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RESUMO

A planta medicinal Uncaria tomentosa vem sendo amplamente utilizada na medicina
tradicional, onde, suas decocc¢des, preparadas a partir da sua casca, é usada para o tratamento
de diversas doencas e a atividade anti-inflamatéoria € descrita como principal aplicacdo
farmacoldgica. O trabalho desenvolveu e caracterizou microcapsulas spray-dryer carregadas
com extrato hidroalcodlico de Uncaria tomentosa. O p6 das cascas da Uncaria tomentosa foram
adquiridas pela empresa de e-commerce Kampo de Ervas® e submetidas a extracao por infusdo
(utilizando solucédo aquosa) ou maceracdo (usando solucédo hidroetanolica 70°GL e 92°GL). Os
extratos hidroalcoolicos foram particionado usando solventes hexano e diclorometano,
seguindo a marcha para extracdo de alcaldides e, posteriormente, submetido a ensaio de
atividade antibacteriano. O extrato etandlico 92°GL foi utilizada para preparacdo de uma
composicdo de microcapsula de Uncaria tomentosa de obtido pela técnica Spray-Dryer. Os
extratos por infusdo, extratos etandlico 92°GL e microcépsula de Uncaria tomentosa foram
submetidos a ensaios de caracterizacdo quimica e fisico-quimica por ensaios de triagem
fitoquimica para alcaloides, fendis totais, flavonoides totais, ensaios de atividade antioxidante,
ensaios UV-Vis e UFLC-DAD, ensaio MEV, ensaios de andlise térmica, ensaio de
infravermelho e ensaios de dissolugdo. Os resultados de caracterizacdo dos extrato bruto e
microcdpsulas de Uncaria tomentosa revelam presenca de alcaloides usando teste de
Dragndorff e compostos fendlicos como &cido gélico, catequina e acido caféico usando a
técnica comparativa de injecbes de padrbes analiticos por UFLC-DAD. Uma composicao
fisico-quimicamente estavel de microcapsulas de Uncaria tomentosa foi desenvolvida em
escala micrométrica quando analisada por Microscopia Eletrnica de Varredura, Infravermelho
com Transformada de Fourier (FTIR) e Analise térmica. Os ensaios de dissolucdo in vitro
demonstrou que as microcapsulas de Uncaria tomentosa apresentam caracteristicas de ser
pobremente soltvel em agua e adigédo de adjuvantes farmacotécnicos podem auxiliar na melhor
liberacdo e absorcdo dos constituintes ativos pelos fluidos gastrointestinais resultando em
composigoes fitoterapicas solidas atingindo ~ 80% de liberagcdo ap6s 240 min. Os extratos
etanolico e microcapsulas de Uncaria tomentosa apresentaram atividade antioxidante com
valores de ICso de 5,80 e 5,03 pg/mL. Os extratos diclorometano de Uncaria tomentosa
apresentaram atividade antibacteriana contra cepas de bactérias gram-negativa e gram-positiva,
a fracdo UT-7 obteve o melhor resultado para todas as cepas estudadas, obtendo CIMs inferior
a 256 ug/mL, provavelmente devido ao efeito sinérgico entre alcaloides e compostos fendlicos.
Palavras-chave: Uncaria tomentosa. Microcapsulas. Compostos fendlicos. CLAE-DAD-UV.
Dissolucdo. Atividade Antibacteriana.



ABSTRACT

The medicinal herbal Uncaria tomentosa has been widely used in traditional medicine, where
its decoctions, prepared from its bark, are used for the treatment of various diseases and the
anti-inflammatory activity is applied as the main pharmacological application. The work
developed and characterized spray-dryer microcapsules of hydroalcoholic extract loaded with
Uncaria tomentosa. The Uncaria tomentosa bark powder was acquired by the e-commerce in
Kampo de Ervas® and subjected to extraction by infusion (using aqueous solution) or
maceration (using 70°GL and 92°GL hydroethanolic solution). The hydroalcoholic extracts
were partitioned using hexane and dichloromethane solvents, following the extraction method
for alkaloids and, subsequently, submitted to an antibacterial activity test. The 92°GL ethanol
extract was used to prepare a microcapsule composition of Uncaria tomentosa obtained by the
Spray-Dryer technique. The infusion extracts, 92°GL ethanol extracts and Uncaria tomentosa
microcapsule were subjected to chemical and physicochemical characterization tests by
phytochemical screening tests for alkaloids, total phenols, total flavonoids, antioxidant activity
tests, UV-Vis and UFLC-tests DAD, SEM test, thermal analysis tests, infrared test and
dissolution tests. The characterization ethanol extract and microcapsules from Uncaria
tomentosa reveal the presence of alkaloids using Dragndorff's test and phenolic compounds
such as gallic acid, catechin and caffeic acid using the comparative technique of analytical
standard injections by UFLC-DAD. A physicochemically stable composition of Uncaria
tomentosa microcapsules was developed on a micrometric scale when analyzed by SEM, FTIR
and Thermal Analysis. The dissolution tests showed Uncaria tomentosa microcapsules poorly
water-soluble and pharmacotechnical adjuvants can help improve the release and absorption of
active constituents by gastrointestinal fluids resulting in solid herbal compositions reaching
~80% release after 240 min. The Uncaria tomentosa ethanol extract and microcapsules showed
antioxidant activity with 1Cso values of 5.80 and 5.03 pg/mL, respectively. The Uncaria
tomentosa dichloromethane fractions showed antibacterial activity against gram-negative and
gram-positive bacterial strains, the UT-7 fraction obtained the best result for all strains studied,
obtaining MICs below 256 pg/mL, probably due to the synergistic effect between alkaloids and
phenolic compounds.

Keywords: Uncaria tomentosa. Microcapsules. Phenolic compounds. CLAE-DAD-UV.

Dissolution. Antibacterial activity.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais contribuem de maneira significativa no controle terapéutico
mundial e, em particular nos paises em desenvolvimento devido a sua facil acessibilidade e
baixo custo (BATIHA et al., 2020). Segundo a Organizacdo Mundial de Saide (OMS),
aproximadamente trés bilhdes de pessoas em todo o planeta confiam nas chamadas “medicinas
tradicionais” para suas necessidades basicas de satide por muitas vezes serem a Uinica alternativa
terapéutica para uma grande porcentagem da populacdo. No Brasil das cento e vinte mil
espécies de plantas, dezenas de milhares possuem propriedades medicinais. O uso de plantas é
constante no pais, pois também sdo objetos de estudos no desenvolvimento de novos farmacos
(WANDERLEY; MOUSINHO; ROCHA, 2018).

A Uncaria tomentosa, comumente conhecida como "unha-de-gato”, € um arbusto
pertencentes a familia da Rubidceas que cresce na regido amazobnica. No Peru é
tradicionalmente usado sua casca para o tratamento de muitas doencas, como infecgdes virais,
cancer, doencas gastricas (Ulceras gastricas), artrite e outros disturbios inflamatérios
(AGUILAR et al., 2002). Alguns estudos relatam ainda sua eficacia contra a asma (AZEVEDO
et al., 2018) a casca da unha de gato contém uma série de metabolitos secundarios, tendo sua
constituicdo quimica composta principalmente por trés fracdes bioativas, os polifendis (acido
caféico e &cido quinico, derivados cafeoilquinicos como o &cido clorogénico e alguns
flavonoides como catequina, epicatequina e rutina além das antocianidinas), derivados
triterpénicos (&cido quindvico, acido piroquinovico, acido oleandlico, acido ursélico e acido
19a-hidroxi-ursélico) e alcaloides (alcaloides oxind6licos tetraciclicos: rincofilina,
isorrincofilina, corinoxeina e isocorinoxeina; alcaloides oxindd6licos pentaciclicos:
especiofilina, uncarina F, mitrafiliana, isomitrafilina, pteropodina e isopteropodina ), embora
outras classes de compostos como fitoesterdis e cumarinas também tenham sido encontradas
(HEITZMAN et al., 2005; LAUS, 2004; ZHANG et al., 2015). As preparacdes de unha de gato
sdo usadas frequentemente por causa de sua atividade anti-inflamatoria, relacionada a mais de
um metabolito secundario que agem em sinergia (AGUILAR et al., 2002) tendo como possivel
mecanismo primario para as agdes anti-inflamatdrias & imunomodulagdo via supressdo da
sintese de TNF-a. (SANDOVAL et al., 2000). Contudo, algumas limitacdes relacionadas a
estabilidade desses compostos podem ser observadas, como por exemplo, a degradacéo,
oxidacdo, a exposi¢do a luz e ao calor, onde, se juga necessario, para 0 melhor aproveitamento

deste produto, fazer o beneficiamento do mesmo, garantindo por exemplo, a preservacdo dos



24

compostos bioativos da oxidacdo, degradacdo e reacdo com outros materiais durante a
manipulacdo, processamento e armazenamento do produto final (CODEVILLA et al., 2015),
manutencdo da viabilidade dos ativos, um maior tempo de prateleira, consumo racional e
seguro, além de amenizar ou dar um sabor agradavel ao produto final.

