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Produtos naturais de Momordica charantia L. como moduladores da resisténcia de Escherichia coli a
farmacos antimicrobianos
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RESUMO: Obijetivou-se avaliar o potencial de produtos naturais da Momordica charantia L. como agente
antibacteriano e modulador da resisténcia de cepas de Escherichia coli a diferentes antibi6ticos. O extrato etandlico foi
obtido a partir da maceracdo das folhas secas. As cepas multirresistentes utilizadas foram a E. coli 35 e E. coli 208. A
concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicdo em placas de 96 cavidades.
Percebeu-se que, o extrato vegetal ndo apresentou efeito inibitorio frente as cepas testadas (CIM > 1000 pg mL™1). Nos
ensaios de modulacdo frente a E. coli 35 observou-se reducéo significativa da CIM da Amoxicilina (99,2 para 50,0 pg
mL™1). Nos ensaios com E. coli 208 a associa¢do do extrato com os diferentes antimicrobianos, verificou-se que houve
reducdo da CIM da Amoxicilina (396,8 para 250,0 ug mL™ ') e Gentamicina (62,5 para 39,3 pg mL™ 1), enquanto a
associacdo com a Vancomicina ndo apresentou diferenca significativa. Futuros estudos sdo necessarios para identificar
quais componentes do extrato foi responséavel por tal acdo, assim como 0s mecanismos envolvidos.
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Natural products of Momordica charantia L. as modulators of Escherichia coli resistance to antimicrobial
drugs

ABSTRACT: The objective was to evaluate the potential of natural products of Momordica charantia L. as antibacterial
agent and modulator of the resistance of strains of Escherichia coli to different antibiotics. The ethanolic extract was
obtained from the maceration of dry leaves. In the microbiological tests the multi-resistant strains E. coli 35 and E. coli
208 were used. The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the 96-well plate microdilution
method. It was observed that the plant extract had no inhibitory effect against the strains tested (MIC> 1000 pg mL™).
In the modulating assays against E. coli 35 a significant MIC reduction of Amoxicillin was observed (99.2 for 50.0 ug
mL™). In the assays with E. coli 208 the association of the extract with the different antimicrobials, it was verified that
there was reduction of Amoxicillin (396.8 to 250.0 pg mL™) and Gentamicin MIC (62.5 to 39.3 ug mL™), while the
association with VVancomycin did not present a significant difference. Future studies are needed to identify which
components of the extract were responsible for such action, as well as the mechanisms involved.
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INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibidticos é terapéuticas dos vegetais é cumulativo as suas

apontada como um grande problema de saude
publica que preocupa a sociedade atual e se agrava
em virtude do uso inadequado e/ou indiscriminado
destes agentes (TENOVER, 2006).

Considerando que o desenvolvimento de novas
drogas antimicrobianas ndo acompanha a evolucao
da resisténcia, as cepas bacterianas resistentes a
multiplas classes de antimicrobianos, ocasionam
uma limitacdo das opg¢des de tratamento, o que
mostra a necessidade de intensificar os esforgos para
a busca de novas terapias. Dessa forma, pesquisas
gue buscam novos compostos com atividade
antimicrobiana ou que visem diminuir essa
resisténcia tem ganhado destaque ao longo dos anos
(HEMAISWARYA, KRUTHIVENTI, DOBLE,
2008).

O uso de plantas medicinais no tratamento de
doengas vem ocorrendo desde as primeiras
civilizagBes. O conhecimento sobre as propriedades

aplicagdes e tem sobrevivido ao longo do tempo e
sido difundido através das geracdes até a atualidade
(BONIL, BUENO, 2014). Percebe-se um aumento
no reconhecimento pelas informagdes potenciais,
que 0 conhecimento tradicional  possui,
especialmente em pesquisas que buscam a partir das
plantas medicinais identificar seus constituintes
quimicos e seu potencial farmacoldgico
(ELISABETSKY, SOUZA, 2004).

Estima-se que, existam cerca de 250.000 espécies
de plantas no mundo, no entanto, a grande maioria
delas tem suas propriedades e compostos quimicos
desconhecidos (FOGLIO et al.,, 2006), podendo
existir alternativas para a resisténcia microbiana.

Além da atividade antimicrobiana, tem-se
observado que alguns metabdlitos secundarios
vegetais tem a capacidade de modificar os
mecanismos de resisténcia bacterianos e resultados
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promissores tém sido observados (CHAVES et al.,
2016, 2018).

Dentre as espécies vegetais de uso medicinal,
pode-se destacar Momordica charantia L., uma
trepadeira pertencente a familia Cucurbitaceae
cresce em areas tropicais da América do Sul e
Central, Asia e Leste da Africa, sendo intensamente
utilizado nos sistemas médicos locais (GROVER,
IADAV, 2004).

Todas as suas partes apresentam sabor amargo e
sdo indicados para o tratamento de algumas
afeccdes, como: Inflamacg6es hepaticas, problema de
pele, tosse, diabetes, infeccbes parasitérias
(ALBUQUERQUE et al., 2007; ASSIS et al., 2015).

