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RESUMO

Cancer € uma patologia que ocasiona crescimento desordenado de células. As
células se multiplicam por meio de um processo continuo e natural. Grande parte
das células cresce, possuem seu ciclo de vida e morrem de maneira ordenada. O
crescimento de células cancerosas se da diferente das normais, estas ao invés de
morrerem crescem de maneira incontrolavel. A espécie Momordica charantia L.
pertence a familia Cucurbitaceae. No Brasil € conhecida popularmente como: meldo
de S&o Caetano - fruta de cobra, momoérdica, erva de S&o Vicente, maravilha,
meldozinho, dentre outros. E originaria da Africa, sendo classificada como mondica é
uma planta trepadeira, que possui flores amarelas isoladas. Os extratos de
Momordica charantia L. tém sido amplamente utilizados em pesquisas cientificas, e
alguns estudos ja identificaram fitoquimicos com propriedades importantes no
tratamento de inimeras doencas e patologias. Assim o presente trabalho teve como
objetivo desenvolver forma farmacéutica a base do extrato seco liofilizado dos frutos
da Mormodica charantia L. para o tratamento antitumoral. Os extratos vegetais foram
preparados com o método de maceracao. Para isso, foram executadas atividades de
caracterizacao fisico-quimica da espécie vegetal, solucdo extrativa e o extrato seco
a partir do fruto, este por sua vez liofilizado, subsequentemente foi realizado
desenvolvimento de solucao oral e submetido ao teste de controle de qualidade para
forma farmacéutica apresentada. A solucdo extrativa e extrato seco apresentaram
valores de caracterizacdo conforme o compéndio — Farmacopeia Brasileira, 5°
edicdo, 2019. A formulacdo atendeu aos critérios previamente estabelecidos. A
solucédo oral é uma forma farmacéutica de baixo custo, o0 que a torna como uma

alternativa futura no tratamento antitumoral.

Palavras-chave: Mormodica charantia L; Antitumoral; Fitoterapia, Farmaco
antineoplasico; Controle de qualidade; Amostragem.



ABSTRACT

Cancer is a pathology that causes disordered cell growth. The cells multiply through
a continuous and natural process. Most of the cells grow, have their life cycle and die
in an orderly manner. The growth of cancer cells is different from normal ones,
instead of dying they grow uncontrollably. The species Momordica charantia L.
belongs to the family Cucurbitaceae. In Brazil it is popularly known as: Sdo Caetano
melon - snake fruit, momordica, Sao Vicente herb, wonder, melon, among others. It
is originally from eastern India and southern China, being classified as monoecious is
a climbing plant, which has isolated yellow flowers. Momordica charantia L. extracts
have been widely used in scientific research, and some studies have already
identified phytochemicals with important properties in the treatment of numerous
diseases and pathologies. Therefore, the present work aimed to develop a
pharmaceutical form based on the lyophilized dry extract of the fruits of Mormodica
charantia for antitumor treatment. Vegetable extracts were prepared using the
maceration method. For this, physical-chemical characterization of the plant species,
extractive solution and the dry extract from the fruit were carried out, this in turn
lyophilized, subsequently development of an oral solution from the dry extract and
subjected to the control test. quality for the pharmaceutical form presented. The
extractive solution and dry extract showed characterization values according to the
compendium - Brazilian Pharmacopeia, 5th edition. The formulation met the
previously established criteria. The oral solution is a low-cost pharmaceutical form,

which makes it as a future alternative in anti-tumor treatment.

Keywords: Oral solution; Antitumor; Phytotherapy; Antineoplastic drug;
Quality control; Sampling.
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1 INTRODUCAO

Toda espécie vegetal utilizada com fins curativos e terapéuticos recebe a
denominacédo de planta medicinal, cultivada ou nao (World Health Organization,
2018).

Segundo Souza; Tesser (2017), medicina tradicional contempla um grande
grupo de préticas, e conhecimento com base em culturas antigas. Houve grande
crescimento nos Ultimos anos na implantacdo desta préatica ao sistema de saude.

De acordo com BHATTARAM et al., (2002), é viavel que nossos ancestrais
adquiriram conhecimento a respeito da terapéutica de espécies vegetais
predominantes no periodo Neolitico.

O emprego das plantas medicinais sempre esteve relacionado com o
misticismo e com a religido. Em funcéo disso, acreditava-se que a semelhanca da
planta com os érgdos afetados era uma indicacdo de que tal planta poderia ser
empregada com finalidade medicinal (LIMA, 2016).

No Brasil, o uso de plantas medicinais ocorre desde a época do seu
descobrimento, quando aqui ja residiam os indios. Os jesuitas aperfeicoaram o uso
das plantas medicinais, bem como escreveram um livro, Colecdo de Receitas. Até o
século XVIII, ele era componente do cédigo farmacéutico brasileiro (ALVES, 2010).

O Brasil detém grande parcela da biodiversidade mundial, em torno de 15% a
20%, com destaque para as plantas superiores, nas quais detém aproximadamente
24% da biodiversidade. Possuimos muitos recursos vegetais, nossa diversidade
proporciona tratamentos auxiliares, bem como terapéuticas alternativas para o
tratamento de doengas (BRASIL, 2016).

De acordo com SAMPAIO et al. (2014), é crescente a busca e
desenvolvimento de novas drogas terapéuticas provenientes de plantas. Ha
necessidade de pesquisas inovadoras de carater exploratdrio, que contemple toda
nossa biodiversidade.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou em 2016 uma
resolucdo da diretoria colegiada a qual cita os registros e notificagbes de
medicamentos fitoterapicos, além desta, existem portarias que contemplam o

assunto.
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Houve implantacdo no sistema publico de salude do RENISUS (Relacéo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS), este contempla e categoriza a
utilizacao de plantas medicinais como terapéutica a populacdo (RENISUS, 2009).

