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RESUMO

As geo-helmintiases sdo doencas negligenciadas que atingem mais de 1 bilhdo de
pessoas no mundo todo e, no Brasil, cerca de 70% da populacdo em idade escolar,
em gue os casos podem ser ainda mais graves. O tratamento € realizado com o em-
prego de albendazol ou mebendazol, mas o amplo uso e distribuicdo estédo levando a
diminuicao de eficacia e desenvolvimento de resisténcia anti-helmintica. Novos medi-
camentos podem ser desenvolvidos para contornar o problema, com emprego plantas
medicinais. O meldo de Sdo Caetano ou Momordica charantia L., apresenta atividades
medicinais diversas, inclusive a anti-helmintica, demonstrada em literatura. Dessa
forma, o objetivo do trabalho é desenvolver formulacdes pediatricas para o tratamento
de geo-helmintiases empregando Momordica charantia L.. Inicialmente foram obtidas
e caracterizadas as drogas vegetais através de metodologias presentes na Farmaco-
peia Brasileira, sendo os extratos hidroalcoolicos produzidos através de maceracéo
com etanol 70%. Os extratos secos foram obtidos por secagem em estufa e caracte-
rizados quanto a higroscopicidade, solubilidade, perfil térmico e perfil fitoquimico.
Além disso foram quantificados marcadores por CLAE-DAD e desenvolvido e validado
um método colorimétrico para determinacéo de flavonoides totais. O extrato seco foi
utilizado no desenvolvimento de formulagdes apresentadas como xarope para diabé-
ticos e suspensdao, sendo esta submetida a um delineamento experimental. As anali-
ses da droga vegetal apresentaram parametros aceitaveis, como indice de umidade e
estabilidade térmica. Os extratos secos apresentaram alta higroscopicidade, baixa so-
lubilidade, perfil térmico semelhante ao da droga vegetal e presenca de metabdlitos
secundarios de interesse, como taninos, alcaloides e saponinas. O doseamento atra-
vés de CLAE-DAD apresentou baixos valores de isoquercetina e astragalina, mas a
guantificacao de flavonoides totais demonstrou valor superior para a classe. Os xaro-
pes para diabéticos apresentaram sabor desagradavel, enquanto uma das suspen-
s@es apresentou sabor agradavel. A suspensao passou por um processo de otimiza-
cao e a formulacédo escolhida apresentou 6timo sabor, pH de 7,32 e viscosidade de
78,4mPa.s. Dessa forma, a formulacdo desenvolvida apresenta-se como uma possi-
vel alternativa natural, economicamente viavel e promissora para o tratamento de geo-

helmintiases em criancas.

Palavras-chave: helmintiase; pediatria; Momordica charantia; medicamentos fitotera-

picos; tecnologia farmacéutica.



ABSTRACT

Geohelminthiases are neglected diseases that affect more than 1 billion people wor-
ldwide and, in Brazil, about 70% of the school-age population, in which cases can be
even more serious. Treatment is performed with the use of albendazole or meben-
dazole, but the widespread use and distribution are leading to a decrease in efficacy
and the development of anthelmintic resistance. New drugs can be developed to cir-
cumvent the problem, using medicinal plants. The Sdo Caetano melon, or Momor-dica
charantia L., has diverse medicinal activities, including anthelmintic activity, demons-
trated in the literature. This work aims to develop pediatric formulations for the trea-
tment of geohelminthiases using Momordica charantia L.. Initially, the plant drugs were
obtained and characterized through methodologies present in the Brazilian Pharmaco-
poeia, and the hydroalcoholic extracts were produced through of maceration with 70%
ethanol. The dry extracts were obtained using the conventional oven-drying method
and characterized in terms of hygroscopicity, solubility, thermal profile and phytoche-
mical profile. In addition, markers were quantified by HPLC-DAD and a colorimetric
method for the determination of total flavonoids was developed and validated. The dry
extract was used in the development of formulations presented as syrup for diabetics
and suspension, which was submitted to an experimental design. The plant drug
analysis yielded acceptable values for parameters such as moisture content and ther-
mal stability. The dry extracts showed high hygroscopicity, low solubility, a thermal
profile similar to that of the plant drug and the presence of secondary metabolites of
interest, such as tannins, alkaloids and saponins. Assay through HPLC-DAD showed
low values of isoquercetin and astragalin, but quantification of total flavonoids showed
superior value for the class. Syrups for diabetics were not perceived as having a plea-
sant taste, opposed to the suspension. The suspension was submitted to an optimiza-
tion process and the chosen formulation had an acceptable flavor, pH of 7.32 and vis-
cosity of 78.4mPa.s. Thus, the developed product presents itself as a natural, econo-
mically viable and promising alternative for the treatment of geohelminthiases in chil-

dren.

Keywords: helminthiasis; pediatrics; Momordica charantia; phytotherapeutic drugs;

technology, pharmaceutical.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas sdao um conjunto de enfermidades que
atingem, de modo geral, pessoas com pouca visibilidade politica e econdmica, comu-
mente restritas a determinadas regides, como tropicais e subtropicais (KLOHE et al.,
2019). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, mais de 1,5 bilhdes de pes-
soas sao afetadas por tais doencas, e 0 numero de Obitos pode chegar a 500.000 de
pessoas por ano (OMS, 2010). Dentro desse grupo, formado por cerca de 20 doencas,
h& aguelas que sdo causadas por helmintos que possuem parte do seu ciclo parasi-
tario nos solos, sendo chamadas de geo-helmintiases ou verminoses, como € 0 caso
da ascaridiase, tricuriase, ancilostomiase e estrongiloidiase. S&o doencas de facil pro-
filaxia e que podem ser evitadas através de saneamento bésico e higiene, estando

associadas a municipios com baixos indices de desenvolvimento humano.

Somente ascaridiase, ancilostomiase e tricuriase afetam mais de 75 milhdes
de criancas abaixo de 5 anos e cerca de 420 milhdes de criancas e adolescentes
abaixo dos 20 anos 3, sendo, no Brasil, cerca de 70% da populacdo escolar € afetada
(BRASIL, 2017; HOTEZ; JOHN; LABEAUD, 2019). Além dos numeros chamarem a
atencao, ha também o fato de que criangas sdo mais propensas a serem infectadas e
h& maior tendéncia de gravidade no grupo. As infestacdes causadas por tais helmintos
nao somente alteram o desenvolvimento corporal e neural de criangcas, mas podem
causar uma série de outros sintomas, como diarreia, perda de peso excessiva, ane-
mia, obstrucdes do trato gastrointestinal, entre outros, podendo até causar o Obito
(BRASIL, 2016).

O tratamento pediatrico classico é realizado através do uso dos mesmos medi-
camentos para o tratamento em adultos, ocasionalmente com alteracdes na dosagem
e no regime de administracdo. Ha, inclusive formas farmacéuticas em suspenséao para
o tratamento em criancas, como é o caso do mebendazol e albendazol, sendo esses
medicamentos mais comumente utilizados (BRASIL, 2010). Outros tratamentos po-
dem ser feitos, a depender da situacdo e 0s casos mais graves podem ser tratados

através de cirurgias de remocao intestinal ou da vesicula biliar.

Um dos problemas associados a tais terapias classicas € o surgimento de re-

sisténcia parasitaria aos farmacos utilizados. Ja existem diversos relatos na literatura
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de desenvolvimento de resisténcia aos anti-helminticos empregados no ambito da pe-
cuéria (SHALABY, 2013). Existem alternativas além do desenvolvimento de novas
substancias para superar o surgimento da resisténcia helmintica, como € o caso de

associa¢des de diferentes farmacos e o emprego de produtos naturais.

O emprego de plantas com propdsitos medicinais é algo que acompanha a hu-
manidade desde a pré-histéria, sendo uma pratica mantida até o século passado e
ressurgindo frente a uma série de necessidades que a industria de farmacos sintéticos
nao estava conseguindo suprir (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2005). Para o tra-
tamento das helmintiases ja existem diversos estudos que comprovam que seu em-

prego pode ser eficaz para o tratamento das mesmas.

Uma das espécies que ja possui relato na literatura acerca de sua atividade
anti-helmintica € a Momordica charantia L. (OYSERMAN et al., 2006), também conhe-
cida como meldo de S&o Caetano. E uma planta trepadeira comum em regibes de
florestas pluviais e caracteristica de diversas regiées do mundo, como leste africano,
América do Sul e sudoeste da Asia. Existem relatos complementares de que possui
atividade antibacteriana, antidepressiva, antidiabética, antifingica, anti-inflamatoria,
etc, sendo os extratos das sementes, folhas e frutos os mais estudados com relacao
a atividade anti-helmintica (JIRAUNGKOORSKUL; POOLPERM, 2017).

Tendo em vista que o uso da biodiversidade nacional deve ser incentivado,
existem politicas de apoio ao emprego da mesma como alterativas terapéuticas do
SUS, para fortalecimento do mesmo, como é o caso do Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterdpicos. O Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos submeteu
e foi ganhador de um dos editais do referente programa através da chamada
“‘CNPg/MS/SCTIE/Decit N° 19/2018-Fitoterapicos”, que fornece financiamento para
pesquisa e desenvolvimento de produtos fitoterapicos. Dentro dessa perspectiva, 0
presente projeto de mestrado tem como foco desenvolver medicamentos pediatricos
a base de Momordica charantia L. como formas farmacéuticas liquidas, para trata-

mento de geo-helmintiases.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver medicamentos fitoterapicos de uso oral para o tratamento de geo-

helmintiases no ambito da pediatria contendo a Momordica charantia L..

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o material vegetal Momordica charantia L. em diferentes fornecedores
regionais;

e Caracterizar a droga vegetal de acordo com os preceitos da RDC 26/2014 e
Farmacopeia Brasileira 62 edi¢ao;

e Obter e caracterizar os extratos hidroalcoolicos de Momordica charantia L.;

e Obter e caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos extratos secos;

e Analisar perfil fitoquimico dos extratos secos de Momordica charantia L.;

e Realizar a quantificacdo de marcadores analiticos em extratos secos de Mo-
mordica charantia L.;

e Desenvolver e validar método analitico para quantificacdo de flavonoides totais
em extratos secos de Momordica charantia L.

e Desenvolver e otimizar formas farmacéuticas liquidas de uso oral a base de

Momordica charantia L..



21

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As doencas tropicais negligenciadas, ou DTNs, sdo um grupo de doencas que
afetam cerca de 2 bilhdes de pessoas em todo mundo e possuem como caracteristica
principal a falta de incentivo para resolucdo e tratamento das mesmas (ALVAREZ-
HERNANDE?Z et al., 2020). Isso se deve ao fato de que a maioria dos paises ampla-
mente afetados estdo situados nas regifes tropicais do mundo, ou seja, na América
Latina, Africa e Sudeste da Asia e que possuem suas populacdes ja marginalizadas,
sem poder econémico e politico, como pode ser visto na figura 1 (DIMITRI, 2012; UC-
NTD, 2019). Isso faz com que as pesquisas por parte das grandes industrias farma-
céuticas nao foquem nesse perfil de doencgas, pois as populac¢des que fariam uso nao
possuem condi¢des de custear o retorno desejavel.

Figura 1. Distribuicdo global de doencas tropicais negligenciadas.

Fonte: Uniting to Combat Neglected Tropical Diseases.

Apesar da alta incidéncia, a maior parte das doencas possui um tratamento
estabelecido e pode ser facilmente evitavel (como pela implementacdo de medidas
sanitérias basicas). Elas possuem a capacidade de gerar comorbidades que incapa-
citam e impedem as pessoas de continuarem trabalhando, o que gera ainda mais

marginalidade das pessoas doentes e aprofunda o quadro de pobreza econdmica
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desses paises (OMS, 2010). Também s&o doencgas que possuem um forte viés social,
pois algumas causam deformacfes que acabam interferindo nas relacdes pessoais
dos pacientes e gerando estigma (HOFSTRAAT; VAN BRAKEL, 2016).

As doencas que compde 0 grupo sao causadas ou por parasitas, ou por bacté-
rias, ou por virus ou por fungos, sendo apenas uma delas n&o transmissivel. Ao total
sdo 20 doencas, como ascaridiase, tricuriase, ancilostomiase, esquistossomose, den-
gue, filariose linfatica, doenca de chagas, cisticercose, entre outras (OMS, 2010), po-
dendo variar em quantidade de acordo com a instituicdo que classifica o grupo. Algu-
mas dessas doencas sdo transmitidas através de vetores, como mosquitos, e as mu-

dancas climaticas tém contribuido com a propagacéo delas (MITRA; MAWSON, 2017)

Algumas estratégias foram desenvolvidas pela Organizacdo Mundial da Saude
para tratamento e controle de algumas dessas doencas, como € o0 caso da quimiote-
rapia preventiva, na qual as pessoas recebem o tratamento antes de qualquer diag-
néstico ser feito, com base de que vivem em areas endémicas (TURNER et al., 2021).
Alguns estudos demonstram a efetividade dessa abordagem, mas ela possui impacto

direto sobre o tratamento convencional, que sera abordado posteriormente.

3.1.1 As Geo-helmintiases

Como o proprio nome sugere, as geo-helmintiases sdo um grupo de doencas
causadas por helmintos que possuem parte do ciclo de vida no solo, com cada uma
possuindo uma peculiaridade e ciclo especifico. Sdo um subgrupo das DTNs que en-
globa a ascaridiase, a tricuriase e a ancilostomiase, causadas pelos helmintos Ascaris
lumbricoides, Trichuris trichiura e Ancylostoma duodenale ou Necator americanos. Es-
tima-se que cerca de 1,5 bilhdo de pessoas no mundo sofrem de pelo menos uma
geo-helmintiase (OMS, 2021).

Os helmintos causadores dessas doencas pertencem ao filo Nematoda, apre-
sentam ciclo monoxénico, sédo dioicos e a contaminagcdo pode se dar através da in-
gestao de larvas infectantes presentes em ovos, para 0 caso da ascaridiase e tricuri-
ase, ou através da penetracao ativa da larva na pele, como é o caso da ancilostomiase

(NEVES, 2005). Em ambos os casos ha um fator de risco maior associado em
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criangas, que tendem a permanecer mais tempo em contato com a terra e possuem
um habito de colocar a mao e outros objetos na boca, 0 que favorece sua contamina-
cao.