Um processo industrial eficaz e capaz de trazer esses beneficios é a técnica de
microencapsulacdo de particulas que podem variar entre métodos fisicos, quimicos e fisico-
qguimicos. Neste estudo sera abordado a microencapsulacdo por meio fisico, utilizando o método
por Spray Drying, no qual os compostos bioativos séo colocados em contato com uma solugéo
do agente encapsulante e por processo de atomizacéo, dentro do secador, faz com que o liquido
seja evaporado ficando um filme sobre o material ativo. A microencapsulacédo permite prevenir,
por exemplo, a perda de substancias por oxidacao ou volatilizacdo, além de controlar a liberacao
de aromas, perda de nutrientes, preservar a cor e o sabor do agente encapsulado e, de acordo
com a necessidade, podem apresentar também um controle no tempo e na liberagao do principio

ativo encapsulado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Uncaria Schreb.

O género Uncaria, pertencente a familia Rubiaceae, é composto por aproximadamente

34 espécies distribuidas principalmente na Africa, Asia e América do sul (Figura 1) (BATIHA
et al., 2020; HEITZMAN et al., 2005; LAUS, 2004; ZHANG et al., 2015).

Figura 1: Distribuicdo geografica do género Uncaria.

Fonte: Plants of the world online.

Este género compreende, em sua maioria, arbustos-trepadeiras ou rasteiras
ascendentes, possui um par de espinhos utilizados para escalar a copa da arvore (BATIHA et
al., 2020; POLLITO; TOMAZELLO, 2006), destaca-se, particularmente, a Uncaria guianensis
e Uncaria tomentosa que ocorre na floresta amazo6nica, sendo este, um grande fator responsavel
por equivocos e adulteracdes botanicas da matéria prima vegetal (QUINTELA; DE UGAZ,
2003). Devido a esse fato se faz necessario diferenciar de forma correta as espécies a fim de

evitar possiveis adulteragcbes comprometendo a qualidade do produto ofertado.

2.1.1 ldentificacgéo e diferenciagéo entre Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC e
Uncaria guianensis (Aubl.) J.F.Gmel

As espeécies Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis ganham destaque como plantas
medicinais devido principalmente a sua grande atividade anti-inflamatdria. A droga vegetal in

natura e diversos tipos de extratos e formulagdes sdo comercializadas pelas inddstrias
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farmacéuticas em diferentes paises, configurando o potencial econémico de ambas as espécies.
(HONORIO; BERTONI; PEREIRA, 2016).

A U. tomentosa ocupa 0 mesmo habitat de U. guianensis, com a qual € constantemente
confundida, favorecendo adulteracbes da matéria-prima (QUINTELA; DE UGAZ, 2003;

VALENTE, 2006), alem disso, a densidade populacional da U. tomentosa € inferior a U.
guianensis (POLLITO; TOMAZELLO, 2006).

Aspectos morfoanatébmicos e microscopicos das folhas e caule das espécies podem ser

usados para a diferenciacdo entre espécies e, consequentemente, evitar substituicbes e
adulteracdes da matéria-prima (Tabela 1) (GATTUSO et al., 2004; POLLITO; TOMAZELLO,

2006).
Tabela 1: Diferencas morfolégicas da Uncaria tomentosa e Uncaria guianensis.
Estrutura Uncaria tomentosa Uncaria guianensis
Tomentos Opostos e pouco curvados Alternados e curvos

Estrutura foliar

Cascas do

caule

Inflorescéncias

Sementes

Dimensoes

(curvatura de 30—90°)

Ovalada a eliptica. Apresenta
tricomas na superficie abaxial.

Fibras maiores (1500 a 2000 pm
de comprimento) com a presenca
de microcristais de oxalato de
calcio.

Mesclas de amerelo e branco,
cinco lobos.
Pequenas

10 — 30 m de comprimento
5 — 40 cm de didametro

(curvatura > 180°)

Eliptica a oblonga. Auséncia de
tricomas na superficie.

Fibras menores (800 a 1500 pum de
comprimento) com a presenca de
macrocristais de oxalato de calcio

(40 a 80 pm).

Mesclas de laranja e vermelho, trés
lobos.

Grandes

4 — 10 m de comprimento
4 — 15 cm de diametro

Fonte: (KAISER, 2016).

Uma forma simples de identificacdo e diferenciacdo séo as caracteristicas morfo-

anatdmicas dos tomentos (espinhos originados de pedunculos abortivos) de ambas as espécies,
onde, a U. tomentosa apresenta tomentos com uma curvatura de 30° a 90°, ja a U. guianensis
possui tomentos com curvatura superior a 180° (Figura 2) (KAISER, 2016; POLLITO;
TOMAZELLO, 2006).
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Figura 2: Diferencas morfoldgicas dos tomentos da Uncaria tomentosa (A) e Uncaria guianensis (B).

uirmennm

Fonte: Plants of the world online.
2.2 Uncaria tomentosa (WILLD. EX SCHULT.)

A U. tomentosa, comumente conhecida como garra de gato derivado dos pequenos
espinhos curvos no tronco na juncdo foliar (SANDOVAL-CHACON et al., 1998), é uma videira
encontrada na floresta amazo6nica em paises da América Central e do Sul (Figura 3) (AGUILAR
et al.,, 2002; WHO, 1999 apud BATIHA et al., 2020). Segundo Keplinger et al. (1999), é
encontrada na Venezuela, Guatemala, Belize, Peru, Suriname e Trindad Tobago. Encontrada
também na Bolivia, Colémbia, Costa Rica, Equador, Guiana, Nicaragua, Panamé (VALENTE,
2013) e no Brasil (HONORIO; BERTONI; PEREIRA, 2016).

Figura 3: Distribuicdo geogréfica da espécie Uncaria tomentosa (willd.) DC.

Fonte: Plants of the world online.
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No Brasil, a espécie U. tomentosa pode ser encontrada nos estados do Amapa,
Amazonas, Paré e, principalmente, no Acre (POLLITO, 2004).

Na natureza se apresenta como uma liana de grande porte, atingindo 25 a 30 m de
altura e 25 cm de diametro, possui espinho no decorrer de seu caule (tomentos) usados para
galgar a copa de arvores de grande porte, sendo este 0 motivo de seu nome popular unha-de-
gato ou cat’s claw (GATTUSO et al., 2004; POLLITO; TOMAZELLO, 2006).