Segundo XU; CHANG, 2007 o meldo de Sdo Caetano é rico em compostos
fendlicos, em evidencia os seus frutos, podendo atuar na prevencdo de
carcinogenese. Sabe-se que os radicais livres condicionam o desenvolvimento da
doenca, logo, a Mormdica charantia L. por meio de seus compostos auxilia na
retirada dos radicais livres presentes resultando em baixo dano tecidual.

Assim, o presente trabalho tem por objetivo a avaliacdo farmacoldgica do
extrato seco liofilizado a partir dos frutos com sua respectiva semente, parte
vermelha contida no interior; para obtencdo de compostos fendlicos, realizacdo de
perfil fitoquimico, avaliacdo de sua toxicidade e atividade antitumoral, bem como
elaboracdo de forma farmacéutica liqguida — solugéo oral, a partir do extrato seco
liofilizado.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliacao farmacol6gica de Mormodica charantia L. a partir do uso popular e

desenvolvimento de solucéo oral.

1.1.2 Objetivo Especifico

- Obter, liofilizar e caracterizacdo do material vegetal a base de Mormodica charantia
L.;

- Realizar e caracterizar a solucdo extrativa seca liofilizada a base de Mormodica
charantia L.;

- Realizar testes de citotoxicidade aguda do extrato seco liofilizado a base de
Mormodica charantia L.;

- Obter a forma farmacéutica — solucéo oral & base de Mormodica charantia L;

- Avaliar os efeitos da atividade antitumoral Testagem na linhagem celular -

Carcinoma de Ehrlich;
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- Realizar o controle de qualidade fisico quimico da solucdo oral & base de

Mormodica charantia L.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PLANTAS MEDICINAIS, FITOTERAPIA E USO POPULAR

De acordo com REZENDE; COCCO, (2002) o uso de fitoterapia € pratica
comum desde o incio da humanidade, as civilizagbes mais antigas usavam plantas
com frequéncia, visto que ndo existiam medicamentos sintéticos e comercializaveis.
Foi notado que algumas plantas possuiam citotoxicidade, umas maiores e outros
menores; comumente, estas eram utilizadas no combate a doencas e assim podiam
revelar potencial curativo, ainda que incertas e sem detalhamento de estudos.

As informacgBes adquiridas pelo uso popular, empirico, tornaram-se valido,
sendo reproduzidas de maneira verbal as varias geracdes, ap0s esse periodo, 0s
conhecimentos comegaram a ser escritos e catalogados (ALVES, 2010).

O Brasil, rico em plantas, que possuem efeitos medicinais, estes, verificados a
partir da colonizacdo e repassados através da vinda dos jesuitas que efetivaram
trabalho junto as culturas dominantes: indios, portugueses e africanos (ALVES,
2010).

E comum o uso de plantas, mas cabe ao usuario medir seus potenciais
efeitos, bem como finalidade. As plantas possuem substancias quimicas com efeitos
farmacoldgicos diversos, estes podem se comportar de variadas maneiras em nosso
organismo (LIMA, 2018).

Segundo a EMBRAPA, 2004, os compostos moleculares das plantas em
muitos casos séo desconhecidos, e envolvem as mais variadas interacgoes.

Ha necessidade de pesquisas que contemplem os mais variados tipos de
plantas e terapéuticas, bem como associem 0 uso seguro dos compostos (LIMA,
2019).

No Brasil, as plantas nativas ganharam melhor conformidade quando foram
implantadas no RENISUS. Em 2009 a Mormodica charantia L. passou a integrar a
listagem (SAMPAIO, 2014).

Na RDC n°® 26 de 2014, a ANVISA aprova e regulamenta o registro de
medicamentos fitoterapicos, bem como os define como sendo medicamentos que
provem de plantas com caracteristicas medicinais e curativas, estes podem ser
obtidos por métodos extrativos, podendo ser achados como: chas, infusdes, 6leos,

exsudato, sucos, geleias e outros.
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A estratégia de incorporacdo de plantas medicinais e suas aplicacfes sao
importantes, visto que auxiliam na melhoria da saude publica e acesso a informacéo,
partindo do principio da integralidade (SILVA, 2018).

Seu uso frequente caracteriza as sua diversificada acao de eficacia, utilizada
para doencgas reumaticas, hepatite, lesées cutaneas, parasitoses, e antitumoral.
Pode ser utilizada em toda sua estrutura, mas principalmente as folhas, seguido de
seus frutos. A populacdo costuma fazer preparos diversos, desde solucgdes,
lambedores, infusbes, cataplasmas e até azeite. A folha pode ser utilizada para
chas, este, no entanto pode ser utilizada utilizada em outras doencgas tais como:
diabetes, constipacdo, regulagem uterina (menstruacdo), parasitas intestinais,
prurido (NEPOMOCENO, PIETROBON, 2018).

A sua atividade antitumoral ainda é pouco conhecida, mas possui grande
poder inibitorio para apoptose de células cancerigenas (SILVA, 2018).

Abaixo, no quadro 1, um breve resumo da aplicacdo atual da Mormodica

charantia L. pela populagéo.

Quadro 1 - Aplicacdo da Mormodica charantia L. pela populacéo

Tratamento de Hemorroidas Tratamento de Furunculos Reumatismo
Tratamento de diabetes Cicatrizacéo da pele Prurido
Regulagem do fluxo menstrual ~ Tratamento de tumores e leucemias Ulceras

Fonte: Elaborado pelo autor

2.2 MORMODICA CHARANTIA L.

2.2.1 Descricao Geografica

A Mormodica charantia L., Cucurbitaceae, de origem africana, planta
monoica, trepadeira. A planta adaptou-se ao clima do nosso pais, sendo encontrada
em diversas regifes, possui adaptacao facil e simples cultivo (RIBEIRO, 2016;
NEPOMOCENO, PIETROBON, 2018).