Enquanto isso, no Brasil, ha prevaléncia com valores que oscilam entre 2% e
36%, novamente sendo tais valores correlacionados com o nivel de desenvolvimento
humano do municipio, ja que tais doencas se propagam com maior facilidade em lo-
cais com pouco ou nenhum saneamento basico. Esse valor se torna ainda mais pre-
ocupante quando se trata de populagdes em idade escolar: a prevaléncia pode chegar
a 70% (BRASIL, 2017). Tal valor pode ser explicado através da pouca educacao higi-

énica desenvolvida e maior contato com o solo.

Essas populacdes podem sofrer atrasos no desenvolvimento tanto fisico quanto
neuroldgico, por conta da diminuicdo do aporte nutricional causados pelos geo-hel-
mintos (LIM-LEROY; CHUA, 2020). A ascaridiase pode causar anemia, a tricuriase
guadros graves de diarreia e desinteria, enquanto a ancilostomiase um quadro conhe-

cido popularmente como “amarelao
comprometida (DRAKE et al., 2000; HOTEZ et al., 2004, 2006).

, em que o individuo tem a absorcédo de proteinas

3.1.1.1 Terapéutica disponivel

O tratamento de geo-helmintiases pode ser realizado com derivados benzimi-
dazdlicos, como é o caso do albendazol e do mebendazol. Eles agem através de al-
guns mecanismos e podem variar de eficAcia em funcdo da espécie alvo, mas apre-
sentam a capacidade de despolimerizar a tubulina presente nos microtabulos do cito-
esqueleto, impedindo o transporte de vesiculas e proteinas (para o albendazol), geram
danos na cuticula do parasita, facilitacdo a resposta imunolégica do corpo (para o
mebendazol) e inibem a fumarato redutase, afetando diretamente o metabolismo ener-
gético (SPINOSA; GORNIAK; BERNADI, 2011).

O albendazol possui duas formas farmacéuticas, o comprimido mastigavel de
400mg e a suspensao oral de 40mg/mL. Ambos podem ser utilizados em criancas e
alguns tratamentos podem ser feitos com a administracdo de uma unica dose, o0 que
facilita o processo (BRASIL, 2018). J& o mebendazol pode ser encontrado como com-

primido de 100mg ou em suspensao de 20mg/mL. O tratamento é realizado de modo
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a ser tomado um comprimido ou 5mL da suspensédo duas vezes ao dia durante trés
dias (MEBENDAZOL, 2021). Um dos problemas é que tais medicamentos ndo podem
ser utilizados por mulheres até o fim do primeiro trimestre de gravidez, pois apresen-

tam certa genotoxicidade, nem em caso de amamentagao.

3.1.1.2 Resisténcia Anti-helmintica

H& uma discussao na literatura sobre a diminuigdo de eficicia e possivel surgi-
mento de resisténcia aos anti-helminticos classicos. Nesse contexto, Geerts, Coles e
Gryseels (1997) apontaram para a crescente preocupacao da disseminacao de resis-
téncia aos anti-helminticos utilizados na pecuéria, alguns desses inclusive utilizados
em humanos. Havia muita descrenca na época de que os helmintos poderiam desen-
volver resisténcia devido a maior complexidade estrutural e menor taxa de reproducao
guando comparado a outros microorganismos, como bactérias e virus. Nesse estudo
eles demonstram que quantidades ascendentes de cepas de helmintos resistentes
para os tratamentos comuns e apontaram que o tratamento em massa realizado era

uma das razdes para o surgimento da resisténcia.

Os mesmos autores elaboraram uma revisao de literatura agrupando diferentes
casos suspeitos e confirmados de resisténcia em espécies de helmintos que infestam
humanos, inclusive geo-helmintos (GEERTS; GRYSEELS, 2001). Mais recentemente
0 assunto vem ganhando pauta por conta da quimioterapia preventiva abordada pela
OMS e estratégias de identificacdo, mitigacao e possiveis controle ja estdo sendo de-
batidas, como é o caso do emprego de mais de um farmaco, testes com anti-helmin-
ticos utilizados na veterinaria e o desenvolvimento de novos farmacos com diferentes
mecanismos de acédo (SHALABY, 2013; VERCRUYSSE et al., 2011).

3.3 PLANTAS MEDICINAIS

Existem algumas alternativas que podem ser empregadas para o desenvolvi-
mento de novos medicamentos, como sintese de novas moléculas, uso de farmacos

ja conhecidos para outras doencas e o emprego de plantas medicinais e seus
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derivados. O emprego dos sintéticos apresenta alguns problemas como contaminagao
do solo e geracdo de muitos residuos quimicos. Dessa forma, plantas com proprieda-
des medicinais se mostram como uma Otima alternativa na producéo de novos medi-
camentos (OYSERMAN et al., 2006). Elas ja eram utilizadas antes do desenvolvi-
mento dos anti-helminticos sintéticos e ainda o0 sao por pequenos pecuaristas em cer-
tas regides (FRENCH, 2018).

E conhecido que as primeiras formas de tratamento para as doencas eram de-
rivadas de origem natural, seja de plantas, animais ou produtos de origem mineral. O
relato mais antigo conhecido sobre o uso de uma planta para terapéutica esta datado
como sendo de 5000 anos atras, na Crescente Fértil, regido de antigas civilizacdes
mesopotamicas (PETROVSKA, 2012). De acordo com a OMS, 85% da populacéo
mundial faz uso de plantas medicinais e no Brasil esse valor chega a 82% (TEIXEIRA
et al., 2014).

No Brasil estima-se que ha cerca de mais de 56000 espécies de plantas, o que
torna a biodiversidade nativa e estrangeira que se adaptou ao pais uma ferramenta
econdmica e de saude (GUILIETTI et al., 2005). Apesar disso, grande maioria perma-
nece sem estudos padronizados de seus parametros de qualidade, cultivo e colheita,
nem sua atividade bioldgica validada, o que torna dificil e complexo o processo de
desenvolvimento para novos medicamentos, fitofarmacos e farmacos semissintéticos
(JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

3.3.1 Meldo de Sao Caetano

Momordica charantia L. € o nome cientifico para o popularmente conhecido
meldo de S&o Caetano ou meldozinho ou meldo amargo, que pertence a familia Cu-
curbitaceae, a qual fazem parte algumas plantas conhecidas, como abdbora, melancia
e pepinos, além do meldo comum (LIMA, 2010). Ele é uma planta trepadeira que tem
sua origem na Asia e que se espalhou com grande facilidade nas regifes tropicais,

inclusive no Brasil.

Como pode ser visto na figura 2, apresenta folhas lobulares com caracteristica
dentada, sendo o género chamado de Momordica por aparentarem estarem “mordi-

das” (GUPTA et al., 2011), finos caules rastejantes e verdes que podem se prender a
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diferentes estruturas através de gavinhas, raizes do tipo axial, flores amarelas de
longo pedunculo e frutos alaranjados quando maduros, carnosos, com cristas longitu-
dinais e preenchidos por sementes avermelhadas (JIRAUNGKOORSKUL; POOL-
PERM, 2017; ZOCOLER et al., 2006).

Figura 2. a) Folhas, talos e flores de M. charantia L.. b) Fruto e sementes de M. charantia L..

Fonte: Voz do Campo (2020). Fonte: Autoria propria.

O meldo de Sédo Caetano é utilizado em diversas partes do mundo por conta
de suas propriedades farmacoldgicas e seu uso tradicional, em especial a antidiabé-
tica (TAHIRA; HUSSAIN, 2014), a anti-inflamatoria (CHAO et al., 2014), a anti-helmin-
tica (OYSERMAN et al., 2006) e outras.

3.3.1.1 Atividade anti-helmintica

A atividade anti-helmintica de M. charantia L. ja é bem conhecida e explorada
em diversas comunidades do mundo, como na Africa (BELOIN et al., 2005) e sudeste
asiatico (FIROUS; MUHAMAD, 2018). Diversos estudos ja foram conduzidos ao longo
dos anos para avaliacdo dessa atividade, como o trabalho desenvolvido por Zahan e
colaboradores (2020), em que extratos metandélicos das sementes foram testados em
minhocas da espécie Phertima posthuma e apresentaram resultados comparaveis e

melhores que o padrédo de albendazol utilizado, a depender da concentracao.

Um outro estudo, de Gandhi, Vadalia e Behzad, (2016) analisou os extratos
metanolicos e aquosos dos frutos de M. charantia L., muito utilizados na medicina

tradicional, sobre helmintos da espécie Eisenia foetida, obtendo resultados
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promissores em ambos 0s casos. Nesses estudos também foram avaliadas diferentes
fracOes extraidas com solventes de polaridade crescente e os resultados obtidos de-
monstraram bons valores para as fracdes de cloroformio, indicando que compostos

lipofilicos, como esteroides e alcaloides ndo protonados reforgcam tal atividade.

No Brasil um trabalho desenvolvido na Paraiba por Gomes e colaboradores
(2010) empregando dessa vez extrato etandlico das folhas, talos e frutos do meldo
obteve resultados promissores para o tratamento in vivo de nematddeos intestinais de
caprinos. Um outro estudo de Chastity e colaboradores (2015) avaliou a atividade de
extratos hidroalcéolicos das folhas sobre Ascaris suum, muito semelhante a Ascaris
lumbricoides que infesta 0 homem e obteve resultados comparaveis ao controle posi-

tivo de palmoato de pirantel.

Os mecanismos de atividade anti-helmintica de M. charantia L. ainda ndo foram
completamente elucidados, bem como identificados quais sdo os principais metaboli-
tos responséveis por tal atividade. Apesar disso, os tanino, os flavonoides, os alcaloi-
des e as saponinas possuem um papel chave, agindo cada grupo através de meca-
nismo especifico (JIRAUNGKOORSKUL; POOLPERM, 2017).

3.3.1.2 Toxicidade

Apesar do apelo ao uso de plantas medicinais perpassar pela menor quanti-
dade de efeitos adversos, esses ainda séo presentes e precisam ser investigados. O
meldo de Sdo Caetano ndo deve ser consumido por mulheres gravidas por ser abor-
tifaciente, havendo relatos de sua utilizacdo para evitar gravidez, bem como cautela
de uso por pacientes passiveis de hipoglicemia, devido a sua atividade antidiabética
(JIA et al., 2017). De maneira geral, M. charantia L. se demonstra seguro para uso a

depender da dose e regime posoldgico.

Ensaios de toxicidade aguda realizados em ratos do tipo Wistar utilizando ex-
tratos hidroalcéolicos de M. charantia L. se mostram seguros mesmo em altas doses,
de até 2000mg/kg quando administrados por via oral, com alguns resultados negativos
atribuidos a presenca de etanol nos extratos, j& que 0 aquoso se demonstrou seguro
(LARGATO et al., 2008). Ja em estudo desenvolvido por Ponzi (2010) indicou niveis
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de toxicidade leves e que atingiram o sistema nervoso central na dose de 4000mg/kg,

apesar de ainda se demonstrar seguro e nao letal.

Alguns resultados a partir de estudos de toxicidade subcronica, com adminis-
tracdo de extratos em doses de 20mg/kg, duas vezes ao dia, durante 28 dias, em ratos
do tipo Wistar, demonstraram que nao ha toxicidade nos érgaos estudados, como fi-
gado e rins (VIRDI et al., 2003). Apesar de estudos complementarem existirem, testes
clinicos com medicamentos padronizados precisam ser realizados para determinar o

nivel de seguranca do uso de extratos de M. charantia L..

3.3.1.3 Classes de metabdlitos secundarios em M. charantia L. com atividade anti-

helmintica

A atividade anti-helmintica ainda n&do possui metabdlitos especificos identifica-
dos em M. charantia L.. Apesar disso, o efeito pode ser causado pelo efeito de varios
compostos presentes em derivados vegetais da planta. A literatura ressalta o papel
de quatro dessas classes de metabdlitos: os flavonoides, os taninos, os alcaloides e

as saponinas.

Os flavonoides fazem parte do grande grupo de polifendis ou compostos feno-
licos, ou seja, compostos que apresentam diversos grupamentos fendlicos em sua
estrutura, como € o caso de &cido fendlicos, lignanas e taninos (SILVA, 2018). Apre-
sentam trés anéis, sendo dois fendélicos, chamados, A e B, e um pirano heterociclico
ou pirona, chamado C, além de grupamentos hidroxila e, em quase sua totalidade nos
materiais vegetais, actcares (BECHO; MACHADO; GUERRA, 2009).

Eles séo divididos em algumas classes de acordo com o grau de oxidacdo do
anel C, sendo 6 grupos: antocianidinas, flavandis, flavanonas, flavonas, flavonéis e
isoflavonas. A estrutura de cada uma das classes pode ser observada na figura 3. No
meldo de Sao-Caetano, alguns derivados deles se apresentam de modo majoritario,
como é o caso de quercetina, canferol (ou kaempferol), rutina e catequina (SHODE-
HINDE et al., 2016).
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Figura 3. Estruturas das classes de flavonoides.

Flavonois Flavanois
Ri R2 R3 Ri R4
Quercetina OH OH OH Catequina OH H
Kaempferol OH H OH Epicatequina OH H
Flavonas EGC OH OH
Luteolina H OH OH ECG Galato H
Apigenina H H OH EGCG Galato OH

Antocianidinas Flavanonas
R, Ry R, R, R;
Cianidina OH H Taxifolina OH OH OH
Malvidina OCH; OCH; Naringenina H H OH
Pelargonidina H H

R,
Daidzeina H H
Gliciteina H OCH;
Genisteina OH H

Fonte: (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).

Os taninos sao derivados de compostos fendlicos, apresentam um maior peso
molecular e sdo classificados como hidrolisaveis ou condensados. Os taninos hidroli-
saveis sao formados a partir da esterificacdo de acidos fendlicos, como galico e ela-
gico, com acucares, tornando-os propicios a reagdes de hidrélise sob certas condi-
¢bes (MONTEIRO et al., 2005). Ja os taninos condensados séo formados a partir da
polimerizacao de flavan-3-ol (a catequina) e/ou de flavan-3,4-diol, sendo mais estaveis
gue os taninos hidrolisaveis e com capacidade de se ligar a proteinas, gerando rea-
¢Oes de precipitacao (COSTA et al., 2008).

