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Resumo

A bovinocultura de leite € um importante setor da economia brasileira. Infelizmente, diversos fatores afetam a
qualidade e a quantidade de leite produzido em unidades leiteiras, dentre eles a mastite. A mastite € uma doenga
caracterizada por inflamagdes nas glandulas mamarias, tendo diversas causas. O controle da mastite é feito a partir de
manejo preventivo e uso de antibidtico intramamério. O uso frequente de antibiGticos pode causar resisténcia,
dificultando tratamentos posteriores. Portanto, estudos de fitoterapicos no controle da mastite vem se tornando mais
frequente e com resultados promissores. Diversas plantas e extratos naturais ja foram testados no controle da mastite.
A planta estudada em questdo é chamada de Momordica charantia L., conhecida popularmente como meldo de S&o
Caetano. Tal planta ja demostrou indmeros efeitos medicinais para diferentes finalidades. O objetivo deste trabalho
consiste em analisar o potencial imunomodulador de Momordica charantia sobre células de leite de vacas mastiticas.
Foram coletadas 20 amostras de leite, sendo dez de vacas sadias e dez de vacas com mastite clinica. Posteriormente,
foram realizadas analises quanto a viabilidade celular, liberagdo de anion superoxido, dosagem da enzima superéxido
dismutase, fagocitose e atividade microbicida. Nas amostras que continham extrato observou-se uma diminui¢do do
anion superoxido e da enzima superoxido dismutase provavelmente devido ao mecanismo de escape das bactérias, e
um aumento na atividade microbicida e na fagocitose sugerindo que o extrato de Momordica charantia seja um
potencial imunomodulador contra a mastite bovina.

Palavras-chave: Mastite; Meldo de Sdo Caetano; Staphylococcus aureus.
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Abstract

Milk cattle farming is one of the main pillars of the Brazilian economy. Unfortunately, several factors affect the
quality and quantity of milk produced in a milk units, among them a mastitis. Mastitis is a disease characterized by
inflammation in the mammary glands, having several causes. The control of mastitis is done from preventive handling
and with the use of intramammary antibiotic. Frequent use of antibiotics can cause resistance, making subsequent
treatments difficult. Therefore, the study of phytotherapics in the control of mastitis has become more frequent and
with promising results. Several plants and natural extracts have already been tested in mastitis control. The studied
plant in question is called Momordica charantia, popularly known as Meldo de Sdo Caetano. This plant has
demonstrated numerous medicinal effects for different purposes. This work aims to analyze the immunomodulatory
potential of Momordica charantia on milk cells of mastitic cows. Twenty samples of cow's milk were collected, ten of
which were healthy cows and ten cows with clinical mastitis. Subsequently, cell viability analysis, superoxide anion
release, superoxide dismutase enzyme dosage, phagocytosis and microbicidal activity were performed. In samples
containing extract a decrease in superoxide anion and superoxide dismutase enzyme was probably due to the escape
mechanism of bacteria, and an increase in microbicidal activity and phagocytosis suggesting that the extract of
Momordica charantia is an immunomodulatory potential against mastitis bovine.

Keywords: Mastitis; St Caetano melon; Staphylococcus aureus.

Resumen

La ganaderia lechera es uno de los principales pilares de la economia brasilefia. Desafortunadamente, varios factores
afectan la calidad y cantidad de leche producida en las lecherias, incluida la mastitis. La mastitis es una enfermedad
caracterizada por la inflamacion de las glandulas mamarias, que tiene varias causas. El control de la mastitis se basa
en el manejo preventivo y el uso de antibidticos intramamarios. El uso frecuente de antibidticos puede causar
resistencia, lo que dificulta el tratamiento posterior. Por lo tanto, los estudios de medicamentos a base de hierbas para
el control de la mastitis son cada vez mas frecuentes y con resultados prometedores. Ya se han probado varias plantas
y extractos naturales para controlar la mastitis. La planta estudiada en cuestion se llama Momordica charantia,
conocida popularmente como Mel&o de S&o Caetano. Tal planta ya ha mostrado numerosos efectos medicinales para
diferentes propdsitos. El objetivo de este trabajo es analizar el potencial inmunomodulador de Momordica charantia
en células de la leche de vacas con mastitis. Se recolectaron veinte muestras de leche, diez de vacas sanas y diez de
vacas con mastitis clinica. Posteriormente, se realizaron analisis de viabilidad celular, liberacion de anién superoxido,
dosificacion de la enzima superéxido dismutasa, fagocitosis y actividad microbicida. Las muestras que contienen
extracto mostraron una disminucion en el anidn superoxido y la enzima superéxido dismutasa, probablemente debido
al mecanismo de escape de las bacterias, y un aumento en la actividad microbicida y fagocitosis, lo que sugiere que el
extracto de Momordica charantia es un potencial inmunomodulador contra la mastitis bovina.

Palabras clave: Mastitis; Meldn Sdo Caetano; Staphylococcus aureus.

1. Introducéo

Atualmente o agronegdcio do leite ocupa uma posi¢do de destaque na economia do pais e com grande expectativa
para continuar crescendo nos proximos anos e com indices maiores que os alcangados em anos posteriores (Silva et al., 2017).
De acordo com a Pesquisa Trimestral do Leite (IBGE, 2020), a aquisicdo de leite cru feita pelos estabelecimentos que atuam
sob algum tipo de inspecdo sanitéria (federal, estadual ou municipal), no 4° trimestre de 2020, foi de 6,71 bilhdes de litros. O
valor correspondeu a um aumento de 0,6% em comparagdo ao volume registrado no 4o trimestre de 2019 e incremento de
4,1% em comparacdo ao obtido no trimestre imediatamente anterior.