2.3 COMPOSICAO QUIMICA

A Uncaria tomentosa (Willd.) DC. apresenta em sua composic¢ao quimica mais de 50
compostos bioativos (HEITZMAN et al., 2005; NAVARRO-HOYOS et al., 2018). Desses,
aproximadamente 35 marcadores quimicos podem ser considerados exclusivos da espécie U.
tomentosa (NAVARRO-HOYOS et al., 2018). Entre tantos compostos, alguns se apresentam
com maior importancia na terapéutica (HEITZMAN et al., 2005), entre muitos metabdlitos
secundarios bioativos, podemos destacar o0s alcaloides oxindolicos: Pteropodine,
Isopteropodine, Speciophylline, Uncarine F, Mitraphylline, Isomitrphylline, Rhynchophylline,
Isorhynchophylline (LAUS; BROSSNER; KEPLINGER, 1997; LAUS; KEPLINGER, 1994);
Terpenoides: Tomentosideos A, tomentosideos B (KITAJIMA et al., 2003), derivados do acido
cincholico (DINDA et al., 2010) e polifendis: acido cafeico e &cido quinico, derivados
cafeoilquinicos como o acido clorogénico e alguns flavonoides como catequina, epicatequina e
rutina, além das antocianidinas (HEITZMAN et al., 2005; LAUS, 2004), proantocianidinas
(dimeros de epicatechina e seus variantes) (SNOW et al., 2019).

2.3.1 Alcaloides

Phillipson et al. (1978) que analisaram os alcaloides extraidos de aproximadamente
400 pequenas amostras, representando todas as espécies conhecidas de Uncaria, obtidas em
herbanarios. pdde-se identificar 40 alcaloides diferentes (HEITZMAN et al., 2005;
PHILLIPSON; HEMINGWAY; RIDSDALE, 1978 apud LAUS, 2004). Entres eles, alcaloides
oxindolicos pentaciclicos (AOP): pteropodina, isopteropodina mitrafiliana, isomitrafilina,
uncarina F e especiofilina (HEITZMAN et al., 2005; LAUS, 2004; ZHANG et al., 2015).
Alcaloides oxindolicos tetraciclicos (AOT): rincofilina, isorrincofilina, corinoxeina e
isocorinoxeina (Figura 4) (HEITZMAN et al., 2005; PHILLIPSON; HEMINGWAY;
RIDSDALE, 1978 apud LAUS, 2004; KEPLINGER; WAGNER; KREUTZKAMP, 1989).



29

Tanto os AOP quanto os AOT sdo diastereoisomeros diferenciando-se pelas
configuracBes de C-3, C-7, C-15 e C-20, apresentando com isso, diferentes propriedades fisicas,
quimicas e bioldgicas ( LIMA, 1997 apud KAISER, 2016).

Além destes, também foram descritos, alcaloides indol pentaciclicos: acuamigina,
tetraidroalstonina e isoajmalicina; alcaloides indol tetraciclico: hirsutina, hirsuteina e seus N-

oxidos, corinanteina, diidrocorinateina e seus N-oxidos (Figura 5) (DE MATTA et al., 1976).

Figura 4: Alcaloides oxindol tetra e pentaciclicos identificados na espécie Uncaria tomentosa.
ALCALOIDES OXINDOL PENTACICLICOS (AOP)

NH

Isopteroponina Isomitrafilina Especiofilina

ALCALOIDES OXINDOL TETRACICLICOS (AOT)

Isorrincofilina [socorinoxeina

Fonte: (VALDIVIEZO-CAMPOS et al., 2020).
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Figura 5: Alcaloides indol tetra e pentaciclicos identificados na espécie Uncaria tomentosa.
ALCALOIDES INDOL PENTACICLICOS (AIP)

Acuamigina Tetrahidroalstonina Isoajmalicina

ALCALOIDES INDOL TETRACICLICO (AIT)
CH,

A
o

Hirsuteina Corinanteina

Fonte: (VALDIVIEZO-CAMPOS et al., 2020).

2.3.2 Polifenois

Sé&o poucos os estudos de polifendis em U. tomentosa focados principalmente em uma
subclasse particular como por exemplo os acidos hidroxicindmicos e flavonois (NAVARRO-
HOYOS et al., 2018).

Um grande namero de polifendis ja foi relatado na espécie U. tomentosa como o acido
caféico e acido quinico, derivados cafeoilquinicos como o acido clorogénico e alguns
flavonoides como catequina, epicatequina e rutina (Figura 6) além das antocianidinas
(HEITZMAN et al., 2005; LAUS, 2004), proantocianidinas (dimeros de epicatequina e seus
variantes) (SNOW et al., 2019).
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Um estudo recente de SNOW et al. (2019) apontam os polifenois, em especial, as
proantocianidinas tendo a proantocianidina B2 (epicatequina-4p-8-epicatequina) como um dos
principais compostos identificados, sendo estes utilizados na prevencao e tratamento da doenca
de Alzheimer onde o estudo demostrou a reducdo da carga de placas cerebrais e melhorou a
memoria de curto prazo de camundongos além de inibir a inflamacéo cerebral.

NAVARRO-HOYOS et al., (2015) identificaram um total de 32 compostos fenolicos
em um estudo com 22 extratos de U. tomentosa, incluindo os acidos hidroxibenzdico (acidos
benzoico, salicilico, 4-hidroxibenzdico, protocatequéutico, galico, vanilico e siringico), acidos
hidroxicindmicos (&cidos p-cumérico, caféico, feralico e isoferdlico), flavan-3-ols
(mondmeros, dimeros e trimeros de procianidina e dimeros de propelargonidina) e

flavalignanos (cinchonainas) (Figura 7).

Figura 6: Exemplos de compostos fendélicos presentes na espécie U. tomentosa.

HO H
HO H 0 o
HO 2 HO S
o 4{:? j@/dm_l D/do y
HOOC
Hooe ©OH HO HO
Acido quinico Acido cafeico Acido clorogénico
48 o
Hi H
8] 0. - ] 0. oH HD
oH “oH
OH OH OH ©
Catequina Epicatequina Rutina (R = rutosideo)

Fonte: (KAISER, 2016).

Figura 7: Estrutura geral de polifendis encontrados na espécie U tomentosa.
OH

HO HO. (o] O OR
OH Oﬂ |O
HO o @ RO ) OH
(e (AL
OH OH

OH OH OH OH
O 0.0
HO ‘ 0 OH HO o O
OH O

CH OH

OH

Procianidina Propelargonidina flavalignanos

Fonte: (NAVARRO-HOYOS et al., 2018).
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2.3.3 Triterpenos

Ao longo do tempo ja foram isolados diversos triterpenos da U. tomentosa, entre eles:
heterosideos derivados do &cido quindvico, podendo ser mono- di- ou triglicosilados em funcéo
do numero de agucares ligados ao nucleo triterpénico, (AQUINO et al., 1997 apud KAISER,

2016) derivados do &cido oleandlico, ursolico, 19a-hidroxi-ursolico e piroquindvico também
foram relatados (HEITZMAN et al., 2005; KITAJIMA et al., 2003, 2004) (Figura 8).

Figura 8: Exemplo de triterpenos encontrados na espécie U. Tomentosa.

Acido cleandlico Acido ursélica Acido 19a-hidréxi-ursélico

Fonte:(KAISER, 2016).

2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

Vaérios estudos demonstram diversas atividades bioldgicas desempenhadas pela U.
tomentosa, sendo estas, imunomoduladoras (KEPLINGER; WAGNER; KREUTZKAMP,
1989), anti-amiloidose (doenca de Alzheimer) (SNOW et al., 2019), um potente antioxidante
(GONCALVES; DINIS; BATISTA, 2005; SANDOVAL et al., 2000, 2002), anti-inflamatorio
(SANDOVAL-CHACON et al., 1998; SANDOVAL et al., 2000, 2002) e acOes antitumorais
(SHENG et al., 1998). Utilizada ainda para o tratamento de gastrite, artrite (SANDOVAL-
CHACON et al., 1998), llcera gastrica, asma, reumatismo, cancer e doencas de pele
(AZEVEDO et al., 2018; CASTILHOS et al., 2015). Contudo, sera abordado as mais relevantes

utilizacdes da U. tomentosa observadas na literatura cientifica.
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2.4.1 Inflamagéo

U. tomentosa vem sendo amplamente utilizada na medicina tradicional peruana, onde,
suas decocgdes, preparadas a partir da sua casca, sdo usadas para o tratamento de diversas
doencas, em particular como um potente agente anti-inflamatorio (SANDOVAL et al., 2000).