Os alcaloides sdo uma classe conhecida historicamente por suas propriedades

farmacologicas variadas, como atividade neuromoduladora, antitumoral e
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antioxidante. Existem diversos tipos de alcaloides presentes na natureza, sendo o
principal ponto de classificacdo a presenca de nitrogénio derivado do metabolismo
secundario das plantas (BOTH, 2005).

As saponinas sao moléculas que apresentam uma parte hidrofilica, composta
por uma cadeia de tamanho varidvel de acucares, e uma hidrofébica, ou aglicona,
composta por um esqueleto proveniente de triterpenos ou esteroides (MAN et al.,
2010). Isso confere as saponinas a capacidade de interagir com diferentes meios, di-
minuindo a tensao superficial da agua, formando micelas e desestabilizando membra-
nas celulares (MELZIG; BADER; LOOSE, 2001). Algumas saponinas presentes em
M. charantia L. s&o conhecidas e estudadas, como é o caso das momordicinas | e Il,

presentes na figura 4.

Figura 4. Estruturas quimicas das momordicinas | (a) e Il (b).

Fonte: Pubchem.

3.4 MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS E PRODUTOS TRADICIONAIS FITOTE-
RAPICOS

O emprego de produtos com menor agressao ao meio ambiente, vindos de fon-
tes renovaveis e de origem natural tém aumentado nos ultimos anos, inclusive dentro
da area de cosmeéticos e medicamentos. Esse mercado, além dos fatores anterior-

mente citados, tem ganhado forgca também por conta da insatisfacdo de pacientes e
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consumidores com os produtos tradicionais, seja em decorréncia de eventos adversos

ou por preco associado (KLEIN et al., 2009).

Os medicamentos fitoterapicos sao aqueles que fazem uso exclusivo de In-
sumo farmacéutico ativo vegetal e apresentem comprovacdes clinicas de seguranca
e eficacia, enquanto os produtos tradicionais fitoterapicos podem ter sua evidéncia de
eficacia e seguranca embasados em literatura técnico-cientifica, de acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2014). E fundamental que apre-

sentem constancia na sua qualidade.

Isso apresenta uma etapa fundamental no desenvolvimento de qualquer medi-
camento fitoterapico, pois o material vegetal precisa ser devidamente caracterizado
em ordem de garantir que ha padronizacédo durante toda a produ¢cdo (CHOUDHARY;
SEKHON, 2011). Além das caracterizacdes farmacognésticas, que envolvem testes
mais simples e abrangentes, como determinacdo de umidade, cinzas, granulometria,
entre outros, € importante também que haja uma quantidade de ou marcadores ativos,
gue possuem sua atividade biolégica comprovada para a indicacao, ou de marcadores
analiticos capazes de indicar o nivel de metabdlitos que ainda ndo possuem sua ati-
vidade biolégica comprovada (BRASIL, 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA VEGETAL

A matéria-prima vegetal (MPV) foi obtida de diferentes fornecedores em diferentes
periodos do ano e em horarios ndo especificados. O locais de coleta foram: Cabo de
Santo Agostinho, Pernambuco (latitude: -8.2794398° S e longitude: -35.0304219° O),
Teresina, Piaui (latitude: 5,037178° S e longitude: 42,792717° O) e Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro (latitude: 22°54°23” S e longitude: 43°10°'21” O). Foram coletados folhas
e talos, ndo sendo utilizadas as raizes, frutos e flores. O material foi aspergido com
etanol 70% e levado para a estufa de circulacdo a 40°C durante cerca de 72 horas.
Uma vez seco, moido em moinho de facas tipo Willey SL-31 da marca SOLAB com
malha mesh 10 (2mm), foi armazenado em recipientes sob protecao da luz e umidade
e rotulado. Foi realizado o cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associado sob o nimero ASED852, como

presente no anexo 1.

4.2 CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL

A droga vegetal foi caracterizada de acordo com a Farmacopeia Brasileira, 62 edi-
cdo (BRASIL, 2019), sob os seguintes parametros: matéria-estranha, granulometria,
substancias extraiveis, perda por dessecac¢do, cinzas totais, cinzas insollveis em
acido e cinzas sulfatadas, todas em triplicata para significancia estatistica. A avaliacédo
da diferenca entre as médias dos resultados foi feita de acordo com analise de vari-
ancia (ANOVA) fator unico. Também foram realizadas analises através de termogra-

vimetria.
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4.2.1 Determinacdo de matéria estranha

A determinacdo de matéria estranha foi realizada levando-se em consideracéo a
droga vegetal fragmentada. Inicialmente realizou-se a amostragem, distribuicdo da
droga vegetal sobre superficie branca em formato quadrado e quarteamento, sendo
dois quadrados diagonais entre si desprezados, repetindo-se o0 processo até obtencao
da quantidade indicada (50g). A matéria-estranha foi identificada visualmente e com
auxilio de uma lupa e posteriormente pesada, sendo seu resultado expresso em por-

centagem com relacdo a amostra total.

4.2.2 Determinagdo granulométrica

A granulometria foi determinada através do uso de tamisador, empregando os ta-
mises mesh 200 (75um), 100 (150um), 60 (250um), 40 (425um), 30 (600um) e 20
(850um). Foram adicionados 25g de amostra no tamis superior (mesh 20) e entédo

deixado em agitacdo durante 15 minutos.

4.2.3 Determinacado de substancias extraiveis

O ensaio de substancias extraiveis € realizado quanto ndo existem ensaios qui-
micos ou bioldgicos determinados para avaliacédo da atividade biol6gica de uma dada
espécie/droga vegetal, como é o caso de Momordica charantia L. que, apesar de apre-
sentar resultados de diferentes estudos, ndo apresenta resultados padronizados nem
possui metodologia especifica para avaliagcdo desses dados. Inicialmente foi realizada
a pesagem de 4,09 da droga vegetal em Erlenmeyer de 250mL com boca esmerilhada,
adicionados 100mL de etanol 70% (mesmo solvente empregado na extracdo) e entdo
deixado sob agitacdo durante 6h e em repouso por 18h. Apoés o periodo, a mistura foi
filtrada em papel de filtro qualitativo, sendo 25mL do filtrado adicionado a pesa-filtros
pesados, levados entdo a secura em banho maria e colocados em estufa de secagem
a 105°C até peso constante. O resultado foi expresso em porcentagem em relagdo a

droga vegetal.
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4.2.4 Perda por dessecacéo

A perda por dessecacéo foi realizada através de método gravimétrico, em que foi
realizada a pesagem de cerca de 1g de droga vegetal em pesa-filtros previamente
dessecados e pesados, seguido da secagem em estufa entre 100°C e 105°C, até que
a diferenca sucessiva entre duas pesagens nao ultrapasse 0,25% do peso da amostra.
Os resultados foram expressos em porcentagem de agua em relagdo ao peso de

amostra inicial.

4.2.5 Cinzas totais, insolUveis em acido e sulfatadas

As cinzas totais foram determinadas pesando-se 3g de droga vegetal em cadinhos
de porcelana previamente dessecados e pesados, que seguiram para mufla a tempe-
ratura inicial de 200°C por 30 minutos. Houve aumento gradual da temperatura em-
pregando 400°C por 60 minutos e enfim, 600°C por 90 minutos. Apds o periodo, 0s
cadinhos foram resfriados em dessecador de vidro para adicdo de 2mL de agua com
intuido de eliminar o carvéao restante, seguindo para evaporacao da agua em banho
maria e em chapa de aquecimento e, por ultimo, incinerado. O processo foi realizado
até que a diferenca entre das duas pesagens nao fosse superior a 1,0mg, sendo os

resultados expressos em porcentagem em relacdo ao peso inicial da droga vegetal.

As cinzas insoluveis em acido foram determinadas de modo inicialmente seme-
lhante aos das cinzas totais, seguido da adicdo de 25mL de acido cloridrico 2M por 5
minutos com vidro de relégio tampando a boca do cadinho. Tanto o vidro de reldgio
guanto o cadinho foram lavados com agua sobre papel de filtro quantitativo faixa
branca, sendo o mesmo seco em chapa de aquecimento e entdo levado a mufla a
500°C. O processo foi realizado até que a diferenca entre das duas pesagens nao
fosse superior a 1,0mg, sendo os resultados expressos em porcentagem em relagcéo

ao peso inicial da droga vegetal.

As cinzas sulfatadas foram determinadas inicialmente pesando-se 1,0g da droga
vegetal em cadinhos de porcelana previamente aquecidos e pesados, ao qual tiveram
adicdo de éacido sulfarico concentrado. A droga vegetal foi carbonizada em bico de

Bunsen até evaporagdo completa do acido, que foi novamente adicionado e
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novamente evaporado, seguindo para a mufla, onde sofreu aquecimento gradual se-
melhante ao das cinzas totais, porém atingindo a temperatura de 800°C (200°C por
30 minutos, 400°C por 60 minutos, 600°C por 60 minutos e 800°C por 90 minutos). O
processo foi realizado até que a diferenca entre das duas pesagens ndo fosse superior
a 1,0mg, sendo os resultados expressos em porcentagem em relacdo ao peso inicial

da droga vegetal.

4.2.6 Analises termogravimétricas

Foram realizadas também analises termogravimétricas por TG/DTA (TA Instru-
ments, Fisher) empregando atmosfera inerte de nitrogénio, fluxo de 100mL/min, raz&o
de aquecimento de 10°C/min, massa de material vegetal de 5mg £+ 0,05mg e intervalo
de 10°C a 600°C.

4.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

O extrato hidroalcoolico foi obtido por maceracéo, de acordo com metodologia de
Chastity e colaboradores (2015), com o solvente etanol 70% e tempo de maceragcao
de 96h (4 dias). Devido a propor¢cdo empregada no preparo, de 1 parte de droga ve-
getal para 5 partes de solvente, em p/v (g/mL), e ao sistema de solvente utilizado, o
extrato hidroalcoolico é classificado como uma tintura simples (BRASIL, 2019). As ca-
racterizacdes também foram realizadas de acordo com a Farmacopeia Brasileira, 62
edicao e foram: grau alcodlico, pH, densidade relativa e residuo seco. Todas as ana-

lises foram feitas em triplicata para garantia da significancia estatistica.

O grau alcodlico foi determinado através de alcobmetro de Gay-Lussac, em tripli-
cata. O pH foi determinado através de pHmétro de bancada por potenciometria, tam-
bém em triplicata. A densidade relativa foi realizada empregando um picnémetro de
25mL calibrado, ou seja, devidamente pesado enquanto vazio e apos a adicdo de
agua purificada recentemente fervida e a temperatura de 20°C). Também foi realizada
pesagem no picnémetro preenchido de extrato hidroalc6olico a 20°C. O calculo da

densidade relativa foi feito através da seguinte equacéo:
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P20 = 0,99820 x d3) + 0,012

Onde, p,, é a densidade do extrato a 20°C; 0,099820 é a densidade da agua a
20°C; d29 é a densidade relativa da substancia em relagcdo a agua, ambas a 20°C; e

0,0012 é uma constante.

O residuo seco foi determinado também através de método farmacopeico, pe-
sando-se cerca de 2,0g do extrato hidroalcoolico em um pesa-filtro previamente pe-
sado. Este seguiu para banho maria até completa evapora¢ao dos solventes e depois
para a estufa de secagem a 105°C por 3 horas. ApGs o periodo e resfriamento em
dessecador, realizou-se nova pesagem para determinagdo da porcentagem de resi-
duo seco em relacdo a massa inicial. Os resultados de residuo foram avaliados de
acordo com ANOVA fator unico para verificar diferencas estatisticamente significantes

entre os valores obtidos.

4.4. OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO

O extrato seco foi obtido através de secagem em estufa de circulacdo, a 60°C, em
bandejas de silicone, durante 8h, através de adapta¢do do método utilizado por Fer-
reira (2020). Foram realizadas as seguintes caracterizacdes: ensaio de higroscopici-
dade, ensaio de solubilidade gravimétrica, analise fitoquimica, doseamento de marca-
dores por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de
diodo (CLAE-DAD) e analise termogravimétrica por TG/DTA.

4.4.1 Ensaio de higroscopicidade

O ensaio de higroscopicidade foi realizado de acordo com Alves (2007). Resumi-
damente, realizou-se a pesagem de 500mg de amostra em pesa-filtros, que foram
levados para dessecador a temperatura ambiente (25°C) sob atmosfera controlada
com umidade relativa de 74%, empregando solucdo saturada de cloreto de sodio. Fo-
ram realizadas pesagens sucessivas de cada pesa-filtro durante os seguintes tempos:
1, 2,3, 6,8, 10 e 14 dias. Os resultados foram expressos em porcentagem de massa

em relacdo ao peso inicial.
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4.4.2 Ensaio de solubilidade gravimétrica

Ja o ensaio de solubilidade gravimétrica foi realizado de acordo com metodologia
de Eastman e Moore (1984). Inicialmente foi realizada a adicdo de 100mg de amostra
em baldo volumétrico de 10mL, com concentracdo final de 10mg/mL, sob agitacao
magnética constante por 10 minutos. Em seguida o conteudo foi vertido para tubos
Falcon, que foram centrifugados por 15 minutos a 3100rpm. Cinco mililitros do sobre-
nadante foram coletados e transferidos para placas de Petri previamente pesadas.
Estas foram levadas a banho Maria até secura e entdo colocadas em estufa a 105°C

por 5h, sendo novamente.

4.4.3 Analises termogravimétricas

As analises termogravimétricas por TG/DTA (TA Instruments, Fisher) foram reali-
zadas empregando atmosfera inerte de nitrogénio, fluxo de 100mL/min, razdo de
aguecimento de 10°C/min, massa de extrato seco de 5mg + 0,05mg e intervalo de
10°C a 600°C (FERREIRA, 2020).