Pode ser encontrado no oeste Africano, Caribe, area Amazodnica, bem como
areas rurais e urbanas (CORDEIRO, 2010).
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2.2.2 Aspectos Botanicos

A Mormodica charantia L, pertence a familia Cucurbitaceae. Possui varios
nomes em nossa regido, sendo conhecido tradicionalmente como Meldozinho,
Meldo de S&o Caetano, Erva de S&o Vicente, Fruto de cobra. E comum em nosso
clima, é uma planta trepadeira e de caracteristicas marcantes (NEPOMOCENO,
PIETROBON, 2018).

Podem apresentar 3 a 4 metros de extensdo, gavinhas simples, flores
solitarias e unissexuais, com cor amarelada (EMBRAPA, 2004).

Possuem folhas membranosas, pilosas lobadas e lisas, seu nome Mordica
remete a mordida, devido as suas folhas mordidas. Seus frutos sdo oblongos e
guando maduro pode atingir até 15 cm de cumprimento, sua textura € espinhosa, e
pendente as suas folhas. Os frutos possuem coloragédo esverdeada e amarelada
quando maduros, com sementes achatadas em tom avermelhado. Sua polpa é doce
(sementes), mas a capsula que o envolve é amargo (NEPOMOCENO, PIETROBON,
2018; RIBEIRO, 2016; SILVA, 2018).

Todas as partes sdo comumentemente utilizadas com potencial terapéutico.

Figura 1 — Mormodica charantia L.

Fonte: http://www.klimanaturali.org/2013/09/0-melaozinho-e-de-origem-asiatica.html
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2.2.3 Composicao Fitoquimica

A planta possui diversas espécies de metabdlitos, estes com mecanismos
ativos; segundo BRACA et al., (2008) é comum encontrar: saponinas, glicosideos,
flavonoides, alcaloides, tritepernos, proteinas, esteroides e 6leos essenciais.

A mormodiciana € comum nas folhas e ramos, além de possuir saponina e
acido oleandlico. Os frutos séo ricos em esteroides e carotenoides, e sua semente
possui alfa-tricosantina (LIMA, 2018; SILVA, 2018).

Na Figura 2 € encontrada a estrutura quimica da mormodiciana, que pode ser
encontrada em até trés tipos.

Figura 2 — Mormodiciana |, Il e 1l

Fonte: LIMA, 2018.

De acordo com WENG et. al (2013) isolaram um cucurbitano (DMC) da
planta, este mostrou efeito inibidor de apoptose para o céncer tipo Mama. Esse
mecanismo de ativacdo é caracterizado atravées do receptor proliferador de
peroxissoma (PPAR).

Outras substancias sofreram isolamento para caracterizacdo, ndo apenas do
fruto, mas de toda sua extensdo. Foram encontrados além dos compostos ja citados,
estes: momorcharinas, mormodicilina, momordicinas, momordicinina, mormodol,
charantia, charina, cucurbitinas, diosgenina, alguns acidos como: acido oleico, acido

oxalico, acido oleanoleico (LIMA, 2018).
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As mais variadas formas extrativas, alcoolicas, hidroalcoolica, aquoso;
mostram resultados positivos para caracterizagdo de grupos quimicos que podem
ser encontrados nas folhas, caule, frutos. Ha presenca de flavonoides, saponinas,
taninos, alcaloides, catequinas, flavonas. A regido e coleta podem influenciar na

concentracédo dos compostos presentes na planta (LIMA, 2018).

2.2.4 Propriedades Farmacolégicas

A Mormodica charantia L. € uma planta que podemos encontrar em
abundancia em nosso pais. E utilizada devido sua capacidade farmacolégica no
tratamento adjuvante e/ou principal de patologias, estas descritas no quadro 1 do
item 2.2.1.

As diversas ac¢Oes tém sido documentadas em artigos por todo mundo, bem
como a procura pela planta aumentou consideravelmente na comunidade cientifica
(LIMA, 2018).

As substancias proteicas presentes no fruto, conhecidas como a e B —
momorcharinas foram relatadas com atividade antiviral (KUMAR et. al., 2010).

Segundo SILVA (2018) foram utilizados peptidio (BG4) contido nos frutos da
Mormodica charantia L., este, no entanto, com atividade inibitéria de tripsina. Quanto
ao BG4, a inibicdo da tripsina causa citotoxicidade de células cancerigenas, testadas
para cancer de célon. O BG4 consegue inibir a proliferacdo celular de células
maliganas no célon, e auxiliando no mecanismo de apoptose celular.

Os extratos obtidos através das suas folhas e frutos s&o utilizados no
tratamento de feridas, pruridos, cicatriza¢do, conseguindo resgatar os radicais livres
e possui acdo antioxidante (GROVER, 2004).

A espécie pode ser utilizada no combate a pragas do solo, de acordo com
ALMEIDA et. al. (2013) a M. charantia L. mostrou efeito benéfico quando aplicada a
infestacdo de insetos em lavouras de milho; devido a sua composicdo possuir
compostos secundarios, categoricamente em seus frutos; garante que o milho
adquira uma espécie de pelicula que o protege e impede a entrada de insetos. O
vegetal possui efeito antidiabético, e todas as partes da planta sdo utilizadas em
diversas formas farmacéuticas para tal.

TAN et. al. (2008) relata que a presenca do glicosidio esteriodal, charantinas,

sao peptidios semelhantes a insulina; a maior concentracdo esta no fruto quando
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maduro. Tais componentes possuem caracteriticas muito semelhantes ao horménio
insulina, esta por sua vez tem agéao hipoglicemiante.

As atividades antimicrobianas e antifingicas também ganham destaque, as
folhnas podem ser utilizadas em forma de extrato para inibicdo de crescimento de
bactérias e fungos como: Staphylococcus aureus e Candida albicans (PONZI et al.,
2010, LIMA, 2018, SILVA, 2018).

