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RESUMO

A Uncaria tomentosa ¢ uma planta muito utilizada na medicina tradicional do
Peru, sendo-lhe atribuidas importantes propriedades no tratamento de diversas
patologias

Neste trabalho, preparou-se um decocto a partir de cascas pulverizadas do caule
de Uncaria tomentosa. Caracterizaram-se os perfis fendlicos de um liofilizado do
decocto (extracto aquoso liofilizado) e da casca pulverizada, recorrendo a CLAR, com
detector de matriz de diodos. Em ambas as amostras o constituinte maioritdrio foi o
acido cafeico, tendo sido igualmente identificados o dcido protocatéquico, a catequina e
a epicatequina. Verificou-se ainda a presenca de diversos compostos com perfis
espectrais e maximos de absor¢do caracteristicos de 3-flavandis poliméricos,
correspondentes a proantocianidinas.

Com fins comparativos, monitorizou-se a actividade antioxidante, do extracto
aquoso liofilizado e dum extracto comercial da planta, pelo método do DPPH,
determinando-se ainda, em ambas as amostras o contetido em proantocianidinas pelo
método da vanilina. O extracto liofilizado apresentou actividade antioxidante e
contetido em proantocianidinas manifestamente superior a do extracto comercial. Estes
resultados sugerem uma correlacao entre o contetido em proantocinidinas e a actividade
antioxidante, o que corrobora dados anteriores obtidos no Laboratério de
Farmacognosia da Universidade de Coimbra.

As formas farmacéuticas orais sélidas apresentam vantagens relativamente as
preparacdes usadas na medicina tradicional: sdo de mais facil administragdo, facilitando
a adesao do doente a terapéutica e permitem conferir maior estabilidade dos
constituintes activos e exactidao de doses a administrar.

Dado o papel significativo desempenhado pelos antioxidantes na prevencdo de
grande nimero de doencas, orientou-se a selec¢do quer do extracto a incluir na forma
farmacéutica, quer da prépria forma farmacéutica, no sentido de uma maior actividade
antioxidante e consequentemente, maior teor em proantocianidinas. Tendo em conta
estudos in vitro desenvolvidos por diversos autores, sobre a absor¢do de
proantocianidinas, pareceu preferivel optar por uma forma farmacéutica de libertacao

convencional, de modo a permitir a dissociacdo das proantocianidinas de maior peso
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molecular, em 3-flavandis de menor massa, os quais sdo mais facilmente absorvidos no
intestino delgado.

Atendendo que o sucesso na formula¢do de uma forma farmacéutica depende da
selec¢do criteriosa dos excipientes usados e que a incompatibilidade entre um farmaco e
os seus excipientes pode modificar a sua estabilidade e biodisponibilidade,
influenciando a sua eficicia e seguranca, utilizou-se o método da calorimetria
diferencial de varrimento, para detectar possiveis interacgoes.

Com o objectivo de seleccionar as formas farmacéuticas que apresentassem
requisitos de qualidade e eficicia de modo a garantirem o efeito terapéutico
realizaram-se ensaios de dissolu¢d@o em suco gastrico artificial, a 37°C (100 rotacdes por
minuto), pelo método das pds, ensaios de uniformidade de massa e ensaios de
uniformidade de teor nas formulagdes seleccionadas. Tendo em conta os resultados
obtidos por Calorimetria Diferencial de Varrimento e os critérios de libertagdo dos
principios activos definidos para as formas de libertacdo convencional — pelo menos
85% do farmaco libertado nos primeiros 60 minutos — seleccionaram-se duas
formulacdes do extracto liofilizado, preparado de acordo com a metodologia tradicional:
uma contendo 50 mg de extracto liofilizado e 336,7 mg de casca pulverizada, sem
excipientes, outra com 100 mg de extracto liofilizado e os excipientes seleccionados em
percentagens onde as suas caracteristicas desagregantes fossem maximizadas: amido de
milho (10%), lactose (20%) e celulose microcristalina (10%).

Foram ainda efectuados ensaios de dissolu¢do no extracto comercial e amido de
milho e com uma forma de apresentacdo disponivel no mercado, contendo casca
pulverizada, a uncdria Naturmil®, apresentando-se ambas as formulagdes dentro dos
critérios de qualidade ensaiados exigidos.

Com o objectivo de comparar a actividade antioxidante das formas
farmacéuticas desenvolvidas com outras jd comercializadas, optimizou-se o teste do
DPPH para monitorizar a evolugdo da actividade antioxidante no decurso dos ensaios de
dissoluc@o em suco géstrico artificial.

A determina¢do da actividade antioxidante nas formulacdes desenvolvidas
permitiu evidenciar, também em suco géstrico, a relacdo entre o conteido em
proantocianidinas e a actividade antioxidante, uma vez que as formulacdes preparadas a
partir do extracto liofilizado, com teor mais elevado de procianidinas apresentaram uma

actividade antioxidante significativamente superior as restantes formulacoes.
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Tendo em conta o resultado obtido com a mistura da casca pulverizada e do
extracto liofilizado, em que a actividade antioxidante em suco gastrico decresce a partir
dos 20 minutos, e os dados de alguns estudos sugerindo que a actividade antioxidante
das procianidinas mais polimerizadas é superior a dos seus oligdmeros de menor grau
de polimerizacdo, foi ainda efectuado um estudo para avaliar a evolu¢do do grau de
polimerizacdo das proantocianidinas, ao longo do tempo, por cromatografia em camada
fina. Constatou-se que a amostra contendo a mistura de extracto liofilizado e casca
pulverizada apresentava maior grau de despolimerizacdo entre os 20 e os 100 minutos, o
que pode constituir uma das explicagdes para a diminui¢do da actividade antioxidante

ao longo do tempo, nesta amostra.
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Abstract

ABSTRACT

Uncaria tomentosa is a plant widely used in Peru’s traditional medicine. The
decoction of the vine is used traditionally for many different health problems.

A decoction was made from the bark of Uncaria tomentosa.
The phenolic profiles of decocto and bark were analysed using HPLC, with diode array
detector. In both samples it was identified caffeic acid as the major constituent. It was
also identified protocatechuic acid, catechin and epicatechin. There was also the
presence of a large number of compounds with characteristic profile of 3-flavanols,
possibly proanthocyanidines.

For comparative purposes aqueous dried extract, Uncaria tomentosa barks, and
also a commercial extract of this plant were monitored for their antioxidant properties,
against DPPH. The lyophilised aqueous extract of Uncaria tomentosa barks was the
more active. This was also the extract with a high content of proanthocyanidins,
determined through the vanillin method. These results support previous studies that
suggest the importance of proanthocyanidins in the extract antioxidant potential.

Antioxidants play a significant role in the pathogenesis of many diseases. One of
the goals of this study was to get a pharmaceutical form with both antioxidant activity
and high proanthocyanidins content. Early studies in vitro demonstrated that
procyanidin oligomers are hydrolysed to mixtures of monomers and dimers in gastric
milieu. Since the absorption of monomers and dimers in the small intestine it’s easier
than proanthocyanidins with high molecular weight, it seemed preferable to select a
pharmaceutical form of conventional release.

The success of a pharmaceutical form depends on the careful selection of the
excipients used, because the incompatibility between a drug and its excipients can
change its stability and bioavailability, influencing its effectiveness and safety. In order
to select pharmaceutical forms were carried out compatibility studies between Uncaria
tomentosa extracts and different excipients using differential scanning calorimetry
(DCS) and tests of dissolution in simulated gastric juice, at 37 °C, with 100 revolutions
per minute. The results obtained allow to select two formulations of dried extract
prepared in accordance with the traditional methodology: capsules containing aqueous

dried extract and sprayed Uncaria tomentosa barks (50 mg and 336,7 mg, respectively),
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without any excipients; capsules with dried extract (100 mg) and the excipients
selected; corn starch 10%, lactose 20% and microcrystalline cellulose 10%. These
formulations were in accordance with the requirements for quality: tests of mass trials
uniformity, and of content uniformity.

Dissolution tests were also conducted with commercial extract (with starch as an
excipient) and a presentation form available on the market, containing only powedered
bark, named uncdria Naturmil®. All the formulations were within the parameters of
quality defined: at least 85% of drug released at first 60 minutes.

In order to compare the antioxidant activity of pharmaceutical forms developed
with other already marketed, the DPPH test was optimised to the new experimental
conditions: samples solubilized in simulated gastric juice.

The determination of antioxidant activity in all formulations suggests that there
is also in gastric juice, a relationship between the content in proantocianidinas and
antioxidant activity, since the formulations with dried extract, evidencing increasing
levels of procyanidins had an antioxidant activity significantly higher than other
formulations.

Taking into account the results obtained with a mixture of pulverized bark with
dried extract, where the antioxidant activity in gastric juice decreases in a significant
way, between 20 and 40 minutes, and the results from other studies which suggest that
the antioxidant activity of higher molecular weight procyanidins is more effective than
their monomeric procyanidins, it was also made a study in order to know the evolution
of polymerization degree of procyanidines, over time, by TLC. The results suggest that
the mixture of dried extract and pulverized bark had lower molecular weight
procyanidins from 20 to 100 minutes, in simulated gastric fluid, which may be one

explanation for its decrease in antioxidant activity over time.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

CCF Cromatografia camada fina

CLAR Cromatografia liquida de alta resolugao

cm Centimetro

C-MED- Extracto aquoso padronizado de Uncaria tomentosa (<0,05% alcaldides

100™ pentaciclicos oxinddlicos e indolicos)

Cv Coeficiente de Variacdo

DAD Detector de fotodiodos

DL50 Dose letal média aguda

DMT Dose maxima tolerdvel

DNA Acido desoxiribonucleico

DPPH 2,2, difenil-1-picril-hidrazilo

DSC Differential Scanning Calorimetry (Calorimetria Diferencial de
Varrimento)

Eur.Ph. European Pharmacopea (Farmacopeia Europeia)

F.p. VIII Farmacopeia Portuguesa VIII

FDA Food and Drug Administration

g Grama

GSPE Extracto de sementes de uva rico em proantocianidinas

h Horas

HCI Acido cloridrico

HeLa Linha de células humanas do carcinoma cervical

5-HT, S-hidroxitriptamina,

ICso Concentracdo da amostra que reduz em 50%, a absorvancia da solugdo
de DPPH.

IL Interleucina

LDL Lipoproteinas de baixa densidade

LPS Lipopolissacarido

MCF7 Linha celular do cancro da mama

MeOH Metanol
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Abreviaturas

mg
min

ml

mm
NaOH
NF-KB
ng

nm
PAL
PM
POA
PYC
RMN
ROS
SAOS
TNF- a
TOA
USP

uv
UV/VIS

ug
ul

um

Miligrama

Minutos

Mililitro

Milimetro

Hidréxido de sédio

Factor nuclear kappa beta

Nanograma

Nanoémetro

Fenilalanina-amodnia-liase

Peso molecular

Alcaléides oxinddlicos pentaciclicos

Pycnogenol - extracto padronizado obtido da casca de Pinus maritima.
Nuclear Magnetic Ressonance (Ressonancia Magnética Nuclear)
Espécies Reactivas de Oxigénio

Linha celular humana do ostesarcoma

Factor tumor necrose a

Alcal6ides oxinddlicos tetraciclicos

United States Pharmacopoeia (Farmacopeia dos Estados Unidos da
América)

Ultra-violeta

Ultra-violeta/Visivel

Micrograma

Microlitro

Micrémetro
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1.1. IMPORTANCIA DA FITOTERAPIA ONTEM E HOJE

O homem sempre procurou e encontrou na natureza solugdes para 0s seus
problemas de saude. A utilizacdo das plantas medicinais na prevencao e tratamento das
doencas € feita desde os tempos mais remotos da humanidade. De facto, descobertas
realizadas junto dos restos mortais dos primeiros hominideos, comprovam que ja ha
cerca de 60000 anos se utilizavam diversas plantas, com fins medicinais. Durante
milénios, o recurso a Fitoterapia, isto é a farmacos de origem vegetal, correspondeu a
cerca de 90% dos medicamentos utilizados para o alivio e cura das doencas (Cunha et
al., 2003). Se considerarmos o medicamento sob o ponto de vista cronoldgico,
constatamos que a preponderancia na utilizacdo das plantas se manteve até cerca de
1930, altura em que o aparecimento das primeiras sulfamidas foi o ponto de partida para
o aparecimento de milhares de moléculas sintéticas (Bezanger-Beauquesne et al., 1986).
A descoberta de medicamentos como os antibidticos, os analgésicos ou os anti-
inflamatérios salvou muitissimas vidas, o que, aliado a boa aceitacdo e eficdcia deste
tipo de produtos, levou a generalizar-se a sua utilizacdo por parte da populagdao. Nos
paises desenvolvidos, este facto, bem como a migracao das populagdes dos meios rurais
para as grandes cidades fez com que muitos dos conhecimentos que eram parte
integrante do saber popular, relativamente ao uso das plantas, se perdessem, parecendo
inevitdvel que a utilizacdo das plantas medicinais pelos cidaddos se reduziria
progressivamente até se tornar quase insignificante (Farinha e Cepéda, 2000).

Nos anos sessenta do século XX, as graves consequéncias da utilizagdo da
talidomida em mulheres grividas despertaram a opinido publica para os possiveis
inconvenientes dos medicamentos de sintese. A farmacovigilancia ganhou importancia e
aumentaram as exigéncias de seguranga para os medicamentos produzidos pela industria
farmacéutica (Farinha e Cepéda, 2000), assistindo-se em simultaneo ao aumento do uso
e interesse pelas medicinas tradicionais, essencialmente através da utiliza¢do das plantas
medicinais (WHO Information, 2003). Para este facto terd contribuido também o
elevado custo de muitos tratamentos que utilizavam os medicamentos convencionais, o
que encorajou as populacdes e certos governos sobretudo da Asia, Africa e América
Latina a utilizar a medicina tradicional nos cuidados de saude primdrios (WHO
Information, 2003). De facto, uma fraccdo significativa das populacdes dos paises em

desenvolvimento permanece dependente dos conhecimentos ancestrais sobre plantas
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para os cuidados de saude (Noumi et al., 1999), ndo s6 por razdes de ordem econdmica,
mas também pelo reduzido nimero de pessoal habilitado disponivel para administrar os
cuidados de saide (De Feo, 1992), usando estes produtos em alternativa, ou em
simultaneo, com os medicamentos de sintese (Farinha e Cepéda, 2000).

Entre os paises desenvolvidos, nomeadamente na Europa e América do Norte,
mais de 50% da populacdo utiliza a medicina alternativa ou complementar, pelo menos
uma vez, durante a vida. O interesse por este tipo de medicina aumentou também entre a
classe médica. Na Alemanha, por exemplo, entre 1995 e 2000 quase duplicou o nimero
de médicos que fizeram formacao especifica em Fitoterapia (WHO Information, 2003).

O ressurgimento da Fitoterapia ¢ acompanhado por duas ideias pouco precisas: a
primeira € que as plantas medicinais sdo desprovidas de toxicidade, cuja utilizagdo e
manipulacdo podem ser confiadas a qualquer pessoa (Newall et al., 1996). A segunda é
a tendéncia a classificar esse produto num determinado grupo farmacoldgico, apenas
com o conhecimento de um constituinte da planta.

O uso das plantas medicinais, em particular as espontaneas, tem gerado alguns
problemas, pois é facil fazer a colheita de espécies proximas, ou de aspecto semelhante,
ou utilizar partes da planta, diversas, mas com acg¢des terapéuticas e toxicidade
diferentes (Newall et al., 1996). Além disso, com as plantas medicinais, assim como
com todos os medicamentos, € necessdrio ter precaucdes na sua utilizacdo em grupos
especiais de pacientes, como as gravidas e também com as contra-indicacdes e
potenciais interac¢des com outros medicamentos.

Por outro lado, a actividade farmacoldgica duma planta inteira nem sempre
resulta da simples soma dos efeitos isolados bem conhecidos, ja que estes associados no
mesmo extracto vegetal podem anular-se, ou pelo contrdrio, ter um efeito sinérgico,
originando uma actividade que €, em muitos casos, diferente do que se poderia supor.
Erradamente, fazem-se interpretagdes precipitadas que atribuem determinada actividade
terapéutica a uma planta, apenas pela determinacdo qualitativa dos seus constituintes
(Farinha e Cepéda, 2000). Métodos cientificos sensiveis, para a investigacdo
fitoquimica e para a determinagdo das suas actividades bioldgicas estdo actualmente
disponiveis e tém que ser tidos em conta, para uma investigacdo séria e criteriosa nesta
area (Newall et al., 1996).

Também a ter em conta s@o os problemas ligados as variagcdes normais nos

produtos naturais, quanto ao teor em determinados constituintes, em diferentes amostras
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da mesma planta, a sua fraca estabilidade e as condi¢Ges exigidas para a conservagao
destes produtos, que tornam mais complexa a problemdtica das plantas medicinais
(Cunha et al., 2003) e constituem por si sé um desafio.

Ha duas maneiras de seleccionar os produtos naturais para potencial uso futuro
em medicamentos. O método cldssico baseia-se no conhecimento fitoquimico,
taxondémico, estudos farmacoldgicos e métodos de despistagem aleatoérios. Os estudos
etnofarmacoldgicos t€ém, no entanto, ganho popularidade entre os investigadores, por
terem em conta as plantas e os conhecimentos da medicina tradicional, orientando as
investigagdes na drea das plantas medicinais e dos seus constituintes (Williams, 2001).
Tém sido aplicados muitos ensaios fisico-quimicos e bioquimicos em estudos in vitro,
sendo, no entanto, ainda muito escassos os estudos in vivo com plantas medicinais e
seus constituintes bioactivos.

Em Portugal, como em outros paises europeus, nomeadamente no Reino Unido,
a maioria das plantas medicinais ainda ndo possui autorizagdo de introdug¢do no
mercado, como medicamento (Newall et al., 1996).

Neste contexto, parece urgente o aparecimento de um enquadramento legal para
estes produtos, de forma a garantir a sua qualidade, seguranca e eficicia (Mukherjee e
Verpoorte, 3003). E essencial, por um lado, o controlo sanitario, botanico e quimico da
planta e por outro, o desenvolvimento de formulacdes adequadas, com avaliacdo das
suas propriedades farmacocinéticas, para que seja garantida a sua eficdcia terapéutica

(Palma et al., 2002).

1.2. A UNCARIA TOMENTOSA

1.2.1. DESCRICAO E UTILIZACOES ETNOFARMACOLOGICAS

Dados recentes demonstram que a floresta tropical contém perto de metade das
cerca de 500000 espécies de plantas que se estima existirem no mundo, das quais menos
de 1% foram investigadas relativamente a sua actividade farmacoldgica. A descoberta
de um novo farmaco de uma planta desta regido € sempre uma ajuda importante para os
esforcos de conservacao da floresta himida e para a melhoria das condi¢des de vida,

conservacdo e valorizacdo da cultura dos povos desta regido, antes que oOs seus
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conhecimentos sobre 0s usos tradicionais das plantas sejam esquecidos ou destruidos
(Di Stasi et al., 2002)

No Peru, existem cerca de 20000 espécies de plantas diferentes,
aproximadamente 8% do nimero total de plantas em todo o mundo. A maior parte delas
sdo nativas e crescem na Amazonia Peruana (Kloucek et al., 2005). Os conhecimentos
de Fitoterapia dos Andes, no Peru, sdo muito antigos, enraizados na cultura pré-
colombiana (De Feo, 1992). Estes conhecimentos integraram, nos ultimos séculos,
aspectos da medicina ocidental convencional, pelos numerosos contactos com
espanhdis, portugueses e outros europeus. Actualmente, esta cultura continua viva e,
muitas vezes, representa a Unica forma pratica de medicina a que as pessoas podem ter
acesso, no seu dia a dia (De Feo, 2003).

O género Uncaria integra a tribo Coptosapelteae (Laus, 2004), mais
concretamente a subtribo Mitragyninae (Keplinger et al., 1999), da subfamilia
Cinchonoidae (Mur et al. 2002). Conhecem-se pelo menos 36 espécies de uncéria, pelo
que obviamente existem dificuldades na sua correcta identificacdo. A Uncaria
tomentosa € uma Rubiaceae, cujas cascas sdo utilizadas pelo menos hd 2000 anos na
medicina tradicional de algumas tribos peruanas, especialmente os Ashdninka (Pilarski
et al., 2006), povo a quem ¢ atribuido também o nome de Kampa (Pimenta, 2005).

A Uncaria tomentosa € popularmente conhecida por unha de gato
(Desmarchelier et al., 1997), garabato (De Feo, 1992), vilcacora, samento (Falkiewicz e
Lukasiak, 2001) e em casos especiais, saventaro (Reinhard, 1999). Nos Estados Unidos
e Europa Ocidental, é conhecida como unha de gato ou saventaro, na Austria e na
Alemanha como Katzenkralle (Falkiewicz e Ftukasiak, 2001), nomes que podem
encontrar-se na literatura cientifica e também nas suas preparagdes comerciais. O seu
nome mais comum — unha de gato — estd relacionado com a morfologia da planta, com
garras, a lembrar unhas (Cheng et al., 2007).

A Uncaria tomentosa pode encontrar-se na floresta himida Amazdnica e outras
areas tropicais da América Central e do Sul: no Belize, Guatemala, Peru, Venezuela,
Trindade e Tobago, Suriname (Keplinger et al., 1999), Colémbia, Bolivia (Cunha et al.,
2003) e Brasil (Ganzera et al., 2001), mas fundamentalmente numa regido limitada dos
Andes, no Peru, crescendo em bosques com muita luz, entre os 600 e 800 metros de

altitude (Cunha ef al., 2003).
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Nesta regido existem sobretudo duas espécies, que se distinguem pelas flores e
pelos espinhos: a fomentosa e a guianensis. A Uncaria tomentosa (Fig. 1) € uma
trepadora gigante cuja altura, na planta adulta, pode atingir entre 10 a 30 metros
(Miranda et al., 2001). As folhas sdo perenes e as flores pequenas e amarelo-
esbranquicadas (Ganzera et al., 2001) e os espinhos sdo pequenos, pontiagudos e de
consisténcia lenhosa (Keplinger et al., 1999). O formato e consisténcia dos espinhos da
Uncaria tomentosa facilita a sua aderéncia a casca e ramos das arvores, sendo
frequentemente encontrada em copas de arvores com 20 a 30 metros de altura (Miranda
et al., 2001). As flores surgem nos meses de Outubro e Novembro. O fruto € bivalvo
medindo até 9 mm de comprimento (Miranda et al., 2001). As sementes amadurecem
em Dezembro (Reinhard, 1999) e sdo muito pequenas, longitudinais e aladas (Miranda

et al.,2001).

Figura 1. Uncaria tomentosa (flores, casca e espinhos)
(Miranda et al., 2001)

A Uncaria guianensis é uma planta de dimensdes mais reduzidas, rasteira, cujo
comprimento na planta adulta pode variar entre 5 e 10 metros (Miranda et al., 2001). As
flores sdo vermelho alaranjadas e os espinhos mais curvados que os da Uncaria
tomentosa (Keplinger et al., 1999), o que dificulta a sua aderéncia as drvores (Miranda

et al.,2001).
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A parte comercial de ambas as espécies € a casca do caule e da raiz. Entretanto,
por razdes de conservacdo e também por maiores dificuldades na colheita ndo se
recomenda o aproveitamento das raizes. O abate deve ser realizado efectuando-se o
corte preferivelmentre a 100 cm de altura da base, para aumentar a probabilidade da
planta voltar a brotar no tronco remanescente (Miranda et al., 2001).

Como as cascas de ambas as espécies sdo semelhantes e presentemente é mais
facil encontrar a espécie Uncaria guianensis, que cresce em altitudes mais baixas,
muitas vezes encontra-se no mercado uma mistura de ambas as espécies, sob 0 mesmo
nome de unha de gato. Existem também outras espécies com o nome comum de unha de
gato (ou ufa de gato) na América Latina, mas que ndo pertencem ao género Uncaria,
nem mesmo a familia das Rubiaceae. A multiplicidade de plantas que existem com o
nome de unha de gato reflecte-se no grande nimero de produtos que sao vendidos com
este nome, nos mercados de rua do Peru, todos eles alegando possuir ac¢des contra uma
longa lista de doengas (Reinhard, 1999).

Do ponto de vista dos Ashdninka, um ser humano logo apds o nascimento &
constituido por uma parte fisica e outra espiritual que comunicam entre si por um
elemento de regulagdo. Os distirbios na saide podem surgir a partir de qualquer uma
destas trés componentes, sendo classificadas em doencas fisicas, psicolégicas e do
elemento de regulacdo. Para eliminar a perturbacdo deste ultimo elemento e restabelecer
a sadde sao utilizadas preparacdes de plantas especiais — "saventaro". A Uncaria
tomentosa é uma dessas plantas (Keplinger et al., 1999). As suas cascas t€ém sido usadas
pelos povos nativos da drea onde ela cresce espontaneamente sob a forma de decocto
(Ganzera et al., 2001), por via interna (De Feo, 1992).

A avaliacdo cientifica e as publicagdes sobre a eficicia e a toxicidade dos
produtos naturais, especialmente com dados humanos, sdo ainda raras. Embora a
Uncaria tomentosa seja classificada como suplemento alimentar, seria util tanto
cientifica, como comercialmente poder avalid-la, quer com estudos em animais, quer em
humanos (Sheng er al., 2001). Isto € ainda mais importante quando se sabe que a
Uncaria tomentosa esta disponivel em muitos sites da Web, onde lhe sdo atribuidas
propriedades para diversos problemas de sadde: tratamento da asma, reumatismo,
artrite, inflamacdo, gastrite, tumores cancerigenos, doencas infecciosas, abcessos,
doencas da pele, na recuperacdo pds parto, na prevengdo de doengas, e nas

irregularidades do ciclo menstrual (Aquino et al., 1991; De Feo, 1992; Aquino et al.,
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1997; Sheng et al., 1998; Keplinger et al., 1999; Cunha et al., 2003; Garcia Prado et al.,
2007).

1.2.2. COMPOSICAO QUIMICA

Factores externos como o clima ou a luz podem conduzir a variacdo dos
constituintes activos de muitas espécies vegetais, enquanto que a hereditariedade pode
originar a ocorréncia de diferentes quimiotipos. Por esta razdo, sdo necessdrios elevados
padrdes de fabrico e controlo de qualidade na produ¢do de medicamentos a partir de
plantas medicinais, com uma especificacdo clara da composicao quimica (Mur et al.,
2002). De acordo com Laus e colaboradores (1997) é pouco provdvel que uma tnica
substancia ou um grupo de substincias seja responsavel por todas as actividades da
Uncaria tomentosa. Os estudos fitoquimicos revelaram a presenca de uma variada gama

de metabolitos bioactivos: alcaléides, triterpenos, glicésidos e flavonoides.

1.1.2.1. Alcalodides

Os alcal6ides formam um grupo heterogéneo de substancias orgénicas que
incluem na sua férmula molecular carbono, oxigénio, hidrogénio e azoto, geralmente
sob a forma de amina. Existem vdrias classes de alcaldides, todos com alguma acc¢do
fisiolégica no ser humano e nos outros animais, o que tem sido utilizado para a
producdo de medicamentos.

Na Uncaria tomentosa os alcaldides sdo na sua maioria do tipo inddlico e
oxinddlico. As diversas tentativas para avaliar o potencial terapéutico dos compostos
desta planta levaram a descoberta de dois quimiotipos, com um padrdao diferente:
alcaldides oxindodlicos tetraciclicos (TOA) e pentaciclicos (POA). Os alcal6ides
oxinddlicos pentaciclicos sdo considerados como compostos marcadores da Uncaria
tomentosa: sdo eles a uncarina F (Fig. 2a), a pteropodina (Fig. 2b), a mitrafilina
(Fig. 2c¢), a especiofilina (Fig. 3a), a isopteropodina (Fig. 3b) e a isomitrafilina (Fig. 3c)
(Ganzera et al., 2001).

A rincofilina (Fig. 4a) e a isorincofilina (Fig. 4b), juntamente com as suas

congéneres corinoxeina (Fig. 4c) e isocorinoxeina (Fig. 4d) sdo alcaldides oxinddlicos
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tetraciclicos, encontrados no quimiotipo TOA. Nas folhas e raizes das plantas deste
quimiotipo também foram encontradas pequenas quantidades de alcal6ides inddlicos
tetraciclicos: dihidrocorinanteina (Fig. 5a) e hirsutina (Fig. 5c), vestigios de hirsuteina

(Fig. 5b) e excepcionalmente corinanteina (Fig. 5d).

2a) 3B-H-, 190-Me, 20aH (Uncarina F)
2b) 3a-H-, 190-Me, 20aH (Pteropodina)
2¢) 3a-H-, 19a-Me, 20BH (Mitrafilina)

3a) 3B-H, 19a-Me, 200-H (Especiofilina)
3b) 3a-H, 190-Me, 20a-H (Isopteropodina)
3c¢) 3a-H, 19a-Me, 20B-H (Isomitrafilina)

Figuras 2 e 3. Alcaldides oxind6licos pentaciclicos identificados
na Uncaria tomentosa

4a) 30-H-, 7p-H-, 150-H-, 20 B-etill (Rincofilina)
4b) 3a-H-, 7a-H-, 15a-H-, 20 B-etill (Isorincofilina)
4c¢) 3a-H-, 7B-H-, 150-H-, 20 B-vinil (Corinoxeina)
4d) 3a-H, 7a-H-, 150-H-, 20 B-vinil (Isocorinoxeina)

5a) 30-H, 20B-H, 20-etil (Dihidrocorinanteina)
5b) 3B-H, 20B-H, 20-vinil (Hirsuteina)

5c¢) 3B-H, 20B-H, 20-etil (Hirsutina)

5d) 3a-H, 20B-H, 20-vinil (Corinanteina)

CO,CH,

Figura 5. Alcal6ides inddlicos tetraciclicos identificados na Uncaria tomentosa
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Supde-se que os alcaldides oxinddlicos sdo sintetizados a partir do alcaldide
indodlico esterioquimicamente correspondente a aquamigina (Fig. 6a).

A Uncaria tomentosa possui também pequenas quantidades de alcaldides
inddlicos pentaciclicos: tetrahidroalstonina (Fig. 6b) e isoajmalicina (Fig. 6¢) (Laus et

al., 1997).

6a) 38-H, 190-Me, 200-H (Aquamigina)
6b) 3a0-H, 19a-Me, 200-H (Tetrahidroalstonina)
6¢) 3B-H, 19a-Me, 20B-H (Isoajmalicina)

CO,CH,

Figura 6. Alcal6ides inddlicos pentaciclicos identificados na Uncaria tomentosa

A distribuicdao dos alcaldides nas vérias partes desta planta foi estudada por

diversos investigadores (Tabela 1).

Tabela 1. Natureza quimica e distribuicao dos alcaldides presentes em Uncaria
tomentosa (Keplinger et al., 1999; Heitzmann et al., 2005)

Alcaléides Pentaciclicos Alcaldides Tetraciclicos

uncarina F (Fig. 2a) C, R, F
pteropodina (Fig. 2b) C,R, F rincofilina (Fig. 4a) R, F, Fl
Alcaléides mitrafilina (Fig. 2¢) C, R, F isorincofilina (Fig. 4b) R, F
Oxinddlicos especiofilina (Fig. 3a) C, R, F corinoxeina (Fig. 4c) R, F
isopteropodina (Fig. 3b) C, R, F | isocorinoxeina (Fig. 4d) R, F

isomitrafilina (Fig. 3c) C, R, F

dihidrocorinanteina (Fig. 5a) R, F

aquamimigina (Fig. 6a) F, R . . _
Alcaléides hirsuteina (Fig. 5b) R, F
tetrahidroalstonina (Fig. 6b) F

Indélicos isoajmalicina (Fig. 6¢) F hirsutina (Fig. 5¢) R, F

corinanteina (Fig. 5d) R, F

C — casca do caule, R — casca da raiz, F — Folhas, FI — flores

11
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Observaram-se concentracdes mais elevadas em folhas jovens, nas quais o
alcaloide principal é a uncarina F (Fig. 2a). Em doses mais baixas também ocorrem
pteropodina (uncarina C) (Fig. 2b), especiofilina (Fig. 3a) e isopteropodina (uncarina E)
(Fig. 3b). Nas folhas maduras a especiofilina é o alcaléide predominante (Laus et al.,
1997). A mitrafilina (Fig. 2¢) ocorre em algumas das folhas mais envelhecidas, e a
isomitrafina (Fig. 2c) na casca do caule (Laus, 2004).

Foram ainda isolados a 5 a-carboxistrictosidina (Fig. 7), da casca da raiz
(Aquino et al., 1991) e trés alcaldides gluco-inddlicos, 5 a-carboxistrictosidina (Fig. 7),

a 3,4-dihidro-5-carboxistrictosidina (Fig. 8) e lialosido (Fig. 9).

7. Sa-Carboxistrictosidina

8. 3,4-Dihidro-5-carboxistrictosidina

9. Lialosido

Figuras 7, 8 ¢ 9. Alcaléides gluco-inddlicos identificados na Uncaria tomentosa
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1.2.2.2. Terpenoides

Os terpendides, também conhecidos como terpenos sdo substancias que ocorrem
na natureza produzidos por uma grande variedade de plantas e animais. Estes compostos
téem um vasto leque de propriedades bioldgicas, incluindo efeitos tdo diversos como
actividades quimioprotectoras, em situagdes de cancro, antimicrobianas, antifiingicas,
antivirais, antihiperglicémicas, anti-inflamatérias e antiparasitdrias (Paduch et al.,
2007).

Os terpendides sdo produtos naturais, com esqueletos de carbono, derivados do
isopreno. Contém oxigénio em vdarios grupos funcionais, ligacdes duplas e, em geral,
um ou mais anéis. Esta classe de compostos subdivide-se em hemiterpenos (com uma
unidade de isopreno), monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos,
triterpenos, tetraterpenos e politerpenos. Uma subclasse dos triterpenos (com seis
unidades de isopreno) sdo os esterdis, que derivavam biogeneticamente dos triterpenos e
sao quimicamente semelhantes as hormonas esterdides dos animais.

A Uncaria tomentosa contém principalmente triterpenos derivados do acido
ursOlico (Fig. 10), ou oleandlico (Fig. 11) ou quindvico, este ultimo normalmente
encontrado na forma glicosilada (Fig. 12).

Estes compostos estdo presentes principalmente nas cascas do caule e da raiz. A
partir das cascas da Uncaria tomentosa ja foram isolados onze glicésidos do dcido
quinévico (Fig. 12a-1), trés triterpenos polihidroxilados, dcido uncérico (Fig. 13a), o
acido 3B, 6B, 19a- trihidroxi-23-oxo-Urs-12-en-28-6ico (Fig. 13b) e 4cido floridico
(Fig. 14) (Cerri et al., 1988; Aquino et al., 1989; Aquino et al., 1990; Aquino et al.,
1991; Aquino et al., 1997).

Além disso, foram ainda identificados e isolados a partir da Uncaria tomentosa
um triterpeno polihidroxilado (Fig. 13c), o 4cido ursdlico (Fig. 10) e o acido oleandlico
(Fig. 11) (Aquino et al., 1991) e trés triterpenos poli-oxigenados derivados das

estruturas do dcido ursélico ou quinévico (Fig. 15-17) (Aquino et al., 1997).