4.4.4 Analise fitoquimica

A andlise fitoquimica foi realizada de acordo com metodologia de Wagner e Bladt
(1996). As amostras foram solubilizadas de acordo com sua polaridade e uma aliquota
de cada um dos extratos foi submetida as analises em placas de cromatografia em
camada delgada da DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL G/UV254. Os extratos foram
aplicados a 1 cm da borda inferior com capilar de vidro e as placas eluidas com dife-
rentes sistemas de solventes, a fim de identificar os principais grupos de metabdlitos
secundarios. O quadro 1 sumariza quais as classes de metabdlitos, os solventes utili-

zados e os agentes reveladores para cada classe.
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Classe quimica Eluente Revelador
] Tolueno: acetato de etila:
Alcaloides o Dragendorff
dietilamina (70:20:10)

Antocianinas

Acetato de etila: 4cido formico:
acido aceético glacial: agua
(100:11:11:26)

Vanilina sulftrica

5-10 min a 100°C

Antraquinonas

Derivados

Eter de petroleo: acetato de etila:

acido formico (75:25:1)

H2S04 etanodlico 10%

antracénicos

Acetato de etila: metanol: 4gua
(100:13,5: 10)

KOH etandlico 10%

Acetato de etila: acido formico:
Compostos o o - .
. acido acético glacial: agua Cloreto férrico metandlico 1%
fendlicos
(100:11:11:26)
Tolueno: éter N .
) . . Vanilina sulfarica
Cumarinas (1:1 saturado com &cido acético ]
5-10 mina 100°C
10%)
Lignanas Cloroférmio: metanol: agua (70:30:4)

Vanilina fosférica 5-10 min a 100°C

Mono, sesqui e
diterpenos

Naftoquinonas

Tolueno: acetato de etila (93:7)

Vanilina sulfarica

5-10 mina 100°C

Tolueno: acido férmico (99:1)

KOH etandlico 10%

Taninos

condensados

Acetato de etila: acido acético
glacial: &cido férmico: agua
(100:11:11:26)

Vanilina cloridrica

5-10 mina 100°C

Taninos

hidrolisaveis

Triterpenos e

n-butanol: acetona: tampéo fosfato
pH 5,0 (40:50:10) (Xavier, 2001)

Sulfato ferroso
amoniacal (1%) ou

cloreto férrico

esteroides

Tolueno: cloroférmio: etanol
(40:40:10)

Liberman-Burchard

5-10 mina 110 °C

Saponinas

Cloroférmio: acido acético:

metanol: 4gua (64:32:12:8)

Vanilina sulfarica

5-10 mina 100°C

Xantinas

Acetato de etila: metanol: 4gua
(100:13,5:10)

Dragendorf

Fonte: Autoria propria.

Os resultados das andlises foram expressos em niveis de intensidade como

demonstrado no quadro 2.



39

Quadro 2. Método de avaliacdo da intensidade dos resultados visuais.

Grau de intensidade (concentracéo) Critérios
Fortemente positivo (++4)
Moderadamente positivo (+4)
Fracamente positivo (+)
Ausente )

Fonte: Autoria propria.

4.4.5 Doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a DAD

Levando em consideracéo os resultados das caracterizacdes (especialmente
fitoquimicas) de cada extrato, foi realizada andlise através de CLAE-DAD nos extratos
secos obtidos a partir das drogas vegetais do Piaui e de Pernambuco. As analises
foram realizadas em um cromatégrafo liquido da Shimadzu® com sistema de quatro
bombas (LC-20AT), degaseificador (DGU-20?), injetor automatico (SIL-202), forno
(CTO-20%), detector DAD (SPD-M20) e controlador (CBM-20A). Os dados foram cole-

tados e analisados através do software préprio Shimadzu® LC Solution 1.0.

Todas as andlises foram conduzidas de acordo com metodologia adaptada a
partir do trabalho de Demarque e colaboradores (2017). Resumidamente, as amostras
foram submetidas a coluna cromatografica C18 Supelco® de 25cm x 4,6cm x 5um com
uma pré-coluna acoplada e a fase mével composta por dois solventes: o solvente A
foi solugéo 0,1% de acido formico em agua ultrapurificada e o solvente B foi a aceto-
nitrila. O sistema gradiente esta conforme descrito na tabela 1, empregando fluxo de
0,4mL/min, volume de injecdo de 100uL e temperatura de forno constante a 30°C. A

leitura foi realizada no comprimento de onda de 270nm.

Tabela 1. Gradiente empregado na andlise cromatografica de alta eficiéncia.

Tempo (min) Solucéo A (%) Solucéo B (%)
Gradiente 0-70 95-0 5-100
Isocrético 70-80 0 100
Gradiente 80-85 0-95 100-5
Isocratico 85-100 95 5

Fonte: Autoria propria.
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Foram preparadas curvas de calibragdo empregando dois marcadores analiti-
COos, a isoquercetina e a astragalina, com base em trabalhos anteriores do grupo. Am-
bas as solu¢des foram preparadas empregando metanol grau CLAE a concentragcao
de 200pg/mL. As solucdes de amostra de extrato seco foram solubilizadas em metanol
grau CLAE a concentragcédo de 1mg/mL. A solubilizacéo de todas as solugdes foi rea-

lizada através de sonicacao por 5min.

A curva de calibracéo de isoquercetina foi realizada nas concentracdes entre
0,4 e 7,4ug/mL, enquanto a curva da astragalina, entre 0,2 e 7,2ug/mL. Foram reali-
zadas andlises de regresséo linear para avaliacdo do coeficiente de correlacdo (R?) e

determinacao da equacao da reta.

4.4.6 Desenvolvimento de metodologia analitica para doseamento de flavonoi-
des totais

A metodologia é baseada no trabalho de Chang e colaboradores (2002). Resu-
midamente, foi empregado 0,5mL da solug&o contendo o extrato seco em etanol 70%
ou o padréo de quercetina também solubilizado em etanol 70%, 1,5mL de etanol P.A.,
0,1mL de solucéo aquosa de acetato de potassio 1M, 0,1mL de solucédo aquosa de
cloreto de aluminio 10% e 2,8mL de agua purificada. Apds adicdo dos reagentes e
agitacdo em vortex por 1 minuto, a reagdo aconteceu por 30min, onde foi realizada a
leitura em espectrofotdmetro UV-Vis em varredura inicialmente. As andlises foram fei-
tas sob auséncia de luz direta. Foi utilizado um espectrofotometro UV-Vis da marca
SHIMADZU® UVMini-1240 PC e cubetas de quartzo de 10 mm de espessura e volume
de 1 mL.

Amostras de extratos seco de PE foram solubilizadas em etanol 70% numa
concentracdo de 7,5mg/mL, com auxilio de sonicacdo. A curva do padrao de querce-
tina foi preparada de modo similar, mas empregando concentra¢cdes de 80, 100, 120,
140 e 160ug/mL. Devido ao método realizar uma diluicdo na propor¢cédo de 1:10 das
solugcbes de amostras e de padrdo, a concentracao final da amostra permaneceu em
0,75mg/mL e da curva em 8, 10, 12, 14 e 16ug/mL. Para aceitacdo da curva foi feita
andlise de regressao linear e o coeficiente de correlacdo R? s6 foi aceito com valor

maior que 0,99.
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Os fatores analisados para o desenvolvimento do método foram: escolha do
comprimento de onda de leitura, tempo de reacdo e volume de solucao de cloreto de
aluminio. Para determinacdo do comprimento de onda, foram realizadas varreduras
no espectrofotdmetro que iam de 300 a 800nm. Para determinacao do tempo de rea-
¢éo, foram analisados os tempos de 5min, 15min, 30min, 45min e 60min. Por ultimo,
para determinacdo do volume de solucdo de cloreto de aluminio, foram empregados
0s volumes de 50uL, 100uL, 500uL e 1000uL. A excecdo das analises de varredura,

todas as leituras foram realizadas no comprimento de onda de 411nm.
4.4.6.1 Validacao do método analitico

Os parametros para a validacdo do método de quantificacdo de flavonoides
totais através de espectrofotometria foram a seletividade, a linearidade, a repetibili-
dade, a precisado intermediaria, a exatiddo e a robustez, todos de acordo com os pre-
ceitos da RDC 166/2017 (BRASIL, 2017). Uma vez validado o método, foi realizada

entdo a determinacdo da concentracao de flavonoides totais no extrato seco.

A seletividade foi avaliada com sobreposicdo dos graficos obtidos no espectro-
fotbmetro. Foram feitas varreduras de 300 a 800nm utilizando a solucdo contendo o
extrato sem o agente revelador utilizado (o cloreto de aluminio), a solugédo contendo o
extrato com o agente revelador e apenas a solucdo do agente revelador diluida nos

demais solventes empregados.

A linearidade do método na faixa de trabalho foi determinada através da avali-
acao de trés curvas feitas a partir das solucdes de extrato com cinco diferentes con-
centragdes (200; 225; 250; 275 e 300pg/mL), englobando de 80% a 120% do valor do
ponto central. Os resultados foram analisados estatisticamente para avaliacao do co-
eficiente de correlacédo (R?) por meio de regressédo linear com o método dos minimos

guadrados, sendo aceitavel o R? > 0,99.

A precisdo do método foi avaliada de acordo com a repetibilidade, sendo pre-
paradas, individualmente, seis solu¢cdes de extrato a uma mesma concentragao

(250ug/mL) para determinacéo da absorbancia e concentragcdo meédia.

A exatiddao do método foi avaliada mediante a leitura de amostra em trés dife-
rentes niveis de concentragcéo, o baixo, a 200ug/mL, o medio, a 250ug/mL, e o alto, a
300pug/mL, equivalentes a 80%, 100% e 120% da concentracdo determinada. As

amostras foram enriquecidas com quercetina a uma concentracdo de 4ug/mL. Foi
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avaliado o desvio padréo relativo e a taxa de recuperacéo, calculada com base na

seguinte equacao:

. Concentracao média experimental — 4
Recuperacio (%) = — — x 100
Concentragao tedrica

A robustez do método foi feita através da variacdo de trés fatores: a luminosi-
dade, a marca do solvente e o valor do pH. O valor do pH foi variado de 5,02 para
4,21 através da adicdo de acido cloridrico 0,1M. Os ensaios foram feitos tais quais
aos da exatiddo e comparados atraves de analises estatisticas por meio do teste F.

4.5 DESENVOLVIMENTO INICIAL DAS FORMULACOES

Devido a maior facilidade de serem administradas formas farmacéuticas liqui-
das em populacdes pediatricas, optou-se pelo desenvolvimento inicial de xaropes e
suspensodes. A primeira forma farmacéutica desenvolvida foi xarope, mais especifica-
mente para diabéticos, pois o produto teria apelo para uma maior quantidade de pes-
soas. Todas as formulacdes foram armazenadas em frascos de vidro ambar a tempe-

ratura ambiente.

4.5.1 Xarope para diabéticos

O xarope para diabéticos foi desenvolvido com base em trabalho de Lubi, Sato
e Gaensly (2003). As porcentagens de cada composto da formulagcdo podem ser vis-
tas na tabela 2 e a metodologia de preparo pode ser observada na figura 5 foi dividida

nas 5 etapas seguintes:

a) Inicialmente foi preparada uma solu¢do aguosa com o polimero escolhido para
a formulacgéo, a carboximetilcelulose sodica (CMC) cerca de 50mL de agua pu-
rificada através de aquecimento a 50°C e agitacdo magnética constante, for-
mando a 12 Fase.

b) O propilenoglicol levemente aquecido (a 40°C) foi utilizado separadamente
para solubilizar o metilparabeno e o propilparabeno, compondo a 22 Fase.

c) Uma terceira fase foi preparada com a mistura de glicerina e sorbitol 70% sob

aquecimento de 30°C, sob agitagdo magnética constante.
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d) Cerca de 20mL da agua purificada foi adicionada numa quarta fase, composta
também por sacarina sddica e esséncia de mentol, sob agitacdo constante.

e) O extrato seco de Momordica charantia L. foi adicionado na solugcéo contendo
o polimero e entdo as demais fases foram adicionadas sob agitacdo constante
e sem aguecimento até dispersao uniforme das particulas de extrato, com o

volume final sendo completado com agua purificada até 100mL.

Tabela 2. Lote de Bancada 1 (LB | XD) a base de M. charantia do xarope para diabéticos.

Componentes Porcentagem (%) Funcéo
] Insumo farmacéutico ativo
Extrato seco de M. charantia L. 1,60
vegetal
Carboximetilcelulose sddica
1,50 Espessante
(CMC)
Metilparabeno 0,18 Conservante
Propilparabeno 0,02 Conservante
Propilenoglicol 2,00 Cossolvente
Glicerina 2,50 Cossolvente e edulcorante
Sorbitol (solugdo a 70%) 5,00 Cossolvente e edulcorante
Sacarina 0,10 Edulcorante
Mentol (Solugéo a 10%) 0,10 Flavorizante
Agua purificada g.s.p.100,00 mL Solvente

Fonte: Autoria propria.

Figura 5. Resumo da metodologia de preparo da formulacéo LB | XD.

Fase A = polimero + agua Fase B = Propilenoglicol Fase C = Glicerina +
aquecida (50°C) (40°C) + parabenos sorbitol (30°C)

g

[ Adicdo lenta do extrato ]

A+B+C+D

ol

Fonte: Autoria propria.
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Foram realizadas ent&o algumas modificagbes da formulag&o inicial, sumariza-

das na tabela 3. Resumidamente o método de preparo permaneceu 0 mesmo, alte-

rando-se apenas a concentracao de sacarina (o dobro do inicial), a concentracdo de

extrato seco (metade do inicial), a adicdo de acido citrico e NaCl como agentes mas-

carantes de sabor na 42 Fase, baseado no fato que tanto o &cido citrico quanto sais

de sédio apresentam capacidade de mascaramento de sabor (MENNELLA; PEPINO;
BEAUCHAMP, 2003; SOHI; SULTANA; KHAR, 2004), bem como testagem de 2 dife-

rentes tipos de esséncia (chocolate e horteld).

Tabela 3. Lote de Bancada 2 (LB Il XD) a base de M. charantia L. do xarope para diabéticos.