Embora relevante, a producdo de leite brasileira ainda sofre perdas econdmicas significativas por diversos fatores,
entre esses, 0s casos de mastite clinica, em que ha sintomas inflamatdrios na glandula mamaria e subclinica, em que ndo ha
inflamagdo da glandula mamaria, que quando passa desapercebida reflete em queda de produtividade. Estes quadros de mastite
geram prejuizos tanto na quantidade quanto na qualidade do leite, e consequentemente na producéo dos derivados lacteos. A
mastite pode ser classificada em contagiosa: quando microrganismos contagiosos tém perfil de transmissdo entre vacas, pois a
glandula maméria é o principal reservatdrio desse patdgeno, e ambiental: quando a transmissdo ocorre a partir do ambiente da
vaca (principal reservatorio de patdgenos ambientais) para a glandula mamaria.

As provaveis fontes de infeccdo sdo os patdgenos existentes nas maos dos ordenadores, nas teteiras das ordenhadeiras e 0s

patdgenos existentes no ambiente (Costa, 2010).
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O controle da mastite se baseia em trés principios: manejo preventivo, ou seja, evitar que o animal entre em contato
com o patogeno, aumento da resisténcia imunoldgica e uso de antibiéticos (Brasil, 2012). Nos Ultimos anos o interesse no uso
de produtos de origem natural se tornou mais constante, sensibilizando cientistas a ter maior dedicacdo no desenvolvimento de
novas drogas com mais eficiéncia e menos toxidade. Nesse sentido os estudos de tratamentos mais naturais para o controle da
mastite também foram estimulados, com o intuito de reduzir residuos de antibidticos no leite destinado ao consumo humano
(Pinto, 2000). Moghadam et al. (2016) afirmam que a ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite é consequéncia da
utilizacdo indiscriminada de farmacos, do desconhecimento técnico e descumprimento do periodo de caréncia das substancias
administradas, da auséncia de cuidados na higienizacdo de equipamentos e utensilios ou até mesmo por meio da adulteracao,
visando prolongar a vida Gtil da matéria-prima.

Atualmente muitos estudos tém evidenciado a atividade antibacteriana in vitro de extratos de plantas sobre patégenos
infecciosos. Neste contexto, Costa (2010), em seu estudo demonstrou o efeito bactericida do extrato das flores de caléndula
sobre Staphylococcus aureus de amostras de leite de vacas com mastite subclinica. Entre as plantas com acdo bactericida, a
Momordica charantia L. (meldo de Sdo Caetano) foi eficaz, inibindo algumas linhagens de patégenos estudadas, entre elas a
Staphylococcus aureus, sugerindo a utilizacdo dessa substancia como meio alternativo de baixo custo no tratamento de
afec¢des bucais, e, assim, justificando seu desenvolvimento tecnolégico farmacéutico (Ponzi et al., 2010). Segundo Grover
(2004) a Momordica charantia esta distribuida em diversas regides tropicais da Asia, América do Sul, América Central e leste
da Africa. A Momordica charantia L. é uma planta tropical da familia das cucurbitaceas, de crescimento réapido, comum em
terrenos abandonados, e sua acdo antimicrobiana sobre o Staphylococcus aureus, o coloca como potencial imunomodulador
para reducdo nos casos de mastite.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial efeito imunomodulador de extrato hidro etanélico de

Momordica charantia L. no controle de mastite bovina.

2. Conjuntura Agropecuaria do Leite no Brasil

Tradicionalmente o Brasil € um grande produtor de leite, ocupando atualmente a quinta posi¢do no ranking de maiores
produtores mundiais de leite e sendo o maior produtor da América do Sul colocando esse produto em um lugar de destaque na
economia do pais (Seab, 2014).

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), de um total de 5.570 municipios 99%
produziram alguma quantidade de leite. Ao todo, foram produzidos 33,6 bilhdes de litros de leite, sendo que mais de 70% da
producdo est4 concentrada nas regifes Sul (37%) e Sudeste (34%). O restante é composto pelo Centro-Oeste (12%), Nordeste
(11%) e Norte (6%).

No ano de 2018 a produtividade aumentou em 4,7% comparada ao ano anterior, chegando a 2.068 kg/vaca/ano
(Carvalho et al., 2020). Entretanto, a produtividade ainda é considerada baixa, quando comparados a paises como Estados
Unidos da América (EUA) (10.457 kg/vaca/ano) e Nova Zelandia (4.237 kg/vaca/ano) (EMBRAPA 2019).

O Brasil possui um grande potencial exportador de lacteos, devido a abundancia dos principais fatores de producéao
(terra, capital, trabalho e tecnologia), e é responsavel por 7% producdo de leite mundial, no entanto ainda é importador de
lacteos (EMBRAPA 2019).

Segundo estudo realizado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA (2019) a producdo de leite
no pais em sua grande maioria, é caracterizada por uma gestao do negécio pouco profissionalizada e com diversos reflexos no
custo de producdo. Sinais disso estdo na baixa produtividade dos fatores de produgdo, como vacas, mao-de-obra e capital

investido; estrutura fragmentada e baixa escala de producéo.
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Atualmente a cadeia produtiva do leite vem se modificando no Brasil, nota-se que os consumidores estdo se tornando
mais exigentes em relacdo aos produtos que consomem, além do interesse de exportacdo requerer uma melhor tecnificagdo e
investimento no setor leiteiro para melhorar a qualidade do leite (Oecd, 2015). Neste sentido, a fim de garantir produtos de
melhor qualidade, desde 2007 entrou em vigor, em todas as regiGes do Brasil, a Instru¢do Normativa n® 51 (Brasil 2002),
atualmente substituida pela IN 62/2011 que dentre outros pontos determina novas normas para producao, identidade, qualidade
e transporte do leite a granel (Brasil 2011).