13



Capitulo 1

Figura 10. Acido ursélico

Figura 11. Acido oleanolico

12a) R'= Gle-(3—1)-Fuc, R*=Glc, R’=H
12b) R'= Gle-(3—1)-Fuc, R>=H, R’=H
12¢) R'= Gle-(3—1)-Fuc, R*=H, R*=Glc
12d) R'= Qui, R’=H, R’=Glc

12e) R'= Fuc, R?=H, R’=Glc

12f) R'=H, R*=H, R*=Glc-Glc

12g) R'=Rha, R?*=H, R*=H

12h) R'= Rha-(3—1)-Glc, R*=H, R’=H
12i) R'=Qui-(3—1)-Glc, R*=H, R*=H
12j) R'=Qui-(3—1)-Gal, R’*=H, R*=H
12k) R'= Rha-(3—1)-Glc, R*=Glc, R*=H
121) R'= Gle, R’=Glc, R*=H

12m)R'= p-Fuc, R*=H, R’=B-Glc

12n) R'= B-Fuc-B-Glc, R’=H, R*=H

120) R'= B-Fuc-p-Glc, R’=H, R*= B-Glc
(Glc=Glucose, Fuc=Fucose, Qui=Quinovose,
Rha=Ramnose, Gal=Galactose)

Figura 12. Glic6sidos do acido quinévico

13a) R'=R’=H, R*=CH; (Acido uncarico)
13b) R'=R’=H, R*=CHO
13¢) R'=R’=H, R*=CO,H

Figura 13. Acido uncdrico e seus derivados
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OH

Figura 14. Acido floridico Figura 15. Derivados do dcido ursélico

OMe

Figuras 16 e 17. Derivados do dcido quindvico

Nos ultimos dez anos foram também descobertos dois triterpenos derivados do
do 4cido 19-hidroxiursélico (Fig. 18a-b) (Kitajima et al., 2000) e dois glicosidos
n-triterpenos, derivados de dcido piroquindvico: os tomentdsidos A (Fig. 19) e

B (Fig. 20) (Kitajima et al., 2003).

18a) R=CHO
CO,H  18b) R=CH,OH.

Figura 18. Derivados do do 4cido 19-hidroxiursélico

15
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B-D-Glc-B-D - Fuc~

Figura 20. Tomentésido B

Finalmente, foram ainda isolados um triterpeno do tipo oleandlico (Fig. 21) e
trés glicésidos do 4cido quindvico (Fig. 12m-o0) (Kitajima et al., 2004). Outros estudos
permitiram ainda identificar os seguintes compostos nas cascas: um glicésido do acido
iridoide  7-deoxiloganico (Muhammad et al., 2001) e um triterpeno:

7o-acetoxidihidronomilina (Heitzman et al., 2005).

Figura 21. Triterpeno do tipo oleandlico
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1.2.2.3. Esterois

Na fracc¢do esterdide da Uncaria tomentosa foram identificados campesterol
(Fig. 22), B-sitosterol (Fig. 23) e estigmasterol (Fig. 24), sendo o fB-sitosterol, o mais

representativo (Senatore et al., 1989).

HO HO HO

Figura 22. Campesterol Figura 23. p-Sitosterol Figura 24. Estigmasterol

1.2.2.4. Flavandides e outros compostos fenélicos

Os taninos condensados s@ao macromoléculas diméricas ou poliméricas. O seu
elemento estrutural base € um 3-flavanol (Fig. 25), sendo por isso também denominados
flavandides. Sao exemplos a epicatequina (Fig. 26a), catequina (Fig. 26b) e
epigalhocatequina (Fig. 27). A unidade 3-flavanol tem o tipico esqueleto flavondide
C6—C3—C6. Os trés anéis distinguem-se pelas letras A, B, C (Fig. 25). Diferem
estruturalmente, de acordo com o nimero de grupos hidroxilo em cada anel aromatico e
com a estereoquimica dos carbonos assimétricos do heterociclo (Santos-Buelga e

Scalbert, 2000).

Figura 25. 3-Flavanol

Na Uncaria tomentosa foram isoladas a partir da casca, a epicatequina
(Fig. 26a), catequina (Fig. 26b), epigalhocatequina (Fig. 27), cinchonaina Ia e Ib
(Fig. 28a-b), e o galhato de epigalhocatequina (Fig. 29) (Sandoval et al., 2002;
Heitzman et al., 2005).
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OH OH
OH OH

HO O ‘\\\
: OH

OH

Figura 26.
a) 30-OH (Epicatequina)
b) 3B-OH (Catequina)

Figura 27. Epigalhocatequina

OH
OH

HO 0 @:
. OH
s

OH OH
O

OH
OH

Figura 28. Figura 29. Galhato de epigalhocatequina
a) o-H (Cinchonaina Ia)
b) B-H (Cinchonaina Ib)

Na decoccdo de cascas de Uncaria tomentosa, analisada por cromatografia
liquida de alta resolucdo (CLAR) acoplada a um detector de matriz de diodos (DAD) foi
evidenciada a presenca de 4cidos fendlicos: dcido cafeico (Fig. 30) e 4cido
protocatéquico (Fig. 31), e 3-flavan6is monoméricos, tais como a catequina (Fig. 26b) e
a epicatequina (Fig. 26a), oligoméricos (dimeros e trimeros) e ainda proantocianidinas
poliméricas (Gongalves et al., 2005).

Outros estudos revelaram ainda a presenca na Uncaria tomentosa de flavonoéis
como canferol (Fig. 32) e dihidrocanferol (Fig. 33) (Pilarski et al., 2007), bem como
trifolina (galactésido do canferol) (Fig. 34) (Heitzman et al., 2005).
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/\/@iOH
Hooc” OH OH

OH

Figura 30. Acido cafeico Figura 31. Acido protocatéquico

Figura 32. Canferol Figura 33. Dihidrocanferol

Figura 34. Galactésido do canferol

1.2.3. BIOACTIVIDADE

Os estudos farmacoldgicos da Uncaria tomentosa tém sido desenvolvidos com
extractos da planta, bem como com compostos dela isolados (Ganzera et al., 2001).
Muitos autores atribuem aos alcaldides a maioria das actividades bioldgicas. De facto, a
maior parte das preparacOes comerciais desta planta apenas referem alcaldides

oxinddlicos (Keplinger et al., 1999) padronizando-as para elevados teores de alcaldides
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pentaciclicos (superior a 97%) (Falkiewicz e Lukasiak, 2001). No entanto, muito
poucos estudos tém testado a frac¢do dos alcaldides oxinddlicos pentaciclicos
isoladamente (Garcia Prado et al., 2007). Ainda assim, existem alguns estudos que
sugerem uma relacdo entre os alcaldides totais da Uncaria tomentosa e 0s seus
beneficios nas dificuldades de memoria associadas a disfungdo dos sistemas
colinérgicos (Abdel-Fattah er al., 2000). Adicionalmente, foram ensaiados seis
alcaléides oxinddlicos isolados das raizes da Uncaria tomentosa: pteropodina (Fig. 2b),
mitrafilina (Fig. 2c), isopteropodina (Fig. 3b), isomitrafilina (Fig. 3c), rincofilina (Fig.
4) e isorincofilina (Fig. 5). Com excepcdo da mitrafilina e da rincofilina todos os
alcal6ides demonstraram um efeito pronunciado sobre a fagocitose, determinada em
dois ensaios in vitro (Wagner et al., 1985).

Tem sido sugerido que os dois diferentes quimiotipos da Uncaria tomentosa,
caracterizados por possuir alcaldides tetraciclicos e pentaciclicos sdo antagénicos. Na
verdade, os alcaldides tetraciclicos oxinddlicos actuam predominantemente no sistema
nervoso central e periférico (Reinhard, 1999) e os resultados de estudos recentes
indicam que os seus efeitos sobre os outros sistemas podem ser antagdnicos aos dos
alcaldides pentaciclicos. Talvez por esta razdo, os curandeiros Ashdninka que ha mais
de dois mil anos usam tradicionalmente a Uncaria tomentosa, recorram apenas as
plantas que pertencem ao quimiotipo pentaciclico (Keplinger et al., 1999), apelidando-
as de savéntaro (com origem nas palavras indigenas saveshi = planta, antedro = potente)
(Reinhard, 1999). De facto, os alcaldides pentaciclicos oxinddlicos parecem exibir
actividades imunomoduladoras e imunoestimulantes, revelando-se importantes no
combate a SIDA e antiamiloidose, implicada na doenca de Alzheimer (Muhammad et
al., 2001). No entanto, também tem sido referidos beneficios para alcaldides
oxindodlicos tetraciclicos da Uncaria tomentosa (Kang et al., 2004, Matsumoto et al.,
2005), como é o caso da hirsutina, hirsuteina, corinanteina e dihidrocorinanteina. A
hirsutina tem sido o alcal6ide mais amplamente investigado, tratando-se de um potente
agente antiviral, com ac¢do relaxante na musculatura lisa, contribuindo assim para a
reducdo da pressdo arterial. Tem ainda actividade antiespasmddica, protectora da
mucosa gastrointestinal, ac¢do antiarritmica, anticonvulsivante e analgésica. Os outros
alcaldides inddlicos tetraciclicos parecem ter propriedades semelhantes (Falkiewicz e

Lukasiak, 2001).
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Supde-se, no entanto, que muitos efeitos desta planta sdo devidos a outros
constituintes. Recentemente, tém sido realizados estudos com extractos de Uncaria
tomentosa, preparados de forma semelhante a dos indios nativos da América do Sul, em
que a planta € cozida em 4gua, durante a noite, antes de ser administrada por via oral
(Mammone et al., 2006). Verificou-se que estes extractos possuem baixos teores de
alcaldides (<0,05%), embora se revelem muito eficazes no tratamento da inflamacgao
crénica e transtornos gastrointestinais (Sheng et al., 2005). Num estudo com o
C-Med-100™, um extracto hidrossoluvel de Uncaria tomentosa, formulado de modo a
reproduzir a utilizacdo tradicional, foi identificado o dcido quinico (Fig. 35) e os seus

ésteres (QAE’s) (Sheng et al., 2005).
HO COOH

HO OH
OH

Figura 35. Acido quinico

Por via oral, os ésteres do 4cido quinico sofrem hidrélise dcida no estdmago ou
hidrélise enzimética pela microflora intestinal, convertertendo-se em acido quinico. Os
resultados deste estudo sdo uma forte evidéncia que os QAE’s sdo um dos componentes
bioactivos do C-Med-100™ (Mammone et al., 2006). De facto, o 4cido quinico possui,
in vivo, um dos efeitos do C-MED-100™, prolonga a sobrevivéncia dos linfocitos,
embora possam existir outros constituintes que contribuem igualmente para esta
resposta bioldgica. Esses compostos devem actuar sinergicamente com o acido quinico,
o que poderd explicar a concentragdo de acido quinico relativamente elevada, que €
necessdria para obter um efeito semelhante in vivo ao do C-MED-100™ (Akesson et al.,

2005).
1.2.3.1 Actividade antioxidante
Os antioxidantes desempenham um papel significativo na prevencdo de um

grande nimero de doencas (Sandoval et al., 2002), ja que podem evitar danos causados

pelas espécies reactivas oxidantes em biomoléculas vitais, como o DNA, os lipidos e as
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proteinas. De facto, o ser humano estd continuamente a ser exposto a diversos poluentes
ambientais, incluindo pesticidas, residuos quimicos téxicos, fumo do cigarro, mesmo
em fumadores passivos, poluentes do ar nas zonas urbanas, ozono, radiagdo e stresse
fisico. Todos estes factores produzem efeitos nocivos na saide humana, devido as
enormes quantidades de radicais livres deles resultantes (Bagchi et al., 2000).

O stresse oxidativo estd envolvido em fendmenos como a mutagénese,
carcinogénese, peroxidagao lipidica, altera¢des da fungao membranar e ainda a oxidagao
e fragmentacdo de proteinas. A principal chave na prevencdo das doencgas
cardiovasculares, degenerativas e tumorais estd em manter o equilibrio entre as
substancias oxidantes e antioxidantes no organismo (Lamuela-Raventés et al., 2005).
Supde-se por isso que os antioxidantes desempenham um papel importante na
prevencdo das doencgas crénicas. Tem sido demonstrado que alguns suplementos
alimentares e produtos com actividade antioxidante conferem protec¢do significativa as
células epiteliais do intestino, sujeitas a stresse oxidante pré-apoptético. Em linhas
celulares, decoccdes de Uncaria tomentosa e de chid verde demonstraram ser mais
eficazes do que a vitamina C, parecendo ter actividade sobre as vias intracelulares que
regulam a morte celular. Estes dados indicam que a dieta ou a ingestdo de suplementos
alimentares ricos em antioxidantes pode revelar-se preciosa para limitar a fisiopatologia
de inimeras doencas associadas com a inflamacgdo do intestino (Williams et al., 2001).

Foi observada actividade antioxidante e actividade captadora de radicais livres,
tanto contra a peroxidagdo lipidica, como contra os danos no DNA, em extractos
metandlicos de cascas da Uncaria tomentosa (Desmarchelier et al., 1997).

Avaliagdes in vitro de extractos aquosos e etandlicos da casca do caule da
Uncaria tomentosa demonstraram propriedades antioxidantes (Pilarski er al., 2006),
apesar de ser ainda controversa a natureza dos compostos aos quais deve ser atribuida
esta actividade. Num estudo em que se pretendia correlacionar a composi¢dao
polifendlica e as propriedades antioxidantes dos decoctos de Uncaria tomentosa,
preparados de acordo com a medicina tradicional peruana, verificou-se que a supressao
das proantocianidinas conduziam a perda das propriedades antioxidantes, sugerindo
uma importante contribui¢do destes compostos para a referida actividade (Gongalves et
al., 2005). Estes resultados revelam-se de grande importancia pois a casca de Uncaria
tomentosa contém cerca de 12% de procianidinas, enquanto que, no extracto seco o seu

conteddo pode atingir 48% (Falkiewicz e Lukasiak, 2001).
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1.2.3.2. Actividade anti-inflamatoéria

A inflamacdo € uma resposta celular multilateral que é de importancia vital na
manutencdo da homeostase quando o organismo € atacado por agentes nocivos ou
sujeito a lesdes mecanicas dos tecidos. Esta resposta estd associada a um aumento
acentuado no nimero de leucdcitos polimorfonucleares e mondcitos no tecido afectado
e com a libertacdo de mediadores inflamatdrios. O factor tumor-necrose (TNF-a) é uma
potente citocina pré-inflamatéria, mediador fundamental nas condi¢des inflamatdrias
crénicas (Sandoval et al., 2000). O TNF-a € citotéxico para os linfécitos e em algumas
situagcdes pode agir no sentido de inibir o sistema imune. No entanto, o TNF-a e outras
citocinas pré-inflamatdrias, como a interleucina-1 (IL-1) ou a interleucina-6 (IL-6), as
quimiocinas, os factores de crescimento e certas enzimas (a ciclooxigenase 2 ou a 6xido
nitrico sintetase induzivel) sdo genes quiescentes em condi¢des normais.

Fenémenos como a inflamagao, a infec¢do ou a estimulacdo do sistema imune
activam a transcri¢cdo de vdrios factores, induzindo a transcricdo e traducdo. De facto,
estd demonstrado que a regulagdo da transcri¢ao do factor nuclear kappa beta (NF-kB) é
uma importante chave para o controlo dos processos de apoptose e de producdo de
citoquinas pré-inflamatérias (Beg e Baltimore, 1996), uma vez que o NF-«xB pode
regular a activacdo de diversas citocinas pré-inflamatorias, incluindo o TNF-a, as 1L-1,
IL-2, IL-6 e IL-8, a activagdo da LPS e a fosforilo-quinase da MAP (Allen-Hall et al.,
2007). Portanto, a inibi¢do do NF-«kB traduz-se em propriedades anti-inflamatdrias, pois
deste modo se impede uma reacc¢ao exagerada dos processos inflamatérios, que pode ser
muito prejudicial para os tecidos normais do organismo. Para além disso, porque as
citocinas pré-inflamatdrias constituem a mais importante fonte de producdo endégena
de radicais livres em seres humanos, a inibi¢do do NF-kB é também anti-mutagénica,
pois reduz a acumulacdo de danos genéticos, ao longo do tempo, nem sempre
devidamente removidos por processos de reparacdo do DNA (Mammone et al., 2006).
Em condic¢des ideais, a resolucdo dos processos inflamatdérios conduz a recuperacio
completa da integridade do tecido afectado. No entanto, se essa resposta nao for
submetida a um rigoroso controlo, os componentes celulares e extracelulares dos
tecidos adjacentes ao local da inflamacgdo podem ficar danificados, o que se traduz numa

situacdo conhecida como doenca inflamatdria cronica.
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A doenga de Chrohn e a colite ulcerosa sdo as duas formas mais comuns de
doenca inflamatéria intestinal. Embora a etiologia da doenc¢a inflamatdria intestinal
permaneca incerta, hd cada vez mais indicios de que os oxidantes, os radicais livres e a
flora bacteriana desempenham um papel importante na patogénese da inflamagao do
tubo digestivo (Sandoval-Chacén et al., 1998). Estes processos estdo também
relacionados com vérias doengas como a aterosclerose e a artrite, julgando-se ser ainda
um dos factores causadores de mais de 30% dos cancros humanos.

A Uncaria tomentosa é consumida em todo o mundo principalmente pelas suas
propriedades anti-inflamatérias. No entanto, dependendo do processo de extrac¢cdo os
produtos dela obtidos diferem muitas vezes nas suas actividades anti-inflamatdrias. Por
isso, € muito importante optimizar-se o processo de extrac¢do de modo a obter produtos
da Uncaria tomentosa, com elevada actividade anti-inflamatéria (Aguillar ez al., 2002).

Os extractos de Uncaria tomentosa sao utilizados como suplementos alimentares
com ac¢do anti-inflamatéria sem, todavia existirem dados suficientes de evidéncia
clinica, seguranca e eficacia (Mur et al., 2002). Num estudo com um extracto da casca
de Uncaria tomentosa obtido através de um processo simples de extrac¢do aquosa
observou-se actividade antioxidante com doses entre 3-10 pg/ml e ac¢do anti-TNF-a,
com doses entre 1,2-30 ng/ml. Isto é particularmente impressionante porque o extracto
ndo se trata de um produto quimico puro, o que sugere que a unha de gato pode ser um
excelente adjuvante no tratamento da inflamacao crénica (Sandoval et al., 2000). Num
outro estudo, in vivo, as actividades de dois extractos diferentes, com diferentes
conteddos em alcaldides, obtidos a partir de duas plantas de Uncaria tomentosa foram
comparados: o extracto hidro-alcodlico apresentou maior actividade do que o extracto
aquoso, na inibicdo da activagdo de NF-kB, em comparagdo com a actividade da
indometacina. No entanto, o extracto aquoso foi mais eficaz do que o hidro-alcodlico
para inibir as cicloxigenases (Aguilar et al., 2002). Adicionalmente, num trabalho
conduzido pela equipa de investigacdo de Sandoval-Chacon (1998) foi evidenciado que
a administracdo de 100 pg/ml de Uncaria tomentosa diminuiu os fendémenos de
apoptose induzida pelo peroxinitrito e a expressao de genes associados com a indugao
da inflamacdo, impedindo a activagcdo do factor de transcricdo NF-kB. As ac¢des anti-
inflamatérias da unha gato ocorreram em doses que sdo consistentes com a pratica da

medicina tradicional, o que proporciona uma forte evidéncia para a hipétese de que a
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Uncaria tomentosa € um eficaz agente anti-inflamatério (Sandoval-Chacén et al.,
1998).

Sabe-se também que a libertacdo do TNF-a a partir dos mondcitos € estimulada
pelo tratamento com diversos agentes quimicos, incluindo o lipolissacarido bacteriano
(LPS), que € uma potente endotoxina bacteriana, libertada a partir da membrana externa
das bactérias gram-negativas, € que actua como um imuno-estimulante. Foi
demonstrado que o tratamento com extractos etandlicos de Uncaria tomentosa inibiu a
secrecdo de TNF-a, dependente do LPS, mas refor¢ou a secrecdo de IL-1pB, dependente
do LPS. Isto pode ser clinicamente relevante, uma vez que o bloqueio especifico do
TNF-a, geralmente usando terapias a base de anticorpos, tem sido um processo utilizado
para o tratamento de algumas doencas inflamatoérias crénicas, como a artrite reumatoide
e a doenca de Crohn. Estes dados sugerem que os extractos de Uncaria tomentosa nao
actuam apenas no NF-kB, mas também de forma especifica na expressdo do TNF-a e da
IL-1B. Além disso, o tratamento com extractos de Uncaria tomentosa inibiu a activagao
da via da MAP quinase, de uma forma dose-dependente, mas sem aumentar a morte
celular (Allen-Hall et al., 2007).

A inalac@o do ozono tem sido associada a inflamacdo das vias respiratdrias e a
alteracoes funcionais dos pulmdes. A administracio de um decocto das cascas de
Uncaria tomentosa, durante oito dias, em ratos machos expostos ao ozono (O3)
conduziu a niveis significativamente mais baixos de proteinas no lavado broncoalveolar,
menor grau de necrose epitelial, maior nimero de nicleos de células epiteliais intactas
na parede bronquica e diminuicdo do nimero de neutréfilos infiltrados no limen
bronquico, quando comparados com os dos ratinhos controlo. Daqui se inferiu que o
extracto de Uncaria tomentosa parece evitar a inflamagao respiratéria induzida pelo
ozono, em ratos do sexo masculino (Cisneros et al., 2005).

Os alcal6ides parecem nao interferir na actividade anti-inflamatéria (Sandoval et
al., 2002), pelo menos exclusivamente, pois equaciona-se a hipdtese desta actividade
poder resultar de uma combinacdo de diversos compostos que actuam sinergicamente
(Heitzman et al., 2005). Para confirmar esta teoria Mammone et al. (2006) demonstrou
que um extracto aquoso de Uncaria tomentosa, com baixos teores de alcaldides
(<0,05%) apresentou eficdcia no tratamento da inflamacdo crénica (Sheng et al., 2005).

Por outro lado, estudos realizados apds o fraccionamento dos extractos sugerem

que as actividades bioldgicas da Uncaria tomentosa, como a inibi¢do da producdo de
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TNF-a e 6xido nitrico pelos macréfagos, induzida pelo LPS, possam estar associadas a
compostos polares, ndo alcaldidicos, ocorridos nas fraccoes. Em termos de poténcia,
estas fraccOes apresentam bioactividade consistente com a do extracto seco
concentrado, o que sugere que sdo eles que estdo na origem dos efeitos da Uncaria
tomentosa sobre a produ¢do do TNF-a e do 6xido nitrico (Sandoval et al., 2002). Estes
resultados sdao coerentes com a hipdtese de que € pouco provavel que uma unica
substancia ou um grupo de substdncias possa ser responsdvel por todas as acgdes
terapéuticas da Uncaria tomentosa (Aquino et al., 1991; Laus et al., 1997). A confirmar
esta teoria, foi comprovada a actividade antioxidante de um 4cido quindvico glicosado,
isolado da Uncaria tomentosa (Aquino et al., 1991). Além disso, foi ainda comprovada
uma moderada actividade anti-inflamatéria da frac¢do esteréide da Uncaria tomentosa
(Senatore ef al., 1989).

Apesar destas descobertas, actualmente as formulacdes comerciais de Uncaria

tomentosa continuam a ser padronizadas em fun¢ao do seu conteido em alcaldides.

1.2.3.3. Actividade anticancerigena

Os produtos naturais t€ém desempenhado um papel significativo na descoberta e
desenvolvimento de novos agentes com actividade no cancro. Fazendo uma
retrospectiva dos novos medicamentos aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA), nos Estados Unidos da América, durante o periodo de 1981 a 2002, com
actividade anticancerigena verificou-se que 62% dos farmacos eram de origem natural
(Gonzales e Valerio, 2006).

Foi concebido um estudo para explorar de forma mais aprofundada a actividade
anti-proliferativa de alguns dos constituintes da unha de gato. Essa actividade foi
avaliada na HL-60, uma linha de células de leucemia promieolociticas. Concluiu-se,
embora com precaugdo, uma vez que esse facto poderia estar relacionado também com a
presenca de outros fitoquimicos, que a mais elevada actividade se verificava nas
preparacdes ricas em alcaldides pteropodina/isomitrapfilina e isopteropodina (Pilarski e?
al., 2007). Outro trabalho foi realizado para demonstrar a ac¢do antitumoral da
mitrafilina, um alcal6ide pentaciclico oxinddlico, extraido da casca interna da Uncaria

tomentosa. A sua potente actividade antiproliferativa foi demonstrada em duas linhas de
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células cerebrais humanas (neuroblastoma e glioma maligno) (Garcia-Prado et al.,
2007).

A reparacdo do DNA ¢é importante na manutenc¢do da viabilidade celular e na
estabilidade gendmica. As células respondem a danos no DNA de uma das seguintes
formas: tolerando o dano, reparando os danos, sujeitando-se a apoptose. O fendmeno
tumoral resulta dos danos nao reparados (Sheng et al., 2000a).

Foi demonstrado que os extractos aquosos da casca de Uncaria tomentosa e as
suas fraccoes exercem uma actividade anti-proliferativa directa no crescimento do
MCF7, a linha celular do cancro da mama mais amplamente utilizada (Riva et al.,
2001). Num outro estudo, com trés diferentes linhas celulares: SAOS (linha celular
humana do ostesarcoma), HelLLa (linha de células humanas do carcinoma cervical) e
novamente o MCF7 foi utilizada casca da raiz da Uncaria tomentosa, em ensaios de
citotoxicidade. Os extractos foram preparados de acordo com o procedimento da
medicina tradicional, liofilizados e o residuo resuspenso em dagua (120 mg/ml e
240 mg/ml) e n-butanol (240 mg/ml). A actividade pareceu ser dose-dependente, com as
doses mais elevadas mostrando efeito citostdtico. O efeito inibitério do extracto de
Uncaria tomentosa foi mais forte em células HeLa. Por outro lado, demonstrou-se a
inducdo da apoptose pela fraccdo soluvel em n-butanol de Uncaria tomentosa, através
da activacdo da caspase 3 (de Martino et al., 2006). A fim de elucidar o mecanismo
molecular da apoptose induzida por esta planta medicinal utilizaram-se quatro solventes
extractivos de diferentes polaridades; n-hexano, acetato de etilo, n-butanol e metanol.
Em seguida, aplicou-se o método da exclusdo de células coradas pelo azul de trypan e o
método da citometria de fluxo para detectar as fraccoes com actividade anti-tumoral,
numa linha celular de leucemia HL-60. Verificou-se que as frac¢des do extracto
soliveis em acetato de etilo foram particularmente capazes de induzir a apoptose.
Porém também as fraccoes do n-hexano e n-butanol demonstraram importante
actividade anti-tumoral, quando comparadas com a frac¢do metandlica. Na verdade, a
frac¢do do extracto de Uncaria tomentosa solivel em acetato de etilo induziu a morte
celular pela contraccdo do corpo celular e condensacdo da cromatina (o que €
caracteristico da apoptose). Outras investigacdes sobre o mecanismo molecular
envolvido na apoptose permitiram descobrir que este fendmeno ocorre através da
producdo de espécies reactivas de oxigénio, libertacdo do citocromo C e inducdo da

actividade das caspases (Cheng et al., 2007).
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Com o objectivo de elucidar o mecanismo de ac¢do dos extractos aquosos da
casca de Uncaria tomentosa, foi determinada a influéncia destes sobre as células do
meristema da raiz de Allium cepa, o que constitui um teste simples e um modelo barato
de células vegetais, comummente usado para avaliar potenciais produtos com
propriedades anticancerigenas. Confirmou-se a actividade antimitdtica do extracto da
casca de Uncaria tomentosa, demonstrado pela reducdo ou inibicdo das divisdes
celulares do meristema, provando-se assim a sua influéncia sobre determinadas fases
particulares da mitose. Por outro lado, observou-se que todas as divisdes celulares do
meristema da raiz de cebola permaneceram inalteradas, durante o periodo
pOs-incubacdo, o que indica que o extracto ndo causou aberracdes cromossomicas
permanentes, e que as células de cebolas, ndo foram mortas. Todos estes resultados
parecem aumentar a esperanca na utilizacio complementar dos extractos de Uncaria
tomentosa no tratamento do cancro, no ser humano (Kuras ez al., 2006).

A fraccdo soluvel em dgua do extracto de Uncaria tomentosa, sem 0s seus
compostos de elevado peso molecular, conhecido por C-MED-100™, foi utilizada num
estudo in vitro usando modelos celulares, tendo sido demonstrada uma inibi¢do da
proliferacao celular, dose dependente, em duas linhas celulares humanas de leucemia e
uma linha celular de linfoma, que parece ser mediada através da induc¢do da apoptose
(Sheng et al., 1998). Pensa-se que melhorar a reparagdo do DNA, reduzindo os danos
que desencadeiam os processos da carcinogénese e estimulando a resposta imune,
impedindo ou invertendo a transformacdo progressiva das células pré-malignas em
células malignas terd grande viabilidade para impedir o desenvolvimento dos cancros
invasivos (Sheng et al., 2000a). Em outro estudo, o C-MED-100™ foi administrado
oralmente a um grupo de voluntdrios, durante oito semanas consecutivas. Num dos
grupos administrou-se diariamente um comprimido de 250 mg e ao outro um
comprimido de 350 mg deste extracto aquoso de Uncaria tomentosa. Nos grupos a
quem foram administrados estes suplementos, registou-se uma reparacdo do DNA mais
eficiente, quer através do SSB (danos do DNA), quer do DSB (danos do DNA letais
para a célula), induzida pela radiacdo, tudo isto sem efeitos toxicos resultantes da
administracao da droga (Sheng et al., 2001).

Por outro lado, os farmacos utilizados na quimioterapia do cancro sao drogas em
que muitas vezes a utilizacdo da dose terapéutica estd limitada pelos efeitos téxicos, ndo

selectivos, sobre os tecidos normais. A toxicidade hematoldgica € a forma mais nefasta
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que ocorre com a maior parte dos formacos antineoplasicos utilizados na prética clinica
(Sheng et al., 2000b). Quer nos ratos, quer nos voluntdrios humanos a quem foi
administrado um suplemento de C-MED-100™, registou-se uma tendéncia crescente
para a elevagdo dos glébulos brancos. Utilizando o C-MED-100™ no tratamento da
leucopenia induzida pela quimioterapia observou-se, utilizando o rato como modelo,
que todas as frac¢des de globulos brancos foram proporcionalmente elevadas, resultados
também confirmados por exame microscopico. O mecanismo niao é conhecido, mas
todos os resultados parecem apoiar a tese de um reforco geral do sistema imune,
induzido pelo extracto hidrossolivel de Uncaria tomentosa (Sheng et al., 2000b).

Os extractos aquosos de Uncaria tomentosa utilizados nestes estudos continham
apenas vestigios de alcaldides do tipo dos alcaldides pentaciclicos oxinddlicos e
indodlicos (<0,05%) (Sheng et al., 2000b; Sheng et al., 2001), e por consequéncia estes
compostos ndo poderiam ser os Unicos constituintes activos. Estes investigadores
propuseram o 4cido quinico (Fig. 35) e andlogos, como constituintes activos do extracto
aquoso de unha de gato, que continha mais de 8% dos CAEs na sua composi¢ao (Sheng
et al., 2001, Mammone et al., 2006).

De entre os terpendides que fazem parte da composicio do extracto de Uncaria
tomentosa, o acido ursdlico (Fig. 10), um importante componente de diversas plantas,
tem sido numerosas vezes referido na literatura como possuindo diversas actividades
farmacoldgicas. Ao 4cido ursélico tem sido imputada uma accdo inibitdria significativa
na proliferacdo de diversas linhas celulares tumorais: A549 (carcinoma do pulmao),
SK-OV-3 (carcinoma do ovério), SK-MEL-2 (cancro da pele), XF498 (tumor cerebral),
HCT-15 (cancro do célon), SNU-1 (cancro do estdmago), L1210 (leucemia murine) e
B16-F, (melanoma murine). Foi sugerido que a citotoxicidade e o efeito apoptético do
acido ursdlico nas células tumorais deve estar relacionado com a activacdo da enzima
endonucledtica e subsequente activagdo da polimerase (ADP-ribose), que poderdo
conduzir a lise da célula (Kim et al., 1998).

Por outro lado, na busca incessante de produtos com actividade anticancerigena,
foi investigado o efeito protector de dois triterpenos: o 4cido ursélico e o oleandlico,
que fazem parte de muitas plantas, tendo sido demonstrado que ambos possuem uma
importante actividade protectora (60 e 90 % respectivamente), contra a peroxidagdo
lipidica induzida em microssomas isolados do figado do rato, in vitro (Balanehru e

Nagarajan, 1991).
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1.2.3.4. Actividade antiviral

Numa era em que continuam a surgir novas doencas virais, como a SIDA, os
produtos naturais com actividade antiviral e imunomoduladora poderdo vir a
desempenhar um papel significativo no tratamento e controlo dessas doencas. No
entanto, a descoberta de novos compostos com actividade antiviral ndo tem sido fécil.
Ainda existem relativamente poucos medicamentos e entre aqueles cujo uso estd ja
aprovado € elevado o leque de efeitos secundarios, o que € agravado pela capacidade
que apresentam de induzir uma rdpida resisténcia entre as estirpes virais alvo
(Williams, 2001).

Os extractos de Uncaria tomentosa também sao passiveis de ter efeitos
antivirais. Este efeito foi demonstrado com a infeccdo por Rhinovirus tipo 1B, em
células HeLa. As procianidinas cinchonaina la (Fig. 28a) e cinchonaina Ib (Fig. 28b) e a
(-)-epicatequina (Fig. 26a), isoladas a partir da casca de Uncaria tomentosa, bem como
um glicésido do dcido quindvico (Fig. 12f) foram considerados responsaveis
simultaneamente pela actividade anti-inflamatéria e antiviral, predominantemente a
actividade anti-VSV (virus da estomatite vesicular) (Aquino et al., 1989; Heitzman et

al., 2005).

1.2.3.5. Actividade antimicrobiana

Problemas de saide habitualmente associados com microorganismos tém sido
ultrapassados com a administragdo de Uncaria tomentosa. Um extracto etandlico
apresentou actividade anti-bacteriana contra: Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Escherichia coli em concentracao de 16 mg/ml ou inferiores (Kloucek et al., 2005). Esta
planta medicinal foi considerada muito promissora no combate do Staphylococcus
aureus, microorganismo que se encontra envolvido em infec¢des nosocomiais e que tem
revelado resisténcia a diversos agentes anti-microbianos. A eficicia da Uncaria
tomentosa foi também verificada para as Enterobacteriaceae que tém sido implicadas

em graves doencas periodontais (Ccahuana-Vasquez et al., 2007).
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Sd@o necessdrios ainda mais estudos de Fitoquimica para determinar os tipos de
compostos responsdveis pelo efeito anti-bacteriano da Uncaria tomentosa (Kloucek et

al., 2005).

1.2.3.6. Actividade imunoestimulante

A resposta imune do ser humano € um fendmeno extremamente complexo que
envolve mecanismos inatos e adquiridos (Williams, 2001). Existem dados histéricos,
tanto empiricos, como cientificos que demonstram a actividade imunomoduladora de
certas plantas (Spelman et al., 2006).

Quatro alcaldides foram isolados das raizes de Uncaria tomentosa:
isomitrafilina, isopteropodina, isorincofilina e pteropodina, os quais parecem aumentar
a actividade dos fagdcitos quer in vitro, como in vivo (Wagner et al., 1985). No entanto,
resultados aqui apresentados sugerem que, para além dos alcaléides devera haver outros
constituintes activos, nos extractos aquosos de Uncaria tomentosa, de que é exemplo o
C-MED-100™ e que contribuem para o reforco da resposta imunoldgica (Sheng et al.,
1999).

Estudos realizados com o C-MED-100™, um extracto aquoso da Uncaria
tomentosa, praticamente desprovido dos compostos de elevado peso molecular e dos
alcaldides inddlicos e oxinddlicos, observou-se um reforco dose-dependente da
fitohemaglutinina (PHA) e a proliferacdo de linfocitos e aumento dos leucécitos, em
ratos (Sheng et al., 1999). Em voluntdrios humanos, foi administrada uma vacina
pneumocdcica, 30 dias apds inicio da suplementacdo com um comprimido de 350 mg
de C-MED-100™. Ap6s duas administragdes didrias, durante dois meses, ndo houve
efeitos colaterais toxicos e registou-se uma melhoria estatisticamente significativa da
resposta imune, expressa por uma elevacao no indice de linfécitos/neutréofilos no sangue
periférico e uma resposta imunitaria pneumocdcica mais eficiente (Lamm et al., 2001).