Componente Porcentagem Funcéo
) Insumo farmacéutico
Extrato seco de M. charantia L. 0,80 )
ativo vegetal
CMC 1,50 Espessante
Metilparabeno 0,18 Conservante
Propilparabeno 0,02 Conservante
Propilenoglicol 2,00 Cossolvente
o Cossolvente e edulco-
Glicerina 2,50
rante
. ) Cossolvente e edulco-
Solucéo de sorbitol 70% 5,00
rante
Sacarina 0,20 Edulcorante
NaCl 1,00 Mascarante de sabor
Acido citrico 1,00 Mascarante de sabor
Esséncia (chocolate ou horteld) 0,10 Flavorizante
Agua purificada g.s.p. 100,00 mL Solvente

Fonte: Autoria propria.

Visando novamente uma melhoria no sabor do xarope para diabéticos, foi tes-

tado suco de groselha concentrado no lugar da agua purificada, remoc¢éo do acido

citrico, aumento da concentracdo de propilenoglicol e solubilizacdo do extrato no

mesmo. A 42 Fase teve alteracdo no volume de suco de groselha (o equivalente a

agua purificada) de 20mL para 10mL devido a adicdo de maior quantidade de propi-

lenoglicol. As informacdes referentes a tal formulacdo estdo sumarizadas na tabela 4.
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Tabela 4. Lote de Bancada 3 (LB Il XD) a base de M. charantia L. do xarope para diabéticos.

Componente Porcentagem Funcéo
Extrato seco de M. charantia L. 0,80 insumo farmaceutico ativo
vegetal
CMC 1,50 Espessante
Metilparabeno 0,18 Conservante
Propilparabeno 0,02 Conservante
Propilenoglicol 25,00 Cossolvente
Glicerina 2,50 Cossolvente e edulcorante
Solugéo de sorbitol 70% 5,00 Cossolvente e edulcorante
Sacarina 0,20 Edulcorante
NaCl 1,00 Mascarante de sabor
Esséncia 0,10 Flavorizante
Agua purificada 60,00mL Solvente
Suco de groselha concentrado g.s.p. 100,00 mL Flavorizante e mascarante
de sabor

Fonte: Autoria propria.

4.5.2 Suspensao

A segunda forma farmacéutica pensada foi o xarope simples de sacarose. A
formulacdo passou por diversas modificacdes. A primeira formulagéao testada desse
grupo esta exposta na tabela 5. Seu método de preparo foi a quente (ROCHA et al.,

2008), de acordo com o método a seguir:

a) Inicialmente foi adicionado a 4gua quente (80°C) o metilparabeno e o propilpa-
rabeno, até completa solubilizacéo;

b) A sacarose foi adicionada aos poucos, sendo homogeneizada constantemente
até solubilizacéo;

c) Apoés resfriamento, o extrato seco de M. charantia L. foi adicionado, também
com homogeneizacdo constante, seguido da adicdo do restante da agua com

a quantidade suficiente para 100mL.



46

Tabela 5. Lote de Bancada 1 (LB | XS) a base de M. charantia L. da suspenséo.

Componente Porcentagem Funcéo
. Insumo farmacéutico ativo
Extrato seco de M. charantia L. 1,60%
vegetal
Sacarose 85,00% Edulcorante e espessante
Metilparabeno 0,18% Conservante
Propilparabeno 0,02% Conservante
Agua purificada g.s.p. 100,00 mL Solvente

Fonte: Autoria propria.

Devido a baixa solubilidade do extrato seco, a forma farmacéutica ficou classifi-

cada como uma suspensao. Almejando melhoria no sabor da suspenséao foi testada

uma nova formulacéo, baseado em trabalho de Nema e colaboradores (2011), empre-

gando também a dose minima calculada. A formulacdo esta retratada na tabela 6, o

fluxograma com seu método de preparo na figura 6 e seu preparo foi realizado da

seguinte forma:

a)

b)

d)

e)

Inicialmente foi preparado o xarope simples com a adi¢cdo da sacarose e agua
purificada com agitacéo continua em agitador mecéanico (600rpm) até obtencéo

de uma solugdo com aspecto de xarope.

O citrato de sodio e o NaCl foram solubilizados em quantidade suficiente de

agua para adicao no xarope base;

Uma mistura contendo propilenoglicol e glicerina na proporcéo de 1:1 foi feita
como cossolvente para dispersdao homogénea do extrato seco da formulagao

com agitacdo magnética por 20min.

A mistura de glicerina, propilenoglicol e extrato foi a dltima a ser adicionada a

mistura, junto com a solu¢ao de mentol

A formulacdo permaneceu em agitador mecanico para homogeneizacdo a

600rpm por 10min.

Tabela 6. Lote de Bancada 2 (LB Il XS) a base de M. charantia L. da suspenséo.

Componente Porcentagem Funcéo

Extrato seco de M. charantia 0,80%

Insumo farmacéutico ativo

vegetal
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) o Agente tamponante e
Citrato de sédio 1,00%
mascarante de sabor
NaCl 1,00% Mascarante de sabor
o Cossolvente e edulco-
Glicerina 20,00%
rante
Propilenoglicol 20,00% Cossolvente
Esséncia de mentol 0,10% Flavorizante
Xarope simples g.s.p. 100,00 mL Veiculo

Fonte: Autoria propria.

Figura 6. Fluxograma resumido do preparo da formulag&o LB II XS.

Agua + sacarose

licerina + propilenoglicol + T
prop g Homogeneizacdo
extrato

Agua + citrato +
NaCl

Fonte: Autoria prépria.

@

4.5.3 Delineamento experimental

A formulacéo final escolhida, a LB Il XS, foi entdo submetida a um processo de
otimizacao, de modo que a formulacdo com as melhores caracteristicas fosse seleci-
onada. O desenho do experimento foi do tipo fatorial completo com trés fatores e dois
niveis (23) (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Os fatores avaliados foram
concentracédo da mistura de cossolventes, concentracao de citrato e tempo de agita-
cao da formulacdo, enquanto a ordem de preparo das formulacdes foi feita de modo
aleatorizado. A tabela 7 contém os fatores e niveis utilizados nos experimentos. Os
parametros avaliados quantitativamente foram a viscosidade, determinada através de
Viscosimetro Rotativo Laborana LAB-90-01-26, empregando o spindle 1 e velocidade
de rotacdo a 39,9rpm; e o pH, determinado por pHmetro de bancada por potenciome-
tria. Por ultimo foi avaliado qualitativamente o sabor das formulacdes, sendo estabe-

lecido um score de 1 a 3 (ruim, regular, étimo).
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Tabela 7. Parametros empregados no planejamento fatorial completo de dois niveis e trés

fatores.

Fatores de entrada (-1) (+1)

Concentragdo da mistura de

20,00 40,00
cossolventes (%)
Concentracao do citrato (%) 0,50 3,00
Tempo de agitacao da formula-
p ginac 5 10

¢ao (min)

Fonte: Autoria propria.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram feitas em triplicata de modo a se garantir a significan-
cia estatistica. Os graficos e dados presentes em quadros foram gerados por intermé-

dio dos softwares OriginLab® 8.5, MiniTab® 18 ou Microsoft Excel®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA DROGA VEGETAL

A droga vegetal obtida apresentou aspecto verde amarronzado, com aroma ca-
racteristico para todos os fornecedores. A escolha de diferentes fornecedores se deu
em decorréncia da necessidade de avaliacdo sobre as diferencas geograficas sobre
os parametros de qualidade da droga vegetal, além de serem locais qualificados para
a producdo. A etapa de caracterizacao da droga vegetal é critica do processo de pro-
ducédo e desenvolvimento de medicamentos e produtos tradicionais fitoterapicos, pois
garante, através de testes de menor complexidade, que os parametros farmacognos-
ticos estdo sendo atendidos. A Farmacopeia Brasileira ndo possui monografia sobre
M. charantia L., bem como nenhuma das outras farmacopeias principais do mundo.
Alguns dos resultados de caracterizacdo da droga vegetal estdo sumarizados na ta-

bela 8, a seguir.

Tabela 8. Caracterizacdes das drogas vegetais.

Caracterizagao

Droga vegetal de PE

Droga vegetal do PI

Droga vegetal do RJ

Matéria estranha

0,78%

0,12%

0,97%

Substéancias extrai-

veis + DP

16,40% + 0,0052

20,54% + 0,0028

17,10% =+ 0,0099

indice de umidade +
DP

11,03% + 0,005

10,87% + 0,001

12,48% + 0,001

Cinzas totais + DP

15,08% + 0,0087

13,99% + 0,0057

10,23% + 0,0017

Cinzas insollveis em
acido + DP

0,46% = 0,0031

0,90% * 0,0019

0,23% * 0,0010

Cinzas sulfatadas +
DP

19,18% + 0,0013

18,34% + 0,0054

13,95% + 0,0069

Fonte: Autoria propria.

A determinacao de matéria estranha ndo somente garante que, a nivel visual,
ndo ha presenca de muitos contaminantes, como insetos, detritos e outras espécies
vegetais, como também revela cuidados com a coleta e a selecdo da matéria-prima

(PATWEKAR et al., 2015). E primordial que a porcentagem de matéria estranha esteja
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a menos de 2% em relacdo a massa total analisada. Todas as drogas vegetais foram

aprovadas devido aos baixos valores.

As substancias extraiveis sao utilizadas para espécies vegetais que nao pos-
suem um ensaio quimico ou bioldgico especifico para avaliagdo da atividade da droga
vegetal em questdo (BRASIL, 2019). A metodologia recomenda a utilizagdo do sol-
vente presente na monografia especifica. Como ndo ha, optou-se pela escolha do
mesmo solvente empregado na extracdo, o etanol 70%. Os resultados indicam que
ha diferencas entre as médias das substancias extraiveis do Pl em relagdo as de PE
e RJ (valor-p < 0,05). Pode haver correlacao entre tais resultados e a quantidade de

matéria-estranha observada na droga vegetal do PI, que possuia a menor quantidade.

A determinacdo da umidade também é fundamental para avaliacdo da quali-
dade da droga vegetal, ja que a presenca de muita agua permite a atividade enzima-
tica e a proliferacdo de microorganismos, como fungos e bactérias. Ndo ha um valor
especifico presente na farmacopeia que englobe todas as recomendacdes, porém, de
acordo com a OMS, o ideal varia em torno de 12%, o que pode ser observado em
todas as drogas vegetais estudadas (BRANDAO et al., 2016; OMS, 2018). E impor-
tante que haja presenca de dgua remanescente na droga vegetal para que haja a
extracdo dos compostos posteriormente. No que se refere a diferenga entre as drogas
vegetais, a umidade da droga vegetal do RJ foi a que apresentou maior valor e esta-

tisticamente significante em relagdo as demais (valor-p < 0,05).

As cinzas totais refletem a parte inorganica da planta, ja que, através da inci-
neracao, o material organico e transformado e desprendido. Apesar disso o0s valores
de cinzas totais podem variar em funcéo da espécie, da parte da planta, da regido de
cultivo, das condi¢cdes de cultivo e da época do ano (TAMBE et al., 2012). Valores
diferentes foram encontrados para cada droga vegetal, mas a droga vegetal do Rio de
Janeiro apresentou os menores valores de cinzas totais quando comparada as demais

drogas de modo estatisticamente significante (valor-p < 0,05).

As cinzas insoluveis em acido séo as ditas cinzas nao fisiologicas, por refletirem
0s constituintes contaminantes silicosos presente na droga vegetal, especialmente
areia (BRASIL, 2019). N&o houve correlagéo entre os niveis de cinzas insolUveis em
acido e as cinzas totais nas drogas vegetais estudadas e ndo h4 valores ideais para
tais cinzas. Apesar disso € importante ressaltar que seus valores ndo devem ser muito

elevados e podem ser indicativos de adulteracdo na droga vegetal. No que se refere
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ao tratamento estatistico, os valores de cinzas insolUveis foram diferentes significati-
vamente entre PE e PI (valor-p < 0,05), mas néo entre PE e RJ e Pl e RJ (valor-p >
0,05).

As cinzas sulfatadas empregam o acido sulfarico para fixar certos componentes
da amostra, como carbonatos, cloretos e 6xidos, que podem se perder durante a inci-
neracao através da metodologia de cinzas totais (BORGES, 2005). Por essa razéao,
os valores sdo superiores aos das cinzas totais, conforme observado em todas as
drogas vegetais estudadas. Assim como nas cinzas totais, os valores de cinzas sulfa-
tadas diferiram estatisticamente apenas entre a droga vegetal do RJ e as demais dro-

gas (valor-p < 0,05).

No que se refere a granulometria, pode-se observar, através da figura 7 que a
maior parte das particulas apresentavam tamanho maior que 250um e menor que
850um. Este resultado é positivo no sentido de que o processamento da droga vegetal
foi eficiente em uniformizar o tamanho das particulas, o que pode garantir uma melhor

uniformidade durante a extracao.

Figura 7. Histograma com as porcentagens de retencdo das diferentes drogas vegetais nos

tamises (abertura em pm).
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As analises termogravimeétricas também foram feitas com o intuito de corroborar
os resultados e compara-los com alguns presentes em literatura e os ja realizado atra-
vés das técnicas farmacopeicas. Todas as drogas vegetais apresentaram como pri-
meiro evento a perda de agua superficial, seguida da perda de agua ainda ligada a
droga vegetal e inicio da degradacéo inicial de alguns compostos organicos, a mais
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significativa em termos de massa e que precede a formagéo das cinzas. Os eventos
estdo sumarizados na tabela 9 a seguir e 0s respectivos graficos podem ser observa-

dos na figura 8.

Tais resultados estdo em consonéancia entre si e com resultados obtidos por
Brandéo e colaboradores (2016). Apesar disso, houve algumas leves divergéncias em
relacdo aos resultados obtidos para o indice de umidade calculados, o que pode ser
explicado através das variacdes intrinsecas as técnicas, variacdes na amostragem e,

consequentemente, tamanhos de particula.