De acordo com TORRES et. al., 2002 as diversas partes da planta possuem
substancias bioativas com capacidade diversa de atuacdo. Em perfil farmacolégico

sdo vistos alcaloides, flavonoides, saponinas, 6leos, compostos fendlicos e outros.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA VEGETAL

Os frutos de Mormodica charantia L. foram coletados no dia 25 de setembro
de 2018, na zona da mata pernambucana, na area rural do municipio de Carpina.
Com coodernada geogréfica: Latitude: -7.84594, Longitude: -35.2549 7° 50' 45" Sul,
35° 15' 18" Oeste, respectivamente. A exsicata foi executada e identificada pelo
Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), no qual foi gerado numero de
identificagdo e registro 92379.

A secagem foi realizada em temperatura ambiente, depois colocado em
estufa de secagem a 45°C por 5 dias para obtencédo do extrato seco. O material foi
preparado, separando os frutos das folhas sobressalentes, bem como excluindo os
frutos verdes, para este trabalho foram considerados apenas os frutos maduros.
Apos, foram lavados e deixados a temperatura ambiente, antes de incorporados na

estufa de secagem. Os frutos foram pesados antes de depois da entrada na estufa.

Figura 3 — Identificacédo botanica pelo IPA (Instituto Agronémico de Pernambuco).

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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3.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO DOS FRUTOS DE
Mormodica charantia L.

3.2.1 Extrato Seco do Fruto de Mormodica charantia L.

A solucéo extrativa dos frutos de Mormodica charantia L. foi realizada através
da maceracdo simples durante um dia com agua, e filtrada em papel. Os frutos
foram inteiros. O solvente foi extraido com auxilio de um liofilizador. O calculo e a
percentagem de extrato seco obtido a partir dos frutos maduros com sementes. O
liofilizador utilizado foi LIOTOP (L101), com o auxilio do LAPON - industria
farmacéutica de Pernambuco. Para liofilizagdo efetiva tais parametros foram
utilizados: temperatura de -55° C e tempo de secagem de aproximadamente de 5

dias.

3.2.2 Determinagdo da Umidade Residual

Através da gravimetria, foram pesados 2,5 g do extrato seco liofilizado dos
frutos maduros da M. charantia L., depois de transferidos para pesa-filtros
dessecados sob mesmas condi¢des que ficariam os filtros e colocados em estufa até
105 °C por 2 horas. Os pesa filtros ficaram em dessecador para estabilizacdo de
temperatura, apés pesados (FARMACOPEIA BRASILEIRA 6° ED., 2019).

3.2.3 Triagem Fitoquimica

A fitoquimica € responsavel pela caracterizacdo de compostos, avaliacdo e
investigacdo de metabolitos primarios e secundarios atuantes nas espécies vegetais
(RODRIGUES et. al., 2010).

As estrututas mais complexas sdo denominadas como metabolitos
secundarios, possuem baixo peso molecular, e atividade marcante, os primarios em
grande maioria sdo de baixas concentracdes em alguns grupos botanicos (LIMA,
2018).

A cromatografia € empregada como forma complementar e direta de
caracterizagcdo do material vegetal e reconhecimento de seus compostos. Pode ser
CCD (Cromatografia em camada delgada) e CLAE (Cromatografia liquida de alta
eficiéncia) (RIBANI et. al., 2004).
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O compéndio oficial brasileiro — Farmacopeia, em sua 62 edicao descreve 0
método no capitulo 5.2.17 a cromatografia de camada delgada, empregada neste
estudo para identificacdo dos metabolitos contidos no extrato seco de M. charantia
L. Realizou-se pesquisa de flavonoides, alcaloides, taninos, cumarinas, terpenos,
esteroides e Oleos, constituintes de interesse do estudo, estes, relacionados com a
atividade antitumoral da planta. Os compostos mais especificos alfa-triconsantina

nao foi de possivel deteccao.

3.2.4 Toxicidade Aguda (DL50)

Para a Dose letal média — DL 50 foram utilizados o protocolo da OECD
423:2001 (Organisation for Economic Cooperation And Development) com
aprovacdo do comité de ética em experimentacdo animal da UFPE -
23076.004188/2019-03. Utilizou-se dose de 2000 mg/kg em camundongos da raca
albinos (Mus musculus), até 65 dias (idade), com pesos respectivos de até 35 g. Os
animais eram pertencentes ao Biotério localizado no Departamento de Antibioticos
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco.

Os animais utilizados foram mantidos em condicbes diferenciadas, sob
controle de agua, racéo, iluminacdo com ciclos de claro e escuro, e temtemperatura
até 22° C. As gaiolas lavadas diariamente para melhor controle e higiene dos
animais.

Os grupos previamente escolhidos e nomeados em G1 (Grupo controle) e G2
(Grupo tratado) permanceram em condi¢des de jejum total por 12 horas, grupo
controle (G1), este receberam agua 1 mL/100 g do peso do animal), grupo tratado
(G2) recebeu o extrato dos frutos de M. charantia diluido me agua destilada. O
método de doseamento aplicado foi a Gavagem, sendo executado por via oral em
dose unica (2000 mg/Kg).

Os animais dos grupos G1 e G2 ficaram confinados para andlise de
movimentos excitatorios e inibitérios, foram colocados em superficie clara, em sala
com boa luminosidade para avaliacdo de 2 horas. A analise prévia, comportamental
verificada através destes movimentos é baseada nos estudos de Malone (1977).

Durante 14 dias ininterruptos, os animais foram observados, peso dos animais

e consumo de agua e racdo, bem como analise comportamental.
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Ao final do periodo de observagdo, os animais foram anestesiados e
submetidos a retirado material biolégicos (sangue), por meio de puncao
intracardiaca, eutasaniados e necropsiados, onde foi realizada a retirada dos 6rgaos
(figado, baco, rins e pulmédo). O sangue obtido foi utilizado para realizacdo de
andlises hematolégicas. Os 6rgédos retirados foram pesados, lavados e fixados em
formaldeido a 10% durante 24 horas, e posteriormente lavados com agua destilada
e processados em concentracdes crescentes de alcool (70%, 80%, 90% e 100%),
imbuidos em parafina e corados pela técnica de hematoxicilina-eosina (HE) para

analise histologica subsequente.