Com o objectivo de compreender melhor o efeito imunomodulador verificado,
um grupo de ratinhos foi alimentado com o C-Med 100™, verificando-se um aumento
dose-dependente no ndmero de células do baco, mantendo-se as propor¢cdes normais
entre as células B e T, as células natural killer (células NK), os granuldcitos e os
linfécitos de memoria. Nao houve também modificacdes detectdveis da arquitectura

linféide do baco, mesmo apds tratamentos de longo prazo, e quando o tratamento foi
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interrompido, o nimero de células regressou aos niveis normais, em quatro semanas.
Concluiu-se que o tratamento prolongado com o C-Med-100™ aumenta
significativamente a sobrevivéncia dos linfécitos na periferia dos érgaos linféides, sem
aumentar a sua taxa de proliferacdo, o que sugere a sua utilizacdo como um agente
potencial para acelerar a recuperagdo clinica dos doentes com leucopenia (Akesson et
al., 2003).

Extractos aquosos da casca do caule da Uncaria tomentosa, provenientes de
diferentes 4reas do Peru demonstraram accdo estimulante, em macréfagos dos ratos,
com o consequente aumento de producdo de interleucina-1 e interleucina-6 (Lemaire et
al., 1999).

Com o objectivo de caracterizar melhor a actividade imuno-estimulante da
Uncaria tomentosa sobre os constituintes celulares do sistema imunitario, foi avaliada a
resposta hematopoiética em ratos infectados com Listeria monocytogenes e tratados
com o extracto desta planta. Esta bactéria Gram-positiva, intracelular facultativa, tem
sido amplamente utilizada como modelo experimental para estudar os mecanismos
envolvidos na defesa antimicrobiana inata e mediada por células. Ela replica-se
principalmente dentro dos macréfagos, desencadeando um notdvel aumento da resposta
imunitdria inata, o que exige interacdes entre neutréfilos, macréfagos, células natural
killer (NK) e células T. Durante as fases iniciais da infec¢@o, a producdo e a migracio
dos fagdcitos derivados de células progenitoras hematopoiéticas, da medula éssea para
os tecidos infectados, desempenham um papel importante na limitacdo do crescimento
bacteriano, e depende da presenca de factores especificos de crescimento chamados de
factores estimulantes de col6nias (CSFs). A administragdo oral de 50 e 100 mg/kg de
um extracto aquoso de Uncaria tomentosa, sete dias antes de uma dose sub-letal de
bactérias, impediu a mielossupressdo e, concomitantemente, restaurou os nimeros de
células progenitoras dos macrofagos-granuldcitos (granulocyte-macrophage colony-
forming cells), ou abreviando - CFU-GM) do baco. De grande importancia € o facto de
que a dose de 100 mg/kg do extracto de Uncaria tomentosa controlou a producao dos
factores estimulantes das coldnias (CSFs), assim como os CFU-GM. Os resultados
obtidos demonstram que esta planta tem um efeito estimulante sobre a resposta
hematopoiética em ratinhos infectados e normais, que pode ser responsdvel, pelo menos
em parte, pelo reforco da protecgdo, face a uma infecgdo letal. Foi ainda observado, no

mesmo estudo, um aumento da producdo de IL-1 e IL-6 em ratinhos nao infectados,
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tratados com 100 mg/kg de extracto de Uncaria tomentosa. Tanto a IL-1, como a 1L-6
sd0 necessdrias para a resisténcia a listeriose, surgindo durante a fase inicial da infec¢do.
Além disso a IL-1 também entra em sinergia com a IL-12, estimulando a producao de
interferon-y (IFN-y), essencial para a activacdo dos macréfagos. Estes resultados, no
conjunto, sugerem que esta planta modula indirectamente a actividade imunolégica e,
provavelmente, impede a supressdo da resposta imune induzida pela Listeria, induzindo
uma maior reserva de progenitores mieléides na medula éssea, em consequéncia da

libertacao de citocinas (CSFs, IL-1 e IL-6) biologicamente activas (Eberlin et al., 2005).

1.2.3.7. Actividade protectora neuronal

Os alcaldides de que € bom exemplo a morfina, tém sido amplamente utilizados
na histéria humana para aliviar a dor. No entanto, durante muito tempo ndo foi feita
nenhuma relacdo entre o contetido de alcaldides da Uncaria tomentosa e a actividade
antinociceptiva. Tendo em conta este facto, foram analisadas as propriedades
antinociceptivas de uma fraccdo de Uncaria tomentosa contendo 95% de alcal6ides
oxindodlicos, em modelos nociceptivos quimicos e térmicos, em ratos. Foi demonstrado
que a administracdo sistémica da Uncaria tomentosa provoca uma inibicdo dose-
dependente da resposta comportamental nociceptiva em ratos submetidos a estimulos
indutores de dor quimica e térmica e um envolvimento dos mecanismos
serotoninérgicos nesta actividade. Além disso, os resultados do presente estudo
mostraram que a frac¢do de Uncaria tomentosa produz actividade antinociceptiva que
parece ser mediada por uma interaccdo com os receptores 5-hidroxitriptamina, (5-HT>)
(Jurgensen et al., 2005).

Existem também estudos com a rincofilina e a isorincofilina, os principais
alcalédides tetraciclicos oxinddlicos das espécies de Uncaria. Estes alcaldides actuam
sobre o sistema cardiovascular e também no sistema nervoso central com efeitos
protectores sobre a isquemia cerebral e a sedagdo (Shi et al., 2003). A rincofilina
demonstrou efeito protector dos danos induzidos pela dopamina na linha celular de
neurénios NT, (Shi et al., 2002). Supde-se que os receptores de neurotransmissores,
como o N-metil-D-aspartato (NMDA), muscarinicos M; e a 5-hidroxitriptamina, estdo
envolvidos no processo (Kang et al., 2004). Mais recentemente, num outro trabalho,

verificou-se que a isorincofilina e também a isocorinoxeina, suprimem a funcdo do
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receptor 5-HT,, de forma dose dependente, em ratos. A rincofilina e a corinoxeina,
estereoisomeros da isorincofilina e da isocorinoxeina, respectivamente, nao tiveram esse
efeito inibitério nesta tdo importante resposta comportamental mediada por receptores

(Matsumoto et al., 2005).

1.2.3.8. Accao protectora sobre a pele

A pele € o maior 6rgdo do corpo e pode ser vista como a principal barreira
defensiva que protege o resto dos nossos Orgdos internos das agressdes do meio
ambiente. De acordo com esta fungdo bioldgica, a pele tem a capacidade de absorver
nutrientes, toxinas ou metabolitos de dentro ou fora do corpo. Por conseguinte, as
primeiras manifestacdes do envelhecimento precoce geralmente ocorrem neste 6rgao. A
aplicagdo topica de antioxidantes diminui os danos de DNA e de outros danos
macromoleculares subsequentes, apresentando-se assim como uma forma de tratamento
eficaz. Foi assim investigada a possibilidade de utilizar extractos aquosos de Uncaria
tomentosa, na aplicacdo tépica em culturas primdrias da pele, para reforcar a protec¢ao
da pele perante a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV). Os resultados demonstraram
claramente que a co-incuba¢do com C-Med-100™ reduziu a morte celular da pele,
perante a exposicao UV, e essa proteccdo foi reforcada por um aumento concomitante
da reparacao do DNA. Assim, concluiu-se que o C-Med-100™ ou os seus constituintes
bioactivos documentados poderiam tornar-se potencialmente uteis para proporcionar

proteccao solar reforcada (Mammone et al., 2006).

1.2.3.9. Actividade sobre os receptores estrogénicos

O extracto aquoso de Uncaria tomentosa parece interagir em locais distintos no
receptor de estrogénio (Salazar e Jayme, 1998) o que podera estar relacionados com a
sua accdo especial de contracepcdo (Kuras et al., 2006). Na verdade, uma reducdo
significativa na ligag¢do especifica do estradiol foi detectada 1 hora apés exposi¢do ao

extracto aquoso de Uncaria tomentosa (Salazar e Jayme, 1998).
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1.2.3.10. Actividade protectora do sistema cardiovascular de extractos com

alcalodides e proantocianidinas do tipo dos presentes na Uncaria tomentosa

Alcaldides tetraciclicos da Uncaria, tais como a rincofilina e a isorincofilina
actuam principalmente sobre o sistema cardiovascular (Shi et al., 2003), exercendo
efeitos hipotensores e vasodilatadores. No entanto, 0 mecanismo de ac¢do ndo € claro,
apesar de alguns resultados sugerirem que podem actuar através de multiplas vias Ca**
(Zhang et al., 2004). Os estudos farmacoldgicos com os alcaldides tetraciclicos:
hirsutina, hirsuteina, rincofilina, isorincofilina e dihidrocorinanteina, isolados da
Uncaria rhynchophylla, alcal6ides também presentes no quimiotipo TOA da Uncaria
tomentosa revelaram ter um efeito hipotensor, em ratos, que poderd ser parcialmente
devido ao efeito vasodilatador induzido pelo bloqueio da ac¢do dos a-adrenoreceptores
(Ozaki Y., 1989). A rincofilina mostrou também inibir a agregacdo das plaquetas, em
coelhos (Chen et al., 1992), enquanto a hirsutina também revelou ter efeito antiarritmico
em arritmias induzidas pela aconitina, em ratinhos, e arritmias induzidas pela ubaina,
em cobaias (Ozaki Y., 1989). Outro estudo indica igualmente que a hirsutina e a
dihidrocorinanteina tém efeitos directos sobre o musculo cardiaco através da inibicao de
multiplos canais i6nicos, o que pode explicar a sua actividade cronotrépica negativa e
antiarritmica (Masumiya et al., 1999). Apesar destes resultados, a realidade € que quase
todos os extractos de Uncaria tomentosa disponiveis comercialmente, sdo padronizados
para uma elevada concentragdo de alcaldides pentaciclicos (Falkiewicz e Lukasiak,
2001) e, talvez, por esta razdo, ndo existam estudos sobre os efeitos benéficos dos
alcaléides da Uncaria tomentosa no sistema cardiovascular.

No entanto, existem também outros compostos na Uncaria tomentosa que
podem contribuir para essa actividade. Na verdade, de acordo com Gongalves e
colaboradores (2005), a decoc¢do da casca da Uncaria tomentosa € composta
principalmente por dcidos fendlicos, essencialmente dcido cafeico e proantocianidinas e
no contexto da saide cardiovascular, os 3-flavandis, receberam recentemente atencao

(Keen et al., 2005).
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1.2.4. TOXICIDADE E EFEITOS SECUNDARIOS

Centenas de produtos naturais estdo a disposi¢ao do consumidor, embora alguns
possam ser potencialmente téxicos quando ingeridos em doses elevadas ou em
combinacdo com outros medicamentos (Santa Maria et al., 1997). E também necessério
dispor de mais informacdes para avaliar os efeitos adversos destes produtos. Sabe-se
que os extractos de Uncaria tomentosa nao devem ser usados em mulheres que querem
engravidar, ou durante a gravidez, devido a sua actividade contraceptiva e até que os
seus efeitos sejam mais conhecidos, € aconselhdvel evitar também o uso do extracto de
Uncaria tomentosa em mulheres a amamentar € em criangas com menos de trés anos
(Williams, 2001).

Devido ao sabor amargo do extracto de Uncaria tomentosa pode ocorrer uma
ligeira ndusea, apds a sua ingestdo (Williams, 2001), devendo ser utilizada com
precaucdo em doentes com dispepsia (Cunha et al., 2003). No entanto, ndo foram
observados outros efeitos adversos nas doses de Uncaria tomentosa que Sao
normalmente utilizadas.

As preparagdes de Uncaria tomentosa tradicionalmente usadas entre os indios
nativos da América do Sul estdo agora disponiveis comercialmente nos Estados Unidos
da América e outros paises industrializados (Valerio e Gonzalez, 2005), como uma
medicina alternativa. Apesar da sua longa histéria de utilizacdo médica, hd flagrante
falta de estudos de toxicidade (Sheng et al., 2000a).

Num estudo com dez ratinhos em jejum foi administrada uma suspensao aquosa
a 40% de raiz de Uncaria tomentosa contendo 35 mg de alcaldides totais pentaciclicos
oxinddlicos por g. A morte de dois dos dez ratinhos ocorreu nas primeiras 4 horas de
tratamento, tendo-se observado hemorragia do estdmago e dos intestinos, e ainda
palidez do figado e do baco. A dose letal média aguda (DL50) do extracto aquoso foi
superior a 16 g/kg corporal (Keplinger et al., 1999).

Em vitelos foi demonstrado que uma preparagdo certificada de Uncaria
tomentosa (decocto das cascas), ndo apresentava toxicidade quanto aos parimetros
hematoldgicos de rotina: plaquetas e eritrocitos, concluindo-se que a Uncaria tomentosa
€ um produto seguro para o sistema hematopoiético e que pode ser util como um

moderado potenciador da imunidade celular em bezerros (Bednarek et al., 2004).
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Com o C-MED-100™, tanto em animais como em seres humanos, a DL 50 e a
DMT (dose maxima tolerdvel) foram superiores a 8 g/Kg, o que faz com que seja
comparavel a DL 50 do sal de cozinha (8-10 g/Kg). Num estudo piloto realizado com
voluntdrios humanos, uma dose didria de 350 mg (Smg /kg), por 6 semanas, nao
originou sinais ou sintomas toxicos (Sheng et al., 2000a).

Foi ainda realizado um estudo sobre os potenciais efeitos toxicos in vitro de
extractos aquosos da casca de Uncaria tomentosa, testando diferentes concentracoes
desta planta em mamiferos (linhagem celular de hamster chinés) e células bacterianas.
Os extractos nao apresentaram citotoxicidade nas concentragdes testadas (10, 20, 30, 40,
50, 75 e 100 mg/ml) (Santa Maria et al., 1997).

Em resumo, os estudos toxicoldgicos disponiveis ndo revelaram toxicidade
grave resultante da ingestao oral de extractos de Uncaria tomentosa e foram sugestivos
de um baixo potencial de toxicidade oral aguda e subaguda (Valerio e Gonzalez, 2005).

Além disso, em estudos com a dose tépica simulada de 5 mg/ml de
C-Med-100™, utilizados em cultura de pele humana, ndo foi observada toxicidade
associada com a presenca ou auséncia de irradiacdo ultravioleta, quando avaliada por
exame histopatolégico da célula. Pelo contrario, o C-Med-100™ protegeu a pele contra
as queimaduras solares e a morte celular induzida pelos UVB. No entanto, os efeitos
téxicos resultantes da absorcdo sistémica do C-Med-100™ e os efeitos cumulativos da

exposicao repetida aos UVB nao foram avaliados neste estudo (Mammone et al., 20006).

1.2.5. INTERACCOES MEDICAMENTOSAS

Apesar dos efeitos benéficos relatados pelos préprios utilizadores, o uso
indiscriminado dos extractos e da prépria casca de Uncaria tomentosa sem quaisquer
critérios médicos pode, em alguns casos, ser perigoso. No entanto, existem poucos
estudos sobre as suas interac¢des medicamentosas e efeitos secunddrios.

Sabe-se que ndo deve ser usada em doentes com Orgdos transplantados, ou
enxertos de pele, que estdo a utilizar farmacos imunossupressores, devido as suas
propriedades imunoestimulantes (Cunha et al., 2003).

Os radiobiocomplexos tais como o pertecnetato de sédio (Na”™TcO,) sdo

marcadores amplamente utilizados em estudos de cintilografia (tomografia
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computadorizada de emissdo single-photon) principalmente da tiréide, mas também do
cérebro e estdmago. Um estudo utilizando ratos Wistar sugeriu que a Uncaria
tomentosa pode agir de forma significativa, sobre a biodistribuicdo do Na”™TcO,, em
orgaos especificos, como o coragdo, o pancreas e o musculo. Embora estes resultados
tenham sido obtidos com animais, € recomenddvel prudéncia na interpretacdo dos
exames da medicina nuclear, quando o paciente estd a utilizar esta planta, porque ela
pode confundir o diagndstico com consequéncias inesperadas (Moreno et al., 2007).
Além disso, uma vez que a rincoflina tem um efeito anti-hipertensor, o seu uso

concomitante pode potenciar a ac¢do de farmacos anti-hipertensores e deve ser evitado

(Williams, 2001).
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1.3. PROANTOCIANIDINAS

Os polifendis sdo micronutrientes abundantes nas nossas dietas cujo interesse
aumentou consideravelmente devido aos seus potenciais efeitos benéficos na saude
humana. H4 compostos fendlicos que sdo marcadores de uma dada espécie de planta ou
mesmo dum 6rgdo ou tecido particular dessa planta.

Os flavondides sao os mais abundantes polifendis das nossas dietas. Podem ser
divididos em vdrias classes (Fig. 36), de acordo com o grau de oxidacdo e de
insaturacdo do heterociclo. Temos assim: flavondis (nomeadamente a quercetina),
flavonas (nomeadamente a luteolina), isoflavonas (nomeadamente a genisteina),
flavanonas (nomeadamente a naringenina), antocianidinas (nomeadamente a cianidina),
flavandis (nomeadamente a epicatequina) e as proantocianidinas, ou taninos
condensados, que sdo flavandis poliméricos (Scalbert e Williamson, 2000; Spencer,

2003).

Flavonoides

Flavanonas ] [Antocianinas] [ Flavonéis ] [ Flavanois ] [ Isoflavonas ] [ Flavonas ]

Figura 36. Diferentes classes de flavonéides.

Os flavondides estdo amplamente distribuidos entre as plantas medicinais € em
muitos alimentos de origem vegetal, nomeadamente o vinho tinto, o chd, as magas, o
chocolate, ou o cacau.

As proantocianidinas sdo caracterizadas por possuirem estrutura polifendlica,
peso molecular elevado, capacidade de precipitar macromoléculas (proteinas, hidratos
de carbono, celulose) e alcaldides. Nos vegetais superiores podem-se distinguir dois
grandes grupos de taninos: os hidrolisdveis e os condensados, encontrados em
numerosas lenhosas e em algumas plantas superiores herbaceas (Kolodziej et al., 2001).
Foi ainda identificado um terceiro grupo de taninos, os florotaninos, encontrados em

espécies de varios géneros de algas castanhas (Porter, 1989).
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Os taninos condensados s@o um dos grupos mais ubiquos nas plantas (Kolodziej
et al., 2001). Encontram-se em todos os 6rgdos das plantas (folhas, raizes, cascas e
lenhos), podendo a mesma planta apresentar simultaneamente os dois grupos de taninos,
os hidrolisaveis e os condensados, embora predomine um deles. A riqueza relativa em
taninos varia consoante os 6rgdos, a idade, ou o estado de maturacdo. Encontram-se
dissolvidos nos vacuolos, normalmente combinados sob a forma de complexos soldveis.

Os taninos condensados sao macromoléculas diméricas ou poliméricas, que tém
como unidade estrutural basica o 3-flavanol, ligado por unides carbono-carbono. Os
mais simples e mais comuns sdo dimeros ligados em 4—8. Os oligdmeros superiores
sao formados por sucessivas adicdes de mais unidades 3-flavanol.

Concluiu-se que os polimeros que contém predominantente unidades de
epicatequina e catequina tém de longe a mais ampla distribui¢do e ocorrem mais
frequentemente. Designam-se por procianidinas (Fig. 37) (Porter, 1989). Os oligémeros
e polimeros formados por sucessivas unidades de galhocatequina ou epigalhocatequina

designam-se por prodelfinidinas.

OH OH

OH
OH
OH
Procianidina B1 Procianidina B2
EpiCat - (4B—+8) - Cateq EpiC - (48—+8) - EpiC
OH OH
OH
OH
OH
Procianidina A1 (o)
Procianidina A2 (B) oH
OH
Procianidina B3 Procianidina B4
Cat - (40 8) - Cat Cat - (4a—8) - EpiC

Figura 37. Estruturas de procianidinas
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Nos dltimos anos tem sido dado a estes compostos um interesse considerdvel
devido as suas propriedades bioldgicas, encontrando-se presentes em muitas
preparacdes comercializadas. Estudos realizados no Laboratério de Farmacognosia, da
Faculdade de Farmdcia da Universidade de Coimbra, comprovam a actividade
antioxidante/anti-radicalar de decoctos preparados a partir de cascas da Uncaria
tomentosa, provenientes do Peru e sugerem que essa actividade estd particularmente

associada as proantocianidinas neles presentes (Gongalves et al., 2005).

1.3.1. BIOSSINTESE

A estrutura bésica dos taninos condensados, o 3-flavanol, € biossintetizada por
uma via mista (Fig. 38): via do 4cido chiquimico e via do acetato. O dcido chiquimico é
o precursor do composto inicial da sintese dos flavonoides: a fenilalanina. Este
aminodcido aromdtico depois de desaminado pela fenilalanina-amoénia-liase (PAL)
produz 4cido cinamico. Este, por ac¢cao da 4-hidroxilase cinamato € convertido em acido
p-cumdrico. Estas duas enzimas estdo associadas: o dcido cindmico nao € libertado pela
PAL, mas sim transferido directamente para o centro activo da segunda enzima.
Posteriormente, ocorre a adicdo da CoA, catalisada pelo p-cumarato/CoA liase,
originando a p-cumaroil-CoA, que ao reagir com trés moléculas de malonil-CoA forma
a naringenina chalcona. Esta reaccdo € catalizada pela chalcona sintetase. Finalmente,
ocorre a ciclizagdo do anel, catalizada pela chalcona isomerase, para dar origem a
naringenina. Desta forma, nos flavandides, o anel A é formado via acetato, enquanto o
anel B resulta da via chiquimato e os trés dtomos de carbono que ligam o anel A ao
anel B derivam do fosfoenolpiruvato (Samuelsson, 1999).

Subsequentes hidroxilagdes, reducdes e metilagdes conduzem a formagdo das

diferentes classes de taninos condensados.

1.3.2. PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Os taninos possuem a capacidade de precipitar macromoléculas (proteinas,
hidratos de carbono, celulose, alcaldides). E precisamente esta capacidade de precipitar
proteinas, em especial as proteinas salivares na cavidade bucal, que lhes confere o seu

cardcter adstringente facilmente reconhecido em alimentos ricos em taninos (Santos-
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Buelga e Scalbert, 2000). Sao normalmente substancias amorfas, verificando-se que a
sua solubilidade na 4gua diminui 2 medida que aumenta o peso molecular. Os taninos
sao ainda soludveis no dlcool e acetona, pouco soliveis no éter e acetato de etilo e

insoluveis no éter anidro, cloroférmio e benzeno.

OH

X
4 Hidroxilase

cinamato

(0] (0]
Fenilalanina Acido cinamico Acido p-cumarico
OH
HO OH — $—CoA @
— (0]
OH OH c=0 0 |
Chiquimato @ +3 ?Hz N >
N> c=0 3co, sl HS-CoA
|
0-5-CoA OH CoA
p-Cumaroil-CoA
OH
HO OH HO
Chalcona
|somerase
Galhato OH o) OH (6]
Naringenina chalcona Naringenina
Taninos

Figura 38. Biossintese de flavondides

Oxidam-se facilmente por accdo do ar, e principalmente em meio alcalino,
originando solugdes coradas de amarelo ou castanho. Com os metais pesados formam
quelatos. S@o substincias redutoras, originando complexos corados com o cloreto
férrico, de coloracdo azul (no caso dos hidrolisdveis) ou verde (no caso das
proantocianidinas), caracteristica que pode ser utilizada para a sua identificagao.

Sob a acg¢do da temperatura sofrem decomposi¢do térmica, originando
pirocatecol (1,2-dihidroxibenzeno), no caso das proantocianidinas, razdo porque
também sdo designados por taninos pirocatéquicos.

Contrariamente aos taninos hidrolisdveis, as proantocianidinas sdo muito
resistentes a hidrdlise. A reac¢do mais caracteristica deste grupo de taninos (Fig. 39)
baseia-se na rotura, em meio 4cido, das ligacOes interflavanicas, resultando as unidades

inferiores, na forma livre, e carbocatides correspondentes as unidades de extensdo, os
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quais, por oxidacdo dao lugar as antocianidinas correspondentes. A designacdo dos
taninos condensados por proantocianidinas relaciona-se precisamente com esta sua

conversao parcial em antocianidinas, em meio fortemente acido.

OH OH
Catequina
Oxidacao
OH
OH
+
ey g
OH
OH
Cianidina

Figura 39. Comportamento das proantocianidinas em meio 4cido

A facilidade com que a ligagdo interflavanica € clivada pelos acidos varia muito:
as ligacdes 4—6 sdo mais resistentes a esta clivagem do que as ligacdes mais

frequentes, 4—8 (Schofied et al., 2001).
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A extraccdo das proantocianidinas € geralmente realizada por decoc¢do, com
misturas hidro-alcodlicas ou de d4dgua e acetona, recorrendo-se a técnicas
cromatogréficas para o seu isolamento e identificagao.

Em meio 4cido os 3-flavanéis podem ainda sofrer reaccdes de substituicao
electrofilica com aldeidos. Quando esta reac¢do tem lugar com a vanilina forma-se um
produto intermedidrio que se desidrata rapidamente para originar o produto final da
reaccdo, um composto corado, usado para a anélise espectrofotométrica dos 3-flavandis
e seus derivados, nomeadamente as proantocianidinas.

A vanilina reage nas posi¢des 6 € 8 do anel A, posicdes de caricter fortemente
electronegativo, mas ndo reage nem como o anel B dos 3-flavandis, nem com as
flavonas ou flavondis, por possuirem um grupo cetona na posi¢ao 4, caracteristicas que
ddo a esta reac¢cao uma certa especificidade.

Outro aldeido largamente utilizado é o p-dimetilaminocinamaldeido (DMACA)
que apresenta a vantagem em relacdo ao vanilinaldeido de ndo ser sensivel a luz,

gerando cromdéforos com maximos de absorvancia entre 632 e 640 nm (Porter, 1989).

1.3.3. DADOS EPIDEMIOLOGICOS SOBRE O CONSUMO DE
PROANTOCIANIDINAS

O interesse nutricional dos fendis vegetais especialmente os flavondides, tem
aumentado significativamente, uma vez que os dados epidemiolégicos apoiam a ideia de
que existe uma relacdo entre o seu consumo e a redugdo dos factores de risco das
doencas cardiovasculares, de certos tipos de cancro e de certas doencgas
neurodegenerativas (Keen et al., 2005).

As  proantocianidinas sdo  bioflavondides  polifendlicos amplamente
representados em grdos de cacau, chd, cebola, frutas frescas como macas
(Rice-Evans et al., 1996), uvas, morangos, vinho tinto (Spencer et al., 2000), legumes
(Pataki et al., 2002), nozes, sementes, flores e cascas (Yamakoshi et al., 2002), que
possuem diversas propriedades bioldgicas e sdo geralmente considerados seguros para o
consumo humano (Bentivegna et al, 2002).

Considerando que os flavondides s@o absorvidos em quantidade suficiente, a sua

actividade antioxidante fisiol6gica poderia, pelo menos em parte, explicar a nivel
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epidemioldgico a relacdo inversa entre o consumo dos alimentos que os contém e a
incidéncia de diversas doengas cronicas (Rein et al., 2000b). Vérios dados
epidemioldgicos referentes ao consumo de vinho e chd, ricos em proantocianidinas e
estudos experimentais em animais e em culturas de células, utilizando quer alimentos
ricos em proantocianidinas, quer proantocianidinas puras, tém sugerido que estas
previnem o cancro e as doengas cardiovasculares em seres humanos (Santos-Buelga e
Scalbert, 2000). Na verdade, em muitos paises, uma alta ingestao de gorduras saturadas
estd fortemente correlacionada com uma elevada taxa de mortalidade por doenca
corondria, mas ndo € este o caso de algumas regides da Franca, onde ocorre o chamado
"paradoxo francés", o que tem sido atribuido a ingestdo regular de vinho tinto, na dieta.
O principal flavanéide do vinho tinto € a catequina, numa concentra¢do de 190 mg/ml,
mas também existe o dcido gélhico, a epicatequina e outros flavondides, em pequena
quantidade. Alguns autores pensam que € a combinacdo dos antioxidantes fendlicos
existentes no vinho que, com consumo regular a longo prazo, pode proteger contra a
aterogénese (Harborne e Williams, 2000).

O potencial beneficio dos compostos fendlicos para as doengas cardiovasculares
estd possivelmente relacionada com as suas propriedades antioxidantes (Hollmam,
2001). Em 1993, num estudo epidemioldgico feito em 805 homens, com idades
compreendidas entre os 65 e os 84 anos, durante mais de 5 anos foi estabelecida uma
relac@o inversa entre o consumo de flavondides (ingestdo de chd, cebolas e magas) e a
mortalidade por doenga corondria (Hertog et al., 1993). Ainda num estudo prospectivo
realizado entre 1986 e 1998, que incluiu mais de 34000 mulheres, com idades entre os
55 e os 69, verificou-se uma diminui¢do do risco de morte devido a doenca
cardiovascular, relacionada com o consumo de catequina e epicatequina (Lamuela-
Raventos et al., 2005). Também foi comprovada a relagdo inversa entre o consumo de
chd e seus flavondides e a incidéncia de enfarte do miocardio (Geleijnse et al., 2002).

Um estudo epidemiolégico revelou que o risco de deméncia foi
significativamente inferior nos individuos que tinham consumido a maior quantidade de
flavonoides, provavelmente devido as suas poderosas propriedades antioxidantes
(Commenges et al., 2000).

Num outro trabalho com procianidinas, Arts e colaboradores (2002)
estabeleceram uma relagdo epidemioldgica inversa entre o consumo de catequina e a

incidéncia de cancro rectal, em mulheres pds-menopdausicas.
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Outros alimentos tais como magas e produtos de cacau também tém mostrado
uma poderosa actividade antioxidante, proporcional ao seu conteudo de flavondides
(Azizah et al., 1999; Lee et al., 2003). No caso do cacau, as suas diversas actividades
bioldgicas, incluindo a actividade anti-inflamatéria e a anticoagulante, sdo atribuidas a
um grupo de polifendis, que incluem os monémeros do 3-flavanol: (-) epicatequina e
(+) catequina, e vdrios oligémeros constituidos por estas unidades monoméricas,
nomeadamente a procianidina B2 (Fig.37) e a procianidina B5 (Fig.40). O ché verde e o
vinho tinto também apresentam quantidades significativas de polifendis, mas eles estao
principalmente presentes sob a forma de ésteres do galhato, no chd, e sob a forma de

mondmeros de catequina no vinho (Lotito et al., 2000).

HO

OH

Figura 40. Procianidina B5
[epicatequina-(43-6)-epicatequina]

Supde-se que as propriedades antioxidantes estdo particularmente relacionadas
com os grupos hidroxilo acoplados ao anel fenilo (Hollman, 2001) (Fig. 41). A
caracteristica estrutural mais significativa que justifica as suas propriedades redutoras €
a estrutura catecol (3’,4’-dihidroxilo) do anel B, apesar da ligacdo dupla insaturada
C,—C5; e um grupo hidroxilo no anel C (C;) também poderem dar algum contributo

(Rice-Evans, 2001).
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Figura 41. Caracteristicas estruturais antioxidantes da catequina e do dcido cafeico
(Rice-Evans, 2001)

O aumento do consumo de frutas e legumes frescos e o seu complemento com
antioxidantes biodisponiveis e seguros pode ser muito importante porque alguns dados
indicam que ndo se obtém vitaminas e minerais antioxidantes suficientes dos alimentos
que consumimos diariamente (Bagchi et al., 2000). A Uncaria tomentosa possui
constituintes bioactivos que fazem desta planta medicinal uma excelente fonte natural

de antioxidantes (flavandides) e anti-inflamatérios (Sandoval et al., 2002).

1.3.4. BIOACTIVIDADE

As lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as principais lipoproteinas
transportadoras do colesterol em circulacdo, sdo sensiveis a oxidacdo, facto que tem
sido relacionado com a patogénese da aterosclerose. Verificou-se num estudo in vitro
que a catequina, epicatequina e procianidinas inibem a oxidac¢do das LDL de forma
muito significativa, apds o tratamento com diferentes agentes oxidantes (Lotito et al.,
2000; Steinberg et al., 2002; Lamuela-Ravent6s et al., 2005). Em individuos saudaveis

a quem foi fornecido um suplemento com cacau em pd e chocolate preto (fonte
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alimentar de mondmeros e oligébmeros de 3-flavandis) ficou demonstrado o efeito
favoravel sobre a susceptibilidade oxidativa das LDL (Mathur et al., 2002).

Ha estudos indiciadores de que a epicatequina induz o relaxamento vascular
actuando sobre o endotélio e aumentando o nivel de 6xido nitrico (Chen et al., 2002).
Isto provoca um aumento do fluxo sanguineo, mas uma diminui¢do na resisténcia
vascular sistémica.

A catequina parece inibir a agregacdo das plaquetas, processo que estd
intimamente relacionado com o desenvolvimento e o progresso de ateromas e, por
conseguinte, com o processo tromboético (Pignatelli et al., 2000). Por outro lado,
ocorrem efeitos sinérgicos da catequina com outros flavondides, nomeadamente a
quercetina na inibi¢do da agregacao plaquetdria induzida pelo colagénio e na adesao das
plaquetas ao colagénio (Pignatelli er al., 2000; Lamuela-Raventés et al., 2005). O
consumo de proantocanidinas atenuou o desenvolvimento da aterosclerose da aorta, em
coelhos (Gonthier et al., 2003), melhorou a recuperagdo cardiaca durante a reperfusao
apo6s isquémia, em ratos (Pataki et al., 2002); modulou a producdo de TGF-B1, o factor
de crescimento transformador da citocina (Mao et al., 2003), e aumentou os niveis
plasmaticos de 6xido nitrico, produzindo um efeito arterial vasorelaxante (Heiss et al.,
2003). Estes resultados sugerem que as proantocianidinas da dieta podem contribuir
para reduzir a incidéncia de doencas cardiovasculares (Gonthier et al., 2003).

De acordo com Abou-Agag et al. (2001), os efeitos cardioprotectores dos
flavandides também podem ser atribuidos, pelo menos em parte, a capacidade
demonstrada pela catequina e epicatequina para aumentar a actividade fibrinolitica
(Lamuela-Raventds, 2005).

O stresse oxidativo tem sido associado a perda neuronal nas doencgas
neurodegenerativas relacionadas com a idade e durante o declinio cognitivo. Os
flavondides t€m sido referidos como desempenhando um papel util na proteccdo do
sistema nervoso central contra o stresse oxidativo, embora o mecanismo de ac¢io seja
desconhecido. A epicatequina e o seu principal metabolito 3'-O-metil-epicatequina, bem
como o canferol, dois compostos que fazem parte da composi¢cao da Uncaria tomentosa
inibem in vitro a toxicidade neuronal induzida pelas LDL oxidadas, podendo esta planta
ser usada na protec¢do contra os agentes da apoptose neuronal causada pelo stresse

oxidativo (Schroeter et al., 2001).
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Weyant e colaboradores (2001) observaram que a catequina, adicionada a dieta
em concentracoes de 0,1 e 1%, diminuiu a formagdo de tumores no intestino num
modelo de ratos dotados de um defeito genético na Apc semelhante ao que origina a
maioria dos cancros do colén, no homem, sugerindo que as proantocianidinas da dieta
podem contribuir para a preven¢do do cancro (Gonthier et al., 2003).