Tabela 9. Perfil térmico das drogas vegetais.
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Etapa 1 (desidrata-
cao/volatilizac&o)

Etapa 2 (perda de agua li-

gadae

outros compostos vola-

Etapa 3 (decomposicéo)

teis)

Perda Perda Perda
vege | set | deer | e | g |Tendset| de | ¥ (I Tpico | de
9 massa (°C) massa (°C) massa

(o] (o] 0, (o] (o]

tal | (°C) | () | "5 | (C) o | C) | (0 o)
M.

cha- 39,4 | 110, 188,7 257,5 | 357,3 | 300,9

rantia 9 a4 9,67 8 213,18 3,60 9 1 8 46,61
-PE

M.

cha- 30,8 | 105, 193,8 264,5 | 363,6 | 307,1

rantia 6 48 9,86 7 215,55 3,90 6 1 2 45,52
-PI

M.

cha- 38,3 | 102, 196,9 252,9 | 361,0 | 303,4

rantia 4 22 7,66 1 212,75 3,11 5 5 5 54,74
-RJ

Legenda: Tonset = temperatura de inicio do evento térmico; Tendset = temperatura de fim

do evento térmico; Tpico = temperatura de pico do evento térmico. Fonte: Autoria prépria.

Figura 8. Curvas de TG obtidas a partir das drogas vegetais do RJ (DV RJ), do Pl (DV PIl) e

de PE (DV PE).
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Fonte: Autoria propria
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5.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO

Chastity e colaboradores (2015) realizaram um estudo empregando extrato hidro-
alcoolico das folhas de M. charantia L. em helmintos da espécie Ascaris suum, a
mesma que infesta porcos, muito semelhante biologicamente a Ascaris lumbricoides,
responsavel pela infestacdo em humanos (BARBOSA, 2015). Uma informacéo rele-
vante é que ambas podem completar seu ciclo de vida em seres humanos, o que

embasa a escolha do estudo para desenvolvimento do extrato hidroalcoolico.

O método de maceracgdo prova-se como uma metodologia simples que, apesar de
maior tempo de extracdo, ainda possui um bom custo-beneficio e ndo requer aparatos
muito tecnologicos. O etanol 70% também é um solvente menos téxico e com 6tima
capacidade de extracdo das principais classes de metabdlitos de interesse para a ati-
vidade anti-helmintica, como saponinas (MAJINDA, 2012), flavonoides (CHAVES et
al., 2020), taninos (FRAGA-CORRAL et al., 2020) e alcaloides (YUBIN et al., 2014).

A proporcao de droga vegetal e solvente empregado foi feita com base no maior
rendimento do processo apds a secagem e obtencao do extrato seco. Um teste piloto
foi conduzido com as proporgdes de 1:5, 1:10 e 1:20, sendo a primeira escolhida com
base no seu resultado de residuo seco. E esperado que a menor proporc¢éo forneca
uma maior transferéncia de massa considerando um mesmo volume de extrato hidro-
alcoolico devido a maior diferenca de concentracdo entre o material vegetal e o sol-
vente. O extrato apresentou aspecto verde intenso, provavelmente devido a presenca
de clorofila das folhas e talos, aroma caracteristico e levemente adocicado. Os resul-
tados das caracterizacdes realizadas nos extratos hidroalcéolicos estdo sumarizados

na tabela 10.

Tabela 10. Caracteriza¢des dos extratos hidroalcéolicos.

Caracterizacéo Droga vegetal de PE Droga vegetal do PI Droga vegetal do RJ
Grau alcodlico 70,29°GL 70,28°GL 71°GL
pH 8,75+ 0,017 7,91 £ 0,02 7,8 £0,015
Densidade relativa a
o0°C 0,88003 + 0,0008 0,8797 + 0,0004 0,8785 + 0,0003
Residuo seco 3,70% + 0,0009 3,40% + 0,0004 2,23% + 0,0005

Fonte: Autoria propria.



55

Os valores de grau alcodlico e de densidade de todos os extratos hidroalcéoli-
cos obtidos foram muito préximos dos valores do solvente original, enquanto o pH
manteve-se proximo a 8. Os residuos secos apresentaram uma variacdo, sendo a o
extrato hidroalcoolico do Rio de Janeiro aquele com o menor valor e tal dado foi pri-
mordial para escolha dos extratos que seriam utilizados nos ensaios seguintes, pois

refletem diretamente no rendimento obtido pela secagem.

5.3 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO

A secagem do extrato hidroalcéolico para obtencdo de um extrato seco, ao in-
vés da utilizacdo de um extrato concentrado na formulacdo se deu em decorréncia de
alguns fatores. A reducéo significativa do solvente empregado, melhoria na estabili-
dade para armazenamento e uma melhor condicdo para que os marcadores sejam
padronizados (FERNANDES, 2013). J4 em relacdo a escolha da secagem do extrato
seco por estufa se deu pela simplicidade da técnica e o bom rendimento obtido com o
processo, 0 mesmo valor obtido para o residuo seco, em decorréncia da semelhanca
entre as técnicas. Como sera visto posteriormente, as classes de metabdlitos secun-

darios de interesse ainda permaneceram nos extratos secos.

O extrato apresentou aspecto verde brilhante, como pode ser visto na figura 9
e odor caracteristico e adocicado. Depois de armazenado, observou-se que absorvia
muito rapidamente a umidade e ndo podia ser novamente seco em estufa, pois for-
mava uma pasta dura caso submetido ao processo. Tendo em vista a necessidade de
se avaliar as caracteristicas higroscopicas do extrato e, consequentemente, predizer
as condicdes ideais de armazenamento, foi conduzido um estudo de higroscopicidade
sob umidade relativa proxima a 75%. Os resultados estdo sumarizados na figura 10 e
revelam que todos os extratos apresentam alta higroscopicidade. Esse fato pode se
dar devido a presenca de muitos grupamentos hidroxila presentes nos metabdlitos
secundarios identificados na analise fitoquimica, bem como pela presenca de acgulca-
res no mesmo. O extrato que apresentou menor aumento de massa percentual foi o
do Rio de Janeiro, cerca de 12,5%. Tais resultados corroboram que ha necessidade

de armazenamento especifico para o extrato seco.
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Figura 9. Extrato seco de M. charantia L..

Fonte: Autoria propria.

Figura 10. Curvas de sorcdo de umidade dos extratos secos de M. charantia L..
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Fonte: Autoria propria.

O segundo ponto observado no extrato foi sua baixa solubilidade em agua,
mesmo com longo periodo de agitacdo. Devido a auséncia de marcador ativo deter-

minado para a atividade anti-helmintica, optou-se pela realizacdo de um estudo de
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solubilidade empregando método gravimétrico. Através de tais resultados, pode-se ter
uma nocao da quantidade de sélidos solUveis em um solvente especifico. Para o caso
das formulacdes desenvolvidas, como o principal veiculo era agua, utilizou-se a
mesma para o ensaio. Os resultados de solubilidade obtidos para cada um dos extra-
tos estdo sumarizados na tabela 11. De acordo com a Farmacopeia Brasileira (BRA-
SIL, 2019), tais valores enquadram os extratos dentro da categoria de termos descri-
tivos como pouco soluveis (1g da substancia se dissolve em 100 a 1000 partes de
solvente em mililitros), mas, através de analise estatistica, pode-se concluir de que o
extrato seco de PE apresenta maior solubilidade que os outros dois (valor-p <0,05).
Esses resultados podem refletir a presenca de substancias lipofilicas ou de alto peso
molecular presentes no extrato, como € o caso de acidos graxos, terpenos, cumarinas
e taninos, passiveis de extracdo através de etanol 70% (FICHAN; LARROCHE;
GROS, 1998; FRAGA-CORRAL et al., 2020; RAO; BABU; DESAI, 2014).

Tabela 11. Valores de solubilidade para extratos secos de M. charantia L..

Extrato seco PE Extrato seco PI Extrato seco RJ

Solubilidade (mg/mL) 3,56 + 0,06 2,93 + 0,06 2,96 + 0,23

Fonte: Autoria prépria.

5.3.1 Analises termogravimétricas

Reproduzindo o comportamento obtido pelas analises termogravimétricas das
drogas vegetais, 0s extratos secos apresentaram perfis térmicos muito parecidos.
Houve uma maior perda de massa, provavelmente em decorréncia higroscopicidade
do extrato seco, além de maior proximidade da etapa de desidratacdo de perda de
agua ligada e inicio da decomposi¢éo térmica. Os dados podem ser visualizados na

tabela 12 e o perfil térmico na figura 11.



Tabela 12. Perfil térmico dos extratos secos.
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. i Etapa 2 (perda de agua
Et?pa 1 (d.e_5|dr§1ta ligada e outros com- Etapa 3 (decomposicao)
¢aolvolatilizagao) o
postos volateis)
Perda Perda Perda
Extrato Ton- Ten- de Ton- Ten- de Ton- Ten- Tpico de
seco set dset massa | S€t dset massa | et dset (C) | massa
(o] 0, (o] 0, 0, (o]
C) | (0 | gy | €O | €O | Tppt | O | (C) %)
M. cha-
rantia - 272’1 96,38 7,00 2733 302,40 | 31,12 330’ 381,77 362, 17,68
PE 8 25
M. cha- 39,2 227, 306, 326, 356,
rantia -Pl 3 109,23 | 5,53 58 51 34,62 85 372,20 60 19,53
M. cha-
rantia - 394 85,89 4,14 250, 314,98 | 28,25 337, 367,84 380, 20,26
RJ 6 35 00 85

Tonset = temperatura de inicio do evento térmico; Tendset = temperatura de fim do evento

térmico; Tpico = temperatura de pico do evento térmico. Fontes: Autoria propria.

Figura 11. Curvas de TG obtidas a partir dos extratos secos do RJ (EXT RJ), do PI (EXT PI)

e de PE (EXT PE).
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Fonte: Autoria prépria.
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5.3.2 Andlise fitoquimica

A presenca de taninos foi inclusive confirmada através dos resultados da tria-
gem fitoquimica dos trés extratos secos. Todos os resultados estdo presentes no qua-
dro 3. As classes de metabdlitos que possuem interesse para a atividade anti-helmin-
tica sdo os alcaloides, flavonoides, saponinas e taninos. Dessas quatro classes, 0s
resultados da analise fitoquimica confirmara a presenca de trés, os alcaloides, sapo-

ninas e taninos.
Quadro 3. Triagem fitoquimica dos extratos.

Classe de metabdlitos Extrato seco PI Extrato seco RJ Extrato seco PE
Alcaloides + + +

Antocianinas - - -

Antraguinonas +++ +++ +++
Compostos fendlicos + + +
Cumarinas + ++ +
Derivados antracénicos + + +
Lignanas ++ + +
Mono, sesqui e diterpenos + + +

Naftoquinonas - - -

Saponinas +++ + +
Taninos condensados - - ;
Taninos hidrolisaveis + + +
Triterpenos e esteroides - - -

Xantinas - - -

Legenda: ( - ) ausente; ( +) fracamente positivo; ( ++ ) moderadamente positivo; ( +++ ) for-

temente positivo. Fonte: Autoria propria.

Os mecanismos pelos quais tais classes agem sobre os helmintos para gerar
sua atividade ainda séo desconhecidos, mas alguns ja foram sugeridos em literatura.
Os taninos provavelmente possuem atividade anti-helmintica em decorréncia da ca-
pacidade de interacdo de suas moléculas com proteinas da cuticula e do trato gastroi-
ntestinal de helmintos, além de possuirem capacidade de diminuir a migracéo de lar-
vas (CHASTITY et al.,, 2015; HOSTE et al., 2015; JIRAUNGKOORSKUL; POOL-
PERM, 2017).
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Os alcaloides ja sdo amplamente descritos em literatura como agentes anti-
helminticos devido a suas propriedades neurotéxicas, alterando as propriedades de
canais ibnicos e diferentes receptores neuronais, além de poderem interagir com re-
ceptores de acetilcolina, causando paralisia muscular (BAURI; TIGGA; KULLU, 2015;
WINK, 2012).

As saponinas presentes em M. charantia L. sdo uma das principais classes co-
nhecidas por possuirem diversas atividades descritas, como é o caso das momordici-
nas | e Il, karantina e momordicosideos (JOSEPH; JINI, 2013). As atividades a ela
atribuidas sédo principalmente por alteracdes causadas nas membranas celulares dos
tegumentos de helmintos, o que causaria a criagcado de microporos, desestabilizando a
membrana (BAURI; TIGGA; KULLU, 2015; MELZIG; BADER; LOOSE, 2001). O ex-
trato seco do Rio de Janeiro apresentou uma menor intensidade de resposta para as
saponinas, 0 que pode levar a uma menor higroscopicidade, ja que os extratos com
maiores quantidades de saponinas podem adsorver mais agua em decorréncia da alta
presenca de acglcares e, consequentemente, grupamentos hidroxilas. Além da menor
resposta para saponinas, o extrato seco do RJ, apresentou menor residuo seco e
maior indice de umidade, além de possuir caracteristicas especificas induzidas pelo
fornecedor. Por essa razao, as andlises seguintes s6 foram conduzidas com os extra-

tos secos de PE e do PI.

5.3.3 Doseamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a DAD

A quarta classe de metabdlitos de interesse para a atividade anti-helmintica séo
os flavonoides. Assim como os grupos de metabdlitos anteriores, ndo possuem me-
canismo de acao bem definido, mas alguns meios sao propostos em literatura, como
inibicAo da cascata do acido araquidénico e diminuicdo da motilidade larval (JI-
RAUNGKOORSKUL; POOLPERM, 2017; WILLIAMS et al., 2014). Como nao foram
conduzidos testes na triagem fitoquimica para essa classe em especifico, apenas para
uma classe mais abrangente, a dos compostos fendlicos, um estudo de CLAE-DAD
foi conduzido. Através de analise exploratéria por cromatografia liquida acoplada a

espectrofotometria de massas (LC-MS), em outros estudos do grupo, foram
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identificados dois marcadores de majoritarios e de facil obtencdo na industria de pa-

drdes: a iso-quercetina e a astragalina, ambos flavonoides.

A astragalina apresentou tempo de retencao de 33,81min e picos de absorcao
em 265nm e 384nm, enquanto a iso-quercetina, de 32,04min e em 201nm, 256nm e
354nm. As curvas de calibragdo geraram as seguintes equacdes de reta:
y=222509x+10056 para a astragalina e y=411105x+11519 para a iso-quercetina, am-
bas com valores de R?=0,998. A tabela 13 apresenta os resultados obtidos. De modo
a complementar a informacao obtida por CLAE-DAD, foi desenvolvido e validado um

método para determinacgdo de flavonoides totais em tais extratos.