Estudos fitoquimicos revelaram a presenca de
diversos compostos ativos, como alcaloides,
saponinas, glicosideos, triterpenos, proteinas e
esteroides (RAMAN, LAU, 1996). Experimentos
farmacolégicos confirmaram que M. chatantia
apresenta atividade antidiabética (KAR et al., 2003),
Antiulcerogénica (GURBUZ et al, 2000),
Antibacteriana (KHAN, OMOLOSO, 1998), dentre
outras.

O estudo teve como objetivo avaliar in vitro o
potencial do extrato de M. charantia como agente
antibacteriano e modulador da resisténcia de cepas
de Escherichia coli a antibiéticos de diferentes
classes.

MATERIAL E METODOS

As folhas de M. charantia L., foram coletadas na
zona rural de Bom Jesus, Sul do estado do Piaui,
Brasil (09° 04' 26" S, 44° 21' 32" O). As folhas
coletadas foram dessecadas em estufa de circulacdo
de ar em temperatura de 40 °C, e posteriormente
trituradas. ApOs esta etapa, 200 gramas da planta
foram submetidos ao processo de extragdo por
maceragdo com 1000 mL de etanol absoluto por
cinco dias a temperatura ambiente (25+ 3 °C). Apos
a filtragem, o extrato foi concentrado em evaporador
rotativo a 40 °C, obtendo-se 0 extrato etanélico de
Momordica charantia (EEMc).

As cepas multirresistentes utilizadas foram as E.
coli 35, produtoras de [-lactamase (resistente a
antibioticos B—lactamicos) e a E. coli 208, resistente
a gentamicina, sulfametoxazol-trimetropim,
cefalexina, ampicilina, ciprofloxacino, ampicilina e
cefamicina. As cepas foram mantidas em tubos
inclinados de Agar Mueller-Hinton, sendo, antes dos
ensaios, cultivadas a 37 °C por 24 horas, em placas
com 0 mesmo meio de cultura.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada pelo método de microdiluicdo em
placas de 96 cavidades (CLSI, 2012), usando caldo
Mueller-Hinton. Colénias dos microrganismos
foram suspensas em solucdo salina 0,9%, até

atingirem a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da
escala de Mac-Farland.

Foram realizadas diluicGes seriadas do extrato em
um intervalo de concentragdes entre 1000 e 3,9 ug
mL™. A solucido de DMSO a 10%, utilizada para
diluir os extratos foi utilizada como controle
negativo. Posteriormente, as placas foram incubadas
a 37 = 1°C, durante 24 horas. O crescimento
bacteriano foi indicado pela adicdo de 20 uL de
solugdo aquosa de resazurina a 0,01%, com nova
incubagdo a 37 °C = 1 °C, durante 2 horas. Os
ensaios foram realizados em triplicata.

A avaliagdo dos extratos como moduladores da
resisténcia antimicrobiana foi realizada de acordo
com Coutinho et al. (2013). A CIM dos antibiéticos
foi determinada na presenca e na auséncia dos
extratos em concentragdes subinibitoria (125 pg mL
1. Realizou-se também, analise de variancia (Anova
twoway), seguida pelo pés-teste de Bonferroni,
utilizando o software Graphpad Prism 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir dos resultados obtidos ap6s anélise
microbioldgica, pbde-se perceber que o extrato
vegetal da M. charantia L. ndo teve efeito inibitorio
frente as cepas multirresistentes de E. coli testadas
(CIM > 1000 pg mL™1). Em contraste, Costa et al.
(2010) observaram em suas analises que o extrato
etandlico e fragcbes de M. charantia apresentaram
atividade inibitéria frente a cepas padrdo e
multirresistente de E. coli, com valores de CIM
variando entre 32 e 512 ug mL" & A divergéncia
nesses resultados pode ser explicada pela diferenca
nas condicbes ambientais as quais as plantas
coletadas nos dois estudos estavam submetidas, o
que influencia diretamente na composigdo quimica e
concentracdo  dos  metabolitos  secundarios
(CHAVES et al., 2013), além do perfil fenotipico de
resisténcia das cepas bacterianas.

A associacdo de extratos de plantas com
caracteristicas medicinais junto a antimicrobianos,
pode atuar potencializando a capacidade de inibicéo
de um antimicrobiano sintético, ou potencializando
os efeitos deste sobre o0 microrganismo
(HEMAISWARYA et al., 2008).

Nos ensaios em que houve a associacdo do
extrato da espécie M. charantia L. com os diferentes
antibidticos (Figura 1) junto a E. coli 35 observou-se
uma reducdo significativa da CIM apenas para
Amoxicilina (99,2 para 50,0 pug mL?). Com a
Gentamicina e Vancomicina 0 extrato ndo
apresentou efeito significativo na CIM.
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Figura 1: Atividade moduladora do extrato vegetal da Momordica
charantia L., frente a resisténcia de Escherichia coli 35 sobre
antibidticos. *** - Diferenca estatisticamente significativa
(P<0,01); ns — diferenga estatisticamente ndo significativa
(P>0,05); AMOX — Amoxicilina; GEN — Gentamicina; VAN —
Vancomicina.