Por outro lado, em 2001, a equipa de Kolodziej fez um estudo com as
proantocianidinas e compostos relacionados tendo concluido que estes compostos tém
in vitro actividade antileishmania, o que pode ser considerado como uma resposta
imunoldgica benéfica.

O efeito antioxidante tem sido comprovado também com 3-flavandis isolados,
inclusive catequina, epicatequina, procianidinas (Zhu et al., 2002a), e para alguns dos
seus metabolitos. Um dos principais metabolitos da epicatequina, o 3'-O-
metilepicatequina, demonstrou efeito protector contra a morte celular causada pelo
stresse oxidativo (Spencer et al., 2001a e 2001b), e quer a epicatequina, quer este
metabolito demonstraram capacidade para proteger contra danos celulares causados pela
exposicao a radiacdes UVA, numa cultura de fibroplastos humanos (Basu-Modak et al.,
2003). In vivo, o seu consumo melhorou o status antioxidante em seres humanos e ratos
(Gonthier et al., 2003), aumentou a resisténcia dos eriitrocitos a hemdlise induzida por
agentes oxidantes em ratos (Zhu et al., 2002b), diminuiu o teor de lipidos em produtos

de oxidacdo do plasma humano (Wang et al., 2000; Lamuela-Raventés et al., 2005).

1.3.5. BIODISPONIBILIDADE

Os polifendis ndo estdo distribuidos uniformemente nos tecidos vegetais e a
fragmentacao dos produtos alimentares durante o seu processamento, tanto pode resultar
na perda como no enriquecimento em alguns compostos fenélicos.

E extremamente dificil fazer uma estimativa da ingestdo didria de polifendis, por
vdrias razoes, incluindo a diversidade estrutural, a falta de padroniza¢do dos métodos
analiticos e as variagdes de conteiido num determinado género alimentar. A ingestdo de
polifendis depende em grande parte dos habitos e preferéncias alimentares, constituindo
as proantocinidinas uma importante frac¢ao do total de flavonéides ingerido nas dietas

ocidentais (Gu et al., 2004).
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Para a actividade bioldgica dos flavondides contribuem vérios factores,
nomeadamente a sua absor¢do, distribui¢do nos tecidos celulares apés a absorcao, e as
suas formas bioactivas (Keen et al., 2005). Além disso, existem também alguns
resultados sugerindo que um elevado consumo de polifendis pode aumentar a sua
biodisponibilidade, devido a saturacao.

A maior parte dos estudos indicam concentracdes minimas no intervalo de 10 a
30 uM, para as principais actividades bioldgicas, excepto para actividade antioxidante,
que ocorre para concentragdes mais baixas. No entanto, € importante ter em conta a
probabilidade de ocorréncia de sinergismos (Lamuela-Raventds et al., 2005). Esta
importante propriedade foi demonstrada, por exemplo, com a mistura complexa do
Pycnogenol (PYC), um extracto padronizado obtido a partir da casca de Pinus
maritima. O PYC € constituido por uma mistura de derivados de 3-flavandis, que exibe
um efeito bioldgico superior do que qualquer um dos seus constituintes administrados
isoladamente (Packer et al., 1999).

Muitos extractos e alimentos com contetido importante em proantocianidinas
téem sido submetidos a estudos epidemioldgicos, quimicos e farmacoldgicos que
comprovam a sua actividade farmacoldgica (Lamuela-Raventés et al., 2005). As
principais fontes de proantocianidinas nas dietas ocidentais sdo o chd, chocolate, macas,
péras, uvas e vinho tinto, mas o estudo da biodisponibilidade das catequinas tem sido
realizado essencialmente apds a ingestdao de cacau ou do cha (Manach et al., 2005).

A actividade bioldgica dos flavondides tem sido realizada maioritariamente in
vitro, em sistemas isolados, sobretudo com alimentos ricos em flavondides, como o
cacau. Embora os resultados obtidos em tais estudos ndo possam ser extrapolados
directamente para os estudos in vivo, eles podem dar uma ideia da concentragdo
plasmética e dos niveis que se devem alcangar nos tecidos alvo para obter efeitos
perceptiveis (Lamuela-Raventos et al., 2005; Yang et al., 2008).

Uma prova indirecta da absor¢do dos polifendis através da barreira intestinal € o
aumento da capacidade antioxidante do plasma, apdés o consumo de alimentos ricos
nestes compostos. Outras provas directas da biodisponibilidade de alguns compostos
fendlicos foram as suas concentragdes detectadas no plasma e na urina apds a ingestao
ou compostos puros ou de alimentos onde estdo presentes esses compostos (Scalbert e

Williamson, 2000).
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Presume-se que as proantocianidinas sejam biodisponiveis e que efectivamente
atinjam os tecidos alvo, embora os conhecimentos existentes sobre a absorcdo e
metabolismo se limitem a um grupo restrito dos flavonéides da dieta (Heim et al., 2002,
Yang et al., 2008). Foi comprovada a absor¢cdo da catequina, epicatequina e de
procianidinas diméricas, na sequéncia de um aumento da sua concentragdo plasmaética,
apos a ingestdo de diferentes produtos que os contém (Rein et al., 2000b; Wang et al.,
2000; Lamuela-Raventés et al., 2005). Apds a ingestdo de chd verde, em voluntérios
humanos foi identificado, em amostras de urina, o 4cido galhico e os seus principais
metabolitos 4-0-metilados, assim como a epicatequina, podendo estes compostos ser
utilizados como biomarcadores na avaliacdo desta bebida (Ito et al., 2005).

A biodisponibilidade dos polifendis estd relacionada com a sua natureza
quimica. Consequentemente, os polifendis mais abundantes na nossa dieta alimentar
ndo sdo necessariamente aqueles que conduzem a mais alta concentracdo de metabolitos
activos nos tecidos-alvo (Manach et al., 2005). Na verdade, é importante ter em conta
inclusive o tipo de enantidmero presente em cada alimento. Num estudo em ratos, com
a catequina, foi demonstrado que o chocolate para além do seu principal 3-flavanol, a
(-)-epicatequina, contém, ao contrdrio da maior parte dos alimentos, principalmente
(-)-catequina, em vez do (+)-enantiomero de catequina. Em todas as concentra¢des
estudadas, a absorc¢do intestinal de (-)-catequina foi menor do que a absor¢do intestinal
de (+)-catequina e as concentracdes plasmaticas de (-)-catequina obtidas foram
significativamente menores do que as de (+)-catequina.. Estes resultados podem ser a
explicacdo para a baixa biodisponibilidade da catequina, quando se consome chocolate

ou outros produtos que contenham cacau (Donovan et al., 2006).

1.3.5.1 Efeito do tracto gastro-intestinal superior, nos flavanéis

Apesar de poucos, existem alguns estudos que demonstram a ac¢do da saliva
sobre a estrutura dos 3-flavandis oligo- e poliméricos. A incubagdo de oligémeros de
procianidinas (dimeros a hexameros) na saliva humana, durante 30 minutos, nao se
traduziu em unidades oligoméricas menores, o que permitiu inferir que estes compostos
permanecem intactos na boca antes de entrar para o esd6fago e para o estdmago
(Spencer, 2003). Contudo, ha trabalhos que evidenciam a interac¢ao entre os 3-flavandis

e as proteinas salivares. As interac¢des proteina-tanino sdo essencialmente um
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fenémeno dindmico de superficie, geralmente reversivel, em que as principais forcas
sdo efeitos hidrofobicos, reforcados pela criacao de pontes de hidrogénio. As proteinas
salivares, tal como outras proteinas ricas em prolina, possuem uma grande afinidade
para as proantocianidinas, principalmente para os seus oligémeros superiores (Santos-
Buelga e Scalbert, 2000). Verificou-se também que a (+)-catequina tem uma maior
afinidade para as proteinas salivares do que a (-)-epicatequina, indicando mais uma vez
a importancia do efeito da estrutura dos 3-flavandis na sua interac¢do com as proteinas.
Além disso, os dimeros das procianidinas ligadas em 4—8 tiveram uma maior afinidade
para as proteinas ricas em prolina, do que as que estdo ligadas pelo 4—6 (de Freitas e
Mateus, 2001), supondo-se que essas interaccoes podem ter importdncia na sua
biodisponibilidade (Spencer, 2003). Estes complexos podem ser estdveis durante todo o
processo de digestdo, o que permite a absor¢do e retencdo de proteinas alimentares
nutricionalmente mais tteis (Santos-Buelga e Scalbert, 2000).

Foi sugerido que as proantocianidinas poderiam ser degradadas durante a sua
passagem pelo estdmago. A degradacdo dos oligémeros das procianidinas (trimeros a
hexameros) em mondmeros e dimeros foi observada, in vitro, durante a incubagdo das
procianidinas do cacau, com suco gastrico simulado (pH 2.0), durante 1-3,5 horas
(Spencer et al., 2000). Contudo, num outro estudo, constatou-se que as procianidinas do
chocolate (procianidinas B2, B5 e C1) eram estdveis durante o transito gastrico, em
seres humanos. A diferenca de resultados observada nos dois estudos foi explicada pelo
efeito tampao dos outros constituintes do bolo alimentar, no chocolate, o que resulta
num pH de valor mais elevado, insuficiente para que ocorra a hidrélise, das
proantocianidinas, e também pelo menor tempo de exposi¢do as condi¢des &cidas,

inferior a 50 minutos (Rios et al., 2002).

1.3.5.2. Absorcao, metabolismo e conjugacio no intestino delgado

Embora o conhecimento sobre a biodisponibilidade e metabolismo das
proantocianidinas ainda seja limitado, muitos estudos sugerem que 0os mondmeros € as
procianidinas de baixa polimerizagdo sdo absorvidos no intestino delgado (Nandakumar
et al., 2008).

De facto, a procianidina B2 foi detectada no plasma humano, 30 minutos ap6s o

consumo de cacau, rico em flavandis (Holt et al., 2002). Também a administragao oral
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de procianidina B2 permitiu detectar ndo s este este dimero, como também a
(-)-epicatequina e a 3'-O-metil-epicatequina, no plasma e na urina, atingindo uma
concentracdo plasmdtica maxima, 30 a 60 minutos apds a sua administracao (Baba et
al., 2002). Em ambas as situa¢des a absorc@o foi menos eficiente (inferior a 0,5%) do
que a dos mondmeros epicatequina e catequina, que sao absorvidos entre 22-55% (Baba
et al., 2001; Holt et al., 2002; Gonthier et al., 2003). Por outro lado, ha dados que
sugerem a ocorréncia de uma absor¢do selectiva da epicatequina relativamente a
catequina, e da procianidina B2 relativamente a procianidina B5 (Zhu et al., 2002b).

Estudos in vitro sugerem que as actividades antioxidantes das procianidinas
oligoméricas sdo superiores as dos mondmeros (Arteel e Sies, 1999; Takahashi et al.,
1999; Lotito et al., 2000; Zhu et al., 2003; Hu et al., 2004). No entanto, a estabilidade
quer dos mondémeros, quer dos dimeros é pH dependente (Zhu et al., 2002a). Foi
demonstrado que a (-)-epicatequina, (+)-catequina, epicatequina-(4p—8)-epicatequina
(procianidina B2) e epicatequina-(4—6)-epicatequina (procianidina B5) sdo estdveis a
pH 5.0, apenas ocorrendo a sua epimerizacdo a pH 7.4, ou maiores, em periodos de
incubacdo superiores a 2 horas (Zhu et al., 2002a). Verificou-se in vitro que os
polifendis do tipo catecol, como a epigalhocatequina ou o galhato de epigalhocatequina
se oxidam rapidamente em pH neutro e alcalino (Spencer, 2003). O galhato da
epigalhocatequina oxidou-se em poucos minutos, em suco intestinal, sem enzimas, a
pH 8,5, originando dimeros, que por serem rapidamente absorvidos também podem
contribuir para os efeitos farmacoldgicos que lhe sdo imputados, eventualmente
relacionados com a actividade antioxidante que exibem (Yoshino et al., 1999).

Estudos in vitro demonstraram ainda que a adi¢do de 4cido ascérbico a uma
mistura de mondmeros e dimeros no suco intestinal simulado (pH 8.5) e no tampao
fosfato de sodio (pH 7.4) aumentou significativamente a sua estabilidade
(Zhu et al., 2003). No entanto, na extrapolacdo dos ensaios in vitro, para o que sucede in
vivo, é importante ter em conta a capacidade dos polifendis de se ligarem as proteinas
presentes nos alimentos e a capacidade dos préprios alimentos de tamponar o pH
intestinal, limitando a extensao oxidativa dos 3-flavanéis (Spencer, 2003).

Uma vez na circulagdo mesentérica, os 3-flavandis existem predominantemente
na forma conjugada. Imediatamente apds a absor¢do, estes compostos sao
metabolizados  nas  células  epiteliais,  originando  conjugados  polares

(Donovan et al., 1999), derivados dos 3-flavandis 3'-O- e 4'-O-metilados e as formas
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O-metil-glucoronidadas (Fig. 42). Estes metabolitos foram detectados nos fluidos
serosos, sugerindo que sao as formas mais biodisponiveis no intestino delgado (Spencer,
2003). Embora estes metabolitos predominem apds a absor¢ao, por metabolizagdo fase |
e I, no figado, ainda sdo detectados em pequenas quantidades, os flavandis nativos. Em
concordancia com esta hipdtese, outros estudos demostraram que a catequina e
epicatequina sdo amplamente metabolizadas e conjugadas durante a transferéncia a
partir do limen do intestino para a superficie serosa. Entre os principais metabolitos
detectados estdo as formas glucuronidadas, mas também se encontram em quantidades
significativas as formas O-metilada e as metil-O-glucuronidadas (Kuhnle ez al., 2000;
Spencer, 2003). A corroborar com estes dados, um estudo realizado apds o consumo de
vinho tinto e de vinho tinto desprovido de dlcool revelou que os niveis de catequina e
3'-O-metil-catequina livres eram muito baixos (Donovan et al., 1999). De facto, podem
ter lugar no figado fendmenos de glucuronidacdo e metilacdo complementares, bem
como de sulfatacdo (Donovan et al., 1999; Spencer, 2003). Para além de estarem
presentes no plasma e urina de animais de experiéncia e de seres humanos (Baba et al.,
2000; Baba et al., 2002; Donovan et al., 2002a e 2002b) os 3-flavandis conjugados
foram ainda encontrados na bile de ratos (Donovan et al., 2001) e no tecido cerebral de

ratos (Abd El Mohsen et al., 2002).

1.3.5.3. Metabolismo dos 3-flavandis no colon

A absorcao intestinal dos polifendis pode ser elevada, apesar de, a maior parte
que € ingerida (75-99%) ndo ser encontrada na urina, e as concentracdes plasmdticas
raramente ultrapassarem 1 UM apds o consumo de 10-100 mg de um determinado
composto. A avaliacdo da capacidade antioxidante do plasma sugere que mais
compostos fendlicos estdo presentes, sob a forma de metabolitos, em grande parte
desconhecidos, produzidos pelos tecidos ou pela microflora do colén. Diversos estudos
no ser humano revelam que os 3-flavandis sdo extensamente metabolizados no
organismo, o que envolve conjugacdo e metilacdo dos grupos hidroxilo e a clivagem
dos anéis heterociclicos. Para além dos conjugados praticamente ndo foram
caracterizados mais nenhuns metabolitos em seres humanos. De qualquer modo, a
bioactividade destes metabolitos serd diferente dos compostos iniciais, embora sejam

estes os testados nos sistemas in vitro (Hollman, 2001).
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Figura 42. Metabolitos principais da epicatequina,
produzidos no intestino delgado do rato

Os polifendis nao absorvidos no estdmago ou intestino delgado sao levados para
o cblon, o mesmo ocorrendo com os polifendis absorvidos, metabolizados no figado e
excretados na bilis ou directamente para o intestino delgado, na forma de metabolitos.

O célon contém =10"? microorganismos/cm’® possuindo assim um enorme
potencial catalitico e hidrolitico, que favorece as reaccdes de desconjugagdo (Scalbert e

Williamson, 2000). Como as proantocianidinas mais polimerizadas ndo sdo absorvidas
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através da barreira intestinal, chegam ao célon onde podem ser degradadas pela
microflora em moléculas mais simples, tais como metabolitos aromadticos &acidos
(Depréz et al., 2000). Alguns estudos indicam que existem dois tipos de bactérias nas
fezes humanas capazes de metabolizar estes compostos: Enterecoccus caseliflavus que
s6 clivam as moléculas de agucar e Eubacterium ramulus que degradam o anel
aromético (Schneider et al., 1999). Os metabolitos microbianos de baixo peso molecular
podem contribuir para as actividades bioldgicas das proantocianidinas, pois tornam-se
muito mais biodisponiveis, podendo ser absorvidos através do colon (Scalbert e
Williamson, 2000). A microflora do célon pode assim desempenhar um papel crucial na
formacdo de 4cidos aromadticos facilmente absorvidos, explicando-se desta forma
algumas das actividades bioldgicas das procianidinas. Corroborando esta hipdtese Rios
et al. (2003) registaram o aumento da excre¢do urindria de quatro acidos fendlicos, em
seres humanos, 9-48 horas apds o consumo de cacau, o que sugere a sua origem
microbiana. Esses 4cidos fendlicos (dcido m-hidroxifenilpropiénico, 4cido
3,4-dihidroxifenilacético, acido m-hidroxibenzdico e acido m-hidroxilfenilacético),
possiveis produtos de degradacdo das procianidinas pelas bactérias do c6lon sdo agentes
redutores, contribuindo também para as propriedades antioxidantes dos 3-flavandis do
cacau.

Em ratos alimentados com uma dieta suplementada com catequina foram
identificadas na urina, catequina intacta, 3'-O-metilcatequina, e outros metabolitos de
origem microbiana (Gonthier et al., 2003).

Estes metabolitos continuam a possuir um grupo fendlico livre e podem actuar
como antioxidantes, contribuindo para a protec¢do dos tecidos contra o stresse oxidativo
(Gonthier et al., 2003), ao ter um efeito local no célon ou ao serem absorvidos
(Lamuela-Raventés et al., 2005). Consequentemente, os metabolitos de origem
microbiana devem ser ponderados nos estudos que pretendem avaliar os potenciais
efeitos bioldgicos dos produtos ricos em procianidinas (Keen et al., 2005). Por outro
lado, mudancas na composi¢do da microflora do célon podem explicar as grandes
variagdes inter-individuais na sua biodisponibilidade (Scalbert e Williamson, 2000).

A origem microbiana dos dcidos aromaticos identificados como metabolitos de
catequina estd parcialmente elucidada (Fig. 43). A catequina € degradada nos acidos
3.,4-dihidroxifenilvalérico e 3-hidroxifenilvalérico, que sdo posteriormente S-oxidados

nos acidos 3,4-dihidroxifenilpropidnico, 3-hidroxifenilpropiénico e 3-hidroxibenzéico.
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O 4cido 3-hidroxibenzdico é conjugado com a glicina no figado e rins para formar dcido
3-hidroxihipurico. O acido m-cumdrico também foi detectado como um metabolito da
catequina, originado a partir da desidrogenacdo do dcido 3-hidroxifenilpropidnico.
Provavelmente o dcido m-cumarico € o precursor do dcido ferdlico, também excretado

em ratos alimentados com catequina (Gonthier et al., 2003).
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Figura 43. Metabolitos resultantes da degradacdo da catequina pela
microflora intestinal (Gonthier ef al., 2003)
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Os outros metabolitos da catequina derivam muito provdvelmente do &cido
3.,4-dihidroxifenilpropiénico por uma série de reacdes catalisadas pela microflora
intestinal. O 4cido protocatéquico resulta da descarboxilacio do 4cido
3.,4-dihidroxifenilpropiénico e a sua desidroxilacdo conduz a formacdo do &cido
3-hidroxibenzdico e 4-hidroxibenzoéico. O 4cido protocatéquico também € metilado em
acido vanilico no figado.

Em ratos alimentados com a procianidina B3 foram identificados, na urina, os
mesmos acidos aromaticos que os formados a partir da catequina, apesar de se terem
registado taxas de excre¢do mais elevadas de 4cidos 3,4-dihidroxifenilacético e
3-hidroxifenilacético. O primeiro metabolito pode ter sido originado a partir da
a-oxidacdo do 4cido 3,4-dihidroxifenilpropidnico, uma reaccdo catalisada pela
microflora, pouco comum com os polifendis das plantas. O dcido 3-hidroxifenilacético
deriva da desidroxilacdo microbiana do 4cido 3,4-dihidroxifenilacético.

A dieta suplementada com a procianidina trimérica C2 e a dieta contendo
polimeros da catequina, até sete unidades, originou a excre¢do urindria de apenas trés
metabolitos: os acidos 3-hidroxifenilvalérico, 3-hidroxifenilpropiénico e m-cumadrico.
Estes metabolitos também foram produzidos a partir das dietas com catequina e com a
procianidina B3, mas a sua recuperacdo urindria total para o trimero e o polimero foi
muito inferior. Verificou-se entdo que a recuperacdo de metabolitos microbianos,
diminui a medida que o grau de polimerizacdo da procianidina aumenta, tendo sido 21
vezes menor para a mistura de polimeros do que para o mondmero da catequina
(Gonthier et al., 2003).

Também apds a suplementacdo de 69 voluntarios humanos com um extracto de
sementes de uva, rica em proantocianidinas se observou um aumento consistente na
excre¢do de acido 3-hidroxifenilpropidnico, dados que estdo em consonancia com a
hipétese de que este composto € o principal dcido fendlico que resulta do metabolismo
in vivo das proantocianidinas. Conhecer as concentragdes deste dcido fendlico pode
revelar-se ttil para investigar melhor os efeitos das proantocianidinas da dieta (Ward et
al., 2004).

Admite-se que a polimerizacdo das procianidinas possa reduzir a acessibilidade
do substrato a degradacao microbiana devido a natureza polimérica da procianidina ou a
interacdes da procianidina com proteinas no limen do tubo digestivo (Spencer, 2003).

A degradagdo microbiana mais limitada dos polimeros das procianidinas também
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poderia ser explicada pelas suas bem documentadas propriedades antimicrobianas. Esta
actividade sobre os microrganismos tem sido atribuida a sua capacidade de inibir as
enzimas microbianas extracelulares, de modo a formar complexos com os substratos
necessarios para o crescimento microbiano, ou a afectar directamente o metabolismo
microbiano através de inibi¢do de fosforilacdo oxidativa. Sendo assim, a degradacdo
microbiana das proantocanidinas deve ser melhor avaliada nos seres humanos, apesar de
algumas actividades das procianidinas poderem nao necessitar a sua absorcao através da
barreira intestinal (Gonthier et al., 2003).

As proantocianinas podem ter um impacto directo sobre a flora da mucosa
intestinal, protegendo-a contra o stresse oxidativo ou contra a acg¢do de agentes
cancerigenos (Manach et al., 2005), ou podem ter um impacto indirecto através da
interacdo com outros nutrientes como o ferro (Gonthier et al., 2003) ou os lipidos, no

tubo digestivo (Manach et al., 2005).

1.3.54. Constituintes da dieta que podem diminuir ou aumentar a

biodisponibilidade dos 3-flavandis

Foi demonstrado in vitro, que a adi¢do de 4cido ascorbico as proantocianidinas
aumentou significativamente a sua estabilidade, em meio alcalino, talvez por impedir
parcialmente a degradacdo ou epimerizag¢do dos flavandides no intestino, antes da sua
absor¢do. O mesmo estudo também sugere que a estabilidade e o perfil dos flavandides
em alimentos e bebidas contendo cacau pode ser significativamente influenciado pelo
tipo de 4cido utilizado nesses produtos (Zhu et al., 2003). Além disso, os componentes
da dieta contendo polifendis e a sua interac¢do com a matriz alimentar podem também
ter um efeito relevante sobre a sua biodisponibilidade oral. Serafini e colaboradores
(2003) salientaram que o leite adicionado ao chocolate diminui a absor¢do dos
polifendis do chocolate, anulando consequentemente os potenciais beneficios do
chocolate preto. Por outro lado, o consumo de alimentos ricos em hidratos de carbono
combinados com chocolate poderd aumentar a absor¢do de 3-flavandis, enquanto os
alimentos ricos em lipidos e proteinas ou o tratamento com famotidina, um antagonista
dos receptores H, da histamina, com efeito antidcido, parecem ndo ter um efeito

significativo na sua absor¢do (Scramm et al., 2003).
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1.3.6. EFEITOS COLATERALIS E TOXICIDADE

Quando falamos do conteido de proantocianidinas em alimentos de origem
vegetal, sdo observadas grandes discrepancias em diferentes autores, o que pode ser
explicado por diferencas no tipo de estudos utilizados, nomeadamente, a natureza,
variedade, fase de maturacdo, parte da amostra considerada, entre outros. Os valores
publicados indicam estimativas de ingestdo de flavondides, catequinas e
proantocianidinas pelo consumidor médio americano na faixa dos 460-1000 mg/dia
(Santos-Buelga e Scalbert, 2000). A concentracdo de flavondides necessdria para
induzir mutacdes e citotoxicidade pode nao ser fisiologicamente possivel através de
fontes alimentares; no entanto, o uso de suplementos com flavondides pode
eventualmente resultar na exposi¢do a niveis potencialmente téxicos (Skibola e Smith,
2000), pelo que o consumo de grandes quantidades destes alimentos enriquecidos ou
suplementos nao deve ainda ser incentivado (Halliwell, 2007).

As procianidinas t€m sido consideradas antinutricionais por poderem interagir
com proteinas e inibir certas enzimas (Mennen et al., 2005) ou poderem ter um impacto
indirecto através da interac¢do com os lipidos no tubo digestivo (Manach et al., 2005) e
outros nutrientes como o ferro (Gonthier et al., 2003). As procianidinas sdo os
principais compostos da nossa dieta alimentar que afectam a biodisponibilidade de
ferro; um consumo excessivo destes compostos pode causar anemia em pessoas com
alto risco de deficiéncia de ferro. Por outro lado, elas podem ser eficazes para tratar a
sobredosagem de ferro (Santos-Buelga e Scalbert, 2000).

Esta capacidade de ligacdo depende do grau de polimerizacio das
proantocianidinas; moléculas de maiores dimensdes tendem a ligar-se de forma mais
eficiente (Santos-Buelga e Scalbert, 2000) e tem de ser tida em consideracdo quando

estamos a avaliar possiveis interaccoes de plantas que contenham estes constituintes.

1.3.7. BIOACTIVIDADE DE EXTRACTOS ESSENCIALMENTE CONSTITUIDOS
POR PROANTOCIANIDINAS

Apesar da comunidade cientifica comecar a estar sensivel a importancia do

estudo dos 3-flavanéis mono- e poliméricos, na Uncaria tomentosa sao minimos 0S
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resultados orientados para estes compostos. No entanto, as significativas actividades
bioldgicas imputadas aos 3-flavandis presentes em extractos vegetais e a concentracao
expressiva destes compostos na Uncaria tomentosa reforcam a importancia que podem

ter nas aplicacoes terapéuticas desta planta.

1.3.7.1. Extracto de Pinus maritima (PYC)

O picnogenol (PYC) € um extracto padronizado, obtido a partir da casca do
pinheiro bravo francés, Pinus maritima, constituido principalmente por procianidinas
oligoméricas e 4cidos fendlicos. Atribui-se-lhe um papel importante quer como
imunomodulador ou como agente anti-inflamatério. Estudos em ratos infectados pelo
retrovirus LP-BMS5 (um modelo animal vélido para o HIV) sugerem que o PYC pode
atrasar o desenvolvimento de disfungdes imunitdrias em sequéncia da infeccdo pelo
retrovirus. E também usado em patologias cerebrais, tais como a doenca de Alzheimer e
a doenca de Parkinson. Foram igualmente demonstrados os seus beneficios
cardiovasculares, tais como a actividade vasodilatadora, a inibi¢do da enzima de
conversdo da angiotensina e a capacidade de aumentar a micro circulagdo, pelo aumento
da permeabilidade capilar (Packer et al., 1999).

Num estudo com a frac¢do rica em procianidinas oligoméricas do PYC foi
demonstrada significativa ac¢do inibitéria da a-glucosidase, resultados que podem
constituir uma explicacio para a diminuicao dos niveis de glicose registados em estudos
clinicos com este extracto, em doentes diabéticos (Schafer e Hogger, 2007).

Um dos mecanismos subjacentes aos efeitos bioldgicos do PYC parece ser a sua
interac¢do com as proteinas celularers, nomeadamente com as enzimas. Os resultados
dum estudo com a enzima xantinaoxidase demonstraram a capacidade deste extracto
originar a mudanca de conformacdo desta enzima, conduzindo a sua inibi¢do (Moini et

al., 2000; 2002).
1.3.7.2. Extracto de sementes de uva rico em proantocianidinas (GSPE)
Foi comprovada a biodisponibilidade de um extracto de sementes de uva rico em

proantocianidinas IH636 (GSPE), assim como a sua ac¢@o contra radicais livres, a

peroxidacdo lipidica e a danificacdo do DNA, que se mostrou superior a das
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vitaminas C, E e [-caroteno, tanto em modelos in vitro como in vivo
(Bagchi et al., 2000). Extractos de sementes de uva ricos em proantocianidinas inibiram
reac¢Oes oxidativas mais eficazmente do que o ascorbato ou a catequina, o que foi
atribuido ao facto das procianidinas oligoméricas serem antioxidantes mais eficazes do
que os seus mondmeros homdlogos (Hu et al., 2004). Foi demonstrado também o seu
efeito anti-inflamatério na inflamacdo experimental em ratos, por inibicado da formagao
de IL-1PB e TNFa (Li et al., 2001).

O GSPE adicionado a uma dieta rica em cdlcio para ratos com os 0ssos das
mandibulas debilitados parece aumentar a qualidade e resisténcia 6ssea, no periodo de
crescimento (Gunjima et al., 2004). Ainda em ratos suplementados, num outro estudo
com um extracto de sementes de uva observaram-se mudancas de expressdo ou
modificacdes de determinadas proteinas do cérebro, consistentes com uma accio
neuroptectora (Deshane et al., 2004). Verificou-se também que a pré-exposi¢do ao
GSPE, pode atenuar significativamente danos no DNA, apoptose, necrose € morte
celular de células hepaticas (Ray et al., 1999).

O GSPE também ajuda a ultrapassar os efeitos toxicos associados a agentes
quimioterdpicos nas células sauddveis (Bagchi et al., 2000) e até mesmo originar
quimioprevencao de indutores de cancro da mama, dependendo esta actividade do tipo
de dieta em que o agente é administrado. O papel modulador da dieta em ratos adultos
sugere que as intervencdes clinicas de quimioprevengcdo ou quimioterapia contra o
cancro da mama ou outros tumores possam ter necessidade de considerar todo o regime
alimentar do paciente enquanto tais intervencdes sdo administradas (Kim et al., 2004).

Em ratos, foi também demonstrado o papel protector das proantocianidinas das
sementes de uva contra o desenvolvimento de cancro da pele induzido pelos UV, o que
sugere a sua utilidade na diminui¢do dos efeitos adversos induzidos pelos UV na pele
humana (Katiyar, 2008).

A administracdo de GSPE, por via oral, a ratos com diabetes conduziu a um
efeito anti-hiperglicémico, que foi reforcado pela administracio conjunta da
procianidina e uma dose baixa de insulina, tendo-se demonstrado que a procianidina
imita o papel da insulina in vivo (Pinent et al., 2004).

Em ratos machos e em fémeas, a administracdo de extracto de sementes de uva
ndo produziu toxicidade generalizada, nos 6rgdos ou sistémica, para doses de 1,78 e

2,15 g/Kg de peso corporal, respectivamente (Bentivegna e Whitney, 2002), nem
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evidéncia de mutagenicidade, com doses de 2 e 4 g/kg de peso corporal (Yamakoshi et

al., 2002).

1.3.7.3. Procianidinas do cacau

O cacau contém 3-flavan6éis monoméricos (epicatequina e catequina) e
procianidinas oligoméricas. Produtos diferentes a base de cacau apresentam, in vitro,
uma notédvel actividade antioxidante e anti-radicalar. Inibem a oxidac@o das LDL, um
processo implicado na aterosclerose (Mazur et al., 1999), a activagdo e funcgdo
plaquetaria, bem como o crescimento de células humanas de cancro (Lamuela-Raventds
et al., 2005). Além disso, foi documentado um aumento da capacidade antioxidante do
plasma e uma diminui¢do na concentracdo de produtos da oxidag¢do plasmadtica apds o
consumo de chocolate rico em procianidinas (Rein et al., 2000b).

O papel biolégico da 5-lipoxigenase estd estreitamente relacionado com a
biossintese de leucotrienos. Estudos in vitro com epicatequina e os seus oligdmeros
relacionados, a partir de cacau, sugerem a inibicao da 5-lipoxigenase humana por estes
compostos (Schewe et al., 2002) que podem conferir alguma capacidade
anti-inflamatdria, vasoprotectora e antibroncoconstritora (Sies et al., 2005).

Noutros estudos utilizando diferentes tipos de chocolate, foi salientado que o
chocolate preto, onde o teor de 3-flavandis € maior, tinha um efeito significativo na
inibicdo da agregacao plaquetéria (Innes et al., 2003; Lamuela-Raventds et al., 2005).
Além disso, as procianidinas de cacau adicionadas a amostras de sangue humano
inibiram a activagdo plaquetdria, em resposta a adrenalina. Foi também observada a
inibicao da actividade plaquetaria apés o consumo de uma bebida de cacau (Rein et al.,
2000a) e da administracdo de suplementos de procianidinas de cacau (Murphy et al.,

2003) em voluntérios saudaveis.
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1.4. APRESENTACAO DO TRABALHO E OBJECTIVOS

Referéncias a curas milagrosas despertaram o interesse cientifico e comercial
pela Uncaria tomentosa, de tal modo que ja em 1997 existiam mais de 50 suplementos
dietéticos de unha de gato, s6 nos Estados Unidos. Hoje, na internet, é f4cil encontrar e
comprar uma grande variedade de comprimidos ou cdpsulas preparadas a partir de
extractos ou da casca pulverizada desta planta, nem sempre mencionando a parte ou
partes da planta utilizadas, ou o método de extracgao.

No que concerne a qualidade, eficicia, estabilidade e seguranca as plantas
medicinais deviam seguir regras oficiais semelhantes as das substancias quimicamente
definidas, o que ainda ndo se verifica. Em termos de saide publica ¢ fundamental
garantir o controlo de qualidade dos produtos medicinais a base de plantas, desde a
colheita, até a dispensa numa dada forma farmacéutica. No entanto, em muitas
preparagdes de plantas medicinais existe falta de informacdo sobre os mecanismos de
accdo, aplicacdes, doses apropriadas, formulacdes e também sobre estabilidade, origem,
parte da planta ou mesmo espécie utilizada.

Tendo em conta a multiplicidade de plantas que existem com o nome de unha de
gato sdo grandes os riscos de confusdo entre plantas de espécies préximas, bem como o
nimero de fraudes e adulteracdes provocada por falta de conhecimento dos produtores e
distribuidores e por uma fiscalizacao deficiente.

Atendendo também a forma de preparagdo tradicional do decocto de Uncaria
tomentosa, a natureza deste extracto de conservagdo precdria, ao seu sabor amargo, as
formas farmacéuticas sélidas orais revestem um papel importante para uma
administracdo mais agradavel, segura e eficaz. Estas formas farmacéuticas sdo estaveis
e de facil transporte, revelando-se muito tteis para mascarar odores e sabores
desagradéveis, possibilitando uma administracdo mais comoda e em doses adequadas.
Com regulamentacdo apropriada é também mais facilmente assegurado o controlo de
qualidade da matéria-prima em todas as fases desde a colheita, até a sua administracao.