Tabela 13. Teor de isoquercetina e astragalina em extratos secos de M. charantia L..

Teor isoquercetina Teor Astragalina
Extratos
(Mg/mL) (hg/mL)
Extrato seco PI 3,70+0,48 4,63+0,11
Extrato seco PE 4,94 + 0,37 3,64 £0,68

Fonte: Autoria propria.

Os resultados, quando comparados com outras andlises feitas em literatura,
por HPLC, ainda s&o baixos. Diversos fatores podem influenciar esse processo, como
método de extracdo, solvente empregado, local e época de colheita, entre outros. Um
estudo de Shodehinde e colaboradores (2016) obteve, para extratos metandlicos das
folhas, a concentracdo de 80,62mg/g de quercetina nas folhas e a astragalina e iso-
guercetina nao foram doseadas, um possivel indicativo sobre o teor de isoquercetina.
Com o intuito de se avaliar a quantidade total de flavonoides, também foi desenvolvido

método para seu doseamento.

5.3.4 Desenvolvimento de metodologia analitica para doseamento de flavonoi-

des totais

Apesar do método ser baseado em um trabalho ja publicado, optou-se pela
reproducédo do mesmo e verificagdo das condi¢Oes ideais antes de se partir para a
validacéo analitica. O primeiro parametro que foi avaliado foi o comprimento de onda
em que seria feita as demais leituras. O método de quantificacédo de flavonoides totais

por colorimetria empregado utiliza cloreto de aluminio como agente revelador, ja que
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0 aluminio se complexa com os grupamentos hidroxila em C3 e C5 e com o grupa-
mento carbonila em C4, alterando a coloracdo (CHANG et al., 2002). O comprimento

de onda maximo observado foi de 411nm, valor adotado para todos os demais en-
saios.

O segundo parametro analisado foi o tempo de reacéo, que idealmente deveria
apresentar o menor valor e maior absorbancia. Como pode ser visto na figura 12, o
tempo com maior absorbancia foi o de 30min. Também foi levado em consideracéo

valores menores de desvios-padréo.

Figura 12. Absorbancias encontradas para diferentes tempos de reacao.
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Fonte: Autoria propria.

O terceiro e ultimo parametro analisado foi o volume da solucao reveladora de
cloreto de aluminio empregada. O volume ideal e fixado para as analises seguintes foi
de 100pL devido a uma maior absorbancia, menores valores de desvios-padréo e me-

nor volume de reagente, como pode ser visto na figura 13.



63
Figura 13. Absorbancias encontradas para diferentes volumes de solucéo de cloreto de alu-

minio.
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Fonte: Autoria propria.

5.3.5 Validagdo do método analitico

O primeiro parametro avaliado do método foi a seletividade e ele diz respeito a
capacidade que o mesmo possui de distinguir o analito em questado de outros com-
postos e possiveis interferentes. O método é baseado na complexacdo dos ions de
aluminio em solucéo acidificada com grupamentos hidroxila presentes e o grupamento
cetona presente nos flavonoides, sendo o complexo formado de coloragcdo amarelada
(MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970). A figura 14a demonstra a coloragc&o adquirida

pela amostra apds a complexacao e a figura 14b a reacdo de complexacao.

Figura 14. (a) Solucéo extrativa apés complexacao entre flavonoides e ions de aluminio. (b)
Reacéo entre a quercetina e o cloreto de aluminio.
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Quercetina Quercetina-Al:H

Fonte: Autoria propria; MABRY, MARKHAM, THOMAS (1970)
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O grafico contendo o perfil espectrofotométrico das solu¢des esta presente na
figura 15. Pode-se observar que, além do aumento da absorbancia na regiéao, também
ocorreu um deslocamento da absorbancia maxima (Amax) de 433nm para um menor

comprimento de onda, 411nm, indicando seletividade do método.

Figura 15. Perfil espectral na regido do UV/Vis de diferentes solu¢des contendo extrato seco

e agente revelador.
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Fonte: Autoria propria.

A RDC 166/2017 preconiza que o método deve ser linear na faixa de trabalho,
de modo que a resposta obtida seja proporcional a concentracdo da amostra. A de-
terminacao da linearidade do método é verificada através da andlise do coeficiente de
correlacdo (R?) calculado a partir da regresséo linear. Como pode ser visto na figura
16a, o extrato demonstrou resposta linear e coeficiente de correlagdo maior que 0,99.
E importante salientar que as concentracées sdo do extrato seco e ndo de flavonoides
totais. A analise de dispersédo de residuos também demonstrou dispersdo dos mes-

mos ao redor de zero e resultados satisfatorios, como pode ser visto na figura 16b.

Figura 16. (a) Curva de regressao linear obtida a partir da leitura de extratos secos de M.

charantia L. em reacgédo seletiva para flavonoides totais. (b) Gréafico de disperséo de residuos.
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Foi avaliada também a linearidade da resposta do padrdo de quercetina utili-
zado, de modo a ser também gerada uma curva de calibracdo que serviria para esti-
mar os resultados em miligramas equivalentes de quercetina. A curva e o grafico de
disperséo de residuos estdo presentes na figura 17a e 17b, respectivamente. Pode
ser observado que novamente o coeficiente de correlacdo (R?) foi maior que 0,99 e
gue os residuos se distribuiram de modo adequado. A equacéo de reta gerada foi
y=0498x + 0,0735.

Figura 17. (a) Curva de regresséo linear obtida a partir da leitura de padrdo de quercetina em

reacdo seletiva para flavonoides totais. (b) Gréfico de dispersao de residuos.
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Fonte: Autoria prépria.

A precisdo do método reflete o quanto ha proximidade entre os resultados ob-
tidos e foi demonstrada através da repetibilidade, correlacionada com a variabilidade
intracorridas. Os resultados podem ser vistos da tabela 14, onde o valor obtido para o

desvio-padrao relativo foi satisfatorio, ja que o preconizado € que seja menor que 5%.

Tabela 14. Resultados do ensaio de precisao.

) Desvio-
o Desvio- .
Amostra A B C D E F Média . padréo
padréo )
relativo

Concentracédo (LEq de
) 9,40 | 9,74 | 9,88 | 9,82 | 9,22 | 9,26 | 9,56 0,26 2,82%

Quercetina/mL)

Fonte: Autoria propria.

J& a exatiddo demonstra a capacidade do método de indicar os valores corretos
guando comparados com 0s teoricamente obtidos. Para a andlise em questao, foram
feitas as determinacfes de trés concentracdes fortificando a amostra com o padréo
de quercetina, calculando-se a taxa de recuperacdo e se comparando os resultados

com os tedricos. Os resultados podem ser visualizados na tabela 15. Todos os valores
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de desvio-padréo relativos apresentaram-se abaixo do valor maximo, de 5%, e todas
as taxas de recuperacdo apresentaram o6timos valores, compreendidos entre 80% e
110%. De acordo com a RDC 166/2017 da ANVISA néo existem valores especificos
para os limites de recuperacdo, mas alguns autores citam a quantidade de analito de
interesse na amostra e, quanto menor a quantidade, maiores o intervalo de aceitagao
(BRITO, 2002). Devem ser levados também alguns fatores associados, como é o0 caso
da natureza da amostra, que é uma matriz, e a propria variabilidade da matéria de
andlise, obtida a partir de fontes vegetais. A andlise através de ANOVA fator Unico
demonstrou que os valores de Fcaiculado (3,22) foram menores que 0s do Frabelado (7,70),

nao existindo diferenca significativa entre os resultados.

Tabela 15. Resultados da exatiddo e recuperacéo da quercetina em amostras de extratos de

M. charantia L.. [] = concentracdo; DP = desvio-padrdo; DPR = desvio-padréo relativo.

Nivel (%) [1tedrica Amostra L] experimental DP PPR Recuperacéo
(Hg/mL) (Hg/mL) (%)

A 13,06

80 13,06 B 12,84 0,55 | 4,18% 103,93%
C 13,94
A 16,05

100 16,05 B 16,25 0,75 | 4,78% 102,31%
C 14,76
A 18,30

120 18,30 B 19,08 0,27 | 1,46% 101,01%
C 19,48

Fonte: Autoria propria.

A robustez do método € um indicativo sobre as condic¢des limites sob o qual o
método opera ainda em conformidade ao esperado. Foram escolhidos alguns para-
metros que poderiam interferir nos resultados, como € o caso da luminosidade, o sol-
vente utilizado na solubilizag&o das amostras de extratos secos e do padrao de quer-
cetina e o pH. A tabela 16 sumariza os resultados encontrados. Em todos o0s casos 0s
valores de Fcalculados foram menores que 0s de Ftabelados, 0 que indica que o método &

robusto para as variagdes propostas.
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Tabela 16. Resultados dos ensaios de robustez.

Variaveis Nivel (%) | [] média (ug/mL) | DPR | Recuperacéo (%) | Valores de F
80 11,68 2,62% 86,0%
Presenca de luz 100 15,55 1,22% 101,1% Efa:': %?8
ab. — )
120 18,17 2,05% 95,7%
80 11,27 1,35% 81,4% Fo =106
Solvente B 100 14,64 3.98% 93.29% calc._— ,
! ! Ftan. = 7,70
120 17,88 0,26% 93,7%
80 12,07 3,37% 90,4% F 166
calc.= 1,
pH 4,21 100 15,09 0,53% 97,1% Feb. = 7.70
120 16,10 2,58% 81,7%

Fonte: Autoria propria

Levando em consideracéao todos os resultados desenvolvidos ao longo da vali-
dacéo pode-se inferir que o método € seletivo, linear, preciso, exato e robusto dentro
das condicdes especificadas. O extrato seco foi entdo doseado para determinacéo do
teor de flavonoides totais e a concentragcédo determinada foi de 46,81 + 4,07 mgEqQ/g

de extrato seco, onde mgEQQ é miligrama equivalente de quercetina.

5.4 DESENVOLVIMENTO INICIAL DAS FORMULACOES

Conforme explicitado, a dose estimada para as formula¢cdes desenvolvidas foi ba-
seada num trabalho que empregou mesma metodologia de extracdo e mesmo sol-
vente. Também ocorreram algumas extrapolacdes de dados que néo haviam sido in-
formados no artigo, como proporcao de droga vegetal e solvente e residuo seco do
extrato empregado nos experimentos. No estudo de Chastity e colaboradores (2015),
os testes foram realizados com vermes de Ascaris suum in vitro e empregavam con-
centracdes-teste de 20%, 40% e 80% de extrato em relacdo ao controle positivo, pal-
moato de pirantel. Como ndo houve diferencas significativas entre as doses de 40% e

80%, a dose de 40% foi escolhida. O célculo para dose foi feito da seguinte forma:

a) No estudo, o controle negativo (solucdo 0,9% de NaCl) foi adicionado ao
local de testagem em um volume de 12,5mL;

b) Admitiu-se que esse foi 0 volume padréo testado para os demais grupos;
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c) A concentracdo de 40% foi equivalente a 5mL de extrato liquido (40% de
12,5mL);

d) Foi levado em consideracdo o rendimento de 3,40% como sendo o rendi-
mento do extrato seco da referéncia utilizada, baseado nos valores do re-
siduo seco obtido do extrato hidroalcéolico do PI, uma vez que ndo ha da-
dos no estudo destrinchando informac¢des sobre o mesmo;

e) O extrato do Pl foi utilizado como padréo por possuir menor valor de residuo
seco que o extrato de PE, enquanto o do RJ foi descartado a partir das
analises anteriores

f) Nos 5mL de extrato fluido empregado no teste do estudo a quantidade teo-
rica de extrato seria de 0,1719 g de extrato seco (0 que representaria apro-
ximadamente 0,2% se fosse adicionado diretamente a 100mL da formula-
céo).

g) Devido a alguns fatores, como: nao haver estudos que correlacionem essa
dose in vitro com alguma in vivo (extratos com as mesmas caracteristicas),
por haver presenca de enzimas e meios que podem realizar a degradacao
de alguns dos compostos ao longo do trato gastrointestinal, bem como di-
ferentes niveis de infestacdo pelos geo-helmintos, a dose foi aumentada,
respeitando a toxicidade encontrada em outro estudo do grupo.

h) Os valores de concentracdo empregados nas formulacdes testadas foram

4x maiores (0,8%) e 8x maiores (1,6%).

5.4.1 Xarope para diabéticos

Medicamentos que ndo causam mal ao publico diabético tém ganhado atencao
nos ultimos tempos, acompanhando a industria alimenticia, com quantidades cada
vez maiores de produtos dietéticos, ou seja, livres de monossacarideos ou dissacari-
deos (VIGGIANO, 2003). Num primeiro momento isso facilita 0 acesso de tais produ-
tos a pessoas diabéticas e engloba um nimero maior de pessoas passiveis de utiliza-
¢ao do medicamento, sendo a razéo pela qual inicialmente optou-se por uma formu-

lacdo liquida com aspecto de xarope.

A primeira formulagéo testada, a LB | XD, foi desenvolvida com base nos estu-

dos de desenvolvimento de xaropes para diabéticos com o emprego de extrato
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concentrado de guaco, realizado por Lubi, Sato e Gaensly, (2003). Foi realizada uma
avaliacao de diversos polimeros no estudo, mas para os testes iniciais para a formu-
lacdo LB | XD, foi utilizado um dos polimeros, a carboximetilcelulose (CMC), como
agente doador de viscosidade principal. Foi utilizado o sistema conservante composto
por propilparabeno e metilparabeno, de eficacia ja bem estabelecida para formulacdes
liguidas e semissélidas (HAMAN et al., 2015). Propilenoglicol, glicerina e a solucao de
sorbitol a 70% foram utilizados como doadores de viscosidade, edulcorantes e cos-
solventes. A sacarina e a solucdo de mentol apresentaram-se como edulcorante e
flavorizante, sendo este ultimo empregado em decorréncia da coloragdo esverdeada

inicialmente desenvolvida pela formulacao.