3.2.5 Atividade Antitumoral

Para este procedimento foram retirados fragmentos tumorais do Carcinoma
de Ehrlich (cerca de 3 mm de diametro) dos animais doadores e implantados
animais receptores (regido axilar) (STOCK et al., 1955). ApGs 48 horas teve inicio o
tratamento com duragéo de 7 dias. Os animais foram divididos em grupos com n=6.
O grupo controle negativo recebeu solucéo salina 0,9%, o grupo controle positivo
cisplatina 10mg/ml e os grupos tratados, diferentes doses de 100 mg/mL e 200
mg/mL. ApOs o0s tratamentos, os animais foram pesados, anestesiados e as
amostras de sangue serdo coletadas por puncédo cardiaca. Apés coleta o material foi
distribuido em dois tubos para andlise hematolégica.

Apbs esse processo, 0os tumores foram excisados, pesados e a percentagem
de inibicdo tumoral calculada de acordo com a equacédo: TWI%= C-T.100/C, onde
TWI%= porcentagem de inibicdo do tumor, C= peso médio do grupo controle,

T=Peso médio do grupo teste.

3.3 OBTENQAO DE FORMA FARMACEUTICA A BASE DO EXTRATO SECO DO
FRUTO INTEIRO DE Mormodica charantia L.

3.3.1 Solucéao oral a base de Mormodica charantia L.

Foram executados 3 lotes de bancada (LB) contendo 0,300 g de massa do
extrato seco do fruto inteiros da Mormodica charantia L, descritos na tabela 1, os
valores estdo expressos em percentagem (%). Os lotes de bancada foram

calculados para frascos de 10 mL. N&o houve alteragdo do insumo farmacéutico
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ativo. Os lotes em bancada seguiram para camara de estabilidade ETHIK (420-
CLDTS) com faixa de temperatura de 20° a 60° e umidade de até 90%; a fim da
verificacdo e do comportamento da férmula. A estabilidade é reconhecida na RDC
318 de 2018, a qual dispbe os tipos, sendo acelerado e longa duracdo, podendo

permanecer em camara por até 2 anos corridos.

Tabela 1 — Lotes fabricados a partir do extrato seco de Mormodica charantia L. para
solucéo oral

Componentes LB1(%) LBIlI (%) LBl (%)
Extrato Seco de Mormodica charantia L. 2,5 2,5 2,5
Acido benzoico (conservante) 0,65 0,65 0,65
Esséncia de laranja (flavorizante) 0,15 0,15 0,15
Agua P.U (purificada) g.s.p g.s.p g.s.p
Total 100 100 100

Fonte: Proprio autor

No desenvolvimento da solucao oral, o extrato foi dissolvido em agua, e apés
completa dissolucéo acrescida dos excipientes citados acima (Tabela 1). A solucéo
ndo conteve acucares e/ou edulcorantes, a fim de contemplar pacientes com
hiperglicemia. A solucdo foi completada com agua, e homegenizada em
homogenizador de bancada, Biobase (BK-HG160).

Ao final, a solugéo foi colocada em frascos hermeticamente fechados com

tampa rosqueavel, com volume final de 10 mL.

3.4 CONTROLE DE QUALIDADE FISICO QUIMICO DA SOLUCAO ORAL A BASE
DOS FRUTOS DE Mormodica charantia L.

A forma farmacéutica escolhida foi a solucdo oral através do controle de
qualidade fisico quimico seguindo o preconizado em compéndio oficial -

Farmacopeia Brasileira, 62 edigdo.
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3.4.1 Caracteristicas organolépticas

A andlise consistiu em cor, odor, e sabor, baseados na formula final, descrita

no item 3.3.1.

3.4.2 Derterminacao de densidade

Foi seguido o preconizado na Farmacopeia Brasileira, 62 edi¢cdo, 2019,
volume I. Onde enquandrou-se a densidade de massa da substancia sendo a razéo
de sua massa por volume. Foi utilizado picnbmetro previamente calibrado, com
capacidade de 5 mL. A amostra foi transferida, utilizando a temperatura recomenda
de 20° C, sendo assim pesada em balanca calibrada. O peso da amostra foi
calculado através da diferenca do picndmetro cheio e vazio, através da massa
liquida da amostra e massa da agua foi obtida a densidade relativa.

3.4.3 Determinacéao de pH

Foi seguido o preconizado na Farmacopeia Brasileira, 62 edi¢cdo, 2019,
volume |. Para determinacdo do pH, foi utilizado aparelho potenciométrico, pHmetro
previamente calibrado, modelo AZ - 86505, com faixa de 0,00 a 14,00 e precisdo de
pH de + 2.

A amostra foi colocada em bécker de 5 mL e levada a bancada para
determinacao do seu pH, apos ligado o aparelho, espera-se até 3 min para completa

leitura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO EXTRATO SECO DO FRUTO DE
Mormodica charantia L.

4.1.1 Obtencéo do extrato seco

Para obtencdo do extrato, foram coletados 10 kg da matéria prima, para o
nosso estudo utilizou-se apenas os frutos maduros com sementes. Os frutos
verdosos foram descartados. ApOs a coleta, foi executada a retirada dos frutos e
lavagem em agua purifica, os frutos foram novamente pesados, totalizando assim 8
Kg de amostra, sendo retirados 0s que nao seriam viaveis ao processo.

Subsequentemente foi efetuado o processo de secagem em estufa de
secagem calibrada modelo Quimis — Q317M32, a temperatura utilizada foi de 160° C
por 5 dias, ao final do processo foi retirado, o que rendeu 6,5 Kg. A partir dos frutos
secos foi confeccionado o extrato, foi pesado 42,59 g do fruto seco em um cadinho
tarado, e acrescidos de 8,930 mL de &gua purificada, sofreu maceracéo e filtracéo,
sendo colocado em aliquotas para analise fitoquimica e posterior liofilizacao.