Dessa forma a sanidade do rebanho representa um dos pilares de sustentacdo da producdo de leite de qualidade, pois
uma grande produtividade s6 pode ser obtida se cada um dos animais que compdem o rebanho estiver em um apropriado
estado sanitario (Costa, 2010). Mendes et al. (2021) instituiram um plano de acdo em dez fazendas leiteiras da regido Sul do
Brasil, que produziam leite de baixa qualidade, e monitorar as mudancas na qualidade e no ganho econémico, durante um ano.
Pontos criticos foram identificados e um plano de ago baseado em boas praticas agricolas e controle da mastite foi instituido,
melhorando a qualidade do leite e, com isso, reduziu o descarte do leite no meio ambiente e aumentou a rentabilidade das
propriedades estudadas.

No entanto, apesar das medidas implantadas no Brasil, assim como toda grande cadeia de produgéo existem ainda
diversos fatores que s@o capazes de gerar perdas, na bovinocultura de leite por exemplo, as principais perdas sdo decorrentes de

uma doenga chamada de mastite que representa cerca de 12 a 15% de perdas na producéo (Embrapa, 2010).

2.1 A Mastite Bovina

A mastite é considerada uma das doencas mais importantes da cadeia leiteira do ponto de vista econémico.
Caracteriza-se como uma inflamacdo da glandula mamaria causada normalmente por bactérias que invadem o Ubere e se
multiplicam (Goncalves, 2012) acarretando modificagdo da composi¢cdo do leite in natura com aumento da contagem de
células somaticas. O alto indice de células somaticas no leite decorre principalmente do aumento de neutréfilos e constitui-se
como o principal parametro utilizado para avaliar a sanidade do tecido mamario infeccionado (Lazzari et al., 2014).

Quanto a forma de manifestagdo podemos classifica-la de duas formas, a mastite clinica, que sdo 0s casos em que
existem sinais evidentes, como edema, dor e endurecimento da glandula mamaria, aumento da temperatura, formacao de
grumos ou pus no leite. Em casos mais graves, 0 animal pode apresentar perda de apetite, febre, perda de um ou mais quartos
mamarios e obito (Cunha et al., 2016). A outra forma de manifestacdo é a mastite subclinica, caracterizada por alteragdes na
composi¢do do leite, como o aumento na Contagem das Células Somaticas (CCS) e nos teores de Cloro e Sodio, além da
diminuic8o dos teores da lactose e gordura do leite (Santos et al., 2015).

Apesar de ndo ser possivel diagnostica-la visualmente, a mastite subclinica caracteriza-se pelo aumento acentuado de
células imunoldgicas e de descamacdo do epitélio, o que possibilita a detec¢do dessa afecgdo por métodos indiretos, como a
contagem de células sométicas. Essa ferramenta é importante no diagndstico da mastite subclinica, sendo aceita
internacionalmente como medida padrdo para monitorar a sanidade da glandula mamaria (Santos et al., 2015). A mastite
também pode ser dividida em mastite contagiosa, provocada normalmente por micro-organismos do género Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. e Mycoplasma spp., e mastite ambiental causada por bactérias coliformes que estdo presentes no ambiente
que as vacas vivem (Gongalves, 2012). A infeccdo por Staphylococcus aureus estd entre a mais relevante. A bactéria em
questdo possui uma alta patogenicidade, trazendo grandes preocupagdes na cadeia produtiva do leite, bem como para a satde
publica.

Na forma contagiosa da doenca 0 momento de maior risco de transmissdo é na hora da ordenha. As bactérias de uma

vaca contaminada podem ser transmitidas para uma vaca sadia através das méos do ordenhador ou de teteiras contaminadas.
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Como estes micro-organismos sdo frequentes nos rebanhos leiteiros, aumenta-se a probabilidade de contaminagéo do leite cru
e consequentemente a elevada produgdo de enterotoxinas, tornando-se um risco em potencial a satde (Teixeira et al., 2017).

Neste cenario, esta doenga oferece diversos riscos a salide publica, pois constitui uma enorme ameaca a saide dos
consumidores devido a veiculagdo de patégenos e suas toxinas, sendo seu tratamento é mais dificil devido a elevada resisténcia
aos antibidticos (Teixeira et al, 2017). Esta resisténcia, principalmente do Staphylococcus aureus aos antibidticos ocorre
devido a mutacgdes de seus genes com 0s genes de outras bactérias e pela alta infectividade de S. aureus associada a fatores de
viruléncia que permitem sua disseminacdo no hospedeiro como a producdo de toxinas e enzimas (Souza, 2010; Marques et al.,
2013). Além disto, outra caracteristica da mastite contagiosa é a grande quantidade de casos subclinicos em relagéo aos casos
clinicos. Ja na mastite ambiental os micro-organismos sdo transmitidos diretamente do ambiente para as glandulas mamarias.
As principais fontes de infecgdo sdo camas orgéanicas contaminadas, currais e piquetes embarrados. Quando comparada a
mastite contagiosa a ambiental caracteriza-se por apresentar maior proporcdo de mastite clinica em relacdo a subclinica.
(Voges et al., 2015).