Estudos in vitro apontam que a atividade anti-inflamatdria do extrato de U. tomentosa
esta relacionada a prevencao da producédo do fator de transcricdo NF-kp (fator nuclear kappa
B) em nivel molecular inibindo assim a transcricdo de genes associados ao processo
inflamat6rio (SANDOVAL-CHACON et al., 1998; SANDOVAL et al., 2000).

AGUILAR et al. (2002) realizaram um estudo in vivo, induzindo edema na pata de
camundongos, comprovando a a¢do anti-inflamatoria de dois tipos de extratos de unha-de-gato
(hidroalcbolico e aquoso) mediante diminui¢do do edema.

176 individuos foram incluidos no estudo que avaliaram a eficacia do spray contendo
extratos de mudas de aveia e Uncaria tomentosa no alivio da dor associada a doengas
inflamatorias cronicas da pele e procedimentos dermatoldgicos, onde, a tolerancia
dermatoldgica do produto de foi avaliada como boa a excelente. Todos os estudos mostraram
melhorias significativas nos sinais fisicos, reducéo na coceira e sensacao de dor tendo seu efeito

calmante evidente ap6s a primeira aplicacdo (REICH et al., 2020).

2.4.2 Artrite

A artrite reumatoide (AR) é uma patologia inflamatdria crénica sisttémica de origem
autoimune que acomete principalmente as articulagfes assim como vasos, pele, pulmdes e
coragdo dentre outros 6rgdos e tecidos. Entre as manifestacGes clinicas mais acentuadas da AR
nas articulacdes estdo a destruicdo da cartilagem articular, devida a sinovite ndo supurativa
(inflamacdo da membrana sinovial das articulagcbes sem formacdo de pus) e inflamatdria, tal
como anquilose articular (PALLADINO; BAHJAT; THEODORAKIS, 2003).

Globalmente a AR acomete aproximadamente 1% da populagdo mundial, sendo a
populagéo feminina a mais afetada (cerca de cinco vezes mais que a masculina), o que torna tal
enfermidade um relevante problema de saide mundial (PALLADINO; BAHJAT,;
THEODORAKIS, 2003).

Dentre as estratégias terapéuticas para o tratamento de AR esta a inibi¢cdo do TNF-a.,
que é uma citocina pré-inflamatoria que, em concentracdes elevadas esta associada a artrite
reumatoide (PALLADINO; BAHJAT; THEODORAKIS, 2003).
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O NF«kB ¢ também um importante fator de transcri¢do que atua como mediador da
inducdo de genes pro-inflamatdrios, que contribuem negativamente com a AR.

Neste contexto, a Uncaria tomentosa demonstra-se promissora no tratamento da
artrite reumatoide, pois segundo demonstrado por ALLEN-HALL et al., 2010, os extratos

hidroetand6licos demonstraram inibir de TNF-a e NFxB.

2.4.3 Asma

Um estudo realizado por Azevedo et al. (2018) demostrou a atividade anti-inflamatéria
de U. tomentosa em um modelo murino de asma, onde, os extratos (casca e folha) inibiram a
producdo de citocinas pro-inflamatdrias in vitro, propondo que os extratos estudados poderiam
ter aplicacfes promissoras na fitoterapia da asma alérgica.

Os mecanismos propostos foram a inibicéo da transcrigéo do fator nuclear kappa-B em
culturas celulares, reducéo da producéo de interleucina-6 (IL-6) e reducéo da producéo do fator
de necrose tumoral alfa proporcionado pela parecenca da mitrafilina nos extratos estudados
(AZEVEDO et al., 2018).

O tratamento com os extratos (casca e folha) reduziu a inflamacéo peribrénquica, a
elastancia respiratéria, o amortecimento e elastancia tecidual, reduziram o numero de
eosinofilos, foi observado ainda que o extrato de folhas reduziu os niveis de IL-4 e IL-5 no
homogenato pulmonar (AZEVEDO et al., 2018).

2.4.4 Antioxidante

Os radicais sdo espécies quimicas geralmente formadas pela fragmentacdo de
moléculas, cuja caracteristica fundamental é a de possuirem um elétron desemparelhado na
camada de valéncia, o que lhes confere grande reatividade, podendo os mesmos oxidar
moléculas importantes presentes nas células levando a danos ou morte celular ou tecidual.

Essas espécies reativas sao formadas durante o metabolismo celular normal a partir
de oxigénio, perdxido de hidrogénio e metais de transicdo, havendo, por isso mecanismos
enzimaticos endogenos de defesa contra os radicais que mantém o organismo livre dos mesmos
(CHEESEMAN; SLATER, 1993). Porém, na situacdo denominada estresse oxidativo 0s
mecanismos endogenos de neutralizacdo de radicais ndo sdo suficientes para extingui-los,

permitindo, assim que 0s mesmos promovam danos ao organismo (LOBO et al., 2010).
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Diante das consequéncias do estresse oxidativo faz-se necessaria a utilizacdo de
moléculas com atividade antioxidante a fim de preveni-las. As plantas que possuem compostos
com atividade antioxidante sdo uma importante alternativa aos antioxidantes sintéticos
(geralmente toxicos) por possuirem poucos efeitos adversos devidos a sua ingestao.

Neste contexto a Uncaria tomentosa demonstra-se uma boa opg¢do para o0
desenvolvimento de produtos nutracéuticos com atividade antioxidante, pois segundo
OSTRAKHOVICH, 1997, os extratos lipidicos da mesma demonstraram atividade
antioxidante, demonstrando, também, ser capaz de inibir a producdo de oxigénio nas células
fagocitérias pela inativacdo da NADPH-oxidase e influéncia na expresséo de receptores.

Um estudo feito por GONCALVES; DINIS; BATISTA em 2005 demonstrou que a
atividade antioxidante do decocto de U. tomentosa deve-se, em grande parte a presenca de
proantocianidinas, que sdo compostos fenolicos, portanto com conhecida atividade
antioxidante.

A U. tomentosa demonstrou inibir o crescimento de celulas B16-BL6 em
camundongos C57/bl in vivo (tendo o tratamento com extrato etan6lico muito mais eficaz do
gue com extrato aquoso). Os camundongos injetados com os extratos etandlico e aquoso de U.
tomentosa mostraram uma reducgédo de 59 + 13% no peso do tumor e uma reducédo de 40 £ 9%
no seu tamanho. A anélise histoquimica mostrou, ainda, uma forte reducdo no marcador de

proliferacdo celular Ki-67 em camundongos tratados com U. tomentosa (ZARI et al., 2021).

2.4.5 Alzheimer

Duas principais caracteristicas caracterizam o envelhecimento cerebral e a doenca de
Alzheimer: o0 acimulo de placas beta-amildides (AP) e a proteina tau contendo emaranhados
neurofibrilares, contribuindo assim, para a perda acelerada de memaria e o declinio cognitivo.
Além deste acimulo em areas cerebrais especificas, acredita-se que a inflamacéo acentuada do
cérebro contribua para a morte neuronal e a interrupgéo das sinapses (SNOW et al., 2019).

O estudo realizado por Snow et al. (2019) mostrou que o extrato de Uncaria tomentosa
é um potente inibidor e redutor de fibrilas beta-amildides e filamentos (fibrilas helicoidais
emparelhadas com proteinas tau). A unha de gato impediu a agregacéo e desagregou as fibrilas
AP pré-formadas e filamentos de proteinas tau, a desagregacdo das fibrilas AP ocorreu quase

instantaneamente quando em contato com o extrato de unha de gato.
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O principal composto responsavel pelas atividades descritas acima sdo 0S compostos
polifendlicos, mais especificamente as proantocianidinas tendo a proantocianidina B2
(epicatequina-4p-8-epicatequina) como um dos principais polifendis identificados tendo, este,
reduzido a carga de placas cerebrais e melhorado a memoria de curto prazo de camundongos
além de inibir a inflamacéo cerebral (demonstrado pela reducdo na astrocitose e gliose em
camundongo) (BATIHA et al., 2020; SNOW et al., 2019).