O extrato apresentou caracteristicas macroscopicas tais como: liquido apos
macerado com sementes bem quebradas, coloracdo amarela e odor caracteristico
da matéria prima.

Na maceragdo aconteceu em um dia, o material botanico foi fragmentado,
bem como, mantivemos o contato direto com o solvente em determinadas condi¢des
como temperatura, tempo, com agitagdo ou ndo. O processo realizou-se em
condi¢cBes dinamicas.

Para liofilizacao efetiva tais parametros foram utilizados: temperatura de -55°
C e tempo de secagem de aproximadamente de 5 dias.

4.1.2 Determinagdo da Umidade Residual

O valor obtido da perda por dessecacdo dos frutos com sementes da
Mormodica charantia L. foi de 9,87 + 0,235, estes limites ndo sédo apresentados na
farmacopeia brasileira 62 edicdo, a planta ndo € contemplada no segundo
suplemento publicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
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De acordo SHARAPIN, (2000) determinar a umidade relativa pelo processo
de perda por dessecacdo auxilia o controle de qualidade microbiolégico, sendo
avaliada sua conservacao, quando ha quantidades altas de agua é comum viabilizar
o crescimento de fungos e bactérias.

Na literatura ndo foram encontrados estudos que abordassem a andlise. Vale
ressaltar que o tempo de colheita, bem como solo, e sua sazonalidade interferem

diretamente na espécie.

4.1.3 Caracteristicas Organolépticas

Foi verificada cor, odor, sabor da solucdo, onde apresentou: cor amarelo-
dourado, odor caracteristico da planta, sabor adocicado.

Os frutos quando coletados maduros, e possui tracos doces, 0 que
caracteriza o sabor adocicado (LIMA, 2018).

4.1.4 Determinacao de densidade relativa

O extrato bruto apresentou densidade de 1,056 g/mL. Durante pesquisa
exploratéria ndo foram verificados dados para confrontar com o apresentado, €
sabido que a densidade assimilou-se a da agua, sabendo que ele € um extrato

agquoso.

4.1.5 Determinacéao de pH

O extrato bruto apresentou carater acido, e apresentou valor de 4,67 + 0,02,
sendo utilizado como um parametro para cacterizar o extrato. A planta em sua
composicao possui alto nivel de vitamina C, segundo tabela 2 representada abaixo.
Da familia curcunbitaceas, o meldo de sdo Caetano apresenta o maior nivel de
vitamina C (NEPOMOCENO, PIETROBON, 2018). Apresenta fator benéfico ao
tratamento do cancer, pois a vitamina C auxilia na reducdo de radical livre;
compromete o bom funcionamento celular, acarretando na manifestdo de células
cancerigenas (SILVA, 2018).
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Tabela 2 — Composigéo nutricional da Mormodica charantia L. em fruto maduro.

Elementos Quantidades

Agua 87 a 90.0 g.

Lipidios 109

Proteinas 159
Fibras 15¢g
Célcio 20.0 mg
Ferro 1.8 mg

Vitamina C 96.0 mg

Fonte: NEPOMOCENO, PIETROBON, 2018.

4.1.6 Triagem fitoquimica

Foi realizado pelo laboratério de Cromatografia, do Departamento de
Antibidticos no Centro de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de
Pernambuco. A triagem foi executada em aliquotas de 10 pL do extrato dos frutos e
sementes de M. charantia L. Foram analisados por base na Cromatografia de
Camada Delgada (CCD), dispondo-se em placas de silica como a fase estacionaria.
As placas cromatogréficas, eluidas em cubas saturadas de acetato de etila/hexano.
Houve revelacao das placas através de lampadas UV (ultravioleta).

O estudo utilizou os frutos com sementes, mostrando a presenca dos
metabdlitos como: acido ascérbico e acido carboxilicos (acidos graxos): &cido
pentadecanoico, acido palmitico, Acido tetradecanoico, &cido tridecanodico, acido
oléico, acido cis-vacénico, acido estearico, acido oleandlico, acido oleico, acido
oxalico, pentadecanos, peptideos, gepsogenina, goiaglicosideos.

O método extrativo contribui para o rendimento satisfatorio ou insatisfatério,
sendo destacado que h& diminuicdo no tamanho das particulas encontradas no
produto de estudo.

De acordo com VASCONCELOS et al. (2005) relata que o potencial dos
solventes estar interligado aos tecidos do material de origem (extracdo do vegetal),

quanto menor a particula mais dificultosa a penetracdo. O presente trabalho utilizou
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a maceragdao como fonte extrativa, foi verificado que nao houve rendimento
consideravel de metabolitos; LIMA, (2018) utilizou a turbolise, além da ultrassom, por
ser mais sensivel, através de ondas sonoras aumentam a permeabilidade do
solvente; como método, 0 mesmo mostrou rendimento favoravel as folhas, o material
de estudo, no entanto foram utilizados frutos com sementes.

O método escolhido baseia-se no compéndio oficial, Farmacopeia, 62 ed.
2019, a maceracdo € descrita como um processo ao qual a droga vegetal é
diminuida e diluida a solvente de arraste, deixando o preparado em repouso, com ou
sem agitacdo, e tem por fim a extracdo dos compostos. A maceracgéo contribui no
arraste de compostos secundarios.

Além do método, outros fatores contribuem no arraste o solvente e sua
polaridade, os componentes da M. charantia L., extrato aquoso; LIMA, (2018) utilizou
solvente hidroalcoolico para maceracao, mostrando arraste dos metabdlitos citados,
além de compostos especificos.

A fase movel, foi executada utilizando 50:50 v/v para o extrato aquoso. Nao
foram identificadas substancias isoladas, como: momorcharinas, momordenol,
momordicilina, momordicinas, momordicinina, momordina, momordolol,
momorcharasideos, charantina.