Segundo a Embrapa 2010, a mastite subclinica é responsavel por cerca de 90 a 95% de todos 0s casos de mastite no
rebanho, sendo sua incidéncia 15 a 40 vezes maior que a forma clinica. A mastite subclinica é a responsavel pelas maiores
perdas do produtor embora sua existéncia quase ndo seja notada em relagéo aos casos clinicos. O impacto causado pela mastite
vai além dos prejuizos econémicos para produtor. O leite levado para os laticinios sofre mudancas na composicao (redugdo em
célcio, fésforo, proteina e gordura, e aumento em sddio e cloro) reduzindo sua qualidade. Além desses prejuizos o antibiotico
usado no tratamento da mastite como vimos € uma preocupacao importante para a indudstria e para a satde publica. O uso de
antibiotico pode deixar residuos no leite que interferem no processo de fabricacdo de alguns lacteos gerando sabores
indesejaveis que reduzem o valor dos produtos. Mesmo a presenca de antibidticos sendo de niveis baixos pode causar
problemas de salde nos consumidores (Tozzetti et al.,, 2008). Desta forma, a presenca de isolados microbianos
multirresistentes no leite bovino e em isolados clinicos mostra a importancia da escolha e a utilizagdo de agentes

antimicrobianos adequados para o tratamento efetivo da mastite (Krewer et al., 2013).

2.2 Uso de plantas medicinais no controle de enfermidades

O uso de plantas medicinais advém do conhecimento empirico, o qual foi adquirido e acumulado durante milénios e
gue é transmitido através da cultura popular (Freitas et al., 2014). No entanto, apesar das plantas medicinais ja fazerem parte da
cultura popular a muito tempo, foi somente nas Ultimas décadas que o interesse pela Fitoterapia teve um aumento consideravel
entre usudrios, pesquisadores e servigos de saide. Segundo a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) 80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de salde e 85% usam plantas medicinais
ou preparagdes destas. Desde entdo, a OMS tem expressado a sua posicao a respeito da necessidade de valorizar a utilizagdo de
plantas medicinais no ambito sanitario e na atencdo bésica a salde (Rosa et al., 2011). Devido ao elevado custo de
medicamentos e da baixa condicdo financeira da maior parte da populacao global, as plantas constituem de importantes aliados
na prevenc¢do e combate a doencas (Freitas et al., 2014). A maior parte dos recursos biol6gicos utilizados para tratamento da
saude nos sistemas médicos tradicionais hoje é obtida a partir de vegetais, utilizados inteiros ou fragmentados (Neto et al.,
2015).

As propriedades medicinais das plantas sdo devidas a presenca de certas substancias quimicas que podem provocar
uma agdo fisiologica no corpo humano. As varias partes da planta, tais como raizes, folhas e frutos contém compostos
bioativos como componentes alcaléideos, 6leos essenciais, péptidos e insaturados, aldeidos de cadeia longa, tornando-os ricos
como fonte de remédio. Além disso, Doughari et al., (2008) indicaram que estes compostos bioativos sdo eficazes contra

agentes patogénicos humanos como bactérias, fungos e virus, o que pode ser excelente significativo em tratamentos
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terapéuticos. A importancia das plantas medicinais tem sido revelada por estudos etnoboténicos realizados em diversas regiGes
brasileiras, abrangendo os biomas como: Mata Atléantica (Costa, 2011), Cerrado (Cunha, 2011), Caatinga (Marinho et al.,
2011), Pantanal (Oliveira et al., 2011) e Amazonia (Coelho-Ferreira, 2009; Costa, 2010; Evangelista et al., 2013). No entanto,
apesar dos varios estudos ja realizados na area, em grande parte dessas regides ainda possuem plantas medicinais indicadas
popularmente, das quais ainda ndo foram realizados nenhum estudo quimico, farmacolégico ou toxicolégico (Almeida, et al.,
2011).

A Momordica charantia L. é uma planta de origem asiatica que foi introduzida no Brasil a partir da Africa,
caracteriza-se como uma planta anual, trepadeira, muito ramificada, com caules muitos ramificados que chegam a atingir de 2
a 3 metros de comprimento (Lorenzi, 2008). Além de ser uma espécie monoica onde a flor apresenta coloragdo amarelo claro e
exalam um odor suave que tende a aumentar durante a manipulacdo. A flor masculina possui pétalas fundidas na base do
receptaculo, cinco estames unidos pelas anteras. Ja a flor feminina € epigina, com longo peciolo além de néo produzir néctar
(Lenzi et al., 2005).

Figura 1 — Foto da planta de Momordica charantia a direita mostrando seu fruto e foto a esquerda mostrando suas flores

monoicas.

Fonte: Internet.

Sua espécie pertencente a familia das cucurbitaceas, onde muitas espécies desta familia sdo comestiveis e reinem
importante valor econdémico alimenticia e farmacoterapéutica no Brasil (Lenzi et al., 2005) especialmente aquelas do género
Cucurbita, Momordica, Fevillea e Sechium. Esta planta silvestre também conhecida como Meldo de Sdo Caetano é comumente
encontrada em areas urbanas e rurais, com grande ocorréncia em todo o territorio brasileiro, pois se trata de uma planta muito
rustica com grande capacidade de adaptacdo (Lorenzi, 2008) sendo conhecida e utilizada por suas propriedades medicinais
sendo indicada para Inflamagfes hepéticas, diabetes, célicas abdominais, problemas de pele, queimaduras com leucorréias
purulentas, furinculos e hemorroidas, triglicerideos, prisdo de ventre, tosse, cicatrizacdo de feridas, infec¢des, Sarampo,
hepatite; febres entre outras (Yeo et al., 2014; Assis et al., 2015).