2.4.6 Cancer

Ha& diversos relatos na literatura de extratos, e suas fracdes cromatograficas, de U.
tomentosa apresentando atividade antimutagénica.

O estudo realizado por RIZZI et al. (1993), que avaliou possiveis efeitos mutagénicos
e antimutagénicos da U. tomentosa em cepas de Salmonella typhimurium, mostraram que 0s
extratos ndo apresentaram efeito mutagénico com ou sem ativacdo metabolica. Apresentando,
no entanto, um efeito antimutagénico in vitro contra a fotomutagénese induzida por 8-metoxi-
psoraleno (8-MOP) combinado com raios ultravioletas A (UVA).

Trabalho realizado por DIETRICH et al. (2014) demonstraram que fragOes purificadas
de U. tomentosa obtiveram efeitos inibitério potente sobre o crescimento de linhagens de
células de cancer de bexiga humana induzindo apoptose através da modulacdo de NF-kB.

A unha de gato mostrou, ainda, atividade antiproliferativa contra véarias linhagens
celulares, entre elas, glioma, leucemia pré-mielocitica, leucemia linfoblastica aguda,
neuroblastoma (CHENG et al., 2007 apud BATIHA et al., 2020) e cancer de mama MCF7
(BUSTILLOS; CORTEZ, 2021).

2.4.7 Antimicrobiana

Como uma alternativa com baixa toxicidade para a prevencao e tratamento de doencas
infecciosas, as propriedades antimicrobianas de diversas plantas tém sido investigadas
(CCAHUANA-VASQUEZ et al., 2007), entre muitas, a U. tomentosa tem siso alvo desses
estudos.

Esta planta medicinal foi considerada muito promissora no combate do
Staphylococcus aureus (microrganismo envolvido em infeccbes hospitalares e que tem

revelado resisténcia a diversos agentes antimicrobianos), tendo ainda eficacia verificada contra
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Enterobacteriaceae que tém sido implicadas em graves doencas periodontais (CCAHUANA-
VASQUEZ et al., 2007).

Kloucek et al., (2005) realizou o estudo da agdo antibacteriana de algumas plantas
medicinais peruana, onde, o extrato etandlico de U. tomentosa apresentou atividade
antibacteriana contra: Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli em concentracdo de 0,25 a 1 mg/mL
com excecdo da E. coli em 8 mg/mL.

A Uncaria tomentosa apresenta compostos que podem estar relacionados a sua
atividade microbiana como, alcaloides, triterpenos, esteroides vegetais, compostos fendlicos,
glicosideos, taninos e flavonoides (CCAHUANA-VASQUEZ et al., 2007).

2.5 MICROENCAPSULACAO PELA TECNICA DE SPRAY-DRYER

Cada vez mais a producdo de medicamentos fitoterapicos tem utilizado extratos secos
como matérias-primas devido suas vantagens como: maior estabilidade quimica, fisico-quimica
e microbiologica, maior facilidade de manuseio, transporte, padronizacdo, exatiddo de
dosagem, e mais elevada capacidade de transformacdo em outras formas farmacéuticas
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; PACHU, 2007).

Uma técnica que tem sido de grande emprego para obtencdo de medicamentos é a
secagem pela técnica de Spray-Dryer (conhecida como: secagem por aspersao, nebulizacdo ou
por pulverizacdo) pode ser aplicada para secagens de solucgdes, pastas, emulsdes ou suspensoes,
que sdo atomizadas em finas goticulas em uma camara onde circula ar quente, com o prop6sito
de eliminar o(s) solvente(s) (por evaporacéo) e obter um produto seco particulado (OLIVEIRA,;
PETROVICK, 2010).

Uma grande vantagem desta técnica € a eliminagdo da necessidade de etapas de
moagem, tipicas de outros processos de secagem, possibilitando a obtencdo de produtos
diretamente na forma de p6 (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Ha, ainda, outras vantagens da
técnica descritas na literatura, incluindo caracteristicas fisico-quimicas mais adequadas, tais
como valores de higroscopicidade reduzidos e melhor integridade quimica que demais formas
de secagem (CHRANIOTI; CHANIOTI; TZIA, 2016), maior estabilidade de produtos de
natureza quimica, enzimatica ou microbiologica, maior concentracdo de substancias bioativas,
padronizacdo da forma farmacéutica, melhorias no controle da qualidade, agregagdo de valor

ao produto final, maior facilidade de transporte e armazenamento (RUNHA et al., 2001), além
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disso, o tempo que o material permanece dentro da camara de secagem é curto, tornando-a
adequada para a secagem de produtos termossensiveis, como algumas substancias contidas nos
extratos vegetais (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; MUJUMDAR, 2014 apud PAIVA REIS,
2017).

A selecdo da melhor metodologia e do(s) excipiente(s) utilizados para o processo de
secagem depende, principalmente, das caracteristicas da matéria prima e das propriedades
desejaveis do produto final (MUJUMDAR, 2006 apud PAIVA REIS, 2017). Dentre os
parametros a se observar, em relacdo ao processo de otimizacdo da secagem, pode-se destacar
a temperatura de entrada e de saida, velocidade de fluxo de alimentagdo, teores de residuos
seco, concentracdo e tipo de adjuvantes tecnoldgicos. (VASCONCELOS et al., 2005)

Nesse sentido, a secagem pela técnica de spray-dryer € uma das técnicas industriais
com grande versatilidade, possibilitando a manipulacdo das variaveis operacionais, e assim,
alterar as propriedades farmacotécnicas da particula, tais como: morfologia, tamanho de
particula, conteido de umidade, fluxo, dentre outros (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010;
MUJUMDAR, 2014 apud PAIVA REIS, 2017).

De forma simplificada, a formulacdo é bombeada para a cdmara de atomizacéo ou
camara de secagem, onde se torna um aerossol de goticulas finas que perdem umidade da
camada mais externa ao entrar em contato com o ar quente pressurizado gerado na camara de
secagem (ENGEL et al., 2017; PERINELLI et al., 2020). As microcapsulas entram na camada
mais interna e fazem com que o material se solidifique, de forma que a substancia a ser
protegida fica completamente aprisionada (SILVA, 2016) (Figura 9). As caracteristicas das
microcapsulas obtidas pelo processo de secagem por pulverizacdo sdo geralmente
caracteristicas do tipo matricial, em que 0 “ntcleo” a ser encapsulado é distribuido no agente
encapsulante, e 0 mecanismo de liberacéo é geralmente controlado pela agéo do solvente ou por
difusdo (AZEREDO, 2005).
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Figura 9: esquema de funcionamento do Spray-Dryer

Ar aquecido Atomizador 1. Alimentagdo
=> E; 2. Atomizador
Alimentagio 3. Ar aquecido
Cooc’ 4, Cimara de Secagem
Camara de| 5. Exaustor
secagem 6. Ciclone
—> Exaustor 7. Coletor de particulas secas
‘:» -n Ciclone

Coletor de
particulas secas

Fonte: (SOSNIK; SEREMETA, 2015)
Contudo, a literatura descreve poucos desenvolvimentos de microcapsulas de extratos

de U. tomentosa a partir de secagem por spray-dryer, entre elas, Um método para isolar o
componente bioativo do extrato aquoso de Uncaria tomentosa conhecido como C-MED-100®,
um produto rico em acido quinico, possuem patente vinculada a promoc¢éao da atividade do
sistema imune e reparacdo da estrutura do DNA, tal fracdo, foi obtida por ultrafiltracdo e
submetida a secagem por aspersdo, imediatamente, usando maltodextrina como adjuvante de
secagem (PERO, 2003)

Lima (2018) descreve em sua pesquisa a obtencdo de um pé a partir de extratos
hidroetan6lico e aquoso de U. tomentosa e Endopleura uchi (separadas e associada) com e sem
a adicdo de excipiente (20% de Aerosil) obtendo um p6 fino, sem aglomerac6es, marrom claro
e com odor caracteristico para os extratos etanolicos ja, o extrato aquoso, obteve 0s mesmos
aspectos exceto que, o pé adquirido, apresentou aglomeracdes.