Os resultados cromatogréaficos podem ser visualizados na figura 4 e 5
caracterizando a presenca de 6leos esenciais e comuns nos frutos e sementes da

M. charantia L.
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Figura 4 — Cromatografia de Camada delgada (CCD) do extrato dos frutos inteiros
da M. charantia L. e identificacdo de seus compostos.
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Figura 5 — Cromatografia de Camada delgada (CCD) do extrato dos frutos e
sementes da M. charantia L. e identificacdo de seus compostos.
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Foi administrado dose de 2000 mg/Kg, os primeiros 30 minutos foram

visualizados sinais clinicos, expressos na tabela abaixo. Os animais foram

verificados por 2 horas.

Tabela 3 — Ac¢des comportamentais apés administracdo da dose Unica de 2000
mg/Kg do extrato seco de M. charantia para avaliacdo da toxicidade aguda. (-)
Auséncia; (+) Presenca leve; (++) Presenca moderada; (+++) Presenca Acentuada.

Sistema Nervoso Central
(Estimulantes)

Hiperatividade ++
Diurese aumentada +
Piloerecao +
Erecao de cauda ++
Postura em garra +++
Sistema Nervoso Central

(Depressores)

Defecacao +
Distenséo abdominal +
Reacéo de fuga ++
Espamos musculares +
Comportamentos habituais

(outros)

Autolimpeza ++
Obito 0

Fonte: Dados da pesquisa.

+++

+++

++

++

+++

++

+++

A tabela 3 demonstra que o sistema nervoso central obteve mais estimulos,

agressividade, hiperatividade, o aumento de diurese caracteriza o sistema nervoso

autbnomo. Nao houve 6bito dentre os grupos. Abaixo, a tabela 4 descreve o ganho
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de peso e consumo de agua durante os 14 dias de avaliagéo.

Tabela 4 — Ensaio de toxicidade aguda - Consumo de agua/racdo e ganho de peso
dos animais tratado com extrato seco de M. charantia L

Grupo Peso Peso final Agua Racao
inicial (9) (consumo) (consumo)
(9)

Grupo 1 (controle) 30+2 31,52 50+2,5 20£2,5

2000mg/kg 30+2 30+1,8 48+3,5 18+2,3

Fonte: Dados da pesquisa

E possivel notar que os animais tratados ndo sofreram alteracdes de peso,
bem como consumos de agua e ragdo; ou seja, 0 extrato seco nao foi capaz de
alterar seus padrdes fisiologicos. Ndo ha diferencas entre o tratado e o controle.

A toxicidade aguda é uma pratica comum, capaz de identificar e classificar
compostos e substancias que possam vir alterar ou causar danos; sdo administradas
altas doses do extrato desejado para estudo. A toxicidade comumentemente oferta
seguranca, bem como institui parametros para utilizacdo a satde humana.

Verificamos auséncia de reacbes comportamentais nos grupos tratados
quando administrados doses de 2000 kg/mL, os sinais clinicos ndo foram decorridos
da administracdo do extrato e sim de sinais vitais caracteristicos dos préprios
animais.

A concentracdo estudada neste trabalho demonstrou seguranca, o extrato
aguoso de M. charantia L. ndo apresentou toxicidade quando administrado por via
oral em dose Unica, 0 que contribui de maneira benéfica para o seu uso popular.
Achados que estdo conforme os encontrados no trabalho de LIMA, (2018) no qual
nao detectou sinais de tocixidade aos animais investigados.

Apés as observacbes realizadas durante 14 dias, os animais formam
eutasaniados e foram retirados: figado, baco, rins e pulméo, para avaliacédo
histologica, ndo sendo verificadas alterac6es microscépicas nos referidos 6rgéos,

conforme figuras abaixo.
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Figura 6 — Cortes histolégicos, com aumento de 100x, dos figados do grupo tratado,
a esquerda, e do grupo controle, a direita. Hepatoécitos uninucleados com morfologia
conservada, hepatdcitos préximos as veias centro-lobulares. Sem presenca de
infiltrado inflamatorio ou goticulas de gordura, indicativos de lesdo ou esteatose
hepatica. Coloracao hematoxilina-eosina.

Fonte: Dados da pesquisa

Figura 7 — Cortes histolégicos visualizados em microscépio 6ptico com aumento de
100x, regido cortical dos rins do grupo tratado, a esquerda, e do grupo controle, a
direita. Morfologia preservada proximo as veias renais, tibulos proximais e distais e
alca de Henle. Coloragdo hematoxilina-eosina.

Fonte: Dados da pesquisa
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4.1.8 Atividade Antitumoral

Os resultados foram caracterizados através do extrato seco liofilizado da M.
charantia L.. A testagem ocorreu segundo metodologia aplicada no item 3.2.5.
Foram verificados por 7 dias em dose de 200 mg/Kg, frente ao tratamento tradicional
com a Cisplatina agente antineoplasico, desempenhando papel em varias tipologias
de céncer. Os animais foram divididos em trés grupos: G1 — Controle negativo
(Solucéo salina), G2 (Controle positivo — Cisplatina 2,5 mg/kg), G3 (Tratado — 100-
200 mg/kg) do extrato seco de M. charantia L.). Ap6s o final da semana, os animais
foram verificados, quanto ao tamanho do tumor e calculados a inibicao frente a dose
administrada do extrato de M. charantia L; foram verificados pesos dos 6rgaos
figado, baco, rins e pulméo; os pesos se mantiveram em padrdo normal. A inibicdo
tumoral foi calculada baseada na formulacédo: TW%= C-Tx100/C, a relacdo de T/C
devera corresponder a 50%, sendo considerada atividade significativa do extrato em
questdao (GERAN et. al. 1972). Os resultados estdo apresentados na tabela 5 -
Resultados da Testagem na linhagem celular - Antitumoral Carcinoma de Ebhrlich.
Vale salientar que no sétimo dia de administracdo da droga, houve remisséo total do
tumor.