Por outro lado, dado o papel significativo desempenhado pelos antioxidantes na
prevengdo de um grande nimero de doencas, reveste-se de grande importincia o facto
de estarem demonstradas, in vitro, as propriedades antioxidantes do decoctos da casca
de Uncaria tomentosa, para o que significativamente contribuem os 3-flavandis

mono- e poliméricos (proantocianidinas).
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Atendendo a composi¢do quimica da Uncaria tomentosa em alcaldides,
terpendides, esterdis, flavondides e proantocianidinas, que lhe conferem as propriedades
farmacoldgicas mencionadas na revisao bibliogréfica, é de reconhecer que esta planta
medicinal constitui o0 modelo ideal para a obtencao de formas farmacéuticas.

Para que tal seja possivel sdo fundamentais os conhecimentos de Tecnologia
Farmacéutica, que possibilitem obter preparacdes dotadas da mdxima eficdcia, doseadas
com a maior precisdo e apresentadas sob uma forma que facilite a sua conservacdo e

administracao e favoreca a sua biodisponibilidade.

Face ao exposto anteriormente e considerando que sio escassos os trabalhos de
investigacdo que aplicam os conhecimentos da Tecnologia Farmacéutica as plantas
medicinais, estabelecemos para este trabalho de investigacao os seguintes objectivos:

- Padronizacdo de um decocto de cascas da Uncaria tomentosa, com base na
correlacdo entre o seu perfil fendlico e a sua actividade antioxidante;

- Desenvolvimento, preparacdo e optimizacdo de formas farmacéuticas sélidas

orais a partir do decocto e de um extracto comercial de Uncaria tomentosa, de

modo a favorecerem a adesdo a terapéutica;

- Seleccdo da forma ou formas farmacéuticas que apresentem requisitos de

qualidade, seguranca e eficicia terapéutica;

- Comparagdo da actividade antioxidante das formas farmacéuticas

desenvolvidas com outras ja comercializadas, evidenciando a necessidade de

comprovar, quer na matéria-prima, quer na forma farmacéutica a(s) actividade(s)

bioldgica(s) imputada(s) a planta medicinal.

Atendendo aos objectivos propostos, o trabalho experimental foi estruturado da
seguinte forma:

- Preparacdo e caracterizacdo do decocto de Uncaria tomentosa. Comparagao
com outros produtos de uncdria existentes no mercado (Capitulo II)

- Desenvolvimento de forma farmacéutica sélida para administragao oral
(Capitulo III)

- Estudo da actividade antioxidante das formas farmacéuticas desenvolvidas e
de outras comercializadas — uma aproximacao ao seu comportamento in vivo.

(Capitulo 1V)
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Preparacdo e caracterizagdo do decocto de Uncaria tomentosa.

Comparagdo com outros produtos de uncdria existentes no mercado.

2. INTRODUCAO

Os decoctos da casca do caule da Uncaria tomentosa, preparados de acordo com
a medicina tradicional peruana t€m sido usados para o tratamento de varios problemas
de satde (Ganzera et al., 2001; Sheng et al., 2005).

Estudos efectuados para avaliar a composicdo polifendlica deste tipo de
extractos evidenciaram a presenga de acidos fendlicos, essencialmente acido cafeico e
proantocianidinas. Foi demonstrada a sua elevada capacidade antioxidante e verificado
que a supressdo das proantocianidinas conduzia a uma subsequente perda das
propriedades antioxidantes. Estes resultados sugeriram uma importante contribui¢do das
proantocianidinas para a referida actividade (Gongalves et al., 2005).

Admite-se actualmente que os antioxidantes desempenham um papel importante
na prevencdo de um grande numero de doencas (Sandoval er al., 2002). O stresse
oxidativo que estd envolvido em fendmenos como a mutagénese, a carcinogénese, a
peroxidacdo lipidica, as alteragdes da funcdo da membrana e ainda a oxidacdo e
fragmentacdo de proteinas (Lamuela-Raventos et al., 2005), pode ser minimizado pelo
recurso a antioxidantes.

O uso de suplementos alimentares e produtos com actividade antioxidante tem
aumentado nos ultimos anos, a medida que foram surgindo estudos epidemiolégicos que
associaram as dietas ricas em antioxidantes a redu¢do da incidéncia de diversas doengas
cronicas (Rice-Evans, 2001).

A avaliacdo da actividade antioxidante e dos compostos por ela responsdveis
reveste-se de extrema importancia no estudo dos extractos usados directamente ou

administrados sob a forma de preparacdes farmacéuticas.

2.1. MATERIAIS

Neste trabalho foram analisadas trés diferentes amostras de Uncaria tomentosa:
a) Cascas de Uncaria tomentosa (Willd) DC, Matsu S.A., das Agroindustrias
Chanchamayo, Lima, Peru; gentilmente enviadas pela Dra. Olga Lock de Ugaz, da

Universidade Pontificia Catdlica de Lima, Peru. O material foi conservado em lugar
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seco, ao abrigo da luz, no Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Farm4cia da
Universidade de Coimbra.

b) Extracto de Uncaria tomentosa (Cat’s Claw dry extract 3% alkaloids) (lote
Y061803-UNA), gentilmente oferecido pela empresa Labialfarma, Felgueira, Portugal,
amostra adiante designada simplesmente por extracto comercial.

¢) Cépsulas manufacturadas como suplemento alimentar, constituidas por casca
pulverizada, “Unha de gato 500, Naturmil®, distribuidas em Portugal pela DietMed,
Produtos Dietéticos e Medicinais, Lda, que passard a ser denominada por uncéria
Naturmil®.

Os reagentes utilizados, todos de grau analitico foram: acetato de sddio
trihidratado (62767.050); acido acético 96% (lote C10 Z122162); acido cloridrico
fumante 37% (1.00317.1000); acido férmico (lote K35590264601); metanol LiChrosolv
(K35802407); tartarato de sédio di-hidratado (lote 011A473864), todos da Merck,
Darmstadtf, Alemanha; DPPH (2,2, difenil-1-picril-hidrazilo) (lote 013k1351), Sigma-
Aldrich Chemie, Alemanha; vanilina (lote 24605078) Fluka Chemika, Suica.

Como padrdo utilizou-se a catequina monohidratada, minimo 98% (lote

58H1174), Sigma-Aldrich Chemie, Alemanha.

2.2. METODOS

2.2.1 PREPARACAO DO EXTRACTO DE UNCARIA TOMENTOSA

A extraccdo de compostos bioactivos em produtos naturais (cascas, folhas,
frutos, sementes, raizes) pode ser feita com solventes de polaridades diferentes,
isoladamente, ou em misturas, de acordo com a natureza dos compostos que se pretende
extrair (Andreo e Jorge, 2006). Algumas etapas preliminares devem, no entanto, ser
realizadas para facilitar o processo de extrac¢do e conservar os compostos antioxidantes,
que sdo sensiveis a accdo da luz, pH, oxigénio e temperatura (Azizah et al., 1999;
Andreo e Jorge, 2006). As partes da planta a utilizar sao normalmente pulverizadas, pois
assim, o material a extrair apresenta maior superficie de contacto com o solvente de

extrac¢do. Posteriormente os extractos sdo concentrados, liofilizados e/ou congelados.
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A divisdo fisica do material a extrair € um dos passos criticos na preparagdo das
amostras. Neste trabalho, a casca da Uncaria tomentosa, a parte da planta habitualmente
utilizada na medicina tradicional peruana (Keplinger et al., 1999), foi pulverizada e a
sua granulometria calibrada através de tamizes (Endecotts mesh N° 060, Aperture 0,098

250 mm).

Protocolo experimental

Foram pesados, em balanga analitica (Mettler AE 240) cerca de 0,750 g de
amostra de Uncaria tomentosa pulverizada. Esta quantidade foi colocada num matraz,
ao qual se adicionaram 150 ml de 4dgua destilada. A mistura foi levada a ebulicio em
bico de Bunsen, transferindo-se entdo para banho de dgua fervente, onde se manteve
durante 40 minutos. Findo este tempo, o decocto foi arrefecido até a temperatura
ambiente e o volume aferido a 250 ml, com dgua destilada.

Decantou-se e filtrou-se por um papel de filtro (Whatman) de 12 cm de
diametro, rejeitando-se os primeiros 50 ml de filtrado, segundo procedimento para a
determinacao de taninos nos farmacos vegetais (F.P. VIII, 2005).

Concentrou-se sob vicuo, em evaporador rotativo (Buchi Rotavapor R:114 —
Waterbath B-480), a temperatura inferior a 40 °C, até um volume reduzido.

O extracto concentrado foi finalmente liofilizado (FTS Systes EZ-Dry-150) e
conservado, ao abrigo da luz e da humidade, no frio, a -20 °C, até a sua utilizacao.

Este procedimento foi repetido aproximadamente uma centena de vezes, de
forma a obter quantidade suficiente de liofilizado, que constituisse um lote homogéneo,

a utilizar em todos os ensaios.

O rendimento de cada extracto foi expresso em massa seca de planta.

2.2.2. DETERMINACAO DO TEOR DE HUMIDADE NAS AMOSTRAS

ESTUDADAS

2.2.2.1.Método gravimétrico

A massa seca das cascas de Uncaria tomentosa foi calculada a partir de 12

réplicas de 0,05 g de amostra. Utilizou-se o método gravimétrico, por perda de massa,
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em estufa aquecida a 100°C durante 24 h e subsequentes aquecimentos de 1 h até peso
constante.
A massa seca da uncdria Naturmil® foi calculada a partir de 3 réplicas de

0,100 g de amostra, pelo processo anteriormente descrito.

2.2.2.2. Método de Karl-Fisher

A massa seca dos extractos foi calculada a partir de 0,100 g de amostra,
utilizando o método de Karl-Fisher.
O método de Karl Fischer é um método titrimétrico, referido na Eur.Ph. (2005)

e baseia-se na oxidacdo do SO; pelo I, em presencga da dgua.

L+ SOZ + 2H20 <=> 2 HI + HZSO4

Utiliza-se o reagente de Karl Fisher, preparado pela accao de didxido de enxofre
sobre uma solu¢ao de iodo, numa mistura de piridina anidra e metanol anidro. A 4dgua
reage com este reagente em duas etapas, sendo construida uma molécula de iodo por

cada molécula de dgua presente.

CH,; OH + SO, + RN — [RNH]SO;CH;

H,O + I, + [RNH]SO,CH; + 2 RN — [RNH]SO, CH; + 2 [RNH]I

(RN = Base)

Protocolo experimental

O reagente de Karl Fisher deve ser padronizado diariamente, por ndo ser estavel,
devido a presenca de metanol em excesso. O método deve decorrer em meio anidro.

A determinacgdo do titulo foi feita com o tartarato de soédio (Na,CsHeOs.2H,0),
tendo em conta que a molécula (PM = 230,09 g), possui 0,156 g de dgua.

Aliquotas de 0,100 g de amostra foram injectadas na célula de reaccdo do
coulémetro (787KF TITRINO Metrohm), na qual o iodo para a reac¢ao de Karl-Fischer

€ gerado no anodo. Quando toda a dgua da amostra tiver sido titulada, ocorre um
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excesso de iodo e a titulacdo termina. Subsequentemente, é possivel calcular a % de
dgua presente na amostra, a partir do volume de reagente de Karl Fisher gasto, com base
na estequeometria de reac¢do, uma mole de iodo reage com uma mole de dgua, sendo a
quantidade de 4gua proporcional a corrente total integrada de acordo com a Lei de

Faraday (efectuada automaticamente pelo aparelho).

2.2.3. DOSEAMENTO DE 3-FLAVANOIS PELO METODO DA VANILINA-
ACIDO CLORIDRICO

Os 3-flavandis (Fig. 25) possuem no anel A uma densidade electrénica
especialmente elevada devido a presenca de grupos hidroxilos fendlicos, caracteristica
que os torna particularmente sensiveis ao ataque electrofilico. Em meio dcido podem
sofrer facilmente reac¢des de substituicao electrofilica com aldeidos, nas posicdes 6 e 8
do anel floroglucindlico, pelo facto destas posi¢des terem um cardcter fortemente
electronegativo.

Quando a reac¢do ocorre com aldeidos arométicos, os produtos da reac¢ao sao
soliveis e corados, caracteristica que € wusada para a andlise quantitativa
espectrofotométrica dos 3-flavan6is monomeéricos e dos seus polimeros.

A reac¢do ndao depende do tipo de hidroxilagdo do anel B e estd limitada a
flavondides com grupos hidroxilo ndo substituidos meta orientados, com a ligacao
C,—C; saturada e sem grupo cetona em C4. Estas caracteristicas tornam-na muito
especifica para as proantocianidinas (Waterman e Mole, 1994), embora possam surgir
reaccOes cruzadas com alguns compostos especificos (Schofield et al., 2001).

Neste trabalho a quantificacdo das proantocianidinas foi realizada por uma
técnica que utiliza a vanilina. Este aldeido reage com os 3-flavanéis (Fig. 44) dando

origem a compostos corados, que absorvem a 500 nm (Julkunen-Tiito, 1985).
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Figura 44. Reacc¢do entre um 3-flavanol e a vanilina
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Protocolo experimental.

Colocaram-se 100 ul do extracto solubilizado em metanol (MeOH) anidro, num
tubo de ensaio protegido por papel de aluminio. Juntaram-se 3 ml de vanilina a 4%
(w/v), no mesmo solvente e agitou-se vigorosamente a mistura, no vortex, durante um
minuto. Adicionou-se imediatamente 1,5 ml de acido cloridrico (HCI) concentrado. A
mistura foi novamente sujeita a agitacdo vigorosa, durante um minuto no vortex.

A absorvancia foi lida a 500 nm, apés 20 minutos a temperatura ambiente, num
espectrofotometro (Hitachi U-2000).

Os ensaios foram lidos contra um branco, preparado do mesmo modo, mas
contendo 3 ml de MeOH anidro, em substituicdo dos 3 ml da solu¢do metandlica de
vanilina a 4%.

Tragou-se uma curva de calibracdo, usando como padrio a catequina e
definindo-se o intervalo dentro do qual deviam estar compreendidas as absorvancias dos
ensaios.

Os resultados da dosagem das proantocianidinas foram expressos em

percentagem de catequina (g de catequina / 100 g de liofilizado).

2.2.4. IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA RESOLUCAO

A cromatografia liquida de alta resolugdo (CLAR) consiste na particdo dos

componentes de uma mistura entre a fase mével e a fase estaciondria. Forcas fisicas e
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quimicas actuam entre os solutos e as duas fases, sendo responsdveis pela retencdo dos
solutos sobre a coluna cromatogrifica. A diferenca na magnitude dessas forcas
determina a resolucdo e portanto a separacdo dos vdrios constituintes das amostras,
mesmo quando complexas.

Este método analitico tornou-se progressivamente o mais popular para o estudo
de plantas com compostos fendlicos (Miniati, 2007; Qian et al., 2007), dada a sua
versatilidade, sensibilidade e menor tempo de anélise.

Uma importante caracteristica dos compostos fendlicos € o facto das suas duplas
ligagdes C—C lhes conferirem propriedades cromoéforas, o que permite a combinacdo da
CLAR com detectores de ultravioleta/luz visivel (UV /VIS), razdo porque sao
frequentemente utilizados na andlise qualitativa e quantitativa de amostras contendo
compostos fendlicos (Markham e Bloor, 1998). Os detectores de fotodiodos, selectivos
a determinados comprimentos de onda, permitem fazer a aquisi¢do espectral dos
compostos eluidos, tornando este tipo de detector util na identificagdo e monitoriza¢ao
da pureza dos compostos (Nikolin et al., 2004). Os espectros obtidos sdo entdao
comparados com os de compostos padrao (Miniati, 2007).

Nas plantas medicinais os compostos fendlicos sdo maioritariamente soltiveis em
solventes polares. Esta caracteristica possibilita a utiliza¢do de colunas de fase reversa, e
fases moveis polares (Waksmunfzka-Hajnos, 1998). No entanto, hd compostos que por
serem fortemente adsorvidos por este tipo de fase estaciondria ndo sao
convenientemente separados (Schofield et al. 1998). Sao disto exemplo as
proantocianidinas poliméricas, que neste sistema cromatogrifico originam um
arqueamento da linha de base. Nestas situacdes tém sido sugeridas colunas de fase
normal, que s@o mais polares, apesar da sua menor resolu¢do (Waksmunfzka-Hajnos,
1998).

Quase todos os compostos fendlicos t€m um pico maximo de absor¢cdo no
intervalo 270-280 nm (Miniati, 2007). No entanto, outros comprimentos de onda sdo
frequentemente usados para a deteccdo mais selectiva de certas classes de compostos
fendlicos. Absorc¢des adicionais ocorrem, com as catequinas no intervalo 220-230 nm,
ou na regido dos 330 nm com os flavondides e os é&cidos hidroxicindmicos

(Miniati, 2007).
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Protocolo experimental.

As amostras foram solubilizadas em MeOH a 50%. Posteriormente as solucdes

foram microfiltradas através de um filtro de 0,45 um de poro, desgaseificadas e por fim

injectadas. A identificacio dos compostos foi feita, sempre que possivel, por

comparacao com os respectivos padrdes, preparados e injectados nas mesmas condicoes

(Tabela 2).

Tabela 2. Condig¢des utilizadas na Cromatografia Liquida de Alta Resolucao

com detector de matriz de diodos

Equipamento

Fase Movel

Pré-Coluna

Coluna

Temperatura da
coluna

Fluxo

Gradiente

Deteccao

Cromaté6grafo Gilson equipado com duas bombas, modelos 305 e
306, misturador modelo 811 B e médulo manométrico modelo 805,
acoplado um detector de fotodiodos (DAD) modelo 170 e uma
estacdo de controlo e tratamento de dados Unipoint System
(Unipoint ® 2.10 Gilson)

Eluente A - Solucdo aquosa de acido férmico a 5%
Eluente B — Metanol
HICHROM (4 pm, 30 mm x 4 mm i.d.) C18.

Coluna analitica da Waters Spherisorb S5, fase ODS-2, particulas de
5 um (250 mm x 4.6 mm)

24 °C
1 ml. min™
Tempo (min) % Eluente A % Eluente B
0 95 5
10 85 15
35 65 35
50 50 50
60 0 100
70 0 100
280 e 320 nm
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2.2.5. ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

As espécies reactivas de oxigénio (ROS) oxidam proteinas celulares, dcidos
nucleicos e lipidos (Heim et al., 2002).

A oxidacgdo lipidica € um processo em cadeia, complexo, que envolve uma
grande variedade de radicais e que € influenciada pela temperatura, luz, ar, propriedades
fisico-quimicas do substracto e pela presenca de catalizadores ou inibidores da oxidag¢ao
(Frankel, 1999; Koleva et al., 2002). Em alimentos e sistemas biolégicos a oxidacgao é,
em geral, despoletada por vestigios de metais catalizadores, como o ferro, na presenca
de hidroper6xidos, compostos altamente susceptiveis a decomposicao, especialmente na
presenca de metais.

Os antioxidantes inibem ndo apenas a formagao de hidroperéxidos, mas também
a sua decomposicao (Frankel, 1999).

Os flavondides s@o reconhecidos quer pela sua actividade antioxidante, quer pela
sua capacidade de quelagdo de metais (Frankel, 1999). Muitos dos seus efeitos
benéficos relacionam-se precisamente com estas suas duas propriedades (Heim et al.,
2002). Nos 3-flavandis como a catequina ou a epicatequina a actividade antioxidante é
atribuida aos grupos hidroxilo fendlicos, especialmente os grupos 3°,4’-OH do anel B e
5,7-OH do anel A, e aumenta proporcionalmente com o nimero de grupos OH, nos
anéis A e B (Frankel, 1999) (Fig. 45). Em particular a configuracdo dos grupos
hidroxilo do anel B parece ser determinante, ja que estes possuem elevada capacidade
de ceder um hidrogénio e um electrdo aos radicais hidroxilo, peroxilo e peroxinitrito,
estabilizando-os e originando radicais de flavonodides relativamente estaveis (Heim et
al., 2002).

OH
OH

Figura 45. Grupos hidroxilo fendlicos das moléculas de catequina ou epicatequina
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Método do DPPH

Uma vez que um dos mais importantes papéis dos antioxidantes € a sua
actividade anti-radical, utiliza-se frequentemente esta propriedade para avaliar a
capacidade antioxidante (Blois, 1958).

O DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo) (Fig. 46) € um radical livre estavel que é
capaz de aceitar um electrdo ou um 4dtomo de hidrogénio tornando-se num nao radical
que dificilmente se oxida (Blois, 1958). Apesar do DPPH ser um radical sem
importancia bioldgica, € vulgarmente utilizado em trabalhos apara avaliar a actividade
antioxidante em extractos de plantas (Lamaison et al, 1990, 1991; Exarchou et al.,

2002; Tepe, 2008).

‘N—N (C¢H,),

O,N NO,

NO,

Figura 46. Estrutura do radical livre 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo - DPPH

Devido ao electrao desemparelhado, o DPPH apresenta-se fortemente corado de
violeta, com absor¢do a 517 nm. Se o electrdo emparelhar essa coloracdo desaparece
numa estequiometria proporcional ao nimero de electroes captados, resultando numa

descoloragdo da solugao de violeta para amarelo (Blois, 1958).

DPPH+ AH —— DPPH-H + A’

DPPH + R — DPPH-R

Deste modo, a absor¢do a 517 nm é proporcional a quantidade de DPPH’
residual, apds a reaccdo com um antioxidante (AH) ou outro radical (R’).

O método do DPPH ¢ rdpido, simples, sensivel e reprodutivel e ndo requer
equipamentos especiais. Embora ndo seja discriminativo em relagdo a um determinado

grupo de radicais da uma ideia geral acerca da capacidade antioxidante de um extracto
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(Koleva et al., 2002). Sabe-se que o DPPH pode ser reduzido por accdo da cisteina,
glutationa, ascorbato, tocoferdis, compostos aromdticos polihidroxilados e aminas
aromdticas. No entanto, ndo oxida a glicose, as purinas, as pirimidinas e os compostos
aromdticos com um unico grupo hidroxilo, como a tirosina, o que lhe confere

especificidade.

Protocolo experimental

Utilizou-se uma solucao de DPPH a 500 uM em metanol. A reacc¢iao decorreu na
presenca de tampao acetato, a pH 6.

Para a preparacdo do controlo colocou-se 1 ml de tampao, 1,5 ml de MeOH e
0,5 ml de DPPH, num tubo de ensaio protegido por papel de aluminio. Agitou-se
vigorosamente a mistura durante 30 segundos e fez-se a leitura a 517 nm, contra um
branco (preparado com 1 ml de tampao e 2 ml de MeOH), ao fim de 15 minutos.

As amostras liofilizadas foram solubilizadas em MeOH a 50%, em baldo
volumétrico.

No caso das amostras contendo casca pulverizada foi necessario proceder
previamente a extraccdo, com MeOH a 50%, em vortex, procedimento seguido de
centrifugacdo. O processo foi repetido, até esgotamento total dos compostos fendlicos
(avaliada por uma solucido de hidr6xido de sédio (NaOH), a 20%), utilizando-se os
sobrenadantes para os ensaios de determinacao da actividade antioxidante.

Para a realizac¢do do ensaio colocou-se 1 ml de tampao, 1,4 ml de MeOH, 0,1 ml
de amostra e 0,5 ml de DPPH, num tubo de ensaio protegido por papel de aluminio.
Agitou-se vigorosamente a mistura durante 30 segundos e fez-se a leitura a 517 nm,
contra um branco (preparado com 1 ml de tampao, 1,9 ml de MeOH e 0,1 ml de
amostra).

Os resultados foram expressos em 1Csp, ou seja, em concentragdo da amostra que

reduziu em 50%, a absorvancia da solucdo de DPPH.
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 DETERMINACAO DO TEOR DE HUMIDADE

Utilizou-se o método gravimétrico para a determinacao do teor de humidade do
material usado na preparacdo dos decoctos (casca pulverizada de Uncaria tomentosa) e
da uncéria Naturmil®.

A percentagem de &4gua presente em diferentes liofilizados de Uncaria

tomentosa foi calculada pelo método de Karl-Fisher. Os resultados sdo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3. Quantidade de dgua em diferentes amostras de Uncaria tomentosa

Teor de agua (%)
Extracto liofilizado 4,27
Extracto comercial 4,50
Casca pulverizada 7,75 +0,60%
Uncdria Naturmil® 8.52+0,62°

* cada valor representa a média + desvio padrdo (n=12, para a casca e n=3, para a uncéria Naturmil®)

Os resultados obtidos com o0s extractos secos encontram-se dentro dos limites

definidos, uma vez que o seu teor em 4gua € inferior a 5% (F.P. VIII, 2005).

2.3.2. RENDIMENTO EXTRACTIVO DAS CASCAS DE UNCARIA TOMENTOSA

O rendimento em liofilizado, do decocto, expresso em peso seco de casca de

Uncaria tomentosa foi de 14,85%.
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2.3.3. DOSEAMENTO DE 3-FLAVANOIS

O doseamento dos 3-flavandis foi realizado por método previamente validado no
Laboratério de Farmacognosia. Considerando este facto, foi tracada uma curva de
calibracdo usando como composto de referéncia, a catequina, a partir da qual se
calculou a equacgdo da recta e o coeficiente de determinacao, r’. A curva de calibracao
obtida foi: y =1,123x+0,025 em que y é a absorvancia e x a concentracdo de

3-flavandis, reportados a catequina, em mg/ml (Fig. 47).

0,7
0,6
0,5

0.4 1

0,3

0,2 1 y = 1,123x + 0,025

R%=0,994

Absorvancia a 500 nm

0,1

0 T T T T T T T T 1
0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55

Concentracio de Catequina (mg/ml)

Figura 47. Curva de calibragcdo da catequina pelo método vanilina-acido cloridrico

Os resultados obtidos no doseamento dos 3-flavandis encontram-se resumidos na

Tabela 4.

Tabela 4. Quantificagdo dos 3-flavandis presentes em amostras de Uncaria tomentosa

3-Flavanois

(g %)*
Extracto liofilizado 10,64 + 0,44
Extracto comercial 1,22 +0,13
Casca pulverizada 1,16 £ 0,44

* cada valor representa a média + desvio padrdo (n=3) da concentra¢do expressa em g de catequina, por
100 g de amostra seca
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2.3.4. IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS

A figura 48 ilustra o perfil cromatografico, registado a 280 e 320 nm, do extracto
liofilizado. A comparacao dos tempos de retencdo dos constituintes do decocto, com o

de padrdes permitiu fazer a identifica¢ao de diversos compostos fendlicos.
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Figura 48. Perfil cromatografico do extracto liofilizado
Gradiente do 4cido férmico a 5% (A) e do MeOH (B), ao longo da corrida cromatografica

Detectou-se o 4cido galhico, dcido protocatéquico, catequina, epicatequina € um
derivado do 4cido eldgico. Ocorrem ainda numa zona ampla, outros compostos com
perfis espectrais que sugerem a presenca dos derivados oligo- e poliméricos dos
3-flavandis; as proantocianidinas.

O perfil cromatografico da mistura da casca pulverizada, com o extracto
liofilizado, obtido a partir dela (Fig. 49) permitiu detectar os constituintes comuns ao
extracto liofilizado, embora o 4cido gélhico ocorra em proporcdes inferiores. Destaca-se
de novo numa zona ampla um grupo de compostos com perfis espectrais comuns aos
3-flavandis, sugerindo a presenca de proantocianidinas.

O cromatograma do extracto comercial (Fig. 50) é nitidamente distinto dos

anteriores. Apenas foram identificados o 4cido cafeico e uma proantocianidina, um
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resultado que corrobora a baixa pequena percentagem de 3-flavandis (1,22%), avaliada

pelo método da vanilina-acido cloridrico.
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Figura 49. Perfil cromatogréafico da mistura extracto liofilizado/casca
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Figura 50. Perfil cromatogréfico do extracto comercial
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2.3.5. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

De acordo com ensaios realizados no Laboratério de Farmacognosia da
Universidade de Coimbra, com diferentes concentracdes de DPPH, verificou-se que, nas
condicdes estabelecidas e para o intervalo de concentracdes utilizado, as solucdes
seguem a Lei de Lambert-Beer. Nas mesmas condi¢des e a 517 nm, a absorvancia das
solucdes € directamente proporcional a concentracdo da espécie absorvente, o DPPH
(Correia, 2005).

Inicialmente foram monitorizadas as cinéticas da reaccdo de cada amostra, com
o radical livre DPPH. Nos diferentes ensaios de controlo realizados, a absorvancia a
517 nm manteve-se praticamente imutdvel (em valores muito préximos de 1,0), ao
longo do tempo da reaccdo (30 minutos). Pelo contrdrio, na presenca das amostras,
ocorreu uma diminui¢do da absorvancia proporcional a sua actividade radicalar, estando
este comportamento de acordo com o descrito por Blois (1958). Apesar de em
concentracdes diferentes todas as amostras reagiram prontamente com o DPPH,
tendo-se observando uma diminui¢do brusca da absorvancia a 517 nm, nos primeiros
5 minutos. Este fendmeno corresponde a um elevado consumo do radical e consequente
diminui¢do da sua concentracdo inicial na mistura reaccional. Ultrapassados os
primeiros cinco minutos, a velocidade de consumo de DPPH reduziu consideravelmente
e os valores de absorvancia progressivamente atingiram um estado estaciondrio, ao fim
de 15 minutos.

Os valores de ICsy, para as diferentes amostras, encontram-se ilustrados na
Tabela 5.

Todas as amostras apresentaram actividade antioxidante mas a quantidade de
cada amostra necessdria para diminuir 50% da absorvancia inicial da solucdo de DPPH
(ICsp) foi consideravelmente diferente em cada caso.

Destacaram-se os valores de ICsy obtidos com o extracto liofilizado preparado
conforme metodologia anteriormente descrita, a partir das cascas de Uncaria tomentosa,
e que indicam uma elevada actividade antioxidante. Estes dados estao de acordo com os
anteriormente obtidos no Laboratério de Farmacognosia, da Faculdade de Farmécia da

Universidade de Coimbra (Gongalves et al., 2005).
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Tabela 5. Valores de I1Cs, de diferentes amostras de Uncaria tomentosa

ICs

(ng/ml)*
Extracto liofilizado 7,34 + 0,06
Casca pulverizada 75,03 + 5,33
Mistura (Extracto+casca)” 1428 + 1,00¢

85,49 + 6,33¢
Extracto comercial 59,21 =+ 1,67

Uncaria Naturmil® 268,92 + 29,33

* média + desvio padréo (n=3), resultados reportados a massa seca da amostra.

® Na mistura extracto liofilizado+casca para mais facilmente comparar resultados procurou-se trabalhar
com quantidades equivalentes 50/50, que permitissem expressar o ICs), tendo em conta a relagdo
anteriormente calculada de 100 g de casca pulverizada para 14,850 g de liofilizado.

¢ expresso em extracto liofilizado

4 expresso em casca pulverizada

Relativamente a mistura da casca pulverizada e do extracto liofilizado, os
resultados obtidos ndo indicam qualquer efeito sinérgico para a actividade anti-

radicalar.
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Desenvolvimento de forma farmacéutica sélida para administracdo oral

3.1. FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS ORAIS

A formulacdo de extractos provenientes de plantas medicinais necessita de
monitorizacdo particular conducente a formas farmacéuticas tanto ou mais eficazes que
os extractos usados na medicina tradicional.

A via oral para administracdo de farmacos constitui 0 meio mais divulgado de
administracdo dos mesmos para efeitos sistémicos, supondo-se que 90% de todas as
substancias activas usadas em terapia para ac¢do sistémica sejam administradas por esta
via. Quando um novo farmaco é descoberto, uma das primeiras questdes que se coloca a
uma companhia farmacé€utica € saber se aquele poderd ser administrado por via oral,
pois se a auto-medicagdo nao for possivel as vendas do medicamento constituem uma
pequena frac¢ao do que poderiam ser (Prista et al., 1995; Winfield et al., 2003).

Dos medicamentos que sdo administrados oralmente, as formas sdlidas sdo as
preferidas, pelo facto de permitirem a administracio de uma uUnica dose exacta de
farmaco. Por outro lado, as formas liquidas sdo formuladas para conterem uma dose em
5 ou 30 ml de veiculo, pedindo-se ao doente que meca a dose indicada com um utensilio

de medida, o que afecta a precisio requerida.

3.1.1. A FORMA FAMACEUTICA SOLIDA ORAL E O TRACTO GASTRO
INTESTINAL

Se considerarmos o trajecto de uma forma farmacéutica administrada por via
oral verificamos que, de uma forma geral, depois de permanecer algum tempo na boca,
passa através do es6fago, para o estdmago, e deste ultimo para o intestino delgado, onde
se processa a absor¢do das substincias activas. Para que tal seja possivel, sdo
transformadas nesse trajecto por ac¢ao das enzimas presentes na saliva, suco gastrico e
suco pancredtico. Posteriormente, a porcdo residual ndo absorvida € eliminada pelo
intestino grosso. A mucosa do intestino delgado, pela sua elevada vascularizagdo e
grande superficie (vilosidades e vélvulas coniventes), esta fisiologicamente adaptada a
absor¢ao (Prista el al., 1995).

O estdbmago possui algumas caracteristicas fisiolégicas com elevada

importancia: trata-se de um 6rgdo oco e pouco vascularizado, que serve como drea de
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armazenamento para os alimentos, contraindo-se ritmicamente e misturando-os com as
enzimas. As células que revestem a superficie gastrica segregam trés substancias
importantes: muco, acido cloridrico (HCI) e pepsinogénio - o precursor da pepsina, uma
enzima que fracciona as proteinas. O muco cobre as células do revestimento do
estdmago para as proteger dos danos que a elevada acidez e as proprias enzimas lhes
poderiam causar. O suco géstrico produzido € composto assim por HCI, pepsinogénio,
mucina e factor intrinseco. O HCI proporciona o ambiente fortemente dcido necessario
para que a pepsina fraccione as proteinas. A elevada acidez do estdbmago também actua
como uma barreira contra as infec¢Oes, pois elimina a maior parte das bactérias
(Berkow et al., 1997).

Entre os factores que influenciam a velocidade de esvaziamento gastrico
encontram-se o tipo de alimentos, o seu volume, a pressdo osmética, o pH e capacidade
tampao, a temperatura e também a idade e o estado de satide do individuo. O conteiddo
gdstrico abandona o estbmago com uma velocidade que € proporcional ao seu volume,
ou seja, a velocidade de esvaziamento € maior com grandes volumes, embora o
processo exponencial ndo se mantenha assim até ao fim do processo. Com pequenos
volumes hd um lapso de tempo até que o esvaziamento se inicie, dai também a
importancia da ingestdo de aprecidveis volumes de liquido quando se ingere um
medicamento, por estar favorecida a mais rdpida transferéncia do farmaco do estdmago
para o intestino, onde serd absorvido. Por outro lado, a ingestdo concomitante de
substancias viscosas, ou de gorduras ird retardar o esvaziamento gastrico (Prista el al.,
1995). Deste modo, factores como a presenca e o tipo de alimentos, o estado de satde e
mesmo a postura, tem influéncia no tempo necessiario para o inicio de accdo de
farmacos administrados por via oral, que pode ser muito varidvel (Winfield et al.,
2003).

O estdmago liberta o seu conteido (quimo) no duodeno, primeiro segmento do
intestino delgado. O jejuno e o ileo formam o resto do intestino delgado, localizando-se
a seguir ao duodeno. O quimo entra no duodeno através do esfincter pilérico em
quantidades que o intestino delgado possa digerir. Quando este se enche, o duodeno
indica ao estdmago que pare o esvaziamento. O duodeno recebe enzimas do pancreas e
bilis do figado, que contribuem de forma importante para os processos de digestdo e de
absor¢do. O peristaltismo também ajuda a digestdo e a absor¢do ao revolver os

alimentos e ao misturd-los com as secre¢des intestinais, libertando-se pequenas
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quantidades de enzimas que digerem as proteinas, os acguicares e as gorduras. A
consisténcia do conteddo intestinal muda gradualmente conforme avanga através do
intestino delgado. No duodeno é segregada rapidamente dgua para diluir a acidez do
contetido digestivo procedente do estdmago. A medida que o bolo digestivo vai
passando para a por¢do inferior do intestino delgado torna-se mais liquido dado que vao
sendo acrescentados dgua, muco, bilis e enzimas pancredticos (Berkow et al., 1997). O
pH do suco intestinal aumenta do duodeno, onde o pH € de 5 a 6, até ao ileo, onde o pH
¢ cerca de 8, atingindo no c6lon valores de 8,3-8,4 (Prista el al., 1995).