Recentemente, Rodrigues et al. (2020) avaliaram a importancia das possiveis variaveis
do equipamento (velocidade da bomba, didmetro do bico de pulverizacdo, temperatura de
entrada de ar e taxa de fluxo de ar de atomizacéo) utilizando a maltodextrina e a goma acacia
como carreadores na proporcao de 1:1 (m/m), considerando o teor de residuos solidos do extrato
de U. tomentosa, onde um maior fluxo de ar de atomizagédo levou a um maior rendimento do
processo para 0s extratos secos com maltodextrina, com temperatura mais elevada levou a
menores teores de umidade em relacdo aos extratos secos com goma acacia e nenhuma variavel,

para qualquer portador, foi considerada significativa para higroscopicidade.
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2.6 DISSOLUCAO

Em termos simples, a dissolucao pode ser definida como o processo que se dissolvem
as particulas do farmaco. As particulas do farmaco no estado sélido sdo liberadas da forma
farmacéutica de administracdo e as moléculas da superficie entram primeiro na solugdo. Na
interface farmaco-solucgéo, forma-se uma chamada camada de estagnacéo, cujas moléculas se
difundem através do solvente liquido e entram em contato com as membranas bioldgicas, onde
ocorre a absorcdo (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Para formas farmacéuticas sélidas convencionais, a liberagdo do farmaco, envolve
duas etapas sequenciais, a desintegracdo e dissolucdo, contudo, para as capsulas, a etapa de
desintegracdo implica na dissolucdo do invélucro e na desagregacédo de seu conteido (LEAL,
2010).

O teste de dissolucéo de medicamentos tem sido usado como uma excelente ferramenta
para detectar problemas de formulacdo que podem alterar a liberagcdo do farmaco no corpo,
garantindo assim a qualidade lote a lote, orientando o desenvolvimento de novas formulacdes
e garantindo qualidade e desempenho uniformes de certos medicamentos apds determinadas
modifica¢Oes (BRASIL, 2003).

Hoje, a importancia do teste de dissolucdo estd mais compreendida, pois um
comprimido tecnicamente perfeito ndo garante sua eficacia, pois antes da fase farmacocinética
(absorcao, distribuicdo, biotransformacdo e excrecdo) e na farmacodinamica (interacao
farmaco-receptor), houve a fase da tecnologia farmacotécnica cujo objetivo era liberar o
farmaco do medicamento para que pudesse ser absorvido (STORPIRTIS; CONSIGLIERI, 1995
apud BAPTISTA, 2005). Devido a este fato, em 1969, a Farmacopeia dos Estados Unidos
(USP) 18 lancou oficialmente o primeiro teste de dissolugdo (JAMZAD; FASSIHI, 2006). No
Brasil, so passou a vigorar oficialmente na 42 edicdo da Farmacopeia Brasileira, em 1988
(BAPTISTA, 2005).

Portanto, as especificacOes de dissolugéo in vitro foram estabelecidas para indicar
possiveis problemas de biodisponibilidade (BD). Para novos medicamentos, as especificagdes
de dissolucdo devem ser baseadas em dados obtidos em estudos de BD, e para medicamentos
geneéricos seguir as recomendacdes de medicamentos de referéncia (BRASIL, 2003).

S&o descritas trés categorias de ensaio de dissolu¢do para medicamentos de liberacéo
imediata, sendo, especificacdo de um Unico ponto: para testes de controle de qualidade de rotina

(para medicamentos contendo farmacos altamente soltveis); O ensaio de dois pontos: para
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caracterizar a qualidade do medicamento ou controle de qualidade de rotina de farmacos pouco
solveis que se dissolvem lentamente (BRASIL, 2003); Perfil de dissolucdo: é obtido pela
realizacdo de varias coletas do meio de dissolu¢cdo, no minimo em cinco pontos em tempos
adequados, determinando-se a percentagem de farmaco dissolvida em cada tempo, sendo esta,
uma importante ferramenta no desenvolvimento de novas formulagdes, evidenciando
diferencas na dissolucdo causadas por fatores relacionados ao farmaco, excipientes e a técnica
de fabricacdo utilizada, permitindo assim uma analise mais conclusiva, contudo a grande
dificuldade esta na comparacao dos perfis (LEAL, 2010).

Para a realizacdo do ensaio de dissolugdo para formas sélidas, os equipamentos
oficializados pelas principais farmacopeias sao descritos brevemente na tabela 2. (BAPTISTA,
2005; BRASIL, 2019).

Os ensaios de dissolucdo podem, ainda, ser empregados para evitar a exigéncia da
realizacdo de estudos de bioequivaléncia (BE) para dosagens menores de um certo
medicamento (BRASIL, 2003).

Tabela 2: principais equipamentos utilizados nos ensaios de dissolucdo para formas farmacéuticas sélidas.

Métodos Descrigéo Exemplos dos tipos de aparatos
Cuba de precipitacdo e cesta rotatoria: 5
geralmente utilizado para  formas aﬁqqﬂ« o
1 farmacéuticas solidas, formas de baixa bl L T 5988588 J
densidade ou de desintegracdo lenta, granulos IMM dddld
ou formas de liberagdo imediata. = v
Fonte: (AGILENT TECHNOLOGIES, 2021)

Cuba de precipitagdo e pa rotatoria:

recomendado para forma farmacéuticas T]
solidas e forma de liberagdo imediata; pode-se }Wﬁf‘ﬂﬂ‘
2 usar “sinkers", que é um acessorio projetado *@%Q‘
para segurar formas de baixa densidade (como ‘ S =¥
as capsulas). FrETTE e

Fonte: (AGILENT TECHNOLOGIES, 2021)

Cilindros alternantes: Foi inspirado no
aparelho de desintegracéo, composto por uma
série de frascos de fundo plano e tubos
cilindricos, com tela de polipropileno nas faces
superior e inferior, permitindo que o cilindro
oscile vertical e horizontalmente entre os
frascos, geralmente utilizado para perfil de
liberagdo/dissolucdo com alteracdo de pH e
para granulos de liberacdo modificada.

Fonte: (AGILENT TECHNOLOGIES, 2021)
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Célula de fluxo: este método pode ser utilizado
para diversas formas farmacéuticas (exceto
gomas de mascar e adesivos transdérmicos).
Tem grande utilidade em ensaios com
mudanga de pH do meio de dissolugéo (formas
de liberacdo prolongada). Pode, ainda ser
4 usado para farmacos com baixa solubilidade
em meio aquoso (o aparelho possibilita
modificagbes permitindo a circulagdo de 3
litros por 22 hora). Pode ser modificado
também para volumes muito pequenos de _
meio, para avaliagdo de formulacBes com G e
baixas concentracdes de farmaco. Fonte: (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002)

Fonte: (BRASIL, 2019; OLIVEIRA, 2019)

2.6.1 Fatores que influenciam a dissolucéo e absorc¢édo dos farmacos
2.6.1.1 Fatores relacionados ao paciente

As membranas funcionam como uma barreira pela qual o farmaco atravessa por meio
de duas maneiras, por difusdo passiva e por meio de mecanismos de transporte especializado
(transportes ativos) (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013), e devido a composi¢do ou natureza
lipoproteica dessas membranas, determinados farmacos podem ter uma menor ou maior
facilidade de transporte, além da fisiologia da membrana, a fisiologia do trato gastrintestinal
(TGI) exerce papel fundamental na absor¢do de moléculas (BAPTISTA, 2005), por isso, a
fisiologia e anatomia do TGI devem ser conhecidas, tendo em vista que um teste de dissolucéo
deve simular ao méximo as condicdes fisiologicas (JAMZAD; FASSIHI, 2006).

A velocidade que ocorre a dissolucdo e absor¢do de farmacos sdo influenciados por
diferentes parametros encontrados na fisiologia do TGI, como: motilidade gastrintestinal, fluxo
sanguineo, pH, capacidade tamponante, presenca de tensoativos e volume luminal. Fatores,
esses, que podem ser alterados de acordo com o estado alimentado ou jejum do individuo
(BROWN et al., 2004).

