering fences and shrubs
along the paths from north to south of the country, especially after the
rainy season. The plant is easily recognized for its multipart leaves, small
isolated yellow flowers and fusiform fruits of 4 to 5 cm, which, when
ripe, open exposing seeds coated with a red aryl light, very sought after
by birds and children and its foliage is highly estimated in the rural
population duetothe efficacy of thehomemade preparations used against
ectoparasites of man and animals, in the form of baths and compresses.
It is a species native to Africa that was introduced in South America in
the colonial period through the trafficking of black slaves brought from
that continent, especially in the Northeast of Brazil.! Twelve varieties of
this species are known, two of which are distinguished mainly by the size
of the fruits. A short fruit, 3-7 cm in length, designated as microcarpa
variety whose occurrence is most common in South America, popularly
known as meldo-de-sao-caetano and the long fruit, 14-15 ¢m in length,
referred to as the macrocarpa that occurs most commonly in Asia where
it is designated by the names of Balsam pear, Bitter cucumber, Bitter
gourd, Foo gwa, Karela, La-kwa and used as edible and medicinal,**
(Figure 1).

The growing number of year-to-year research on this species demon-
strates the great interest aroused by its pharmacological and chemical
studies among researchers,*" for example.

Among the various constituents identified in the leaves, we can highlight
as characteristic of M. charantia the momordicines I, II and III. The
structures of the momordicines I and II were elucidated as 3p, 76, 23]
trihydroxycucurbita-5, 24-dien-19-al and its 23-O-pB- glucopyranoside,

(C.H,O;) was isolated and identified in the microcarpa variety by means of

TH-NMR and BC-NMR and 2D structure similar to that found in the variety
of Asian origin

Key words: Momardica charantia, Pharmacognostic, Momordicin ||
Natural Products, Pharmacognosy.
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respectively. The momordicine IIT was isolated as acetate of 23-O-p-
glucopyranoside of 3B, 7B, 23]- trihydroxy-24-oxo-cucurbita- 5,2 5-dien-
19-al. The mixture of these three components is called curcubitacin.!¢
In these works, the origin of the plant studied is not informed, although
it can be deduced, with some degree of security, by the names of the
authors, titles of the periodicals and countries where the research was
carried out. It was thus verified that the great majority of the studies was
developed with plants collected in Asia, that is, with great probability
of being of the macrocarpa variety. Few are the works about the
constituents and the pharmacological properties of the microcarpa variety
of South America. The introduction of the Asian macrocarpa variety in
the Horticulture of Medicinal Plants Prof. Francisco José de Abreu Matos
from the Federal University of Ceara was given by the referred professor,
when receiving a copy of the fruit of Altamira-Para-Brazil, with the
information that native Indians of the region were using the fruits as
food, from cultivation coming from seeds provided by Japanese visitors,
which served as a stimulus for the more detailed study of the microcarpa
variety, as well as to determine pharmacognostic parameters between
these two varieties, now presented, allowing its comparison with the data
recorded in the literature.

MATERIALS AND METHODS

Botanical materials

The botanical materials used consisted of leaves of Momordica charantia L.,
microcarpa and macrocarpa varieties collected from specimens of the

This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial Shareflike 4.0 License, which allows others
to remix, tweak, and build upon the work non-commercially, as long as the author is credited and the new creations are licensed under the identical terms
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Figure 1: Photos F. J. A, Matos: Momordica charantia L. microcarpa (1- short
fruits) and macrocarpa varieties (2- long fruits).

Horticulture of Medicinal Plants Prof. Francisco José de Abreu Matos
from the Federal University of Ceara, in the period of flowering and
fruiting. For the collection of the leaves was used pruning shears and for
herborization were followed the usual procedures in this type of collection.”
The exsicates of Momordica charantia L. collected are deposited in the
Herbarium Prisco Bezerra of the Federal University of Ceara under the
numbers EAC31608, EAC31609, EAC16698 and EAC12887.

"The studies were carried out with the fresh leaves of these two varieties
of Momordica charantia L.

Macro and Micromorphological Analysis

The macromorphological analyzes were performed with the fresh leaves
to the naked eye, proceeding to the general descriptions of each part,
concomitantly, comparing the leaf characteristics of the M. charantia
macrocarpa and microcarpa varieties.