Toda a planta de Momordica charantia, incluindo a frutas, sementes, folhas e caule possuem valores medicinais e
exercem efeitos terapéuticos como antidiabéticos, antivirais, antioxidantes, atividades anticancerigenas e anti-HIV (Yeo et al.,
2014). Varios estudos tém demostrado que esta planta tem papel no desenvolvimento de uma grande variedade de atividades
farmacoldgicas, como antidiabéticos (Fuangchana et al., 2011), antioxidantes (Rakholiya et al., 2011) atividades
anticancerigenas (Pitchakarn et al., 2012) e antiulcerativa (Grover, 2004). No entanto, embora numerosos estudos foram feitos
em Momordica charantia L., a maioria dos estudos foram feitos para o tratamento do diabetes, enquanto apenas alguns estudos
foram feitos na atividade antimicrobiana (Yeo et al., 2014). Além disto, estudos que relacionam Momordica charantia L. e

mastite bovina sdo pouco existentes, reforgando a importancia de se estudar a capacidade imunomoduladora desse extrato.
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O uso de extratos vegetais de conhecida atividade antimicrobiana pode adquirir significado nos tratamentos
terapéuticos (Eller et al, 2015). Neste caso, o uso da Momordica charantia L. pela a¢do contra o Staphylococcus aureus pode
tornar-se uma opgao natural no controle da mastite. Estes testes sdo ainda mais importantes se considerarmos que as bactérias
causadoras da mastite em bovinos vém adquirindo cada vez mais resisténcia as antibioticoterapias (Lopes et. al., 2013). Na
tentativa de amenizar essas preocupacdes, novos métodos tém sido adotados para controlar a mastite bovina causada por
bactérias e entre estas alternativas estd o uso de extratos extraidos de plantas, que trazem consigo uma complexidade de

elementos e resultados satisfatorios em experimentos (Millezi et al., 2014).

3. Metodologia

A fase experimental da pesquisa foi realizada no Laboratério de Cronoimunomodulacdo e Imunologia da Relagdo
Materno-Infantil pertencente a Universidade Federal de Mato Grosso, Campus Universitario do Araguaia, situado no
municipio de Barra do Garcas — MT, com o intuito de se analisar a capacidade imunomoduladora do extrato de Momordica

charantia L.

3.1 Obtenc¢éo das amostras de leite

As amostras foram coletadas na Fazenda Cristo Rei situada no perimetro rural de Barra do Gargas — MT (latitude 15°
55’ 08"’ Sul e longitude 52° 16° 44”° Oeste e na altitude de 365 metros) tanto na primeira quanto na segunda ordenha do dia .
Foram coletadas amostras de leite de vacas sadias (n = 20) e de leite de vacas mastiticas (n = 20), tais amostras foram
colocadas e tubos Falcon, transportadas e congeladas para posterior andlise.

As amostram foram entdo separadas em 4 grupos sendo 1° o grupo controle com leite hormal coletado das vacas
sadias sem a presenca de extrato (n = 10), 0 2° grupo com leite normal com adi¢do do extrato da planta Momordica Charantia
(n =10), o 3° grupo foi composto por leite de vacas mastiticas sem a presenca do extrato (n = 10) e 4° grupo com leite de vacas

mastiticas e adi¢do do extrato de Momordica Charantia (n = 10).

3.2 Preparacéo do extrato etandlico

A Momordica charantia foi coletada no perimetro urbano de Barra do Garcas — MT (latitude 15° 55 08’ Sul e
longitude 52° 16” 44’ Qeste e na altitude de 365 metros), analisada e reconhecida pelo Laboratorio de Morfologia Vegetal da
Universidade Federal de Mato Grosso — Campus do Araguaia. A partir de entdo foi preparado o extrato etanélico atraves da
maceracdo de todas as partes aéreas da planta. Com o auxilio de um almofariz macerou-se 200g da planta que em seguida foi
colocada em um frasco com 1 litro de alcool absoluto e mantida longe em ambiente escuro por 15 dias. Ao final dos 15 dias

esse extrato foi filtrado, rota-evaporado, levado a estufa por mais trés dias e depois ressuspendido em 10 ml de agua destilada.

3.3 Separacdo de células do leite

As amostras de leite foram retiradas do freezer para descongelar, apds esse periodo foi realizada a separagdo das
populacGes celulares por gradiente de densidade Ficoll-Paque (Pharmacia), durante 40 min a 160G em temperatura ambiente.
O anel enriquecido de fag6citos mononucleares foi retirado e reservado. As células foram entéo lavadas duas vezes em solucdo
salina tamponada (PBS). A seguir foi realizada a contagem em camara de Neubauer, e as concentragBes celulares foram

ajustadas para 2x10¢ células/mL.
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3.4 Dosagem de anion superoxido

Para a verificagdo da ativacdo celular foi analisada a liberacdo de anion superdxido pelos fagécitos, sendo
determinada pela utilizagdo do cromdgeno citocromo C (Sigma, St Louis, MO, USA), segundo 0 método Pick e Mizel (1981)
adaptado por Honorio-Franga et al. (1997). Em presenca do anion superoxido o ferricitocromo C sofre oxidacdo passando a
ferrocitocromo C. Essa mudanca colorimétrica é detectavel em espectrofotémetro com filtro de 550nm.