Nos ensaios com E. coli 208 apds a associagao do
extrato de M. charantia L. (Figura 2), com o0s
diferentes antimicrobianos, verificou-se que houve
reducdo da CIM da amoxicilina (396,8 para 250,0
Mg mL1) e gentamicina (62,5 para 39,3 pug mL™),
enquanto que, a associagdo do extrato com a
Vancomicina ndo apresentou diferenca significativa.
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Figura 2: Atividade moduladora do extrato vegetal de
Momordica charantia L., frente a resisténcia de Escherichia coli
208 sobre antibidticos. *** - Diferenga estatisticamente
significativa (P<0,01); ns — diferenca estatisticamente ndo
significativa (P>0,05); AMOX - Amoxicilina, GEN -
Gentamicina; VAN — Vancomicina.

Ha relatos na literatura da associagdo de produtos
naturais extraidos de M. charantia e antimicrobianos
sintéticos. Em estudos realizados por Coutinho et al.,
(2010) o extrato de M. charantia potencializou o
efeito  dos  aminoglicosideos  gentamicina,
canamicina e neomicina em ensaios com cepas de S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA). No estudo
realizado por Costa et al.,, (2010), no qual foi
realizada a associacdo de diferentes extratos e
fracbes de M. charantia e aminoglicosideos, em
muitos casos observou-se efeito sinérgico sobre
cepas de E. coli e S. aureus.

Os melhores resultados deste estudo foram
obtidos a partir da associacdo do extrato com
amoxicilina, que ¢ um antibiotico pB-lactamico. Estes
antimicrobianos atuam ligando-se a proteinas
ligadoras de penicilina (PBP) e inutilizando-as. Estas
proteinas sdo responsdveis pela sintese e
estruturacdo dos peptidoglicanos na  parede
bacteriana e, caso haja sua inativacao, sera formada
uma parede mecanicamente mais fraca que nao
suporta alteracdes na pressdo osmética, o que leva as
bactérias & morte através da lise celular (TENOVER,
2006).

Os mecanismos de resisténcia a estes antibioticos
incluem (1) a substituicio das PBP por outras
proteinas com  menores  afinidades  aos
antimicrobianos; (2) produgdo de enzimas -
lactamases, que rompem o anel B-lactdmico do
antibiotico, inativando-o; e (3) redugdo do acesso do
antibiotico as PBP alvo através de alteracBes de
permeabilidade da membrana bacteriana externa ou
a presenca de bombas de efluxo (LEVY,
MARSHALL, 2004).

Uma estratégia que vem sendo utilizada visando
atenuar este problema é a associacdo de farmacos
com produtos naturais ou sintéticos que tenham a
capacidade de suprimir 0s mecanismos de
resisténcia. A combina¢do de antimicrobianos -
lactimicos e produtos naturais tem apresentado
resultados positivos (FIGUEREDO et al.,, 2013,
2014). A amoxicilina, ao ser associada a produtos
naturais também teve seu efeito potencializado
(CHAVES et al., 2018).

Estudos fitoquimicos realizados com M.
charantia revelaram a presenca de uma gama de
metabolitos secundérios, tais como taninos,
flavonoides, alcaloides, triterpenos e esteroides
(RODRIGUES et al. 2010; COSTA et al., 2010).

Muitos desses compostos apresentam importantes
atividades farmacoldgicas, entre elas, atividade
antimicrobiana. Os taninos podem provocar inibigdo
enzimatica, ruptura da membrana e formar
complexos com a parede celular, interferindo em seu
funcionamento (COWAN, 1999). Alcaloides podem
atuar na inibicdo da sintese de &cidos nucleicos, da
divisdo celular, interferindo na homeostase
bacteriana e comprometer a estrutura das
membranas bacterianas (CUSHNIE et al., 2014).
Flavonoides podem provocar danos & membrana
celular, provocando aberturas e modificando a
permeabilidade, inibicdo da sintese de acidos
nucleicos e inibicdo do metabolismo energético
(CUSHNIE, LAMB, 2011).

Também sdo descritas a combinagdo de alguns
destes produtos e antimicrobianos sintéticos.
Flavonoides apresentaram efeito sinérgico quando
associados a diferentes antimicrobianos p-lactamicos
(FUJITA et al., 2005; EUMKEB et al., 2010). De
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maneira similar, alcaloides apresentaram efeito
sinérgico quando combinados com antimicrobianos
de diferentes classes, como aminoglicosideos, -
lactdmicos e quinolonas (CUSHNIE et al., 2014).

CONCLUSOES

Os ensaios microbiolégicos demonstraram que o
extrato da M. charantia L. ndo inibiu o crescimento
de cepas de E. coli multirresistentes. No entanto, a
associacdo do extrato com antibidticos potencializou
a atividade da Gentamicina sobre E. coli 208 e
especialmente  Amoxicilina sobre as duas cepas
testadas.

Futuros estudos sdo necessarios para esclarecer
guais componentes sdo responsaveis pela atividade
antimicrobiana da M. charantia L. e 0s mecanismos
envolvidos nesse processo.
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