For the micromorphological analysis, the leaves were cross-sectioned,
which were fixed in 70% formaldehyde / acetic acid (FAA) for 48 hr and
later, stored in alcohol 70%. Semi-permanent blades with section
sections of 5um were obtained from Leica 2065 microtome, clarified
in 20% sodium hypochlorite, then washed in distilled water, bathed in
acidified water and again in distilled water.® The sections were stained
with toluidine blue and analyzed using a Leica DM 40008 Led Optical
Microscope and compared with the literature data.”®

Preliminary phytochemical approach

For the accomplishment of preliminary phytochemical comparative
analyzes between two varieties of M. charantia, microcarpa and macro-
carpa, tests were carried out to determine groups of chemical substances
common in plants, according to the methodology described by.** All
experiments were performed in triplicate.

Obtaining Momordicine Il

Fresh leaves (500g) of Momordica charantia L, microcarpa variety, were
extracted by maceration in 1L of ethanol (96.5° GL) for 48 hr. The 50%
ethanolic extract obtained was submitted to evaporation with the aid of
a rotary evaporator. During this evaporation process, precipitation of
off-white solid was observed. Thereafter, the procedure was interrupted
and still in the flask, the supernatant alcohol phase was removed, to isolate
the solid precipitate. This precipitate was washed successively with
solvents of increasing polarities such as hexane, dichloromethane and
acetone, to obtain a white solid encoded as (MSC). For the structural
determination of this isolated substance (M8C), white amorphous solid,
melting point 220-221°C, we adopted a comparative analysis of MSC
spectral data with those of momordicine 1 (Mo-1) and momordicine 11
(Mo-2), Table 2.

Journal of Young Pharmacists, Vol 11, Issue 4, Oct-Dec, 2019

‘The one-dimensional and two-dimensional Hydrogen Nuclear Magnetic
Resonance (NMR1H) and Carbon 13 (NMR13C) spectra were obtained
on Bruker spectrometers, models DPX-300 and DRX-500, operating at a
frequency of 300 and 500 MHZ for hydrogen and 75. and 125 MHZ for
carbon 13, both belonging to the Northeastern Center for the Application
and Use of Nuclear Magnetic Resonance (CENAUREN), from the
Department of Organic and Inorganic Chemistry of the Federal University
of Ceara.

The analytical procedure adopted, then, involved the comparison of
the NMR'H (Nuclear Magnetic Resonance of Hydrogen) and NMR¥C
(Nuclear Magnetic Resonance of Carbon) of MSC, momordicine [
(Mo-1) and momordicine II (Mo-2), interpreted with the contribution
of two-dimensional (2D) spectra of heteronuclear correlation *H-*C-
COSY-"],; [n=1, HMQC (H-detected heteronuclear Multiple Quantum
Coherence); n=2 e 3, HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity)]
¢ homonuclear 'H-"H-COSY (Correlation Spectroscopy of hydrogen
and hydrogen, scalar spin-spin interaction) and 'H-"H-NOESY (Nuclear
Overhauser and Exchange Hydrogen and hydrogen Spcetroscopy, dipole
interaction promoted by spatial proximity), using deuterated pyridine
(C 5D 5N) to obtain the spectra.

RESULTS

Macroscopic and Microscopic Parameters

‘The leaves of Momordica charantia L. of the macrocarpa and microcarpa
varieties show the following common macroscopic characteristics: Are
alternate, membranous, petiolate, orbicular limb, slightly toothed margin,
obtuse apex and truncated base. They measure 6 to 12 cm in length and
8 to 12 cm in diameter, are multi-ribbed, with 5 to 7 angular lobes,
separated by deep furrows. In both varieties, the upper face is slightly
pubescent and the lower side is more densely hairy along the veins.

It was observed that the main differential macroscopic parameter between
the leaves of the two varieties is that the leaves of the macrocarpa variety
are larger than those of the microcarpa variety, as can be seen in the
xeroexsicate (Figure 2). It is worth mentioning that the term and technique
of xeroexsicates were elaborated by Professor Francisco José de Abreu
Matos, this being a useful procedure to visualize the original morpho-
logical characters of the plant, which are often lost by drying the material
after the preparation of conventional exsicata. It is the colored photocopy
of the part of the plant to be studied.?!