Apo6s o periodo de incubacdo das solucdes celulares, os tubos foram centrifugados a 160G e o sobrenadante foi
desprezado. As células foram ressuspendidas em PBS glicosado contendo ferricitocromo C (concentracdo de 2mg/mL). Um
controle contendo somente células foi realizado paralelamente para a verificagdo da liberacdo espontanea do anion superéxido.
As suspensdes foram colocadas em placas de cultura celular de 96 pocos, deixando-as em estufa a 37° por uma hora. A leitura
foi feita em espectrofotdbmetro para placas com filtro de 550nm (Thermo Plate TP-Reader). A concentracdo do &nion
superoxido foi calculada segundo o método adaptado de Pick e Mizel (1981), no qual é estabelecida seguinte relacéo:

[O2] = DOx100/6,3 expressos em nmol/ml

onde, [O7] trata-se da concentragdo de anion superoxido e DO é a densidade optica.

3.5 Determinacéo da atividade enzimatica da superoxido dismutase

A determinacdo da atividade enzimética da Cu-Zn superoxido dismutase (CuzZn-SOD) foi realizada no sobrenadante
dos fagdcitos ap6s incubacdo com estimulos por 30 minutos. A anélise foi realizada a partir a partir da inibigéo da reducéo do
azul de nitrotetrazolio (NBT) (Sigma, St Louis, MO, USA) pelo anion superoxido e lidas com espectofotometro a 560 nm
(CROUCH et al., 1981). A enzima catalisa 0 &nion superdxido que é gerado pela adigdo de hidroxilamina em ph alcalino.

Foi entdo adicionado 0,5 ml de mistura cloroférmio-etanol (1:1), 0,5 ml da mistura reativa de NBT e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (1:1.5) e 2,0 ml de tampéo carbonato com hidroxilamina, e incubados em temperatura
ambiente por 15 minutos e apos esse periodo a reacdo foi parada com gelo. A mistura reativa foi utilizada como branco para
calibrar o aparelho e para a analise do padrdo foram utilizados 0,5 ml de uma mistura etandlica (1:4) para a reagdo no lugar da
amostra. A quantidade de enzima foi determinada a partir da seguinte relagdo SOD= (Ab. Padrdo — Ab. Amostra/ Ab. Padréo)
% 100= % de reducdo do NBT/Cu-Zn-SOD. O resultado foi expresso em unidades internacionais (UI) de CuzZn-SOD.

3.6 Avaliacao da fagocitose, atividade microbicida e viabilidade celular

A fagocitose foi avaliada pela técnica de Microscopia de Fluorescéncia laranjado de acridina (Bellinati-Pires et
al.,1989). Apds o periodo de incubagdo, as suspensdes de células e bactérias foi submetida a centrifugagdo por 10 minutos a
160G. O pallet foi corado com 200 pl de acridina Orange na concentracdo de 14,4 mg/ml por 1 minuto, a seguir foi
ressuspendido em PBS. As solucbes foram centrifugadas e lavadas com PBS mais duas vezes, a partir dai foram montadas
Iaminas e realizada a contagem em microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E 2000, Nikon Corporation, Tokyo, Japan).
Os grupos controles descritos anteriormente foram utilizados para a realizacdo de analise da viabilidade dos fagdcitos perante o
extrato e verificacdo da atividade fagocitaria em relacdo a Staphylococcus aureus na auséncia de outros estimulos.

As andlises de viabilidade e fagocitose séo representadas em porcentagem a partir da contagem de 100 células. Para
andlise de viabilidade as células séo classificadas como vivas (verde) e mortas (vermelha) perante a coloragdo diferencial. Para

a andlise de fagocitose as células séo classificadas de acordo com a ocorréncia de fagocitose e de morte intracelular de bactéria.
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3.7 Analise estatistica

Os dados obtidos no experimento foram submetidos ao teste de Andlise de Variancia (ANOVA), em delineamento
experimental inteiramente casualizado, seguido de comparagcBes multiplas pelo teste de Tukey, considerando diferenga
estatistica quando p<0.05.

4. Resultados e Discussdo

A andlise de viabilidade celular foi realizada pelo método de laranja de acridina, observa-se que ndo houve diferencas
significativas entre amostras de leite normal ou mastitico, com ou sem extrato de Momordica charantia L., com valor médio de
94% das células viaveis (Tabela 1). Desse modo, o extrato de Momordica charantia L. ndo alterou a viabilidade dos fagécitos,
confirmando que esta planta ndo tem efeito toxico sobre as células, indicando seguranca dessa planta medicinal como
medicamento. Assim como o extrato de Momordica charantia o extrato de Lippia sidoides ndo interferiu na viabilidade dos

fagécitos, demonstrando que a toxidade permaneceu nos parametros aceitaveis sobre as células (Gonzatti, 2015).

Tabela 1. Valores médios * desvio padrdo do indice de Viabilidade Celular (%) das amostras de leite.

Grupos Viabilidade Celular (%)
Leite Normal 94,2 + 3,59

Leite Normal+Extrato 93,2+ 2,57

Leite Mastitico 94,8 + 3,02

Leite Mastitico+Extrato 94,4 +2,60

Fonte: Autores.

As plantas medicinais sdo objetos de estudos na tentativa de descobrir novas fontes de principios ativos. Estudos vém
demonstrando que a utilizagdo de plantas pode estimular células e atuar como forma alternativa no tratamento de vérias
doencas (Honorio, 1995; Honorio-Franga et al., 2001; Corréa et al., 2006). A estimulagdo celular pode ser observada pela
ativagdo do metabolismo oxidativo com liberagdo de radicais livres. Os efeitos benéficos dos radicais livres no organismo
humano, parecem ser a participacdo nos processos de fagocitose e atividade microbicida, que visam eliminar os agentes
potencialmente patogénicos (Franca et al., 2011).