A zona do intestino delgado mais propicia a absor¢do € assim a porcao duodeno-
jejuno (Prista el al., 1995). Os primeiros centimetros do revestimento duodenal sdo
lisos, mas o resto do revestimento tem pregas, pequenas projeccoes (vilosidades e
microvilosidades) que aumentam de forma extraordindria a &area da superficie do
revestimento do duodeno, permitindo com isso uma maior e mais eficaz absor¢do. A
parede intestinal também liberta muco e 4gua, que lubrificam e dissolvem o conteddo
intestinal, ajudando a dissolver os fragmentos digeridos. Finalmente, a parede intestinal
possui uma elevada vascularizacdo, o que possibilita a conducdo dos elementos
absorvidos para o figado, através da veia porta (Berkow et al., 1997). Assim sendo, os
farmacos administrados por esta via podem ser metabolizados no figado, no
denominado efeito de primeira passagem, antes de atingirem a circulacdo sistémica.
Este processo pode ter importantes implicacdes na sua biodisponibilidade (Winfield et

al., 2003).

3.1.2. FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS ORAIS MAIS UTILIZADAS

As cépsulas duras t€ém ganho grande aceitacdo, a tal ponto que constituem hoje,
juntamente com os comprimidos, as formas mais correntes de administracdo oral de
farmacos.

Segundo a F.P. VIII (2005), os comprimidos sdo preparagdes s6lidas contendo
uma dose de uma ou de vdrias substincias activas, sendo geralmente obtidos por
compressao de um volume constante de particulas. Podem ser deglutidos ou mastigados,
bem como dissolvidos ou desagregados em dgua, antes da administracio ou

permanecerem na boca para af libertarem a substancia activa. Geralmente as substincias
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activas sdo adicionadas de excipientes como diluentes, aglutinantes, desagregantes,
lubrificantes, entre outros, necessdrios a obtenc¢do da forma farmacéutica, mas que
podem modificar o seu comportamento no tracto gastro-intestinal.

Os comprimidos apresentam um conjunto de vantagens e que podemos sintetizar
em: precisdo na dosagem, conservacdo muito superior a das solucdes, rapidez na
preparagdo, economia, atendendo a facilidade de producdo e rendimento, boa
apresentagdo, facil degluti¢ao e reduzido volume.

Segundo a F.P. VIII (2005), as cdpsulas sdo preparagdes sélidas constituidas por
um invélucro duro ou mole, de forma e capacidade varidveis, contendo uma dose de
substancia activa. O involucro € constituido por gelatina ou por outras substancias cuja
consisténcia pode ser ajustada por adi¢do, por exemplo, de glicerina ou de sorbitol.
Podem igualmente juntar-se outros excipientes, como agentes tensioactivos,
opacificantes, conservantes antimicrobianos, edulcorantes, aromatizantes e corantes,
estes ultimos permitindo a sua mais ficil identificagdo e proteccdo da luz (Winfield et
al., 2003). Sao consideradas uma das melhores formas para acondicionar substancias
medicamentosas, pois protegem-nas da ac¢io do ar, da luz e da humidade. Além disso,
sdo facilmente administradas, pois gragas a elasticidade das suas paredes, sdo de mais
facil degluticdo que os comprimidos. Possibilitam ainda, em alguns casos, a associa¢do
de substancias normalmente incompativeis, permitem mascarar o sabor e odor
desagradéveis dos farmacos; podem ser preparadas com grande facilidade e precisao de
dosagem, ocupam pequeno volume, tem uma boa conservacdo e a sua apresentagdo é

agradavel.

3.1.3. FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS ORAIS, SEGUNDO O TIPO DE
LIBERTACAO

Considerando o modo de cedéncia da substancia activa, as formas farmacéuticas
sOlidas orais podem classificar-se, de acordo com a F.P. VIII (2005) em formas
farmacéuticas de libertacio convencional e formas farmac€uticas de libertacio
modificada. As formas farmacéuticas de libertacdo convencional, ou imediata sdo
preparacdes em que a libertacdo da(s) substancia(s) activa(s) nao foram objecto de uma

modificacdo deliberada resultante de um processo especifico de formulacdo e/ou de um
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método de fabrico especial. Dentro deste grupo, existem as formas de libertacio muito
rapida (libertando 80% do farmaco em 15 minutos) e as formas de libertacdo imediata,
onde o sistema farmacéutico serve apenas de suporte a substancia activa, libertando-se
85% do farmaco entre os 15 e os 60 minutos.

As formas farmacéuticas de libertagcdo modificada sdo preparacdes em que a
libertagdo da(s) substancia(s) activa(s) foi objecto, quanto a velocidade e/ou ao local
onde ocorre, de uma modificacdo deliberada resultante de um processo especifico de
formulacdo e/ou de um método de fabrico especial. Dentro deste grupo incluem-se as
formas de libertacdo retardada, onde a libertacao do principio activo € retardada por um
periodo de tempo determinado, apés o qual a libertacdo € quase imediata, as formas de
libertacdo sequencial, um tipo especial de forma farmacé€utica que se caracteriza por
uma libertacdo sequencial da(s) substancia(s) activa(s) e as formas de libertacdo
prolongada, onde a libertacdo do principio activo € reduzida apds a sua administracao,
de modo a manter a actividade terap€utica, a reduzir os efeitos toxicos, ou para atingir
qualquer outro fim terapéutico.

As formas de libertacio modificada permitem diminuir o nimero de
administracdes didrias, contribuir para a diminuicdo ou mesmo desaparecimento dos
picos plasmaticos, aumentar as concentragdes plasmadticas eficazes para os principios
activos de semi-vida bioldgica relativamente curta, diminuir a acumula¢do do fairmaco
no organismo, proteger o farmaco de uma eventual degradacao pelos fluidos biolégicos,
nomeadamente o suco géstrico e economizar o farmaco (Kwit, 1963; Bourke et al.,

2000; Manadas et al., 2002).

3.1.4. SELECCAO DA FORMA FARMACEUTICA SOLIDA PARA
ADMINISTRACAO ORAL DOS EXTRACTOS DE UNCARIA TOMENTOSA

Conforme ja foi referido, existem na Uncaria tomentosa compostos de grupos
quimicos diferentes que podem contribuir para a sua actividade. Estudos anteriores
indicaram que a decoc¢do da casca da Uncaria tomentosa é composta principalmente
por acidos fendlicos, essencialmente dcido galhico, dcido cafeico, acido protocatéquico
e proantocianidinas. Estas substancias parecem ter grande importancia no contexto da

saude cardiovascular (Keen et al., 2005) e nas actividades anti-inflamatdria, antiviral
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(Aquino et al., 1989; Heitzman et al., 2005) e antioxidante (Gongalves et al., 2005;
Pilarski et al., 2006).

Na tentativa de seleccionar a forma farmacéutica mais adequada para se
proceder a administracdo dos extractos de Uncaria tomentosa atendeu-se a dados
fornecidos por diferentes estudos que t€m sido desenvolvidos.

Os conhecimentos existentes sobre a absor¢do e metabolismo das
proantocianidinas sdo ainda insuficientes (Heim et al., 2002), mas diferentes estudos
confirmaram a absor¢do da catequina, epicatequina e procianidinas diméricas como
resultado de um aumento da sua concentracdo plasmadtica, apds a sua ingestdo (Wang et
al., 2000; Rein et al., 2000b; Lamuela-Raventés er al., 2005). No caso dos dimeros,
como a procianidina B2 a sua absor¢do € menos eficiente do que os mondmeros
epicatequina e catequina, mas podem ser detectados no plasma humano, 30 a
60 minutos apds a sua administracdo (Baba er al., 2001; Baba et al., 2002; Holt et al.,
2002; Gonthier et al., 2003). A absorcdo de proantocianidinas é mais dificil, dado o seu
elevado peso molecular (Scalbert e Williamson, 2000).

Estudos in vitro sugeriram que as proantocianidinas (trimeros a hexameros)
podem ser degradadas durante a sua passagem pelo estbmago em mondmeros e
dimeros. Esta constatacdo foi feita durante a incubacao das procianidinas do cacau, com
suco géastrico artificial (pH 2), durante 1-3,5 horas (Spencer et al., 2000). Contudo, num
outro estudo, constatou-se que as procianidinas do chocolate (procianidinas B2, BS e
C1) s@o estdveis durante o transito gastrico, em seres humanos. A diferenca de
resultados observada nos dois estudos pode ser explicada pelo efeito tampao dos outros
constituintes do bolo alimentar no chocolate, o que resulta num pH de valor mais
elevado, insuficiente para que ocorra a hidrélise das proantocianidinas e também pelo
menor tempo de exposi¢ao as condicdes acidas, inferior a 50 minutos (Rios et al.,
2002). Em qualquer dos casos, a eventual degradacdao das proantocianidinas em
mondmeros e dimeros, durante a passagem pelo estdmago, bastante provavel de acordo
com estudos efectuados in vitro, ndo parece justificar a op¢do por uma forma
farmacéutica de libertacdo modificada, pois a absor¢do no intestino delgado de
mondémeros e dimeros € bem mais facil que a das proantocianidinas com elevado peso
molecular (Scalbert e Williamson, 2000).

Em estudos de concepc¢ao e formulagao de comprimidos, usando extractos secos

de plantas, como material activo foram detectados alguns inconvenientes que poderiam
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pOr em causa a qualidade do produto final, ja que os extractos secos t€ém em geral fracas
propriedades reolégicas e de compactibilidade, dificultando a sua utilizacdo, em
métodos de compressdo directa. Numerosos trabalhos foram desenvolvidos para
resolver este tipo de problemas, como a granulagdo por via himida, a compressao
directa dos extractos, ou a seleccio dos excipientes adequados que possibilitem a
producdo, a partir dos extractos secos das plantas, e comprimidos por compressao
directa, em alguns casos com sucesso (Palma et al., 2002).

Por outro lado, ndo se pode esquecer que a conservacdo dos principios activos
dos extractos secos de plantas varia grandemente de acordo com o0s excipientes
utilizados e o método de compressao, conduzindo a altera¢cdes mais importantes quando
se efectua uma granulacio por via himida (Pourrat et al, 1978).

Tendo em conta o anteriormente exposto, uma vez que as cdpsulas sdo
consideradas uma boa alternativa para acondicionar substancias medicamentosas,
seleccionou-se esta forma farmac€utica para administrar os extractos de Uncaria

tomentosa.

3.2. MATERIAIS

Nos estudos de desenvolvimento de forma farmacéutica soélida para
administracio oral, para além dos materiais mencionados no Capitulo II, foram ainda
utilizados os seguintes reagentes: carbonato de sddio decahidratado (lote A714591 737),
cloreto de sodio (lote K32104204 324), hidréxido de s6dio (lote OC122500) e pepsina
da mucosa géstrica do porco (lote F1424885 608) Merck, Alemanha; indio de grau de
pureza 99,998%, ponto de fusao 156,65 °C (lote 7440-796), Aldrich, Alemanha. Como
diluentes e desagregantes utilizaram-se: lactose monohidratada GranuLac® 200,
Meggle, Alemanha; celulose microcristalina Avicel PH-101®, carboximetilceluose
sddica reticulada (croscarmelose) (lote 59/05M), amido glicolato de sédio (Explotab®),
carboximetilcelulose sédica, estearato de magnésio e amido de milho, todos de grau
analitico; cépsulas de gelatina de tamanho n° 0 e 1, Shionogi Qualicaps, Japao; capsulas
de gelatina de tamanho n° 2, Scherer, Ontario, Canada.

O meio de dissolucao utilizado foi preparado segundo a USP 30/NF 25 (2006).
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Suco gastrico artificial: cloreto de sodio (2 g), pepsina purificada da mucosa do
estbmago do porco (3,2 g), acido cloridrico fumante (7 ml) e dgua destilada, em

quantidade suficiente para perfazer 1000 ml.

3.3. METODOS

3.3.1. PREPARACAO DE CAPSULAS DURAS

A preparacdo das capsulas duras consiste fundamentalmente no enchimento dos
invélucros que sdo adquiridos no comércio. Estes sdo constituidos por duas partes
cilindricas abertas numa das extremidades, de fundo hemisférico. As substincias
activas, geralmente sdlidas, sdo introduzidas na parte mais comprida e de diametro
menor, sendo depois encaixada a outra parte, que funciona como tampa (F. P. VIII,
2005).

Os receptaculos estdo disponiveis em oito tamanhos, com diferentes

capacidades, sendo designados por nimeros (Tabela 6).

Tabela 6. Tamanhos de capsulas duras e sua capacidade aproximada

Numero da cdpsula

000 00 0 1 2 3 4 5

Capacidade (ml) 1,37 095 0,68 0,50 0,37 030 021 0,13

Para uma pequena preparacdo, bastaria escolher os invdlucros de capacidade
adequada ao volume ocupado pela massa do p6 e enché-los, com auxilio de funis e
calcadores, ou por meio de compressores-doseadores. No entanto, sé por mero acaso a
quantidade de po6 prescrita numa formulagdo encherd exactamente um invélucro
gelatinoso de dado ndmero. Ora como o processo de enchimento das cdpsulas €
habitualmente volumétrico impde-se que estas fiquem perfeitamente cheias, de modo a
evitar erros posoldgicos. Além disso, ndo é aconselhdvel a existéncia de uma camada de

ar sobre os pos susceptiveis de se alterarem. Nestas circunstincias, € necessdrio

completar, com pé inerte, o volume a acondicionar num dado receptaculo, caso aquele
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volume seja inferior a 90% da sua capacidade. Normalmente, escolhida a capacidade de
um invélucro, o p6 a acondicionar é adicionado de pds inertes que funcionam como
diluentes (lactose, amido, carbonato de magnésio, entre outros). A adi¢do de estearato
de magnésio como lubrificante € frequente, por facilitar o enchimento das cdpsulas
(Prista et al., 1995; Winfield et al., 2003).

Correctamente, a escolha do invélucro a utilizar deve fazer-se avaliando o
volume aparente de uma dada massa de p6, a acondicionar num determinado nimero de
capsulas. O volume aparente de um pé € igual a soma do volume ocupado pelas suas
particulas, com o volume de ar intersticial. A determina¢c@o do volume aparente é um
ensaio muito simples que, fundamentalmente, consiste em medir, num recipiente
transparente, o volume ocupado por uma dada quantidade de pé.

Com o objectivo de tornar os resultados reprodutiveis ¢ fundamental normalizar
o ndmero, a intensidade e a frequéncia de batimentos que permitem expulsar parte do ar
que o p6 contém. Habitualmente, submete-se o pd, acondicionado em proveta
volumétrica, a ciclos de 1250 batimentos, que se repetem até que o seu volume aparente
sofra uma diminuicdo inferior a 2%. Este procedimento é realizado em dispositivos
proprios para o efeito, que permitem a realizagdo automadtica deste ensaio (F.P.VIII,
2005).

Quando se trabalha em pequena escala, € possivel realizar um ensaio mais
simples que consiste em lancar o pé num recipiente graduado, realizando entdo um
nimero de batimentos adequado até a obtencdo de volume constante (Van Ooteghem,
1966).

Em funcdo do volume aparente e da massa do p6 € facil calcular a sua massa
volimica aparente, que se exprime em g/ml.

Os volumes aparentes foram obtidos de acordo com o procedimento descrito na
F.p. VIIL

A leitura do volume ocupado pela massa (m) de cada um dos componentes
utilizados foi feita antes do ensaio (Vy) e ao fim de 1250 batimentos (V1250). Obteve-se
assim o volume bruto, ou volume aparente antes da compactacdo (Vo) € o volume
aparente apos a compactacao, ou volume reduzido (V2s0).

As massas volumicas aparentes foram determinadas pela relacdo entre a massa

de amostra e o volume por esta ocupado: massa volimica aparente antes da
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compactagdo, ou massa volimica do produto em bruto: m/V, (g/ml) e massa volimica

aparente apOs compactacdo, ou massa volimica do produto reduzido: m/V ;5o (g/ml).

3.3.2. SELECCAO DOS EXCIPIENTES

Entre os excipientes de utilizacdo corrente na preparacdo de cdpsulas

seleccionaram-se aqueles cujas caracteristicas se poderiam revelar mais uteis:

- Diluentes - produtos inertes que se adicionam aos p6s com a finalidade de
obter formulagdes de massa conveniente, quando as substincias activas sdo utilizadas
em pequenas quantidades, assegurando um enchimento adequado das capsulas.

Um dos diluentes soliveis mais utilizado nas formulagdes € a aQ-lactose
monohidratada, comercializada sob a forma de um p6 (200 mesh), ou de pequenos
cristais (80 e 100 mesh) de cor branca, desprovidos de cheiro e com sabor doce, cujo
ponto de fusdo € de 201-202 °C. Tem também bom poder aglutinante. As reacgdes
adversas a este excipiente estdo quase sempre relacionadas com a intolerancia a lactose,
que ocorre em pessoas com deficiéncia na enzima intestinal lactase. Por esta razao todas
as preparacOes farmacéuticas que a contenham devem mencionar este facto (Rowe et
al., 2006).

Como diluente insolivel o amido de milho, que se apresenta como um poé
branco, desprovido de cheiro e sabor que aumenta instantaneamente de volume (em 5 a
10%) em contacto com a dgua, a 37°C, ao qual ndo se atribuem situagdes de
incompatibilidade e as reaccdes alérgicas sdo raras; constitui uma boa alternativa, a
lactose.

Pode referir-se ainda a celulose microcristalina (Avicel) diluente insoluvel, que
pode ser usado isoladamente (em concentra¢des de 20 a 90%) ou associado a lactose, ou
ao amido. Apresenta ainda algumas propriedades como lubrificante (em concentracdes
de 5 a 20%) e ac¢ao desagregante, quando utilizada em percentagens proximas de 10%).
Trata-se de um pd branco cristalino, desprovido de cheiro e sabor, que carboniza no
intervalo 260-270 °C e que estd comercialmente disponivel, com particulas de diferentes
tamanhos. E incompativel com agentes oxidantes fortes. Como ndo é absorvida

sistemicamente tem baixo potencial de toxicidade (Rowe et al., 2006).
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- Desagregantes - produtos que permitem acelerar a dissolu¢do ou a
desagregacdo dos compostos na dgua, ou nos liquidos do organismo. Estes compostos
podem actuar por diferentes processos. Mais frequentemente incham em contacto com a
dgua como no caso dos amidos e derivados de celulose, o que permite uma penetracao
rdpida do liquido, mas podem simplesmente dissolver-se na 4gua, abrindo assim
canaliculos que facilitam a desagregacdo, tal como a lactose. A escolha de um
desagregante ou duma mistura de desagregacao para uma dada férmula, € um assunto a
ponderar, tendo em conta as caracteristicas que se desejam para uma dada férmula.
Entre os desagregantes mais utilizados € ainda o amido o que mais se emprega. Utiliza-
se na propor¢do de 5 a 15%, dando geralmente bons resultados a 10%.

Tem sido descrito o uso de derivados de amido, como o amido glicolato de
sodio, de rapida desagregacdo conhecido pelo nome de Explotab®. Trata-se de um p6
branco, ou esbranquicado, desprovido de odor e sabor, que ndo funde mas carboniza a
aproximadamente 200 °C. E praticamente insoltivel em dgua, aumentando cerca de 300
vezes o seu volume quando com ela contacta. Muito usado em formulagdes orais, é um
material considerado seguro e nio irritante, embora incompativel com o 4cido ascorbico
(Rowe et al., 20006).

Outros desagregantes utilizados com frequéncia sdo os derivados da celulose,
como a carboximetilcelulose soédica. Apresenta-se como um péd branco, ou
esbranquicado, desprovido de odor, empregando-se em concentragdes proximas dos 2%
(Prista et al., 1995), que se torna acastanhado a temperaturas proximas dos 227 °C e
carboniza aproximadamente a 252 °C. Entre as incompatibilidades destaca-se o facto de
precipitar em solugdes acidas com pH <2 (Rowe et al., 2006).

A croscarmelose sddica, ou carboximetilcelulose sddica reticulada € usada como
desagregante em cédpsulas, em concentragdes que podem ir dos 10 aos 25%. Trata-se de
um péd branco ou acinzentado, desprovido de odor e geralmente referido como nao
téxico e ndo irritante, embora o seu consumo em altas doses, superiores as utilizadas nas
formulaces habituais possa ter um efeito laxante. E insoldvel em dgua, aumentando 4-8

vezes em volume quando com ela contacta.

- Lubrificantes - substancias capazes de facilitar o deslizamento dos pds, ou
granulados, diminuindo a sua tendéncia para aderir aos instrumentos utilizados para a

sua manipulacdo. O estearato de magnésio € dos mais frequentemente utilizados, em
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concentracdes que variam dos 0,5% aos 5%. Trata-se de um p6 branco, com cheiro a
acido estedrico e gosto caracteristico, que funde no intervalo de temperaturas
117-150 °C. E hidrofébico e pode retardar a dissolucdo de um farmaco, pelo que devem
usar-se concentracdes tdo baixas quanto possivel. A reducdo do tempo de mistura é
importante para evitar a formacao de aglomerados hidrofébicos que ndo dispersam apds
a solubilizacdo do invélucro de gelatina das capsulas. Este facto pode muitas vezes ser

ultrapassado pela inclusao de um desagregante na formulacao (Rowe et al., 2006).

3.3.2.1 Calorimetria Diferencial de Varrimento (DSC)

O sucesso na formulagdo de uma forma farmacéutica depende da seleccao
criteriosa dos excipientes usados para tornar a administracdo mais facil, melhorar a
adesdo do doente, promover a libertacdo e a biodisponibilidade do farmaco, ou
protegé-lo da degradacdo (Mura et al., 1998). A incompatibilidade entre um farmaco e
os seus excipientes pode modificar a sua estabilidade e biodisponibilidade,
influenciando a sua eficdcia e seguranca (Verma e Garg, 2005). A anélise térmica inclui
um conjunto de métodos em que uma determinada propriedade fisica € avaliada, em
funcdo da temperatura, enquanto a substancia em estudo € submetida a um intervalo
devidamente programado e controlado de temperaturas (Giron, 1990). Pode ser utilizada
como uma importante ferramenta para a investigagao e previsao de qualquer interac¢ao
fisico-quimica entre os componentes de uma formulacdo, ou seja para avaliar a
existéncia de possiveis incompatibilidades entre um principio activo e os diferentes
excipientes (Mura et al., 1998).

Quando uma substancia € aquecida ou arrefecida, ocorre uma mudanga na sua
estrutura, ou composi¢do, transformacdo esta que se relaciona com uma troca de calor.
A anélise calorimétrica diferencial de varrimento (DSC) € utilizada para a medida do
fluxo de calor (AT) emitido ou absorvido por uma amostra € a determinacdo da
temperatura de uma transicdo térmica durante uma variagao controlada de temperatura.
Nesta técnica estabelece-se a medida da energia necessdria para uma diferenca de
temperatura aproximadamente zero entre uma amostra € uma substancia inerte usada
como referéncia, quando estas sdo submetidas a regimes idénticos de temperatura, num
ambiente de arrefecimento ou de aquecimento numa taxa controlada (Santos, 2005). Ao

surgir uma diferenga de temperatura entre a amostra e a referéncia, no decurso do ciclo
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de aquecimento, automaticamente o circuito electrénico produz um incremento no
aquecimento do elemento de menor temperatura, suficiente para restabelecer o
equilibrio e cuja poténcia é registada, originando-se um termograma (Fig. 51), no qual a
area do pico (AH) representa a variacdo da entalpia. A varia¢do térmica da amostra pode
ser definida pela temperatura correspondente a0 maximo do pico (ponto A) e pelo inicio
do desvio da linha de base (ponto B). Uma vez completada a variacdo da temperatura,

relativamente a referéncia, € retomada a linha de base e AT = 0.

Pico exotérmico

Exo T AT=0

Endo l

Linha de
base

Pico endotérmico

“«— T —>
<+— >

v

Temperatura do Forno (T)

Figura 51. Termograma-tipo (adaptado de Canotilho et al., 1992)

Observando a influéncia do aquecimento a velocidade constante € possivel
registar fendmenos tais como: fusdo, cristalizacio, ebulicdo, sublimagao, desidratagdo,
transi¢des solido-solido, transi¢des vitreas e transi¢des polimorficas. Estas transicoes
podem ser endotérmicas ou exotérmicas. Destas experiéncias podem também ser
obtidos valores de entalpia, entropia e/ou capacidade calorifica, com base na
quantificacdo do calor envolvido nas transic¢des observadas.

Esta técnica € usada com sucesso na pesquisa rdpida de possiveis
incompatibilidades farmaco-excipientes. Apresenta uma importante vantagem: apenas
uma pequena quantidade de farmaco e excipientes € necessdria para a executar (Clas et
al., 1999).

Para avaliacdo dos termogramas foram considerados os seguintes critérios,

conhecidos como os Postulados de Van Dooren (1983):
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- Em DSC trabalha-se numa regidao onde as substancias fundem. Reacc¢des de
degradacao ou transformacdes que ocorrem a essas temperaturas podem ndo acontecer a
temperatura ambiente;

- Se a curva da mistura é uma simples sobreposicdo das dos componentes
isolados, uma incompatibilidade entre essas substincias € altamente improvavel;

- Em alguns casos a sobreposi¢@o acima citada nio € claramente visivel quando
as transi¢des térmicas do principio activo e do excipiente sdo coincidentes;

- Uma nova transi¢do térmica antes do pico de fusdo mais baixo pode indicar
incompatibilidade. O mesmo se pode dizer quando um dos picos de um dos
componentes desaparece por completo;

- Se um dos componentes da mistura se degrada antes da fusdo do outro
componente, € possivel que este venha a reagir com os produtos da decomposicao.
Torna-se assim impossivel prever a existéncia de uma incompatibilidade;

- Se um eutético € formado, obtém-se uma transicdo térmica dessa nova
entidade.

Embora alguns autores reconhecam que a presenca de uma interac¢ao fisico-
quimica entre o0s componentes ndo significa necessariamente que exista
incompatibilidade entre eles, ¢ sempre uma prova inequivoca da sua interaccao.
(Balestrieri et al., 1996).

A combinagdo da calorimetria diferencial de varrimento (DSC) com outras
técnicas como a espectroscopia no infra-vermelho (Clas et al., 1999), técnicas
microscopicas (Mura et al., 1998) ou andlise quantitativa por CLAR deve ser realizada
sempre que possivel, sendo necessario tomar-se precaucdes redobradas na interpretacao

dos resultados quando isto nao for exequivel (Verma e Garg, 2005).

Protocolo experimental

Aproximadamente 2 mg de cada um dos componentes da formula farmacéutica
foram analisados isoladamente para a caracterizacao do seu perfil térmico. Uma mistura
bindria com 1 mg de amostra e igual quantidade de um excipiente foi analisada por
DSC. A pesagem foi feita em capsulas de aluminio para DSC, as quais foram
hermeticamente fechadas num selador de capsulas.

A andlise térmica foi realizada num sistema de calorimetria de varrimento

diferencial de fluxo de calor (DSC-50, Shimadzu Co., Kioto, Japan), associado a um
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sistema de andlise térmica (TA-50 I, Shimadzu, Co., Kioto, Japan). O sistema foi
calibrado para a temperatura usando como padrdo o indio, cujo ponto de fusdo é de
156,65 °C. Usou-se um intervalo de temperatura entre a ambiente e os 400 °C. A taxa de
aquecimento foi de 10 °C/min, sob atmosfera de azoto a um fluxo de 20 ml/min.

As cépsulas de aluminio seladas contendo a amostra foram usadas em paralelo
com uma cépsula de referéncia de idéntica configuracdo, vazia e selada (Clas et al.,

1999).

3.3.3. PREPARACAO DE CAPSULAS COM UNCARIA TOMENTOSA

Uma vez escolhida a capacidade do invélucro, a quantidade exacta de uncéria a
incluir em cada formulacao foi pesada individualmente. Adicionaram-se os excipientes
em quantidade adequada.

Utilizou-se o método de enchimento manual, langando para cada hemi-
receptdculo, em encapsulador munido de funis, a dose pretendida. Finalmente procedeu-

se ao encerramento de cada cdpsula pelo encaixe das duas partes do invélucro.

3.3.4. ENSAIOS DE CONTROLO DE QUALIDADE

A F. P.VIII (2005) preconiza um conjunto de ensaios para garantir a qualidade
da forma farmacéutica preparada. No caso das cdpsulas duras para uso oral € importante
que satisfacam os seguintes requisitos: ensaio de dissolucdo, uniformidade de massa e
uniformidade de teor, A realizacio do ensaio de dissolucdo torna dispensavel a
realizagcdo dos ensaios de desagregacao.

As formas farmacéuticas desenvolvidas a partir das plantas medicinais devem

reger-se pelos mesmos parametros (Mukherjee e Verpoorte, 2003).
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3.3.4.1. Validacao do método de doseamento de 3-flavanéis em suco gastrico

A USP 30, 2007 define a validacdo de métodos analiticos como sendo “o
processo que fornece uma evidéncia documentada de que o método € adequado ao uso

pretendido”

Parametros analiticos da validaciao avaliados neste trabalho:

- Especificidade — constitui o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de
um método analitico e deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e
subsequente uso do método. Pode ser obtida de varias maneiras, entre as quais avaliar a
amostra isenta e a amostra adicionada de outros produtos, de modo a avaliar possiveis

interferéncias (ICH, 2005).

Protocolo experimental

Comecou por se realizar o varrimento do espectro electromagnético (entre 190 e
900 nm) para avaliar a possibilidade de se fazer a dosagem das amostras do ensaio de
dissolugdo, a partir das leituras da absorvancia, a um dado comprimento de onda, de
forma continua, no espectrofotometro (Shimadzu UV-1603).

A linha de base foi corrigida com o branco (suco géstrico). Utilizaram-se
concentracdes das amostras que se aproximassem daquelas que iriam ser utilizadas nos

ensaios reais.

- Linearidade - é a capacidade de um método de dosagem fornecer resultados
directamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
intervalo determinado (Harvey, 2000; ICH, 1995).

A determinacgdo da linearidade compreende vérias etapas:

a) assegurar que o intervalo linear estabelecido abrange as concentragdes a
determinar;

b) utilizar uma gama de padrdes de concentragdes crescentes, recomendando-se,
no minimo, a utilizacdo de cinco concentracdes diferentes;

c¢) definir a curva de calibracdo que relacione a concentragao do padrao com a

resposta, neste caso absorvancia, segundo a equagao,
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y=mx +b

onde y representa a absorvancia, m o declive da curva e b a ordenada na origem, quando
o valor de x, isto € a concentragdo, for nulo.

d) tratamento estatistico dos dados, destacando-se o coeficiente de determinacao
(r%), que reflecte o grau de relacdo ou ligacdo entre as varidveis x (concentracdo) e a
absorvancia (y), sendo o valor 6ptimo 1. Contudo, com valores de r* de 0,9999
considera-se que existe uma relagdo com probabilidade muito elevada. Os valores de r*
superiores a 0,999 sdo aceitdveis na maioria dos métodos analiticos. O coeficiente de
variacdo dos factores de resposta deve ser preferivelmente inferior a 2% e nunca

superior a 5%, caso contrario existe falta de linearidade (Green, 1996; Barros, 2002).

Protocolo experimental.:

Foi preparada uma solucdo-mae de catequina, com concentracio de 10 mg
catequina/100 ml de suco géstrico artificial (USP 30, 2007). A linearidade do método
foi determinada pela andlise de seis solu¢des padrdo, preparadas por diluicdo adequada
da solu¢do-mae de modo a se obterem as seguintes concentragdes: 0,01; 0,02; 0,04;

0,06; 0,08 e 0,10 mg catequina / ml. O ensaio foi realizado em triplicado.

- Precis@o - expressa o grau de concordancia entre uma série de medidas de
tomas multiplas, a partir de uma mesma amostra homogénea, em condi¢des definidas
(ICH, 1995). O estudo da precisdo englobou a avaliacdo de dois parametros:

a) Repetibilidade, também denominada precisdo intra-dia, ¢ a medida da
precisao de um método efectuado nas mesmas condic¢des, sobre a mesma amostra, pelo
mesmo analista, no mesmo laboratério, com 0s mesmos equipamentos, geralmente
num curto intervalo de tempo e pode ser expressa pelo coeficiente de variacao (CV).
Os métodos analiticos requerem um CV de 1 a 2% (Ermer e Ploss, 2005).

b) Precisdo intermédia, também denominado ensaio inter-dia, é a medida da
precisdo de um método analitico efectuado sobre a mesma amostra, mas em condi¢des
diferentes no referente a operadores, equipamentos, dias, ou uma combinacdo destes

factores (ICH, 1995).
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Protocolo experimental:

Na determinacdo da repetibilidade foram efectuadas no mesmo dia leituras
espectrofotométricas sucessivas das solu¢des padrao com concentragdo de catequina de
0,01; 0,04; 0,06; 0,08 e 0,10 mg/ml.

A precisdo intermédia foi avaliada pela leitura destas solucdes padrao em 3 dias

diferentes.

- Exactidao - indica a capacidade do método analitico de proporcionar resultados
os mais proximos possiveis do valor aceite como verdadeiro. A sua avaliagdo baseia-se
na determinacdo de erros sistemdticos, associados a medi¢cdo dos resultados. E
frequentemente expressa em termos de percentagem de recuperacdo, ou de bias, isto € a
diferenca entre uma média de valores de resultados com o valor aceite, como verdadeiro

ou correcto.

Protocolo experimental:
Para a determinacdo da exactidao do método foram preparadas solugdes de
catequina com diferentes niveis de fortificacdo, designadamente concentracdes de

catequina (0,02; 0,04 e 0,08 mg/ml), n=3, contendo lactose numa relacio de 1:1.

3.3.4.2. Ensaios de dissolucao

Os estudos de dissolucdo sd@o uma ferramenta indispensavel para prever de
forma eficaz o comportamento in vivo das formas farmacéuticas. De facto, a absor¢ao
de um farmaco ao nivel do tracto gastro-intestinal é condi¢do essencial para a sua
presenca na circulacdo sistémica. O processo de absor¢ao de farmacos veiculados em
formulacdes farmacéuticas sélidas, para administracdo oral, depende da libertacdo da
substancia activa a partir da respectiva formulacio, da sua solubilizacdo em condicdes
fisiolégicas e da sua permeabilidade ao longo do tracto gastro-intestinal. Dada a
influéncia critica dos dois primeiros parametros na eficicia das formulacdes
farmaceéuticas sélidas orais, que se traduz na velocidade e extensdo do fendmeno de
absor¢do, torna-se essencial que sejam avaliados nos estudos de pré-formulacao.

A verificagdo da qualidade final da forma farmacéutica, em termos de

biodisponibilidade sé pode ser obtida a partir de estudos in vivo, realizados em animais
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de laboratério ou em seres humanos, mas os modelos in vitro ja permitem prever o
progresso da libertacdo do fdrmaco e da sua absor¢cdo in vivo. Estes ensaios sio
importantes levando nao s6 a redugdo dos custos e trabalho necessarios ao
desenvolvimento de uma forma farmacéutica, mas também a diminui¢do do nimero e
dimensao de ensaios clinicos requeridos e a um controlo da qualidade mais eficiente.

Utilizam-se equipamentos simples, robustos, padronizados e usados em todo o
mundo, pelo que sdo recomendados como primeira escolha, pela Eur. Ph. (2005), para
os ensaios de dissolugdo in vitro de formulagdes para libertagao imediata ou modificada.