‘The micromorphological analyzes of the leaves of Momordica charantia L.,
macrocarpa and microcarpa varieties present the following common
anatomical characteristics: the upper and lower epidermis consist of a

8 cm 12 cm

Figure 2: Xeroexsicate of the adult leaves of Momordica charantia
L. microcarpa (1) - 8 cm and macrocarpa varieties (2)- 12 ¢m.
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layer of polygonal cells. 'The mesophyll is narrow and compact, with few
intercellular spaces. Its structure is dorsiventral, presenting palisade
parenchyma constituted by a layer of elongated cells, of thin walls
compactly arranged. The lacunar parenchyma is formed by several layers
of cells of rounded to slightly elongated shape and looser arrangement.
In the region of the midrib it is observed a single and small bicollateral
bundle, immersed in parenchyma tissue. Below the epidermis occurs
two layers of collenchyma, narrower on the adaxial side, as observed by."
Rare short pedicled glandular hairs.

Comparative Phytochemical Approach

According to the results shown in Table 1, the phytochemical approach
has shown that the two varieties have in common: alkaloids, steroids,
triterpenoids, flavonoids, saponins, phenolic compounds, condensed
tannins and flavonoids.

Structural determination of MSC (momordicine I1)

The NMRIH spectrum of MSC showed signals for hydrogens of five
methyl groups bonded to quaternary carbons (8 0,94 (s), 1,22 (d, 7.8),
1,51 (s), 1,21 (s), 0,91 (s)); and two more of these methyl groups are
attached to an olefinic carbon (8 1.79 (s), 1,71(s)); three hydrogens linked
to carbons with hydroxyls (5 3,84 (s1) and 4,38), where one of which is
adjacent to the olefinic hydrogen. it is observed a hydrogen bonded to a
formyl group (8 10,63) bonded to quaternary carbon, (Figure 3).

The NMR"C spectrum showed signals for six quaternary carbons
(8 43,21, 147,14, 52,03, 47,35, 49,72, 133,66), ten methyl carbons
(877,07, 125,75, 67,17, 52,10, 38,29, 52,71, 34,12, 77,07, 130,58), where
among them is the aldehyde carbon in § 209,27; seven methylene
carbons (8 23,20, 29,26, 24,14, 31,07, 36,38, 31,38, 31,34, 45,2). It was
observed the presence of carbons related to the B-Glucopyranosyl group
(8 105,62, 76,65, 80,37, 73,31, 79,70), (Figure 4).

Table 1: Prospection of the chemical constituents presentin the leaves
of Momordica charantia L. macrocarpa (MCMa) and microcarpa (MCMi)
varieties.

TESTS
Alkaloids
Anthocyanidins

(MCMa) (MCMi)

+

Anthocyanins
Antranols
Aurones
Quaternary bases
Catechins
Chalcones

Cumarines

+ O © © o © & o o +
T o oo e oo s o

Steroids

.,,
+

Free phenols
Flavonoids
Cyanogenic heterosides

Leucoantocianidines

o = o +

Resins
Saponins
Condensed tannins
Pyrogallics tannins
Triterpenoids

+
(=T — T A~ A

moss o

Xanthones

Caption: positive (+); negative (0).
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Figure 3: NMR1H of MSC compound in deuterated pyridine, momordicine I,
present in the leaves of Momordica charantia L. microcarpa varieties (MCMi).
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Figure 4: NMR"C of MSC compound in deuterated pyridine,momordicine II,
present in the leaves of Momordica charantia L. microcarpa varieties (MCMi).

On Table 2 it’s possible to see the comparison of the spectral data with of
momordicine I (Mo-1) and momordicine II.

DISCUSSION

The knowledge about medicinal plants often is on result of the alternatives
therapeutic resources of various communities and ethnic groups. In
poorer regions and even large Brazilian cities, medicinal plants are
commercializated in open markets, popular markets and found in
residential yards.*

Many exotic vegetables are known for their biological properties.
Bitter Melon (Momordica charantia L.), is a good example. This specie
has nutritional and medicinal qualities and is commeonly found in China,
India and Africa. It is a flowering vine and contains an array of novel and
bioactive phytochemicals =

The main differential parameter between the varieties is that in the
macrocarpa variety the trichomes are less frequent and are of the short
multicellular type with 3 to 5 cells, while those of the microcarpa variety
are of the long multicellular type with 7 to 11 cells and are rarely starry.
From the organoleptic characteristics of the analyzed leaves and stems,

Journal of Young Pharmacists, Vol 11, Issue 4, Oct-Dec, 2019
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Table 2: Spectral data of NMR'H and NMR'C of MSC,