O fluxo e o tempo de residéncia total de um medicamento no TGI dependem de sua
forma farmacéutica, pois o farmaco atinge rapidamente o estbmago apos a ingestdo e chega ao
intestino delgado, mas o tempo de esvaziamento gastrico pode acelerar ou atrasar a taxa e 0
grau de absorcao da droga no intestino delgado. O tempo total de passagem no TGI dependera
de fatores inerentes ao medicamento, volume do estbmago, temperatura corporal, etc., bem
como da diversidade do individuo, como alimentagdo ou jejum, idade e integridade do TGl
(FONSECA, 2007).
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O pH é um pardmetro muito importante para a absor¢do dos farmacos, pois sao
absorvidos apenas na forma ndo ionica, e a fracdo de cada forma depende do pH do meio
dissolvente e do pKa da substancia ativa, portanto, o pH do estbmago pode facilitar a absor¢édo
de farmacos &cidas. Dependendo das caracteristicas do farmaco e do local onde ele se encontre,
0 mesmo tende a ter uma maior ou menor absorcao, pois, 0s segmentos do trato gastrintestinal
diferem entre si em relacéo a valores de pH (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013; FONSECA,
2007)

Outro fator que facilita a absorcéo é o efeito dos tensoativos enddgenos, representados
pelos sais biliares presentes no intestino delgado, estes, variam de 0,0 a 14,0 mM no estado de
jejum e 3,0 a 35,0 mM no estado de alimentacdo, promovendo principalmente a absor¢édo de
drogas pouco soluveis (MITHANI et al., 1996).

2.6.1.2 Fatores relacionados ao farmaco
2.6.1.2.1 Solubilidade

A solubilidade é um dos fatores mais importantes porque apenas os medicamentos que
estdo dissolvidos no fluido do TGI serdo absorvidos. A solubilidade é afetada por fatores
fisiologicos, como o pH que afeta o grau de ionizacdo molecular (FONSECA, 2007).

A relacéo solubilidade-pH pode ser explicada pelo grau de ionizagcdo molecular, que
depende do pH da solucdo. Devido as propriedades lipidicas das membranas celulares,
substancias com propriedades lipossoluveis (neste caso a forma ndo idnica) sdo mais facilmente
permeadas. Além disso, a natureza carregada das membranas celulares pode levar a atragdo ou
repulsdo do farmaco ionizados (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013; BAPTISTA, 2005)

2.6.1.2.2 Polimorfismo e amorfismo

Polimorfismo refere-se a caracteristica de que uma substancia quimica pode existir em
mais de uma forma cristalina, o que depende das condic¢des (temperatura, solvente, tempo) que
induzem a cristalizacdo (BAPTISTA, 2005). Os polimorfos geralmente exibem diferentes
propriedades fisico-quimicas, incluindo ponto de fusdo e solubilidade. Apresentacoes
polimorficas séo relativamente comuns; estima-se que pelo menos um terco de todos os
compostos apresentam polimorfismo (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

Além de ser polimdrfico, o composto pode ser cristalino ou amorfo, sendo que, a

energia necessaria para que as moléculas do farmaco escapem do cristal € muito maior do que
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a energia necessaria para escapar do p6 amorfo, logo, a apresentacdo amorfa do composto é
sempre mais soltuvel do que a forma cristalina correspondente, portanto, um fator importante
na formulacdo é a forma cristalina ou amorfa do farmaco. (ALLEN; POPOVICH; ANSEL,
2013).

A explicacdo para a diferenca de solubilidade citada acima € que o cristal possui menor
energia livre, ja na forma amorfa, por ndo haver uma rede cristalina tridimensional, a
mobilidade molecular é maior (SINGHAL; CURATOLO, 2004).

Além de importantes para a preparacdo de formas farmacéuticas, alteracbes nas
caracteristicas dos cristais também podem interferir na biodisponibilidade e estabilidade
quimica e fisica do farmaco (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013; SINGHAL; CURATOLO,
2004).

Por exemplo, devido a mudancas nas propriedades de fluxo, compresséo e etc., as
mudangas no polimorfismo podem afetar a formagdo dos comprimidos (SINGHAL;
CURATOLO, 2004), por isso, muitas técnicas sao usadas para determinar as caracteristicas dos
cristais; as mais utilizadas sdo: microscopia hot stage, andlise térmica, espectroscopia em
infravermelho e difracdo de raios X (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

2.6.1.3 Fatores relacionado a formulagdo

O conceito de excipientes evoluiu de simples transportadores quimicos e
farmacologicamente inertes para importantes adjuvantes para garantir e otimizar o desempenho
dos medicamentos (PIFFERI; SANTORO; PEDRANI, 1999), assim, farmacos fisica ou
guimicamente instdveis podem exigir excipientes especiais, revestimentos ou certos
procedimentos técnicos para protegé-los da degradacdo (BAPTISTA, 2005). Portanto, o
sucesso do medicamento depende ndo apenas das caracteristicas e do processo de producédo do
medicamento, mas também da qualidade dos excipientes (PIFFERI; SANTORO; PEDRANI,
1999).

Devido as propriedades funcionais dos excipientes (melhorar a preservacdo da
formulacdo, reduzir a irritagdo gastrica e promover o processo de preparacdo, etc.) oS
excipientes sdo selecionados para compor a formulacdo, podendo, também, afetar as
propriedades fisico-quimicas do medicamento, como a dissolucdo (FONSECA, 2007). De
acordo com a Resolucdo n° 48 de 2009, toda alteracdo feita em uma determinada formula apos

0 registro deve ser avaliada por um ensaio de perfil de dissolugdo comparativo entre o pré-
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registro e a nova férmula pds-registro. Todos estes sdo necessarios devido a possiveis alteracdes
na biodisponibilidade (BRASIL, 2009).

A interacdo de excipientes e farmacos pode produzir produtos mais solUveis ou menos
soltveis como, por exemplo, farmacos com baixa solubilidade, a adicdo de um desintegrante
pode acelerar a desintegracdo da formulagdo e promover o aumento da liberacdo de particulas,
assim como a adicdo de tensoativos que diminuem a tensdo superficial aumentando a
dissolucdo, contudo, a quantidade adicionada deve ser controlada pois em altas concentracdes
podem interagir com o farmaco, gerando micelas, reduzindo a area superficial, aumentando a
interface, levando a uma dissolugdo mais lenta (FONSECA, 2007).

De acordo com as propriedades fisico-quimicas da substancia ativa, os excipientes
podem desempenhar diferentes funcdes: alguns excipientes podem alterar o pH do meio, onde
o farmaco se dissolvera, fazendo com que sua solubilidade aumente ou diminua (FONSECA,
2007), podem estender o tempo de retencdo da droga no trato gastrointestinal, aumentando
assim a absorcao total. Outros podem atuar como carreadores através da parede intestinal,
portanto, se usados inadequadamente nas preparacdes, eles afetardo a taxa e a extensdo da
absorcédo do farmaco (BAPTISTA, 2005).

Na mesma classe de excipientes, diferentes efeitos podem ocorrer de acordo com as
propriedades fisico-quimicas da substancia. Por exemplo, estudos mostraram que o estearato
de magnésio, como um lubrificante hidrofobico, muitas vezes retarda a dissolucdo de
comprimidos de acido salicilico, diminuindo a area interfacial farmaco-solvente através de
mudancas nas caracteristicas da superficie dos comprimidos, resultando na diminuicdo da
molhabilidade, assim, prolongando o tempo de desintegracdo e diminuicdo da area da interface
entre o ativo e o solvente. Outros lubrificantes, como laurilsulfato de sédio, podem aumentar
significativamente a dissolugdo (BAPTISTA, 2005).

Portanto, esta claro que os excipientes desempenham um papel importante na liberagédo
do farmaco de sua forma farmacéutica e na eficacia da formulacéo, e devem ser cuidadosamente
selecionados para incorporacgdo na formulagado, pois afetardo a taxa e a extensdo da absorgéo do
farmaco (FONSECA, 2007).