O equipamento descrito na F.P. VIII (2005) consiste num aparelho com pa
agitadora, constituido por seis recipientes cilindricos com capacidade de 1 litro,
munidos de tampa que evita a evaporagado, agitador e banho termostatizado, que permite
manter a temperatura do liquido de dissolu¢do a 37+0,5°C durante todo o ensaio. Em
cada recipiente € colocada uma s6 cdpsula, fazendo-se uma média das leituras obtidas
nos seis recipientes. As amostras podem retirar-se em continuo, através de um sistema
automadtico, se se pretender fazer as leituras por UV. Se tal ndo acontecer retira-se uma
amostra de 10 em 10 minutos (repondo o volume que se retirou, para manter as
condigdes iniciais). Este ensaio permite conhecer a quantidade de substincia activa que
se dissolve, num determinado intervalo de tempo.

Estudos utilizando as metodologias oficiais sdo realizados por rotina em
farmacos sintéticos, mas pouco usados quando se trata de farmacos de origem vegetal, o
que constitui um amplo campo de investigacao.

Num trabalho em que se utilizaram diferentes plantas medicinais: Passiflora,
Senna e Ginkgo e alguns dos seus extractos secos, disponiveis comercialmente
(Tagliatoli et al., 2001), procurou investigar-se a sua biodisponibilidade in vitro. Os
dados obtidos, evidenciaram que o estabelecimento dos perfis de dissolucdo dos
extractos de plantas medicinais deve ser efectuado durante o desenvolvimento de uma
forma farmacéutica, de modo a garantir a qualidade e a eficdcia e portanto contribuir
para a garantia do efeito terapéutico.

Com o objectivo de conhecer os perfis de dissolucdo das formas farmacéuticas
preparadas a partir de extractos da Uncaria tomentosa fizeram-se os estudos de

dissolugdo, utilizando os métodos oficiais.
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Protocolo experimental

Os ensaios de dissolugdo foram realizados num aparelho de dissolu¢ao (Vankel
VK 7000), empregando-se o método das pas e 700 ml de meio de dissolucdo (suco
gastrico artificial).

Preparou-se suco géstrico artificial segundo a USP 30.

Utilizou-se uma velocidade de agitacdo de 100 rotacdes por minuto, fazendo-se
as leituras por um periodo de 180 minutos, tempo considerado suficiente para garantir o
esvaziamento gastrico em situacdes normais e avaliar a importancia de um elevado
tempo de exposi¢do ao suco gastrico das proantocianidinas (Spencer et al., 2000; Rios
et al., 2002).

A quantidade de substancia activa dissolvida, em fun¢do do tempo, foi expressa
em percentagem. Embora haja alguma divergéncia entre os documentos oficiais, estas
formas farmacéuticas s6lidas orais deverdo libertar pelo menos 85% do farmaco, entre

os 15 e os 60 minutos (Manadas et al., 2002).

3.3.4.3. Uniformidade de massa

Protocolo experimental

Pesou-se uma capsula cheia. Sem perder quaisquer fragmentos do invdlucro,
abriu-se a cdpsula e extraiu-se o seu conteido tdo completamente quanto possivel.
Pesou-se o invdlucro e calculou-se a massa do seu contetdo, por diferenca. Repetiu-se a
operacdo com mais 19 cdpsulas.

Deste modo, foram pesadas individualmente vinte unidades retiradas ao acaso do
mesmo lote e foi determinada a massa média. Nao mais de 2 unidades poderao diferir
em mais de 10% da massa média encontrada e, em nenhum caso, poderdo exceder o

dobro dessa percentagem.

3.3.4.4. Uniformidade de teor (dosagem)

O ensaio da uniformidade de teor, baseia-se na determinacdo do teor individual

em principio activo das unidades que constituem a amostra, permitindo verificar se estes

se encontram dentro dos limites estabelecidos em relagdo ao teor médio da amostra.
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Protocolo experimental
Normalmente sdo tomadas ao acaso dez capsulas e doseadas individualmente as

substancias activas de cada uma, recorrendo a um método analitico apropriado.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1. DETERMINACAO DA MASSA VOLUMICA APARENTE E DO VOLUME
APARENTE

Este ensaio permitiu obter a massa volimica do produto em bruto (m/Vy) e do
produto reduzido (m/Vi;sp), respectivamente antes e apds compactagdo, a partir da
massa de amostra, do volume aparente antes da compactacao (V) e do volume aparente
apds a compactacao, ou volume reduzido (Vi2s0).

Os valores obtidos encontram-se representados na Tabela 7.

Tabela 7. Determinagdo da massa volimica aparente do produto em bruto
e do produto reduzido

Extracto Casca Extracto Uncaria
liofilizado pulverizada comercial Naturmil® 500
m/Vy (g/ml) 0,01 0,35 0,50 0,47
m/ V50 (g/ml) 0,25 0,60 0,70 0,79

Estas determinagdes foram fundamentais para a seleccdo do tamanho da capsula

mais adequado.

3.4.2. SELECCAO DOS EXCIPIENTES PELO METODO DA CALORIMETRIA
DIFERENCIAL DE VARRIMENTO (DSC)

Na literatura € pouco vulgar encontrar-se estudos de DSC, realizados com
extractos de plantas medicinais, o que pode justificar-se por terem uma composi¢ao

complexa, e por isso a andlise dos respectivos termogramas poder ndo ser simples.
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Tendo em conta estes factos, uma vez que se pretende desenvolver uma forma
farmaceéutica oral de libertacdo convencional, optou-se por seleccionar, na primeira fase
deste estudo alguns dos excipientes mais utilizados, em particular a lactose, o amido de
milho e o estearato de magnésio. Numa segunda fase, tendo em conta as dificuldades
encontradas na desagregacdo completa do conteido das cdpsulas, nos ensaios de
dissolugdo (secg¢ao 3.4.3.), efectuaram-se também curvas térmicas de DSC do extracto
liofilizado com alguns desagregantes de uso comum, como a celulose microcristalina e
a carboximetilcelulose sddica.
Prepararam-se misturas bindrias (1:1) do extracto com os excipientes € sempre
que necessario foram repetidas na razdo farmaco-excipiente a utilizar na formulacao.
A curva térmica do extracto (Fig. 52) apresentou um pico endotérmico largo,
logo que se iniciou o processo de aquecimento, provavelmente relacionado com a perda

de 4gua, por parte das amostras. A temperaturas elevadas ocorreu a sua decomposi¢ao

térmica.
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Figura 52. Termogramas de DSC: a) extracto liofilizado;
b) extracto liofilizado + lactose (1:1) e ¢) lactose a-monohidratada

Por outro lado, a a-lactose monohidratada apresentou uma primeira transi¢cao
endotérmica determinada experimentalmente a 146,01 °C, relacionada com a reaccao de

desidratacdo. Apresentou ainda um segundo pico a 219,22 °C, que corresponde ao ponto
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de fusdo. A temperaturas superiores ocorreu a sua decomposi¢cdo térmica. Os valores
determinados experimentalmente estdo de acordo com o descrito na literatura
(Balestrieri et al., 1996).

A andlise da curva de DSC da mistura do extracto liofilizado com a lactose
monohidratada (Fig. 52b) demonstrou diminui¢do dos picos endotérmicos de fusdo da
lactose e discreto deslocamento das temperaturas dos picos méximos. Fendémeno
idéntico foi observado quando o ensaio foi realizado na relagdo adequada a formulagao.

Este comportamento revelou alguma interac¢do entre estes compostos a
temperaturas elevadas, que pode ndo significar necessariamente incompatibilidade. E
possivel que a temperatura ambiente as interacgcdes entre o extracto liofilizado e a

lactose decorram de forma mais lenta e possam ser negligenciadveis.

A andlise das curvas térmicas do extracto liofilizado com o amido de milho
(Fig. 53) nao revelou alteragdes significativas que possam indicar algum tipo de
interac¢do, um comportamento que confirma a auséncia de incompatibilidades, referida

na bibliografia para este excipiente (Rowe et al., 2000).

Endotérmica
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Figura 53. Termogramas de DSC: a) extracto liofilizado + amido de milho (1:1);
b) extracto liofilizado e ¢) amido de milho
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A curva de DSC, correspondente ao estearato de magnésio (Fig. 54) apresentou
uma configuracdo tipica de perda de agua entre 40 e 75 °C, um pico endotérmico de
fusdo a 108,39 °C (Miller e York, 1985) e um pico exotérmico a 174,03 °C.

O termograma da mistura apresentou uma diminui¢do acentuada dos picos
correspondentes ao estearato de magnésio, 0 que sugere importante interac¢do. A
confirmacdo da incompatibilidade, j4 identificada com diversas substancias (Rowe et
al., 2006) teria de ser feita por outro tipo de técnicas como a espectroscopia do infra-
vermelho. A utilizagdo deste excipiente terd de ser feita com precaucdes acrescidas e

z

sempre em quantidades muito pequenas, conforme € corrente em Tecnologia

Farmacéutica.
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Figura 54. Termogramas de DSC: a) extracto liofilizado; b) extracto liofilizado +
estearato de magnésio (1:1) e c¢) estearato de magnésio

A andlise das curvas de DSC do extracto liofilizado com a celulose
microcristalina ndo revelou alteracdes significativas (Fig. 55). Pode observar-se uma
curva endotérmica larga no inicio do processo de aquecimento das amostras que termina
um pouco acima dos 100°C e que devera estar relacionado com a perda de dgua (Verma
e Garg, 2005). No caso da celulose microcristalina esta curva tem um maximo a
61,91 °C, valor praticamente sobreponivel ao da mistura, indicando uma grande

improbabilidade de interac¢gdes e consequentes incompatibilidades entre os
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componentes (Fig. 55). A temperatura muito elevada decorre a decomposi¢do térmica

das amostras.
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Figura 55. Termogramas de DSC: a) extracto liofilizado; b) extracto liofilizado +
celulose microcristalina (1:1 ) e ¢) celulose microcristalina

Os comportamentos térmicos do extracto liofilizado e da carboximetilcelulose
sodica sdo apresentados na Figura. 56, com curva endotérmica larga que se inicia logo
que o processo de aquecimento das amostras comega a decorrer € que deverd estar
relacionado com a perda de dgua absorvida. A mistura revelou compatibilidade entre os
dois componentes.

O comportamento térmico do extracto liofilizado e do amido-glicolato de sédio
(Explotab®) foi também estudado (Fig. 57). A semelhanga do amido de milho, o
Explotab® apresentou uma curva endotérmica larga, com mdiximo a 67,82 °C,
caracteristico da desidratacdo, sendo termicamente estavel até cerca de 260 °C, exibindo
a temperaturas superiores a 270 °C um pico exotérmico correspondente a sua
decomposicdo. No entanto o comportamento térmico da mistura com o extracto
liofilizado foi substancialmente diferente, o que sugere interaccio extracto liofilizado-

Explotab®.
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Figura 56. Termogramas de DSC: a) extracto liofilizado + carboximetilcelulose sédica
(1:1); b) extracto liofilizado e ¢) carboximetilcelulose sdédica
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Figura 57. Termogramas de DSC: a) extracto liofilizado; b) extracto liofilizado +
amido glicolato de sédio (Explotab®) e c) Explotab®
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Com o objectivo de investigar as possiveis interac¢des do extracto comercial e
alguns excipientes e poder comparar o comportamento térmico dos dois extractos,
aplicou-se o DSC ao estudo do extracto comercial.

A curva de DSC do extracto comercial (Fig. 58) € muito semelhante a do
extracto liofilizado. Apresentou uma curva endotérmica larga, entre 60 e 140 °C,
provavelmente também aqui relacionada com a perda de dagua. Nao existe no
termograma qualquer pico endotérmico, o que reflecte a composicio complexa do

extracto.

A mistura do extracto comercial com a lactose monohidratada demonstrou que o
seu comportamento térmico se mantém, mas com visivel depressdo dos picos
endotérmicos da desidratacdo e da fusdo da lactose. Este comportamento indicativo de

possibilidade de interac¢ado, pode ser explicado pela presenga do extracto comercial.

Endotérmica

| ' T T | ' T T T ' |
50 100 150 200 250 300

Temperatura °C

Figura 58. Termogramas de DSC: a) extracto comercial + lactose monohidratada (1:1);
b) lactose monohidratada e ¢) extracto comercial

A mistura entre o extracto comercial e o amido de milho ndo revelou qualquer

interferéncia (Fig. 59).
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Figura 59. Termogramas de DSC: a) extracto comercial + amido de milho (1:1); b)
extracto comercial e ¢) amido de milho

Como ja foi referido, o termograma do estearato de magnésio determinado
(Fig. 60) apresentou uma configuracao tipica de perda de dgua entre 40 e 75 °C, um pico

endotérmico, a 108,39 °C e um pico exotérmico a 174,03 °C.

Endotérmica
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Figura 60. Termogramas de DSC: a) extracto comercial + estearato de magnésio (1:1);
b) extracto comercial e c¢) estearato de magnésio
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N

Relativamente a mistura observou-se uma diminui¢do considerdvel dos picos
correspondentes ao estearato de magnésio, o que sugere algum tipo de interac¢do, cuja
confirmacdo s6 € possivel por outros métodos (CLAR, espectroscopia de infra-
vermelho, espectroscopia de Raman).

Embora ndo se conheca a amplitude da interac¢do dos extractos de Uncaria
tomentosa com os excipientes — lactose monohidratada, amido glicolato de sddio e
estearato de magnésio, nem o efeito que o tempo poderia ter na consolidacdo dessas
reaccOes de interac¢do e as implicagdes que isso teria no estabelecimento do prazo de
validade, parece ser uma op¢ao mais correcta, tendo em conta os resultados obtidos por
calorimetria diferencial de varrimento, seleccionar o amido de milho, como diluente
para as formas sélidas orais a desenvolver com ambos os extractos de Uncaria
tomentosa.

As interacgdes observadas entre o extracto liofilizado, lactose monohidratada,
amido glicolato de sdédio e estearato de magnésio, combinagdes de excipientes
frequentemente encontradas nas formulagdes de Uncaria tomentosa encontradas no
mercado, necessitam de ser confirmadas por outro tipo de técnicas. Apesar de aplicagao
mais complexa pelo facto da Uncaria tomentosa e respectivos extractos se tratarem de
misturas e ndo de um composto puro, pode ser um importante desafio, para um trabalho
futuro a desenvolver nesta drea, empregar a espectroscopia do infra-vermelho e também
a técnica da cromatografia liquida de alta resoluciao as misturas do extracto com estes

excipientes (Santos, 2005).

3.4.3. PREPARACAO DE CAPSULAS COM UNCARIA TOMENTOSA

O objectivo foi o de preparar cdpsulas com 100 mg de extracto liofilizado de
Uncaria tomentosa. A escolha desta dosagem de entre outras possiveis foi feita apds
pesquisa das doses encontradas nas formulacdes comerciais, obtidas por processos
semelhantes (como o ManaXX®) e consulta bibliografica das doses terapéuticas (Mur
et al, 2000; Sandoval et al., 2000, Sheng et al., 2000a). Por outro lado, esta dose de

extracto liofilizado equivale também de forma aproximada a quantidade de casca

pulverizada utilizada inicialmente para a preparacdo dos decoctos, ou seja aproxima-se
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da quantidade existente numa chdvena de chd de decocto, preparada de acordo com a

sua utilizac@o na medicina tradicional.

A composi¢ao das formulagdes com 100 mg de extracto liofilizado utilizadas

encontra-se resumida na Tabela &.

Tabela 8. Composi¢ao das capsulas contendo extracto liofilizado

Componentes Formulacdo (mg)

Al A2 A3 A4
Extracto liofilizado 100,00 100,00 100,00 100,00
Lactose monohidratada - - 25,00 33,30
Amido de milho - 70,00 16,60 16,66
Celulose micro-cristalina - - 16,60 16,66
Explotab - - 6,70 -
Estearato de magnésio - - 1,70 -
Tamanho do invélucro n® 2 n°1 n°1 n°1

Com o objectivo de avaliar algum tipo de sinergismo entre a casca pulverizada e
o extracto liofilizado, prepararam-se cdpsulas na propor¢ao de 1:1, tendo em conta a
relacdo anteriormente determinada entre a casca pulverizada e o rendimento do extracto
liofilizado (sec¢do 2.3.2). A inclusdo de quaisquer excipientes nao pareceu conveniente

dado o volume ocupado pela mistura que praticamente perfaz a capacidade do

involucro (Tabela 9).

Tabela 9. Composi¢ao das capsulas contendo a mistura de extracto
liofilizado e casca pulverizada

Componentes Formulagdo (mg)
B
Extracto liofilizado 50,00
Casca pulverizada 336,70
Tamanho do invélucro n° 0

138



Desenvolvimento de forma farmacéutica sélida para administracdo oral

Colocou-se ainda a hipétese de preparar cdpsulas de casca pulverizada de
Uncaria tomentosa com quantidade equivalente aos 100 mg de extracto liofilizado. No
entanto, esta quantidade de casca pulverizada ultrapassa largamente a capacidade da
capsula de tamanho n° 0, ndo sendo usual em seres humanos a utiliza¢ao de capsulas de
volume superior, dada a sua mais dificil degluticao.

Em relacio ao extracto comercial de Uncaria tomentosa, com reduzida
percentagem de 3-flavandis e actividade antioxidante consideravelmente inferior a do
extracto liofilizado de Uncaria tomentosa preparado laboratorialmente, optou-se por

utilizar a quantidade de 150 mg por capsula (Tabela 10).

Tabela 10. Composicdo das cdpsulas contendo extracto comercial

Componentes Formulagdo (mg)

C1 C2
Extracto comercial 150,00 150,00
Lactose monohidratada 60,00 -
Amido de milho - 45,00
Estearato de magnésio 3,00 -
Tamanho do invélucro n® 2 n°?2

3.4.4. VALIDACAO DO METODO DE DOSAGEM

3.4.4.1. Especificidade

Todas as amostras de Uncaria tomentosa apresentaram uma absorcao
significativa a 279-281 nm, que € comum aos 3-flavandis mono- e poliméricos.

Subsequentemente, verificou-se que a catequina, um 3-flavonol monomérico,
manteve uma absor¢cdo estivel durante quatro horas, quando solubilizada em suco
gdstrico artificial, a 37 °C.

O varrimento do espectro com 0s excipientes, em concentracdes proximas das
usadas nas formulagdes, permitiu despistar possiveis interferéncias destes nesta zona do
espectro. Nenhum dos excipientes ensaiados (lactose monohidratada, amido de milho e

celulose microcristalina) apresentou qualquer absor¢do a este comprimento de onda.
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3.4.4.2. Linearidade

Verificou-se a linearidade entre a leitura da absorvancia da catequina, a 279 nm
e a respectiva concentracdo, no intervalo de concentragdes entre 0,01 e 0,10 mg/ml
(Fig. 61). A equacdo da regressdo linear obtida foi y = 11,975x + 0,016, com um

coeficiente de determina¢do de 0,999.
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1,000 -
0,800 -
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y=11,975x + 0,016
R*= 0,999

0,400 -
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Concentracao de Catequina (mg/ml)

Figura 61. Curva de calibracdo da catequina

O coeficiente de variacdo dos factores de resposta obtido foi de 2,70%, um valor

concordante com uma boa linearidade (Green, 1996, Barros, 2002).

3.4.4.3. Precisao

Na Tabela 11 apresentam-se os resultados correspondentes ao estudo da precisao
(repetibilidade e precisao intermédia).
Os valores obtidos indicam uma precisdo do método dentro dos pardmetros

estabelecidos (Green, 1996).
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Tabela 11. Repetibilidade e precisio intermédia

Concentragdo Repetibilidade = Precisdo intermédia

mg/ml CV (%) CV (%)
0,01 1,34 1,35
0,04 1,187 1,97
0,06 0,629 0,80
0,08 1,68 2,05
0,10 0,91 0,44

n=3 e n=9, na precisdo intra e inter-dia, respectivamente

3.4.4.4. Exactidao

Na Tabela 12 apresentam-se os resultados das percentagens de recuperagao das
solucdes anteriormente descritas, em relacdo ao valor tedrico (100%), bem como a
diferenca entre a concentracdo média determinada e a concentracdo tedrica ou bias. As
percentagens de recuperacao variaram entre 99,72% e 100,02%. Por sua vez os valores
de bias variaram entre -0,07 e 0,081. Tais valores indicam uma boa exactiddo do

método.

Tabela 12. Exactidao do método, expressa em percentagens de recuperacao
e de bias, na presenca da lactose

Concentragdo Recuperagio” Desvio
mg/ml (%) (%)
0,02 100,02 £ 4,45 -0,07
0,04 99,72 + 1,18 0,081

0,08 99,34 + 1,67 -0,013

* média + desvio padrdo (n=3)
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3.4.5. ENSAIOS DE DISSOLUCAO E OPTIMIZACAO DAS FORMULACOES

3.4.5.1. Determinacio do teor em 3-flavanoéis

As amostras de Uncaria tomentosa foram pesadas para baldao volumétrico de
10 ml, e os volumes acertados com suco géstrico artificial. Aqueceu-se a 37°C, sob
agitacdo, durante 1 h, efectuando-se uma filtracdo, antes de efectuar a leitura das
absorvancias. Estas condi¢des pretenderam simular as do ensaio de dissolugdo,
permitindo determinar o teor de proantocidinas, expressa em catequina, pela
interpolacdo dos resultados a partir da curva de calibracio obtida.

A leitura das absorvancias apds uma hora teve em conta os dados de estabilidade
do padrao de catequina, em meio acido, e o tempo maximo de libertacdo estabelecido

para as formas de libertagdo convencional.

Tabela 13. Quantificacido dos 3-flavandis presentes em amostras
de Uncaria tomentosa

3-Flavandis * (%)

Extracto liofilizado 29,62 + 1,48
Extracto comercial 7,43 + 0,82
Casca pulverizada 5,90 +0.09
uncaria Naturmil 3,15 £ 0,02

* média + desvio padrio (n=3), concentragiio expressa em g de catequina,
por 100 g de amostra

A percentagem de 3-flavandis expressa em catequina obtida nas amostras em
estudo, embora diferente da obtida pelo método da vanilina-4cido cloridrico (ensaios
com condi¢des e metodologia diferente), constituiu uma confirmacdo da hipdtese
anteriormente colocada de uma elevada percentagem de 3-flavandis no extracto
liofilizado, muito superior as restantes amostras. Entre as amostras a variacdo da

percentagem de 3-flavandis varia também na mesma relacao.
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3.4.5.2. Ensaios de dissolucao

Os ensaios foram realizados aplicando o método da pa agitadora, seguindo os
critérios recomendados pela F.P.VIII (2005). Utilizou-se suco géstrico artificial, a
temperatura de 37 °C, com a velocidade de agitacao a 100 rota¢des por minuto, sendo
analisadas no minimo seis cdpsulas de cada formulacdo desenvolvida ou especialidade
farmacéutica em estudo. A leitura espectrofotométrica das absorvancias foi efectuada
em continuo, durante 180 minutos. As concentragdes reportadas a catequina foram
obtidas por interpolacdo na curva de calibracdo calculada anteriormente.

Com base nos resultados anteriormente obtidos por calorimetria diferencial de
varrimento, foram ensaiadas cdpsulas contendo extracto liofilizado e amido de milho
(formulagdao A2). Tendo em conta a falta de estudos nesta drea e o objectivo deste
trabalho, decidiu avaliar-se inicialmente em termos de ensaios de dissolucao também
uma formulacdo muito simples contendo unicamente extracto liofilizado na sua
composi¢ao (formulagdao Al).

Embora os ensaios preliminares ndo tenham indicado qualquer efeito sinérgico
nas condicOes ensaiadas entre a mistura da casca pulverizada e o extracto liofilizado,
em termos de actividade anti-radicalar (sec¢do 2.3.5.), pretendeu-se ainda assim
preparar essa mistura, no sentido de confirmar, com outro tipo de técnicas os resultados
obtidos, ou encontrar outras explicagdes que possam justificar a sua utilizacdo conjunta,
na mesma forma farmacéutica (formulacdo B).

Para todas as formulacdes, foram realizados no minimo seis ensaios.

Durante os ensaios de dissolu¢do (Fig. 62) foi observado que, enquanto a
mistura da casca com o extracto liofilizado (B) se desagregava rapidamente,
encontrando-se no final do ensaio apenas vestigios da casca nao soldveis, dispersos no
meio de dissolucdo, no caso das formulagdes contendo extracto liofilizado, com ou sem
amido de milho (A2 e Al, respectivamente), a desagregacdo ocorria de forma lenta,
observando-se nos copos de dissolucdo no final do ensaio, a integridade de parte
significativa do contetddo do invdlucro, observavel visualmente. A explicacdo para este
fenémeno devera estar nas propriedades fisico-quimicas do extracto liofilizado, tendo a
formulacdo com o extracto liofilizado isolado (A1) apresentado perfil de dissolug¢do

mais baixo. Ao fim de 60 minutos apenas 72% do extracto liofilizado se libertou, o que
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¢ inferior aquilo que estd definido nos documentos oficiais para este tipo de formas

farmacéuticas.

A forma farmacéutica contendo extracto liofilizado e amido de milho (A2), esta
de acordo com as exigéncias definidas (pelo menos 85% do farmaco libertado, entre os

15 e os 60 minutos).
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Figura 62. Perfil de dissolucdo cumulativa das cdpsulas contendo as
formulacdes Al (A), A2 (m)e B (¢)

Numerosos métodos tém sido propostos para aumentar a taxa de dissolucao dos
farmacos fracamente soliveis, como a utilizacio de ciclodextrinas, de tensioactivos, ou
de superdesagregrantes, como a carboximetilcelulose sédica (Lauro et al., 2001). Em
geral, a taxa de dissolucdo também pode ser aumentada pela diminuicao do tamanho da
particula do fairmaco. Excepcionalmente, no entanto, pode verificar-se o inverso, devido
a propriedades de superficie, como a carga eléctrica, resultando numa diminui¢do da
drea em contacto com o solvente (Tagliatoli et al., 2001). Tendo em conta que o
extracto liofilizado se trata de um p6 com particulas extremamente pequenas pode ser
esta a explicacao.

Estes resultados sugerem que enquanto a mistura casca/extracto liofilizado (B)
ndo revela necessidade de adi¢do de qualquer excipiente adicional, podendo até ser esta
uma razdo fundamentada para se encontrar este tipo de misturas em formas

farmacéuticas comerciais de Uncaria tomentosa, a formulacdo contendo o extracto
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liofilizado isolado ndo pode ser utilizada como forma de libertacio convencional, por
nao obedecer aos critérios estabelecidos.

Com o objectivo de melhorar o perfil de dissolu¢do das formas farmacéuticas
com extracto liofilizado realizou-se um ensaio de dissolucdo preliminar, com cdpsulas
duras, contendo 100 mg de extracto liofilizado e diversas misturas de excipientes, nas
concentracdes adequadas para se aquilatar o seu efeito desagregante. Estes ensaios
incluiram todos os excipientes com estas caracteristicas, cuja interac¢do com o extracto
liofilizado tinha sido avaliada por DSC.

Apesar dos resultados obtidos por calorimetria diferencial de varrimento
evidenciarem algum tipo de interacc¢do entre o extracto liofilizado e trés dos excipientes
ensaiados: a lactose monohidratada, o amido glicolato de s6dio e o estearato de
magnésio optou-se por inclui-los em algumas das formulacdes a fim de avaliar a sua
importancia.

Entre os excipientes seleccionados para estes estudos destaca-se a celulose
microcristalina, cuja presenga parece aumentar ligeiramente a solubilidade em meio
acido; estudos in vitro ja realizados com dois flavondides (a naringina e o seu
metabolito naringenina), evidenciaram um aumento da dissolu¢do (Lauro et al., 2001).
Outro estudo, com flavondides, também largamente distribuidos nos farmacos vegetais
e com bastante interesse terapéutico: a rutina e a quercetina, mas com baixas taxas de
dissolucdo, a partir de formas orais sélidas utilizaram-se diversos super-desintegrantes,
entre os quais a carboximetilcelulose sédica, o que contribuiu para a melhoria do seu
perfil de dissolucdo. Tendo em conta estes resultados e as suas reconhecidas
propriedades em tecnologia farmacéutica (polimero altamente hidrofilico, mas insolivel
em agua, capaz de intumescer em grande escala, promovendo a interac¢io das particulas
do farmaco, com o solvente), optou-se por inclui-la nas formulacdes
(Lauro et al., 2002).

Curiosamente, apesar de diversas tentativas em contrario, a utilizagdo da lactose
monohidratada como excipiente, em percentagens que variavam entre os 15 e os 20%
pareceu ser um elemento decisivo na obtencdo de uma forma de libertacdo
convencional, com 6ptimo perfil de dissolugdo. Assim sendo, embora por técnicas de
DSC tenham sido detectados sinais de alguma interferéncia do extracto liofilizado com

a lactose, e por isso ser preferivel uma formula¢do que nao a contivesse, por nao ter sido
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possivel no ambito deste estudo, utilizar outro tipo de técnicas que confirmassem a

existéncia de incompatibilidade entre ambos, decidiu-se pela sua aplicacao.

se seis

Seleccionaram-se as formulacdes com melhor perfil de dissolu¢do e realizaram-

ensaios para cada formulacdo, de acordo com as condi¢Ges anteriormente

definidas, que estao representadas na Fig.63.
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Figura 63. Perfil de dissolucao cumulativa das cdpsulas duras com as
formulacoes A3 (¢); A4 (m)e B (A)

Com o objectivo de poder efectuar estudos comparativos efectuaram-se ainda

dois perfis de dissolugdo com o extracto comercial (Fig. 64) (correspondentes a seis

ensaios de dissolugdo, por formulagdo), utilizando como excipientes o amido de milho

ou a lactose monohidratada, ndo se verificando qualquer problema de dissolu¢do com as

duas formulagdes, o que confirma mais uma vez, as diferentes caracteristicas dos

extractos de Uncaria tomentosa ensaiados.
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Figura 64. Perfil de dissolu¢dao cumulativa das capsulas duras com as
formulacdes C1 (¢) e C2 (m)

Finalmente, efectuou-se ainda um ensaio de dissolucdo com as cépsulas
comerciais de uncéria Naturmil®, para se poder comparar o seu perfil de dissolucdo

com as restantes amostras (Fig.65).
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Figura 65. Perfil de dissolucdo cumulativa das cdpsulas duras com
uncaria Naturmil® (#)
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Avaliando-se as curvas de percentagem de catequina dissolvida em fun¢do do
tempo — perfil de dissolu¢do — observou-se que as formulagdes desenvolvidas obedecem
aos critérios propostos pela USP30 (2007) para o ensaio de dissolugdo, uma vez que a
dissoluc@o apds 60 minutos foi superior a 85% da quantidade existente, tendo por isso

um perfil de dissolu¢do adequado a formas farmacéuticas de libertacdo convencional.

3.4.5.3. Seleccao das formas farmacéuticas

Tendo em conta que entre os objectivos deste trabalho se destaca a selec¢do de
formas farmacéuticas que apresentem requisitos de qualidade e eficicia de modo a
garantir o efeito terapéutico, a andlise dos perfis de dissolucdo revela-se muito
importante. Por outro lado, pretende-se avaliar a actividade antioxidante das formas
farmacéuticas desenvolvidas.

Tendo em conta estes factores, duas formulagdes contendo o extracto liofilizado
revelaram-se muito interessantes: a primeira € constituida pela mistura do extracto
liofilizado com a casca pulverizada (formulacdo B). Tem um O&ptimo perfil de
dissolucdo, dissolvendo-se completamente em menos de 20 minutos no suco gastrico. A
segunda seleccionou-se de entre as formulacdes de extracto liofilizado com melhor
perfil de dissolu¢do (A3 e A4). Optou-se pela formulagdo A4, contendo 100 mg extracto
liofilizado, 33,3 mg de lactose monohidratada (20%), 16,66 mg de amido de milho
(10%) e 16,66 mg de celulose microcristalina (10%), percentagens onde as acgdes
desagregantes dos excipientes estdo potencializadas (Rowe et al., 2006). Esta op¢ao foi
realizada tendo em conta que ambas as formulagdes (A3 e A4) possuem um perfil de
dissolugcdo perfeitamente enquadrado nos requisitos das formas de libertacdao
convencional, mas a formulacdo A3 incluir ndo apenas um, mas trés excipientes, com os
quais parece haver algum tipo de interac¢do, segundo os resultados obtidos em
calorimetria diferencial de varrimento e ndo parecer sensato seleccionar uma forma
farmacéutica com um possivel potencial de incompatibilidade extracto / excipientes.

No caso do extracto comercial, a seleccionar-se uma formula¢do para ensaio
comparativo da actividade antioxidante, optar-se-ia por aquela que contém apenas
amido de milho (C2), por assim se minimizarem as possibilidades de interac¢do extracto

liofilizado/excipiente.
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3.4.6. ENSAIOS DE CONTROLO DE QUALIDADE

3.4.6.1. Uniformidade de massa

A andlise referente aos resultados estatisticos do ensaio da uniformidade de
massa das formulacdes seleccionadas contendo extracto liofilizado (A4 e B),
encontram-se representados na Tabela 14.

A anilise referente aos resultados estatisticos do ensaio da uniformidade de
massa das formulagdes contendo extracto comercial (C2), encontra-se representada na

Tabela 15.

Tabela 14. Resultados referentes a uniformidade de massa de cépsulas extracto
liofilizado e excipientes (A4) ou casca (B)

Formulagoes Parimetros®

Média (mg) Desvio Padrio CV (%) Maximo (mg) Minimo (mg)

A4 164,11 2,05 1,51 166,80 159,60
B 381,80 2,07 1,26 386,40 378,60
* (n=20)

Tabela 15. Resultados referentes a uniformidade de massa de cdpsulas com extracto
comercial e amido de milho

Formulagoes Pardmetros”

Média (mg) Desvio Padrio CV (%) Maximo (mg) Minimo (mg)

C2 250,51 4,13 3,99 197,50 179,40

? (n=20)

Tendo em conta que nas trés formulacdes seleccionadas nenhuma das 20
unidades de cédpsulas do mesmo lote pesadas difere da massa média encontrada em
percentagem superior a 10%, pode afirmar-se que qualquer um destes lotes de capsulas
com Uncaria tomentosa esta de acordo com aquilo que € definido para o ensaio da

uniformidade de massa.
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3.4.6.2. Uniformidade de teor

Habitualmente neste ensaio sdo tomadas aleatoriamente dez unidades das
diferentes amostras, doseando-se individualmente a substincia activa de cada uma
delas, recorrendo a um método analitico apropriado. Tendo em conta que, este trabalho
se debrucou em particular sobre um dos grupos de compostos que fazem parte da
composi¢do destes extractos de Uncaria tomentosa: as proantocianidinas, o ensaio da
uniformidade de teor deveria fazer a quantificacao deste grupo de taninos.

A preparagdo nao satisfaz o ensaio se o teor individual de mais de trés unidades
se afastar dos limites de 85 ¢ 115%, ou se uma, ou mais unidades se afastarem dos
limites de 75 e 125% do mesmo valor.

A primeira e principal dificuldade para a concretizacdo deste ensaio com as duas
formulacdes contendo extracto liofilizado € a quantidade relativa extremamente elevada
de extracto liofilizado exigida (1,5 g, dum lote inicial total de 8,344 g). Por esta razao
optou-se por aplicar o ensaio apenas a quatro capsulas, de cada formulacao.

A segunda dificuldade relaciona-se com o facto do extracto comercial possuir
apenas uma percentagem muito pequena de proantocianidinas (cerca de 1%), ndo
fazendo sentido realizar um ensaio de uniformidade de teor baseado neste parametro.
Seria necessdrio padronizar este extracto para outro tipo de compostos, realizando entdao
o ensaio de uniformidade tendo como referéncia esses compostos.