MSC, in C.D,N

in C,D.N

TH-BC-COSY-1,, TH-BC.COSY-,, Mo-1 Mo-2
8, 8, e s 8, 8,
©
4 4321 = 3H-28; 3H-29 41.79 41.95
5 147.14 s H-7; 3H-28; 3H-29 14573 148.30
9 52.03 = H-8 50.61 3441
13 47.35 = 3H-18 3H-30 45.76 46.43
14 49.72 = H-8; 3H-30 3H-18 48.28 48 46
25 133.66 = 3H-26; 3H-27 69.72 130.84
CH
3} 7707 3.84(sl) 3H-28; 3H-29 75.68 76.05
6 12575 631(d, 4.3) H-7 H-8 12429 121.03
7 67.17 438 H-8 65.73 72.55
3 52.10 241 H-19; 3H-30 50.66 48.14
10 3829 2.73(s) H3s 36.90 39.20
17 52.71 1.60 3H-18; 3H-21 50.15 5154
19 209.27 10.63(s) 207.81 e
20 34.12 2.20 3H-21 36.58 32.99
23 77.07 4.98 H-1F 12423 6531
24 130.58 5.66 (d. 8.6) 3H26;3H-27 141.73 131.83
CH,
1 2320 2.10;1.75 21.76 21.72
2 29.26 1.50 29.94 30.12
11 24.14 1.68; 1.60 22.71 28.23
17 31.07 IOz 3H-18 29.44 32.89
15 3638 140 3H-30 34.96 34.82
16 3134 2.10;1.70 27.75 30.65
22 4521 2.10;9525; 3H-21 39.56 45.51
cH,
18 1639 0.94(s) 15.05 15.64
19 = = e = “ 29.33
21 2087 1.22(d, 7.8) 18.96 19.31
26 19.70 1.79(s) 3H-27 30.85 2579
27 2726 1.71(s) 3H-26 30.85 18.10b
28 27.66 1.51(s) 3H-29 26.24 26.34
29 2877 1.21(s) 3H-28 27.39 28.38
30 1970 0.91(s) H-8 18.20 18.07b
Polysaccharides
1 105.62 4.99 (d, 7.7) e 101.20
2 7665 4.05 H-3 & 7512
3 8037 4.24 = 78.77
£ 73.31 4.24 e 71.93
57 7970 392 - 78.50
6 6444 4.50(d, 11.3), 4.34 = 62.82
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the bitter taste, the dark green color and the odor were similar in both
varieties of M. charantia L.

In a phytochemical approach of the leaves of Momordica charantia L.
microcarpa variety, ¥ reports not having detected the presence ofalkaloids.
It should be noted that the alkaloids detected in the present study were
revealed with Dragendorff, Hager and Mayer reagents, highlighting the
characteristic smoke odor in the extracts prepared for analysis, which
may also contribute to the indication of the presence of this chemical
class.

The comparison of the spectral data with those of momordicine I (Mo-1)
and momordicine II (MQO-2) leads to conclude that the substance
encoded as MSC, C, H, O, is the glycosylated tetracydlic triterpene (3a,
73, 23] trihydroxy-cucurbite-5,24-dien-19a) -23-O-y-glucopyranoside),
whose commeon name is momordicine II, with similar structure to those
found in plants of M. Charantia L. of Asian origin, by other authors.'¢2
(Table 2).

The phytochemical tests performed in the present work revealed the
presence of alkaloids, steroids, triterpenoids, saponins, phenolic
compounds, condensed tannins and flavonoids in Momordica charantia L.,
Table 1. According to these results, the same secondary metabolites
were found in fractions of M. charantia plant collected in northeastern
Brazil. ¥ Silva, 2018 reports that tests performed on the collected species
revealed the presence of flavonoids, tannins and alkaloids. In a phyto-
chemical approach also from the leaves of Momordica charantia L.,"
obtained positive results for the flavonoid, saponin, tannin and steroid
/ triterpene groups, but, contrary to the works cited, reports not having
detected the presence alkaloids, which may be related to the collection
time or some phytogeographic factor.”

CONCLUSION

The phytochemical approach, with the results of the characterization
of similar chemical classes among the studied varieties of Momordica
charantia L., as well as the identification of momordicine II, also in the
microcarpa variety, reflect the chemotaxonomic relationship between
the macrocarpa and microcarpa varieties. Because they are botanically
distinet, it is necessary to continue studies to observe other parameters
from the chemical and pharmacological point of view. The identification
of momordicine II in the microcarpa variety is being reported for
the first time in the literature. The information presented here also
contributes to the importance of distinguishing these varieties when
scientific articles are published with the species.
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