A LB | XD apresentou coloracdo esverdeada, aroma de mentol associado ao
do extrato seco e um sabor amargo muito forte e adstringente. Tal sabor é caracteris-
tico de preparacdes que empregam M. charantia L., em decorréncia das saponinas
nelas presentes (JOSEPH; JINI, 2013). Além disso, houve muita dificuldade na solu-
bilizacdo do extrato, que persistentemente apresentou grumos mesmo ap6s homoge-
neizacao continua e tal fator poderia estar contribuindo para um aumento no amargor
da formulac&o. Apos um certo periodo de tempo em repouso houve a separacdo entre

0 extrato e a fase liquida, que obteve um tom amarelado.

A palatabilidade de medicamentos pediatricos € um ponto fundamental no seu
desenvolvimento (BATCHELOR; MARRIOTT, 2015) e por isso a formulagao foi repen-
sada de modo a se diminuir o amargor, sendo esta nomeada LB Il XD. Como a dose
calculada foi inicialmente extrapolada para 8x o seu valor original, optou-se pela dimi-
nuicdo da mesma para metade, ou seja, 0,8% p/v da formulacéo total. Além disso a
guantidade de sacarina foi aumentada de modo a melhorar o gosto agucarado, atrativo
para criancas e foram adicionados dois agentes mascarantes de sabor amargo co-
nhecidos, o &cido citrico e o cloreto de sédio. Foram testadas duas esséncias, a de
horteld e a de chocolate, sendo esta Ultima escolhida devido & mudancga de coloracéo
provocada pela presenca do acido citrico, que passou a ser mais amarronzada. A
presenca do cloreto de sodio e do acido citrico e o0 aumento da sacarina melhoraram
consideravelmente o sabor da formulagédo, mas o amargor ainda persistia muito forte

e adstringente.

Uma ultima tentativa foi realizada no desenvolvimento do xarope de diabéticos,

sendo esta formulacdo nomeada LB Ill XD. O propilenoglicol teve sua concentracao
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aumentada para o maximo permitido, 25%, de acordo com o Handbook of Pharma-
ceutical Excipients (ROWE; SHESKEY; WELLER, 2017), com o propdsito de melhorar
a solubilidade do extrato na formulacdo como um todo, sendo este adicionado junto
aos parabenos no propilenoglicol ja resfriado, apenas sob agitagdo continua. O &cido
citrico foi removido e o cloreto de sédio apenas conseguiu manter a diminuicdo do
amargor causada pela formulacdo anterior. Ao invés de agua purificada como veiculo,
suco de groselha concentrado foi adicionado a mesma de modo a alterar as proprie-

dades organolépticas, uma pratica realizada em algumas farméacias de manipulacéo.

Apesar de todas essas alteracOes, a formulagcédo ainda permaneceu com um
sabor amargo forte e adstringente. A partir desse momento, decidiu-se que a formu-
lac&o para diabéticos seria descartada em detrimento de uma formulacéo que empre-

gasse como base o xarope de sacarose comum, com algumas modificacdes.

5.4.2 Suspenséo

Devido a baixa solubilidade do extrato no meio, as seguintes formula¢cées néo
podem ser consideradas xaropes, mas sim, suspensdes. O primeiro método de pre-
paro se baseou em trabalho de Rocha e colaboradores (2008), a qual utilizou sacarose
como agente doador de viscosidade e edulcorante, o que resultou na formulacdo LB |
XS, na esperanca de que o sabor doce da base de xarope conseguisse mascarar o
gosto. Houve pouca melhora em relacdo a formulacédo anteriormente desenvolvida e
o sabor doce inicial acabou realgando o amargor. Apesar disso tal formulacéo possuia

1,6% (p/v) de extrato seco, o valor inicialmente pensado para a mesma.

A Ultima formulacéo, a LB Il XS, foi baseada num trabalho que desenvolveu um
xarope que continha derivados de Azadirachta indica e de Phyllanthus niruri L., ambas
plantas de gosto amargo (NEMA et al., 2011). A base de xarope de sacarose foi pre-
parada separadamente e adicionada de citrato de sodio e cloreto de sédio previa-
mente solubilizados. Optou-se pela troca do acido citrico pelo citrato de sédio em de-
corréncia de uma avaliacdo preliminar empregando diferentes concentracdes de acido
citrico que causaram a separagcao permanente do extrato e alteracao profunda na cor
da formulacéo, um forte indicativo de instabilidade, como pode ser observado na figura

18. O extrato foi solubilizado numa mistura empregando propilenoglicol e glicerina na
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proporcdo de 1:1 durante tempo especificado de modo a melhorar a disperséo das
particulas do mesmo no produto final, que pode ser observado na figura 19, ambos
com funcdo de edulcorantes e cossolventes (ECCLES, 2020). O mentol novamente
foi escolhido como flavorizante devido a coloracéo final da formulagéo, que pode ser
observada na figura 20.

Tal formulacéo apresentou uma grande melhoria no sabor, que ficou significa-
tivamente menos amargo e adstringente, com os sabores adocicado e refrescante do
mentol em evidéncia. Além da presenca do citrato de sédio e cloreto de sédio, acre-
dita-se que a solubilizacdo prévia na mistura de glicerina e propilenoglicol, além do
emprego de base de xarope simples foram todos fatores contribuintes para melhoria
no sabor. A melhor dispersédo das particulas de extrato na suspensao final poderia
permitir que o liquido fosse deglutido de modo mais homogéneo, nédo deixando sabor
residual muito forte. Apos certo periodo de tempo, a formulacéo apresentou separacao
de fases menos acentuada e facilmente convertivel com agitacéo leve, um bom indi-
cativo da estabilidade. Tendo em vista todos esses resultados positivos, tal formulacao

foi selecionada para um estudo de otimizacao através de delineamento experimental.

Figura 18. Formulagéo contendo &cido citrico antes (a) e apods (b) agitagéo.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 19. Extrato seco de M. charantia L. disperso em mistura 1:1 de propilenoglicol e gli-

cerina.

Fonte: Autoria propria.

Figura 20. Formulagéo LB Il XS.

Fonte: Autoria propria.
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5.4.3 Delineamento experimental

Visando otimizacao da formulacéo LB Il XS, foi realizado um delineamento ex-
perimental do tipo planejamento fatorial completo que levou em consideragdo a con-
centracao da mistura dos cossolventes empregados, visto que poderia haver interfe-
réncia direta na dispersdo do extrato seco na formulacdo, a concentracdo de citrato
de sodio, que interferiria no sabor, e o tempo de agitacao final da formulagcéo, que
poderia interferir na dispersdo das particulas de extrato na suspensdo. Foram avalia-
dos o pH, a viscosidade e o sabor das formula¢cdes para determinacao da formulacao

com o melhor perfil de resultados.

A tabela 17 sumariza os resultados obtidos para cada um dos ensaios feitos.
Como pode ser visto, os valores de viscosidade variaram entre aproximadamente 65
e 105mPa.s. Tais resultados indicam que a suspensao apresenta viscosidade ele-
vada, o que favorece a manutencdo termodinamica, estabilizando as particulas dis-
persas de extrato seco, além de possuir uma vantagem de permitir menos contato
entre as particulas e as papilas gustativas da lingua, diminuindo o amargor sentido.
Por outro lado, também €é importante que os valores estejam em faixas aceitaveis de
viscosidade pois elevados valores podem desestabilizar a dispersdo das particulas,
formando uma fase dificil de ser ressuspensa (WEINER, 1986). Algumas outras for-
mulacdes em forma de suspensao e xarope contendo extratos de plantas medicinais
chegaram a valores de viscosidade proximos aos encontrados, inclusive uma con-
tendo extrato alcodlico de M. charantia L., que apresentou valores de viscosidade en-
tre proximos a 50mPa.s (COSTA et al., 2015; DANDAGI et al., 2008 OWUSU et al.,
2021).

Os valores de pH também se apresentaram ao redor da neutralidade, fator po-
sitivo especialmente se levado em considerac¢éo que o 4cido citrico conseguia, através
da diminuicao de pH, desestabilizar a formulacdo. Além disso, o pH ideal para formu-
lacBes liquidas de uso oral sdo aqueles préximos a 7,0 (JONES, 2016). Pode ser ob-
servado que concentracdes maiores de citrato de sodio aumentaram o pH, visto que
ele é utilizado como agente tamponante e possui faixa de pH acima de 7,0 (HOWE;
SHESKEY; WELLER, 2017).
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A ultima resposta avaliada foi o sabor. De modo a se padronizar, estabeleceu-

se gue o sabor seria ruim (atribuido 0), regular (atribuido 1) e bom (atribuido 2), a titulo

de comparacéo entre elas. Como a formulacéo tem apelo pediatrico, o sabor de de-

monstra como um parametro fundamental, pois afeta diretamente a adesao ao trata-

mento.

Tabela 17. Resultados do delineamento experimental.

Numero do ex- Cossolvente Citrato Tempo Viscosidade
perimento (%) (%) (min) (mPa.s) PH Sabor
1 20 0,5 5 74,4 6,88 0
2 40 0,5 5 104,3 6,99 0
3 20 3 5 65,2 7,23 0
4 40 3 5 87,8 7,37 0
5 20 0,5 10 81,5 6,9 1
6 40 0,5 10 103,5 6,95 0
7 20 3 10 78,4 7,32 2
8 40 3 10 98,5 7,37 1

Fonte: Autoria prépria.

As analises através dos graficos de Pareto para as respostas de pH e viscosi-

dade demonstraram que o tempo de agitacao nao influenciou, como pode ser visto na

figura 21a e 21b. O pH foi mais afetado pela concentracdo de citrato em decorréncia

da concentragao de cossolventes, visto que o citrato possui a capacidade tamponante.

Quanto a viscosidade, ambos interferem, mas a concentracdo de cossolvente foi mais

critica, o que pode ser explicado pela alta densidade do propilenoglicol e da glicerina,

de modo que, quanto maior sua concentragdo, maior a viscosidade.
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Figura 21. (a) Grafico de Pareto para a resposta da viscosidade. (b) Grafico de Pareto para a

resposta do pH.
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Fonte: Autoria propria.

A formulacdo 7 se destacou das demais, sendo a escolhida como formulacéo
final por, além disso, também possuir uma menor quantidade de cossolventes. Seu
pH foi de 7,32 e sua viscosidade de 78,4mPa.s. A formulacdo pode ser vista na figura
22. O armazenamento foi realizado em frasco de vidro ambar para evitar degradacao
a longo prazo de compostos fotossensiveis possivelmente encontrados no extrato. Tal
qual a formulacdo LB Il XS, apresentou aspecto viscoso, colora¢éo verde escura in-

tensa e sabor adocicado e refrescante, com um amargor residual no fundo da lingua.



Figura 22. Formulacéo LB Il XS otimizada.

Fonte: Autoria prépria
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Levando em consideracao os resultados obtidos das diferentes drogas vege-
tais, o trabalho desenvolvido mostra-se como um passo importante para realizagao de
mais estudos comparativos com os resultados inéditos referentes as caracterizacdes
farmacognodsticas de M. charantia L.. As analises tornam possivel a observacéo de
gue ocorreram diferencas significativas entre alguns parametros das drogas vegetais
de PE, Pl e RJ, o que sugere influéncia direta do local de cultivo e colheita, que precisa
ser mais investigado, assim como a influéncia sazonal. O indice de umidade e o perfil

termogravimétrico apresentam boa estabilidade para as drogas vegetais analisadas.

O extrato seco obtido apresentou perfil térmico semelhante ao da droga vege-
tal, com os eventos de decomposicao se iniciando em menores temperaturas para os
extratos secos, 0 que € esperado, visto que alguns compostos presentes na estrutura
da droga vegetal ndo estdo presentes no extrato. Apesar disso, ndo ha indicios de
instabilidade térmica do extrato seco. Os extratos secos apresentaram rendimento
passivel de producéo em larga escala, alta higroscopicidade, requerendo condi¢bes
especificas para o0 armazenamento, além de serem pouco sollveis em agua. O perfil
fitoquimico observado constatou que ha presencga dos principais metabdlitos de inte-
resse para a atividade anti-helmintica, como saponinas, alcaloides e taninos. A anali-
ses por CLAE-DAD indicaram também a presenca de alguns flavonoides, resultado
gue motivou o desenvolvimento e validacdo de um método de doseamento de fla-
vonoides totais, que obteve sucesso e indicou quantidades ainda maiores de flavonoi-

des totais.

As formulagbes passaram por um longo processo de desenvolvimento tecnolo-
gico devido as propriedades organolépticas dos extratos de M. charantia L., com sabor
amargo e adstringente. A formulacdo LB Il XS foi definida como a melhor tanto em
guestdes de sabor quanto em relagéo a sua estabilidade macroscopica, apresentando
xarope de sacarose, glicerina, propilenoglicol, cloreto de sddio, citrato de sédio e o

extrato seco.

Objetivando otimizacdo da mesma foi conduzido um delineamento experimen-
tal do tipo planejamento fatorial completo para otimizacdo dessa formulacdo esco-

lhida, de modo a serem também determinados alguns parametros como viscosidade
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e pH. A formulagao final apresentou uma quantidade menor de glicerina e propileno e
uma concentracao maior de citrato, que parece ter contribuido com o sabor da mesma.
A viscosidade foi de 78,4mPa.s e o pH de 7,32, ambos ideais para administracéo por
via oral. O sabor permaneceu com as mesmas caracteristicas gerais da formulacdo
LB Il XS, mas foi observada diminuicdo no amargor residual, tornando-a ainda mais

ideal para uso pediatrico.

Dessa forma, conclui-se que os extratos secos obtidos através de maceracao
hidroalcoolica de M. charantia L. podem ser veiculados em formas farmacéuticas li-
guidas do tipo suspenséo com boa estabilidade preliminar, viscosidade e pH ideal para
administracdo e sabor agradavel. Assim, o novo produto torna-se uma possivel alter-
nativa para o combate de geo-helmintiases em populacfes pediatricas, ainda sendo

necessarios estudos adicionais.

Como perspectivas, espera-se realizar estudos de sazonalidade com M. cha-
rantia L., realizar estudos de toxicidade com os extratos secos utilizados e estudos de
eficacia em modelos animais com a formulacdo desenvolvida. Além disso também se
almeja realizar estudos de estabilidade acelerada com a formulagéo desenvolvida e,
mais ao futuro, transferir a tecnologia para a industria e incorporar o produto desen-
volvido no SUS.
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