A eliminacdo de microrganismo apos a fagocitose pode ser mediada por dois mecanismos: metabolismo oxidativo
com producéo de metabdlitos ativos do oxigénio ou liberagio de enzimas lisossdmicas. E importante salientar que a geracéo do
anion superoxido tem papel central e, é a base para a formagdo dos outros radicais. Os métodos de avaliagdo indireta da
atividade dos fagocitos podem ser realizados através da deteccdo de produtos do metabolismo oxidativo como o anion
superdxido (Corréa et al., 2006).

De acordo com resultados obtidos, nota-se que houve uma diminuigdo das concentragBes de anion superoxido pelos
fagocitos no grupo de vacas normais com adicdo do extrato da planta (N+E) e nos grupos de vacas mastite (M) e vacas mastite
com adicdo do extrato da planta (M+E) quando comparado ao grupo de vacas normais sadias (N), como podemos observar na
Figura 2.

O estresse oxidativo ocorre quando a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) excede os mecanismos de
defesa por meio dos antioxidantes do organismo animal (Spears; Weiss, 2008). Assim, o estresse oxidativo pode ocorrer no
organismo a partir de um aumento na producdo de EROS e uma resposta insuficiente ou ineficaz do sistema de defesa
antioxidante, enzimatico ou ndo, ocorrendo devido a caréncia de vitaminas e minerais, processos inflamatdrios exacerbados,

deficiéncias do sistema imune, situacdes de exercicio intenso e condi¢des exdgenas (Baskin et al., 2000). Em baixos niveis, as
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ERO’s podem ser vantajosas para as células, ativando caminhos de sinalizagdo que promovem proliferagdo ou sobrevivéncia
celular, por outro lado, em niveis mais elevados, podem danificar ou destruir células através da oxidagdo de proteinas, lipidios
e 4cidos nucleicos (Gill et al., 2016).

Possenti et al. (2018) observaram reducdo dos niveis dos marcadores oxidativos apds o tratamento com o extrato de
Mentha arvensis L., demonstram uma acdo antioxidante frente aos eritrocitos de bovinos leiteiros, principalmente nas vacas
saudaveis e nas vacas com mastite e sem tratamento prévio com antibiéticos. A busca por terapias alternativas naturais tanto
para a prevencdo como para o tratamento da mastite bovina sdo fundamentais para diminuir o efeito dos radicais livres o que
pode explicar os achados neste estudo.

Em um estudo realizado por Ormonde (2012) observou-se um aumento na produgdo de anion superéxido nas células

de sangue humano moduladas com o extrato de Momordica charantia, contradizendo os resultados encontrados em nossa
pesquisa.

Figura 2. Dosagem de anion superoéxido (O,) das células de leite na presenca de extrato etanolico de Momordica charantia L.
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Legenda. N = Grupo de leite de vacas normais; N + E = Grupo de leite de vacas normais com adicéo de extrato de Momordica charantia; M
= Grupo de leite de vacas Mastiticas; M + E = Grupo de leite de vacas mastiticas com a adi¢do de extrato de Momordica charantia.

A fagocitose é apontada como o melhor mecanismo de defesa contra a infec¢do bacteriana no Gbere bovino, no
entanto, apesar de ser a mais eficiente defesa natural contra infec¢do na glandula mamaria por S. aureus mesmo em condicdes
fisiol6gicas normais, a fagocitose muitas vezes é comprometida devido aos mecanismos de escape que estas bactérias vém
desenvolvendo se tornando resistentes a fagocitose (Bandeira, 2015). Os resultados desta pesquisa mostraram que o extrato de
Momordica Charantia L. foi capaz de aumentar a fagocitose das células quando comparado aos grupos de vacas normais e

vacas mastiticas, apesar de ndo apresentar diferencas significativas (Figura 3).
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Figura 3. indice de Fagocitose (%) das células de leite na presenca do extrato de Momordica charantia L.
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Legenda. N = Leite de vacas normais; N + E = Leite de vacas normais com adicéo de extrato de Momordica charantia; M = Leite de vacas
mastiticas; M + E = Leite de vacas mastiticas com a adi¢éo de extrato de Momordica charantia L.

Figura 4. Diferentes imagens da fagocitose de células de leite em microscopia de fluorescéncia. Barra do Gargas-MT/ 2017.

Letra A: Grupo de Leite de vacas normais com adi¢do de extrato de Momordica charantia.
Letra B: Grupo de Leite de vacas mastiticas com a adicao de extrato de Momordica charantia L.
Letra C: Grupo de Leite de vacas normais.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Em relacéo a atividade microbicida das células, observa-se que tanto as amostras oriundas de vacas mastiticas quanto
0 grupo contendo extrato foram capazes de aumentar a atividade microbicida destas células quando em contato com a bactéria
(Figura 5). O extrato de Momordica Charantia L. demonstrou ser capaz de aumentar a atividade microbicida dos macr6fagos
mostrando-se efetivo para o controle da mastite. As amostras de leite de vacas com mastite também obtiveram um aumento
desta atividade devido provavelmente ao fato de que estas vacas ja serem sensibilizadas contra a bactéria. Segundo Pereira et.
al (2010), o género Staphylococcus € o agente causador de mastites e outras doencas de dificil controle. No estudo realizado
pelos autores o efeito do extrato de Momordica Charantia L. sobre linhagens de Staphylococcus aureus de origem bovina foi
observado que o extrato desta planta apresentou atividade antimicrobiana, corroborando com nossos resultados.

A relevancia do estudo da Momordica Charantia L. como imunomodulador para tratamento ou controle de mastite
bovina esta na possibildade de aumentar as opgdes de extratos naturais com esta finalidade. Costa (2010) ao avaliar o extrato
etandlico das flores de Calendula officinalis verificou atividade antibacteriana sobre Staphylococcus aureus nas concentracdes
de 50 a 0,39 mg mL™ do extrato bruto, verificou-se que as menores concentragdes dos extratos que inibiram o crescimento do

microrganismo.