Tabela 5 — Resultados da Testagem na linhagem celular - Antitumoral Carcinoma de
Ehrlich dos animais tratado com extrato seco de M. charantia L, remissao (TW%) de
52% do tumor na espécie; sendo resultado expressivo quando relacionado controle
e tratado.

Grupos Dose (mg/Kg) Massa TW%
tumoral () (%)
G1 - Extrato M. 100 mg/kG 29, 1935 78%
charantia
G2 - Soro - 31, 1355 0%
fisiolégico
G3 - Cisplatina 2,5 mg/Kg 35, 6341 87,9%
G4- Extrato M. 200 mg/Kg 27, 8636 81,8%
charantia

Fonte: Dados da pesquisa

Frente a Cisplatina, farmaco convencional; a solucdo oral de M. charantia L.

apresentou atividade antitumoral de 81,8% (TW%), o que nos leva a considerar sua
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importancia diante terapias usais, ndo possuindo este, efeitos colaterais, bem como

sendo de baixo custo.

4.2 OBTEN(;AO DE FORMA FARMACEUTICA A BASE DO EXTRATO
SECO DO FRUTO INTEIRO DE Mormodica charantia L.

4.2.1 Desenvolvimento de solucdo oral a base do extrato seco de
Mormodica charantia L.

Foram desenvolvidos 3 lotes de bancada contendo 0,300 g de massa
do extrato seco do fruto com semente da Mormodica charantia L. Os animais
receberam dose de 200 mg/kg, apos, foi calculado a dose para seres
humanos baseados no principio da RDC 26/2014 — ANVISA, sendo
estabelecida dose de 1,59 a cada 70 kg ao dia.

O volume final da solucdo por embalagem foi de 10 mL. N&o houve
alteracdo do insumo farmacéutico ativo, nenhum demonstrou problemas
quanto a solubilidade, todos apresentaram sabor adocicado, porém o lote de
bancada LB (lll) apresentou melhor palatacdo quanto a dogura apresentada

pelo fruto. A composicéao final podera ser verificada na tabela 6.

Tabela 6 — Solugdo oral a base de M. charantia L — lote 11l para 100 mL.

Componentes (%) g
Extrato Seco de Mormodica charantia L. 2,5 2,5
Acido benzoico (conservante) 0,65 0,65
Esséncia de laranja (flavorizante) 0,15 0,15
Agua P.U (purificada) g.s.p 96,7 mL

Fonte: Dados da pesquisa

4.2.1.1 Controle de qualidade fisico quimico da solucdo oral de Mormodica
charantia L.

Abaixo, a tabela 7 demonstra os resultados encontrados do controle de

qualidade dos lotes fabricados da solugao oral de M. charantia L.
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Tabela 7 Controle de qualidade fisico quimico dos lotes fabricados a base de M.
charantia L. para solucgéo oral.

Parametros Especificacbes Resultados

Caracteristicas Cor, odor e sabor Coloragéo amarela dourado,

Organolépticas odor caracteristico da planta
e sabor adocicado.

Densidade Semelhante a da agua 1,080 g/mL

pH Acido 5,08

Fonte: Dados da pesquisa

As especificagbes como: cor, odor e sabor estdo diretamente interligados a
matéria prima. A solucdo oral manteve-se com as mesmas caracteristicas
organolépticas, ndo sendo esta alterada por adicdo dos excipientes, bem como o pH
acido; porém a densidade sofreu uma discreta variacdo devido a inclusdo dos
excipientes.

N&o houve parametros bibliograficos para densidade e pH, a Farmacopeia
Brasileira 62 ed. ndo contempla a planta em seu segundo volume, os resultados
encontrados foram baseados nos ensaios realizados no decorrer da pesquisa. As
metodologias aplicadas basearam-se no compéndio oficial, Farmacopéia Brasileia 6°
ed. vol 01.
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5 CONCLUSAO

O extrato seco obtido apresentou caracteristicas macroscopicas como:
coloracdo amarela-dourado e odor caracteristico da matéria prima de sabor
adocicado.

Na andlise cromatografica: &cido ascorbico e &cido carboxilicos (&cidos
graxos): acido pentadecanoico, acido palmitico, Acido tetradecanoico, &cido
tridecandico, acido oléico, acido cis-vacénico, acido estearico, acido oleandlico,
acido oleico, &cido oxalico, pentadecanos, peptideos, gepsogenina, goiaglicosideos.
No estudo da toxicidade aguda foram verificadas com a dose de 2.000mg/kg
reacdes comportamentais de hiperatividade e aumento de diurese o que caracteriza
efeitos sistema nervos. N&o houve 6bito no decorrer do ensaio.

A formulagéo utilizada para o tratamento dos animais portadores do tumor
Carcinoma de Ehrlich além de verificarmos auséncia de efeitos colaterais, também
apresentou inibicdo da massa tumoral de 81,8% o que é considerado significativo,
inclusive com melhora da dinamica dos animais. A formulacdo do extrato apresentou
uma eficicia terapéutica segura, isenta de efeitos colaterais para uso em longo
prazo. Os resultados apresentado da solucdo de Momordica charantia L. para
atividade antineoplasica mostrou eficacia e auséncia de efeitos colaterais com
tecnologia inovadora e inédita como produto acabado e perspectiva de aquisicao

para a Industria Farmacéutica.

5.1 PERSPECTIVAS

- Prosseguir com os estudos de estabilidade de longa duracdo e acelerada,
conforme RE 01 de 2005, preconizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA);

- Testar outras formas farmacéuticas: comprimido, capsulas;

- Realizar triagem fitoquimica com maior precisdo, a fim de caracterizar substancias
isoladas da matéria prima vegetal,

- Aumentar as doses de verificagdo da atividade antitumoral;

- Realizar atividade antitumoral em outros tipos de tumores In vitro;

- Realizar ensaios pré-clinicos e clinicos, para futuro registro junto a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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