Tendo em conta esta constatacdo optou-se por aplicar o ensaio apenas nas duas
formulacdes em estudo contendo extracto liofilizado (A4 e B) realizando as leituras no
espectrofotometro Shimadzu UV-1603.

Utilizou-se o método da vanilina-4cido cloridrico descrito no capitulo II.

Os resultados referentes aos ensaios de uniformidade de teor encontram-se na

Tabela 16.

150



Desenvolvimento de forma farmacéutica sélida para administracdo oral

Tabela 16. Resultados referentes a uniformidade de teor das formulagdes A4 e B

Formulagdes Conc. tedrica Conc, obtida Teor de
(mg /ml) (mg /ml) catequina (%)
A4 10,638 9,131 £ 0,441 85,833
B 9,238 8,56 + 0,229 92,660
(n=4)

Apesar das limitacdes verificadas na realizacdo deste ensaio, pode concluir-se
que a formulacdo do extracto liofilizado e excipientes satisfaz as exigéncias do ensaio
de uniformidade de teor.

A formulagdo contendo a mistura da casca pulverizada e o extracto liofilizado
encontra-se no limite daquilo que é aceitdvel em termos de conformidade com os

ensaios de uniformidade de teor, satisfazendo ainda assim as exigéncias fixadas.
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4. INTRODUCAO

Sabe-se que os antioxidantes assumem um papel significativo na prevencdo de
um grande ndmero de doengas (Sandoval et al., 2002). Diversos estudos tém vindo a
atribuir importante actividade antioxidante aos extractos aquosos, etandlicos ou
metandlicos da Uncaria tomentosa (Desmarchelier et al., 1997; Pilarski et al., 2006),
estando essa actividade supostamente associada a presenca de proantocianidinas
(Gongalves et al., 2005).

Ao pretender fazer-se um estudo comparativo para a eficicia antioxidante das
formas farmacéuticas de Uncaria tomentosa desenvolvidas neste trabalho com outras
existentes no mercado, procedeu-se a monitorizagao desta actividade in vitro, antes e
apds exposi¢cdo ao suco géstrico artificial.

Com este objectivo, tomaram-se em atencdo os resultados previamente obtidos,
em particular os dados da andlise quantitativa de 3-flavanéis, obtidos pelo método da

vanilina-acido cloridrico, os resultados da actividade antioxidante inferidos pelo método

do DPPH e os perfis de dissolug@o das formas farmacéuticas ensaiadas.

4.1. MATERIAIS

Utilizaram-se cdpsulas com extracto liofilizado (formulacdo A4 e B), com
extracto comercial (formulagdao C2) e de uncéria Naturmil. Todas as amostras analisadas
correspondem a planta Uncaria tomentosa, tendo sido descritas anteriormente nos
Capitulos II e III. Recorreram-se ainda aos seguintes reagentes: acetona (lote
K37426814 726) e tolueno (lote K18213575), ambos da Merck, Alemanha; acido

sulfarico (lote 0151210002), da J.T.Baxter.
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4.2. METODOS

42.1. OPTIMIZACAO DO ENSAIO PARA AVALIAR A ACTIVIDADE
ANTIOXIDANTE, EM AMOSTRAS SUJEITAS A ACCAO DO SUCO
GASTRICO ARTIFICIAL

O método do DPPH ¢ rdpido, simples, sensivel e reprodutivel e ndo requer
equipamentos especiais. No entanto, o pH precisa estar compreendido entre 5,0 a 6,5,
pois, sO nesse intervalo, a absor¢do a 517 nm € independente do pH. Para garantir

resultados optimos utiliza-se a solu¢do tampao acetato (Blois M., 1958).

Protocolo experimental

Utilizou-se uma solucdo de DPPH a 500 uM em metanol e uma solu¢do de
tampao acetato, com pH 6,5. Este valor de pH resultou de uma optimizacdo do método
visando a ndo interferéncia do pH do suco géstrico artificial na reducdo do DPPH.

Para a preparacao do controlo colocou-se 1 ml de tampao acetato pH 6,5, 1,4 ml
de MeOH, 100 pl de suco géstrico artificial e 0,5 ml de DPPH, num tubo de ensaio
protegido por papel de aluminio. Agitou-se vigorosamente a mistura durante
30 segundos e fez-se a leitura a 517 nm, contra um branco (preparado com 1 ml de
tampao, 1,9 ml de MeOH e 100 pl de suco géstrico artificial).

Para a realizac¢do do ensaio colocou-se 1 ml de tampao, 1,4 ml de MeOH, 0,1 ml
de amostra em suco gastrico artificial e 0,5 ml de DPPH, num tubo de ensaio protegido
por papel de aluminio. Agitou-se vigorosamente a mistura durante 30 segundos e fez-se
a leitura a 517 nm, contra um branco (preparado com 1 ml de tampao, 1.9 ml de MeOH
e 0,1 ml de suco géstrico artificial).

O registo da variagdo da absorvancia a 517 nm, foi feito 10 minutos apds a
adicao do DPPH.

Cépsulas de Uncaria tomentosa em estudo (formulagdes A4, B, C2 e uncdria
Naturmil®) foram colocadas nas mesmas condi¢des do ensaio de dissolucdo, ou seja,
em 700 ml de suco gastrico artificial, a 37 °C, sob agitagao.

Aliquotas das amostras (100 ul) foram recolhidas, em intervalos de tempo
definidos: a primeira no tempo zero, logo que a cdpsula é colocada em suco géstrico e

as seguintes, com intervalos de 20 minutos. A ultima recolha foi efectuada aos
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100 minutos, altura em que todas as formulacdes em estudo atingiram a estabilidade nos
perfis de dissolucao. Foram efectuados trés ensaios pelo método do DPPH optimizado,
para cada formulacdo desenvolvida, ou em estudo, com medi¢des da absorvancia em
duplicado.

A partir dos valores de absorvancia obtidos determinou-se a percentagem de
redu¢cdo do DPPH, calculada a partir da diferenga entre a absorvancia dos ensaios e a

absorvancia dos controlos.

4.2.2. ESTUDO DO COMPORTAMENTO DAS PROANTOCIANIDINAS, EM
SUCO GASTRICO ARTIFICIAL

Com o objectivo de se verificar as alteragdes eventualmente sofridas pelos
compostos fendlicos do extracto liofilizado e da sua mistura com a casca pulverizada,
pela ac¢do do suco géstrico artificial, recorreu-se a um ensaio in vitro. A dissocia¢io
dos compostos fendlicos foi monitorizada por recurso a um sistema cromatografico em
camada fina (CCF), segundo Escribano-Bailén e colaboradores (1992), com algumas
modificagdes, o qual permite correlacionar os valores de Ry com o grau de

polimerizacdo das proantocianidinas.

Protocolo experimental

Tendo por base as formulagdes seleccionadas (A4 e B), de acordo com os perfis
de dissolucdo e os resultados da calorimetria diferencial de varrimento, prepararam-se
capsulas de composicao proporcional (A5 e BS), cuja composicdo se encontra resumida
na Tabela 17.

Cada cépsula foi colocada em 70 ml de suco gastrico artificial, a 37°C, sob
agitacdo (em agitador com termoéstato Yellowline MSC basic C). Retiraram-se duas
aliquotas de 20 ml; uma aos 20 minutos (quando, de acordo com os resultados obtidos
nos perfis de dissolucdo a libertacdo ja se encontrava dentro dos critérios estabelecidos
para as formas de libertacdo convencional e outra aos 100 minutos (quando se atingiu a

estabilidade nos perfis de dissolucdo de ambas as formulagdes) (secc¢do 3.4.5.2.).
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Tabela 17. Composi¢ao das cdpsulas contendo extracto liofilizado

Componentes Formulagdo (mg)
A4 A5 B B1

Extracto liofilizado 100,00 10,00 50,00 5,00
Lactose monohidratada 33,30 3,33 - -
Amido de milho 16,66 1,66 - -
Celulose micro-cristalina 16,66 1,66 - -
Casca pulverizada - - 336,70 33,67
Extracto liofilizado em cada - 2,86 - 1,43

aliquota de 20 ml (mg/ml)

Casca pulverizada em cada - - - 9,62
aliquota de 20 ml /mg/ml)

As aliquotas de 20 ml foram aplicadas em cartuchos Sep-Pak (C-18 Cartridges
for Solid-Phase Extraction, Waters), activados com 5 ml de H,O Milli-Q e 5 ml MeOH
LiChrosolv. O 4cido cloridrico foi eliminado por lavagens com &4gua, até pH
aproximadamente neutro, para parar eventuais reac¢des hidroliticas, seguido de elui¢ao
dos compostos fendlicos retidos no cartucho com MeOH 50% (6 ml) e MeOH (6 ml). A
eluicdo total dos compostos fendlicos foi monitorizada com uma solugdo aquosa de
NaOH, a 20%.

Todas as amostras preparadas foram centrifugadas (centrifugadora Sigma 3K10)
a 4000 rotagdes, durante 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado sob-vicuo e
concentrado a secura em evaporador rotativo, a cerca de 37 °C. O residuo foi retomado
em 1 ml de metanol. As amostras foram microfiltradas e denominadas de Ay e Ajoo,
quando correspondiam ao extracto liofilizado e excipientes (formulagdo AS) e de By e
Bioo, quando correspondiam a mistura do extracto com a sua casca pulverizada
(formulagdo B1), respectivamente apds 20 e 100 minutos, sob accdo do suco gastrico
artificial.

Para a andlise cromatografica das amostras sujeitas a ac¢ao do suco gastrico
utilizaram-se placas pré-revestidas de gel de silica 60F254, da Merck.

Foram preparadas também duas amostras com extracto liofilizado (2,89 mg/ml)

e mistura de extracto liofilizado com a casca pulverizada (1,46 mg + 10,49 mg/ml,
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respectivamente) em concentracdes equivalentes, as anteriores, mas solubilizadas em
metanol a 50%. Foram designadas por L e M, respectivamente.

Tendo por base o anteriormente exposto foram aplicadas, 50 ul de cada amostra
e 20 pl de solucao padrao de catequina, que se utilizou como referéncia.

A placa foi desenvolvida com a mistura de tolueno-acetona-adcido acético
(3:7,5:1), a 15 cm de altura.

Ap6s a eliminagdo da fase movel procedeu-se a revelacdo, observando a placa a

luz ultra-violeta, a 254 € 366 nm.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE DE FORMAS FARMACEUTICAS DE
UNCARIA, SUJEITAS A ACCAO DO SUCO GASTRICO ARTIFICIAL

Ao modificar o solvente das amostras, que passou a ser suco gdstrico artificial e
nao MeOH a 50%, registou-se a alteracdo do pH do meio de 6,0 para 5,0, com a adi¢do
da amostra (100 ul). A influéncia do pH do meio reaccional foi bem patente, logo para o
controlo do DPPH (Tabela 18), notando-se um acréscimo da absor¢do, com a
diminui¢do do pH.

Ensaios utilizando o extracto liofilizado, em suco gastrico determinaram os
valores de ICsg, expressos em massa seca, correspondentes aproximadamente ao dobro
do esperado (cerca de 15.96 ug de extracto liofilizado/ml, em vez dos 7,34 ug de
extracto liofilizado/ml para a amostra solubilizada em MeOH a 50% (Capitulo II)

Estes resultados revelaram que existe também para as amostras uma significativa
influéncia da presenca do suco géstrico artificial, no meio da reac¢do. Tendo em conta
que a reac¢do deve ocorrer a pH=5,5-6,0 (Blois M., 1958) ensaiaram-se solucdes de
tampao acetato com pHs superiores, tendo-se verificado que o pH 6,5 ndo alterava os

resultados, quando reportados a amostras solubilizadas em MeOH a 50%.
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Tabela 18. Absorvancias obtidas no ensaio preliminar para o controlo do DPPH, na
auséncia e na presenga de 100 ul de suco gastrico artificial

Absorvancia a 517 nm
1,18
Ensaio de controlo do DPPH, em 1.09
presenca de 100 ul de MeOH 50% ’
1,12
1,77
Ensaio de controlo do DPPH, na presenca 144
de 100 pl de suco géstrico ’
1,70

Outra limita¢do que podia ocorrer na aplicagdao deste método a determinagdo da
actividade antioxidante in vitro das formulacdes com Uncaria tomentosa sujeitas a
accdo do suco géstrico artificial, seria a falta de sensibilidade deste método para ser
aplicado as concentragdes dos antioxidantes previsivelmente presentes nos ensaios de
dissolucdo.

Com o objectivo de verificar a sensibilidade deste teste, colocou-se em suco
gdstrico, a 37 °C, sob agitacdo uma cdpsula contendo extracto liofilizado e excipientes,
em concentragdes equivalentes as dos ensaios de dissolugdo. Os resultados obtidos
(Tabela 19) confirmaram a viabilidade de utilizacdo do teste do DPPH modificado para
a determinacdo da actividade antioxidante das formulagdes em estudo, in vitro.

Foi ainda realizado um ensaio de verificagdo da estabilidade da catequina, em
suco gastrico artificial (Tabela 20).

Os dados obtidos ilustram a estabilidade da actividade antioxidante da catequina
em suco géstrico, o que corrobora resultados de Yoshino e colaboradores (1999) e
valida a utilizacdo do método optimizado para o estudo in vitro que nos propusemos

realizar.
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Tabela 19. Sensibilidade do método do DPPH optimizado, para a determinacdo da
actividade antioxidante de extracto liofilizado, em suco gastrico artificial

Tempo

(min.) Controlo Ensaio * % Reducao do DPPH
to 1,04 1,01 +0,00 3,87+0,03
15 _ 0,77 +0,08 24,42 +3.92
30 _ 0,79 £0,00 22,66 + 0,03
45 _ 0,79 £0,03 23,00 £ 1,60
60 0,99 0,78 +0,01 25,22 + 0,64
90 _ 0,78 +0,06 25,12 +3,14

* média + desvio padrdo de dois ensaios ensaios realizado com cdpsulas contendo a formulagdo A5, em
70 ml de suco gastrico artificial

Tabela 20. Actividade antioxidante da catequina em suco gastrico artificial,
ao longo do tempo

Tempo Absorvancia do Absorvancia do ensaio % Reducao

(min.) controlo a 517 nm a517 nm do DPPH
to 1,03 1,04 +0,01 1,14 +1,23
20 1,02 0,81 +0,05 19,97 £ 4,46
40 1,04 0,82 +£0,00 21,70 £ 0,40
60 1,04 0,81 +0,01 22,81 £ 1,10
80 1,03 0,81 +0,01 21,45 £ 0,66
100 1,04 0,82 +0,01 21,73 £ 1,12

Simulacdo dos ensaios de dissolucdo (n=2) de 26,53 mg catequina em 70 ml de suco géstrico artificial, a
37 °C, sob agitacdo
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4.3.2. DETERMINACAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE, PELO METODO
DO DPPH OPTIMIZADO PARA FORMAS FARMACEUTICAS EM SUCO
GASTRICO ARTIFICIAL

Utilizou-se o protocolo experimental de determinacdo da actividade
antioxidante, optimizado para amostras solubilizadas em suco géstrico artificial.

Nos ensaios com extracto liofilizado (100 mg) verificou-se uma redugdo do
DPPH que se mostrou maxima ao fim de 40 minutos (Tabela 21). A percentagem de
reducdo permaneceu relativamente estivel ao longo do tempo ensaiado, apds os 20
minutos, altura em que, segundo o perfil de dissolu¢do obtido (Fig. 63), mais de 80% do
farmaco estava libertado e os 100 minutos, quando se atinge a estabilidade no perfil de

dissolucao.

Tabela 21. Reducdo do DPPH, com cédpsulas de 100 mg de extracto liofilizado

Tempo  Absorvancia do Controlo  Absorvancia do Ensaio

(min.) a517nm* a517nm* % Redugdo
to 1,06 £ 0,03 1,06 £ 0,03 -0,02
20 1,08 + 0,02 0,92 + 0,03 14,99
40 1,09 £ 0,02 0,90 + 0,04 17,26
60 1,12 £ 0,02 0,92 + 0,03 17,25
80 1,10 = 0,00 0,92 + 0,02 16,50
100 1,07 £ 0,06 0,91 = 0,01 15,19

* média + desvio padrio (n=3, nos ensaios de controlo) e (n=6, nos ensaios). Resultados obtidos com
capsulas contendo a formulacdo A4

Conforme se pode deduzir a partir da analise dos resultados da Tabela 22, existe
uma importante reducdo do DPPH para a forma farmacéutica constituida pela mistura
do extracto liofilizado com a casca pulverizada, atingindo o seu valor maximo aos
20 minutos. Esta reduc¢do foi obtida com 4,6 pg/ml de extracto liofilizado (ou 32,05 ug
de casca pulverizada seca) em suco gastrico artificial, que corresponde a um teor de

3-flavonois de 468 ng/ml.
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No entanto, ao contrdrio do ensaio anterior a percentagem de reducdo ¢é
significativamente diferente ao longo do tempo. Segundo o perfil de dissolugcdo
(Fig. 63), esta formulacdo foi de desagregacdo muito rdpida, tendo aos 20 minutos
libertado a totalidade prevista da substincia activa, expressa em catequina, embora a

estabilidade do perfil de dissolucdo s6 se tenha obtido por volta dos 60 minutos.

Tabela 22. Reducdo do DPPH, pela accdo antioxidante de cipsulas contendo a mistura
do extracto liofilizado com a casca pulverizada.

Tempo Absorvancia do Controlo  Absorvancia do Ensaio

(min.) a517nm* a517nm* % Redugdo
to 1,04 = 0,03 0,98 = 0,04 6,21
20 1,04 = 0,04 0,72 = 0,11 30,94
40 1,02 = 0,04 0,78 = 0,12 23,63
60 1,07 £ 0,07 0,88 = 0,07 17,20
80 1,06 £ 0,05 0,93 + 0,04 11,99
100 1,07 = 0,08 0,91 = 0,08 14,53

* média + desvio padrio (n=3, nos ensaios de controlo) e (n=6, nos ensaios). Resultados obtidos com
capsulas contendo a formulacdo B

Durante o processo de validacio do método de dosagem da catequina em suco
gastrico artificial (sec¢do 3.4.4.1.) foi efectuado um ensaio com a catequina,
constatando-se que a absorvancia se mantinha estavel ao longo do tempo (quatro horas).
Estes resultados corroboram estudos obtidos por outros autores. No entanto, num ensaio
in vitro, com procianidinas do cacau, incubadas em suco géstrico artificial (pH 2),
durante 1-3,5 horas verificou-se a sua passagem a mondmeros e trimeros (Spencer et al.,
2000). Num outro estudo, também com as procianidinas do chocolate ja se constatou a
sua estabilidade ao nivel géstrico, no homem. A discrepancia de resultados pode ser
explicada segundo os autores, pelo efeito tampao de outros alimentos presentes na dieta
humana, que aumentam o valor do pH para valores que nao possibilitam a hidrélise das
proantocianidinas, e também pela curta exposi¢do as condi¢des de acidez, inferior a
50 minutos (Rios et al., 2002). Por isso, sé6 em condi¢cdes de pH no estobmago
suficientemente baixas pode ocorrer uma rapida clivagem das procianidinas (Spencer,

2003). E isso o que provavelmente sucede nos estudos in vitro realizados neste trabalho.
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Uma explicacdo possivel para a diminui¢do da percentagem de reducdo do
DPPH, que se comeca a fazer sentir a partir dos 40 minutos e é ainda mais acentuada
aos 60 minutos, tendendo depois para uma certa estabilidade, pode residir precisamente
na degradacdo, das proantocinidinas presentes, a mondémeros e trimeros, dado que
varios estudos indicam que a actividade antioxidante dos oligémeros das procianidinas é
superior a dos seus mondémeros (Arteel and Sies, 1999; Takahashi et al., 1999; Lotito et
al., 2000; Zhu et al., 2003; Hu et al., 2004). Esta hip6tese podera ser verificada,
conhecendo o grau de polimerizacdo das proantocianidinas da casca pulverizada e
extracto liofilizado, ao longo do tempo, em suco géstrico.

Conforme se pode inferir a partir da andlise dos resultados da Tabela 23, existe
apenas uma pequena percentagem de reducdo do DPPH, por acg¢do do extracto
comercial. Estes resultados eram previsiveis tendo em conta a pequena percentagem de
proantocianidinas presentes neste extracto (apenas 1,22% de proantocinidinas, expressas
em catequina, uma quantidade cerca de dez vezes inferior a do extracto liofilizado
(10,64%). Também os valores de ICs, obtidos para o extracto comercial (59,21 ug/ml) é
cerca de nove vezes superior a do extracto liofilizado (7,34 pug/ml). A percentagem de

reducdo embora pequena foi relativamente estavel ao longo do tempo.

Tabela 23. Reducdo do DPPH pela ac¢ado de cépsulas
com 150 mg de extracto comercial

Tempo Absorvancia do Controlo  Absorvancia do Ensaio

(min.) a517nm* a517nm* % Redugdo
to 1,04 = 0,03 1,02 = 0,01 1,68
20 1,02 = 0,02 1,00 = 0,02 2,25
40 1,03 £ 0,03 1,00 £ 0,01 3,02
60 1,03 £ 0,01 1,00 = 0,01 2,20
80 1,08 = 0,04 1,00 = 0,02 7,20
100 1,04 = 0,01 1,01 = 0,01 3,02

* média + desvio padrdo (n=3, nos ensaios de controlo e n=6, nos ensaios). Resultados obtidos com
capsulas contendo a formulacao C2
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Finalmente, efectuaram-se ensaios com as cdpsulas contendo uncdria
Naturmil™. Conforme ilustra a Tabela 24, existe apenas uma maior reducao do DPPH
ao fim de 20 minutos. Esta redu¢do foi idéntica a do extracto liofilizado, dele diferindo
pelo decréscimo registado aos 60 minutos. Um perfil idéntico foi verificado com a

mistura extracto liofilizado/casca pulverizada.

Tabela 24. Reducdo do DPPH pela accdo de cépsulas de uncéria Naturmil™.

Tempo Absorvancia do Controlo Absorvancia do Ensaio

(min.) a517nm* a517nm * % Redugio
to 1,04 = 0,04 1,03 £ 0,05 1,78
20 1,05 £ 0,06 0,90 = 0,11 13,76
40 1,01 = 0,02 0,95 + 0,07 6,02
60 1,01 £ 0,03 0,94 + 0,07 6,83
80 1,01 £ 0,01 0,94 = 0,02 6,72
100 1,01 £ 0,03 0,94 = 0,02 7,52

* média + desvio padrdo de trés determinagdes (nos ensaios de controlo) e seis determinagdes nos ensaios
com amostras. Resultados obtidos com 500 mg de uncéria Naturmil®

4.3.3. ESTUDO DA EVOLUCAO DO GRAU DE POLIMERIZACAO DAS
PROANTOCIANIDINAS, AO LONGO DO TEMPO, EM SUCO GASTRICO
ARTIFICIAL

Para o estudo do comportamento das proantocianidinas presentes nas
formulacdes desenvolvidas, submetidas a suco géstrico artificial, sob agitacao, ao longo
do tempo, recorreu-se a cromatografia de camada fina (CCF). Neste sistema, a migracao
dos compostos depende da sua massa molecular. Desta forma, € possivel inferir sobre o
grau de polimerizacdo das proantocianidinas presentes nas amostras, o qual varia numa
razao inversa com os valores de Ry (Escribano-Bailén et al., 1992).

Os perfis cromatogrificos por CCF sob ac¢do da luz ultra-violeta a 254 e

366 nm estdo representados na Figura 66.
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Figura 66. Perfis cromatogréficos, por CCF, sob ac¢ao da luz ultra-violeta a 366 nm
(A) e a254 nm (B),
Resultados obtidos apds eluicdo com tolueno-acetona-4cido acético e secagem da placa. C — padrdo da
catequina; A20 e A100 — extracto liofilizado e excipientes; B20 e B100 - mistura da casca e seu extracto
liofilizado, respectivamente apds 20 minutos e 100 minutos, em suco gistrico artificial; L - extracto
liofilizado e M - mistura da casca com o seu extracto liofilizado, solubilizados ambos em MeOH a 50%

Q@OO

Da observacdo aos UV foi evidente a 366 nm a coloragdo esverdeada,
correspondente a catequina (C). Neste comprimento de onda, registaram-se também
varias manchas azuis claras fluorescentes, com Rf muito baixos, proximas do ponto de
aplicacdo das amostras Ay, Ajoo, B2o € Bigy, com comportamento caracteristico dos
flavondides (Wagner et al., 1984). A amostra L,, apresentou um composto de Rf
elevado (0,93), se reportado a catequina e que podera corresponder ao dcido cafeico.

As amostras L e M apresentaram uma série de manchas que comecaram
amarelas (préximo do ponto de aplicagdo da amostra e pouco a pouco se tornaram
violeta fluorescentes, cores que também correspondem a diferentes flavondides.

Em todas as amostras em estudo predominaram sobretudo manchas de Ry
bastante baixo, proximos do ponto de aplicacdo, o que significa que estdo
maioritariamente presentes polimeros de 3-flavandis.

No entanto, o perfil cromatografico na parte média e superior do cromatograma

¢ significativamente diferente entre o B,y e Bigo. De facto, em B,y foram detectadas
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maioritariamente proantocianidinas correspondentes a hexameros e heptameros,
encontrando-se ausentes proantocianidinas de menor grau de polimeriza¢dao. Atendendo
a que o aumento do tempo de permanéncia no suco gastrico pode levar a um acréscimo
na despolimerizacdo das proantocianidinas, pode-se inferir que esta ocorréncia pode
estar na base da reducdo da actividade antioxidante verificada aos 100 minutos
(Tabela 22). Estes resultados parecem suportar a hipotese de que os oligémeros
superiores de proantocianidinas apresentam maior actividade antioxidante do que os
seus mondmeros e proantocianidinas de baixo grau de polimerizacdo tal como foi
sugerido por outros investigadores (Arteel e Sies, 1999; Takahashi et al., 1999; Lotito et
al., 2000; Zhu et al., 2003; Hu et al., 2004).
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5.1 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Um decocto de cascas do caule de Uncaria tomentosa, forma em que esta planta
€ mais comummente usada em medicina tradicional, mostrou aprecidvel actividade para
a captacao do radical DPPH, revelando significativa actividade antioxidante. Atendendo
aos numerosos estudos que sugerem a importancia dos antioxidantes na prevencao dos
danos causados pelas espécies reactivas de oxigénio (ROS), implicadas em numerosas
doencas cardiovasculares, degenerativas e tumorais este extracto pode constituir um
importante meio para minimizar muitas das patogenias associadas as ROS.

O rastreio da actividade antioxidante realizado em diferentes extractos e cascas
de Uncaria tomentosa que nos propusemos estudar foi proporcional a sua percentagem
de 3-flavan6is mono- e poliméricos (proantocianidinas), determinada pelo método da
vanilina-4cido cloridrico, tendo revelado maior actividade para o extracto liofilizado
preparado no nosso laboratério. Estes resultados estdo em concordancia com estudos
anteriores realizados.

Sdo varios os estudos epidemioldgicos, quimicos e farmacolégicos que
comprovam a actividade farmacoldgica das proantocianidinas, relacionando o consumo
de produtos que as possuem com a protec¢ao contra o stresse oxidativo e seus efeitos,
nomeadamente a ocorréncia de tumores e aterosclerose. Tem vindo a ser também
demonstrada a bioactividade de outras plantas medicinais com elevado conteido de
proantocianidinas.

Sao raros os trabalhos de investigacdo que apliquem os principios da Tecnologia
Farmacéutica as plantas medicinais. No entanto, ¢ cada vez mais consensual que as
plantas medicinais e os seus extractos devem seguir regras oficiais semelhantes as das
substancias quimicamente definidas, no que concerne a qualidade, eficdcia, estabilidade
e seguranga.

O desenvolvimento de formas farmacé€uticas a partir de extractos facilita a
administracao e a adesdo a terapéutica por parte do doente e aumenta a sua estabilidade.
Isto € particularmente importante tendo em conta que a decoc¢do de Uncaria tomentosa
preparada de acordo com a medicina tradicional tem sabor amargo e é de precdria
conservacgao. Nao s6 a actividade antioxidante diminui, como também constitui um bom

meio para o desenvolvimento de fungos.
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As cdpsulas desenvolvidas neste trabalho contém na sua composi¢cao uma dose
de extracto liofilizado ou mistura desse extracto liofilizado com a casca pulverizada de
Uncaria tomentosa sensivelmente equivalentes a toma de wum decocto.
Consequentemente, estas formas farmacéuticas integram nao apenas um constituinte
activo, mas sim uma mistura complexa de diversos compostos bioactivos.

No decurso do desenvolvimento das formas farmacéuticas foi patente a
importancia dos ensaios de compatibilidade dos constituintes quimicos dos extractos
e/ou das cascas da Uncaria tomentosa, com o0s excipientes. A utilizacdo do DSC
constituiu um importante contributo na seleccdo dos excipientes mais adequados.

As formas farmacéuticas seleccionadas obedecem aos parametros de controlo de
qualidade propostos pela F.P. VIII para as cdpsulas duras. Devem realgar-se os ensaios
de simulacdo da passagem pelo estdomago que exibiram perfis de dissolucdo que
asseguraram em menos de 20 minutos a libertacdo in vitro, de mais de 85% dos seus
constituintes activos monitorizados neste estudo, com base nos 3-flavandis mono- €
polimerizados (proantocianidinas).

Em suco gastrico artificial, as formas farmacéuticas contendo extracto liofilizado
preparado laboratorialmente exibiram actividades antioxidantes, ao longo do tempo,
superiores as restantes formulacdes.

A formulagdo que exibiu melhor actividade antioxidante foi a constituida pela
mistura do extracto liofilizado com a casca de Uncaria tomentosa, particularmente
quando ndo sujeita a periodos em suco gastrico artificial superiores a 20 minutos. A
percentagem de reducdo do DPPH foi obtida com 4,6 pg/ml de extracto liofilizado,
correspondente a um teor de 468 ng/ml de proantocianidinas, expresso em catequina. E
também esta a formulacdo onde a libertacdo se dd de forma mais répida, segundo o
perfil de dissolucdo. Estes dados sugerem que € esta, de entre as formulacdes estudadas
aquela onde a actividade antioxidante do extracto liofilizado foi maximizada.

No entanto, sdo necessdrias precaucdes na extrapolacdo destes resultados obtidos
in vitro, para o que sucede in vivo. Resultados de diversos estudos sugerem que apenas
0os mondmeros e, em menor percentagem os dimeros e trimeros sdo absorvidos no
intestino delgado.

A aplicacdo de aliquotas do extracto liofilizado e casca pulverizada, sujeitas a
accao do suco gastrico artificial, durante 20 e 100 minutos em cromatografia em camada

delgada sugeriu a passagem de parte das proantocianidinas aos seus oligdmeros menos
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polimerizados, na mistura casca pulverizada/ extracto. Estes resultados corroboram com
resultados obtidos por outros autores in vitro onde decorre a passagem das
proantocianidinas aos seus oligémeros menos polimerizados sob ac¢cdo do suco gastrico
artificial, em periodos superiores a 50 minutos.

No entanto, in vivo o tempo de permanéncia no estdmago pode ser insuficiente
para que ocorra esta despolimerizagdo. Por outro lado, € importante ter em conta varios
factores como a capacidade das proantocianidinas se ligarem as proteinas presentes nos
alimentos e a capacidade dos préprios alimentos de tamponarem o pH intestinal,
limitando a extensdo oxidativa dos 3-flavanois.

A extrapolacdo dos resultados obtidos para o que sucede in vivo é complexa,
mas constitui um passo importante.

Concluindo, podemos afirmar que com a realizacdo deste trabalho de
investigacdo foi possivel desenvolver e optimizar cdpsulas para administracdo oral a
partir do extracto da Uncaria tomentosa, com actividade antioxidante, de acordo com os

objectivos propostos.
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5.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Uma das caracteristicas que marcou de forma profunda este trabalho foi a sua
interdisciplinaridade. Duas dreas diferentes da Farmdcia estiveram, desde o inicio
envolvidas na investigagdo: a Tecnologia Farmacéutica e a Farmacognosia.

A aplicagdo de métodos e formas de trabalho comuns numa das areas, mas
pouco habituais na outra drea, revelou-se um dos aspectos mais aliciantes deste trabalho,
mas também um dos aspectos mais complexos. Embora complementares cada uma das
areas cientificas de investigacdo tem uma cultura e uma linguagem prépria que deriva
do proprio objecto de estudo. Na pesquisa das actividades bioldgicas e na correlagdao
dessas actividades com a natureza quimica do(s) composto(s) nelas envolvidos
trabalha-se em escalas mais pequenas, com processos de extracc¢ao, fraccionamento e
isolamento mais morosos que ndo permitem a obtencdo, em fases iniciais de
investigacdo, de grandes quantidades, nem a aplicacdo linear de todas as técnicas da
Tecnologia Farmacéutica as plantas medicinais.

Apesar das 6bvias vantagens e da importancia que uma andlise integrada pode
proporcionar, existe um conjunto de desafios que terdo que ser enfrentados para que se
possa aprofundar esta relacdo de interdisciplinaridade. A urgéncia de uma legislacdo
apropriada que estabeleca um compromisso entre a qualidade dos produtos fitoterapicos
e as especificidades proprias da sua composicao foi sentida como uma importante
necessidade durante a execucgdo deste trabalho.

O caminho seguido durante este trabalho é apenas um pequeno contributo. Sdo
imensas as possibilidades de investigacdo nesta drea multidisciplinar.

Concretamente em relacio a Uncaria tomentosa destacam-se algumas
perspectivas de trabalho futuras, apenas possiveis pela aplicagdo de ambas as dreas da
farmécia:

A utilizagdo da técnica do DSC revelou interaccdo dos extractos de Uncaria
tomentosa com o estearato de magnésio e, em menor grau com a lactose mono-hidratada
e o amido glicolato de sédio. Apesar das dificuldades de aplicacio de métodos de
espectroscopia (Raman, infra-vermelhos), ou de cromatografia liquida de alta resolu¢dao

a misturas complexas como a da Uncaria tomentosa e excipientes, poderia ser muito
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interessante tentar-se a aplicacdo deste tipo de técnicas para se poder avancar na
compreensdo destes potenciais sinais de incompatibilidade.

Atendendo a que as cdpsulas contendo a mistura de extracto liofilizado com a
sua casca pulverizada se destacaram pelo seu Optimo perfil de dissolucdo e
significativamente superior actividade antioxidante apds 20 minutos em suco géstrico
artuficial seria interessante poder avaliar esta mistura em propor¢des casca/extracto
liofilizado diferentes da ensaiada, de forma a poderem maximizar-se estas
caracteristicas.

A realizagdo de ensaios de dissolucdo com as formulacdes desenvolvidas em
suco entérico, bem como a avaliacio da actividade antioxidante nestas condicdes
constituiria uma melhor aproximacao aquilo que ocorre in vivo.

Por outro lado, tendo em conta a escassez de estudos in vivo com a Uncaria
tomentosa e a dificil transposi¢do dos resultados obtidos nos ensaios in vitro, seria
muito interessante avaliar a biodisponibilidade das formas farmacéuticas desenvolvidas
nos seres humanos, ou em animais, monitorizando a sua actividade antioxidante em
todo o percurso do tracto gastro-intestinal até ao célon, onde segundo alguns autores as
proantocianidinas ainda podem actuar como antioxidantes, contribuindo para a
proteccao dos tecidos contra o stresse oxidativo, ao ter um efeito local no célon, ou ao
serem absorvidos.

Finalmente, parece também bastante promissor avaliar a possibilidade de
sinergismo dos extractos aquosos de Uncaria tomentosa, de comprovada elevada
anti-radicalar, com outros compostos antioxidantes, como a vitamina C, conforme ¢é

sugerido por diversos estudos.
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