Figura 5. indice de atividade microbicida (%) das células de leite na presenca do extrato de Momordica charantia.
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Legenda. N = Leite de vacas normais; N + E = Leite de vacas normais com adi¢éo de extrato de Momordica charantia; M = Leite de vacas
Mastiticas; M + E = Leite de vacas mastiticas com a adi¢do de extrato de Momordica charantia.

Dentre os antioxidantes enzimaticos mais analisados, destacam-se as superoxidos dismutases, consideradas como a
primeira forma de defesa antioxidante. (Oliveira, et. al, 2009). No que se refere a sua atividade enzimética observa-se uma
diminuicdo na concentracdo desta enzima nos grupos que tiveram adicdo do extrato da planta (Figura 6). Enzimas

antioxidantes como a superdxido dismutase fazem parte de um mecanismo de defesa que ajuda a proteger as bactérias entéricas
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da toxicidade do oxigénio (Das, 2008). Desta forma o SOD pode ser usada como mecanismo de escape para as bactérias do
género Staphylococcus, por exemplo, por diminuir a concentragdo de anion superoxido liberado pelos fagdcitos, permitindo
assim a sobrevivéncia dentro das células. Em nosso estudo, houve uma diminuicdo na concentracdo de SOD nos grupos de
vacas normais e vacas mastites com adicdo do extrato, mostrando que o extrato de Momordica Charantia L. além de aumentar
a atividade microbicida dos fagocitos ainda sugere uma diminuicdo dos mecanismos de evasdo das bactérias por meio da

diminuicdo das concentracfes de SOD.

Figura 6. Dosagem da enzima superéxido dismutase (CuZn-SOD).
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Legenda. N = Leite de vacas normais; N + E = Leite de vacas normais com adi¢do de extrato de Momordica charantia; M = Leite de vacas
Mastiticas; M + E = Leite de vacas mastiticas com a adi¢do de extrato de Momordica charantia L.

Segundo Grover (2004) o extrato de M. Charantia L. é usado topicamente para o tratamento de feridas, e
internamente, assim como externamente para a eliminagdo de parasitas é usado também como antiviral para o sarampo e a
hepatite, externamente para cicatrizagdo rapida das feridas e internamente para o tratamento de Ulceras pépticas. Em estudos
realizados por Manfrin (2009), que avaliou o efeito do extrato aquoso de M. Charantia sobre Eschechiria coli nas
concentragoes de 10, 25 e 50 mg/L, observou que o resultado foi bastante satisfatdrio no controle deste microrganismo em
todas as concentracOes. Brasileiro, et. al., (2006) avaliaram extratos de 32 espécies de plantas, dentre estas a M. Charantia,
cujo extrato demonstrou atividade contra E. coli.

Foram encontrados na literatura consultada alguns estudos relacionados a atividade antimicrobiana de Momordica
Charantia L. No entanto, quando o objetivo foi avaliar o potencial imunomodulador de plantas medicinais sobre os
microrganismos causadores da mastite bovina percebe-se uma lacuna no conhecimento existente. Em contrapartida, Schuch et
al (2008) produziram solugdes desinfetantes a partir de folhas e talos de Baccharis trimera (nome comum Carqueja),
Eucalyptus ssp. (Eucalipto) e Tagetes minuta (Cravo-de-defunto) para testar sua atividade antibacteriana sobre os
microrganismos causadores da mastite bovina, S. aureus, Streptococcus agalactiae e Pseudomonas aeruginosa e concluiram

que as plantas apresentaram potencial antimicrobiano.
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Silva et al. (2009) relataram que Staphylococcus aureus foram sensiveis a solugdo do extrato Mimosa tenuiflorada
(Jurema preta) e ainda assinalaram que os extratos de plantas sdo utilizados ha muitos anos por varias populag6es em todo o
mundo no tratamento de varias doencas. Estudos realizados por Pereira et al. (2009a; 2009b, 2009c) demonstraram agao
antimicrobiana in vitro de varios extratos de plantas testados sobre S. aureus e S. coagulase negativo isolados de vacas e
bufalas com mastite.

Na Momordica charantia L. os principais metabolitos encontrados sdo: alcaloides, catequinas, esteroides e saponinas
(FONTE??). De acordo com Rodrigues et al. (2010), plantas medicinais que apresentam saponinas na sua COmposi¢ao possuem
normalmente uma capacidade anti-inflamatoria, expectorante e larvicida.

Os resultados dos estudos que testaram a atividade antimicrobiana contra patdgenos dos produtos fitoterapicos
evidenciam que vérias plantas possuem agdo bactericida, mostrando a importancia de se avaliar meios alternativos no

tratamento de infec¢des causadas, principalmente contra microrganismos que apresentam multirresisténcia.

5. Concluséao

O extrato de Momordica charantia L. apresentou pouca toxidade as células, permitindo que estas continuassem
viaveis mesmo em sua presenca do extrato. Na dosagem de anion superdxido notou-se uma reducdo nos grupos com extrato e
com leite mastitico. Verificou-se que o extrato apresentou atividade antibacteriana capaz de diminuir as concentragdes de SOD
e aumentar a atividade microbicida dos fagocitos aumentando a capacidade de fagocitose das células do sistema imunoldgico.
Desta forma, acredita-se que o extrato hidro etandlico de Momordica charantia L. pode ser considerado um potencial

imunomodulador para mastite bovina.
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