2.6.1.4 Fatores relacionados ao sistema e ao meio de dissolucdo
Para o desenvolvimento do teste de dissolugdo as condi¢cdes devem ser 0s mais

relevantes possiveis, ou seja, proximas da situagdo fisioldgica, para que os dados obtidos no
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teste de dissolucéo in vitro sejam semelhantes ao desempenho do medicamento no organismo
(AULTON; TAYLOR, 2016).

2.6.1.4.1 Sistema de dissolucéo

Para que o teste de dissolucdo seja bem sucedido, a intensidade de agitacéo deve ser
consistente com o aparato utilizado e a velocidade de dissolucdo esperada, para evitar assim,
turbuléncias no sistema e manter o fluxo laminar reprodutivel, caracteristica basica para
resultados confidveis. A velocidade de agitacdo e o fluxo devem ser mantidos em niveis mais
baixos (BAPTISTA, 2005).

A temperatura e agitacdo do meio sdo fatores que afetam a dissolugdo do farmaco, por
isso, € muito importante manter a temperatura a 37 °C com variacdo maxima de = 0,5 °C, e é
um fator cuidadosamente controlado devido a sua relagdo com a solubilidade do farmaco
(BAPTISTA, 2005). Um aumento na temperatura leva a um aumento na energia cinética
molecular (AULTON; TAYLOR, 2016; BAPTISTA, 2005) e um aumento na constante de
difusdo D (coeficiente de difusdo). Ja a agitacdo pode ser definida como o movimento
peristéltico do TGI no corpo e deve ser mantido constante pois 0 seu aumento pode refletir na
diminuicdo da espessura da camada estagnante gerando em um maior percentual dissolvido
(BAPTISTA, 2005).

2.6.1.4.2 Meio de dissolucéo

A escolha do meio de dissolucdo é baseada na solubilidade do farmaco em relacdo a
dose do produto, e é necessario fornecer a condicdo sink tanto quanto possivel, sem envolver
um grande volume do meio ou mecanismos de substitui¢cdes constantes. Quando o volume do
meio utilizado € superior a 3 vezes a concentracdo de saturagdo do farmaco, atinge-se a
condicdo sink, ou seja, o distanciamento da condicdo de saturacdo do meio com o farmaco;
portanto, o objetivo é garantir que o a taxa de dissolu¢do ndo diminuira devido & proximidade
da concentracdo saturada. O volume do meio de dissolucéo é geralmente de 500, 900 e 1000
mL. Recomenda-se usar a condicao sink, mas ndo e obrigatorio (FONSECA, 2007).

O meio usado deve simular as condigdes in vivo, controlando o pH, a viscosidade e a
tensdo superficial. No caso do pH, recomenda-se a utilizagdo de meio dentro da faixa
fisiologicamente relevante, ou seja, entre 1,2 e 6,8 (BAPTISTA, 2005). Para formas

farmacéuticas de liberacdo modificada pode ser estendida até pH 7,5, tendo os meios habituais:
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agua, meio gastrico simulado, meio entérico simulado e ou tamp&o com pH na faixa de 4,5 a
7,5 (FONSECA, 2007). Quanto a viscosidade, sua importancia esta relacionada a fase de
difusdo que ocorre posteriormente a solubilizacdo, em meios muito viscoso, a velocidade de
difuséo tende a diminuir. (BAPTISTA, 2005).

Outro fator importante a ser considerado no preparo dos meios € a remogdo dos gases
dissolvidos no meio (FLISZAR et al., 2005), pois, pequenas bolhas de ar podem alterar o ensaio
de dissolucéo, se associando com particulas agregadas, impedindo o contato na interface solido-
liquido e alterando o processo de desintegracdo e desagregacdo pela reducdo da area de
superficie exposta ao solvente. Podem alterar a porosidade da malha da cesta ao se aderir na
mesma, com consequéncias no fluxo do meio de dissolucdo (FONSECA, 2007). Além do mais,
o0s gases dissolvidos podem causar mudanca de pH, formando bolhas na forma farmacéutica ou
alterando a interacdo do meio e o ingrediente farmacéutico ativo (FLISZAR et al., 2005).

Os tensoativos sdo normalmente usados em meios de dissolugdo para melhorar a
solubilidade de farmacos pouco sollveis, tendo como estrutura tipica, uma cadeia de
hidrocarbonetos (8 a 18 atomos) ligada a um grupo que define a natureza ndo-idnica, catidnica,
aniénica ou anfotera do surfactante (MANIASSO, 2001).

Os tensoativos tém a fungéo de reduzir a tenséo interfacial entre o soluto e o solvente
no qual ele esta presente. Alguns mecanismos podem estar relacionados a esta funcdo como a
molhabilidade das particulas, ou seja, o tensoativo facilita o contato entre as particulas e o
solvente. Outro mecanismo € a solubilizacdo micelar, onde o tensoativo podem aumentar a
solubilidade de farmacos insollveis por meio desse mecanismo (AULTON; TAYLOR, 2016;
FONSECA, 2007).

A quantidade de tensoativos necessaria para solubilizar completamente o farmaco
depende da concentragcdo micelar critica do tensoativo e do coeficiente de particdo do ativo
entre 0 meio e a micela. A concentra¢do micelar critica é a concentragdo na qual o tensoativo
ndo esta mais na solucdo verdadeira, mas estd disperso na forma de micelas. Quando esse
estagio é atingido, a capacidade dessas solu¢fes em dissolver substancias hidrofébicas aumenta,
pois, os farmacos insollveis se dissolvem na parte apolar das micelas do tensoativo. Os
tensoativos mais utilizados sdo laurilsulfato de sodio, polissorbato 80 e brometo de
cetiltrimetilamonio (Figura 10) (FONSECA, 2007).



Figura 10:

Estrutura quimica dos tensoativos polisorbato 80 (A) polisorbato 60 (B) brometo de

cetilmetilamonio (C) laurilsulfato de sédio (D)
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Fonte: A e B (SZYMCZYK; ZDZIENNICKA; JANCZUK, 2018): C e D (FONSECA, 2007).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O projeto se propde a desenvolver e caracterizar microcapsulas spray-dryer de extrato
de Uncaria tomentosa

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtencédo de microencapsulados de Uncaria tomentosa (unha de gato) na forma de
microcapsulas contendo matriz de amido/aerosil usando a técnica de spray-drying;

- Avaliacdo da estabilidade fisica, fisico-quimica e quimica das composi¢cdes obtidas
por spray-drying;

- Estudos de caracterizacdo fisico-quimica da composi¢cdo microcdpsula usando
diferentes técnicas como, anélises térmicas, perfil cromatografico por HPLC-UV, FTIR e UV-
Vis;

- Avaliacdo da morfologia das microcapsulas carregadas com extrato de Uncaria
tomentosa;

- Avaliacdo do grau de encapsulacdo dos compostos fendlicos e outros metabdlitos,
polifendis, procianidinas, glicosideos e triterpenos do acido quindvico, fitosterdis e acido
oleénico presentes no extrato de Uncaria tomentosa nos complexos de amido/aerosil;

- Avaliar a atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical de DPPH;

- Avaliar a concentracdo inibitéria minima (CIM) pelo método microdiluicdo em
caldo;

- Avaliacdo do mecanismo de dissolucdo e cinética de dissolugdo dos complexos
amido/gelatina contendo Uncaria tomentosa;

- Propor uma composigéo final solida contendo Uncaria tomentosa.



50

4 METODOLOGIA
4.1 OBTENCOES DOS EXTRATOS DE UNCARIA TOMENTOSA

A casca de Uncaria tomentosa foi adquirida no comércio on-line pela empresa Kampo
de ervas® na forma de p6 das cascas 40g  (disponivel  em:
https://www.kampodeervas.com.br/unha-de-gato/). O estudo foi cadastrado com o titulo
“Pesquisa cientifica, desenvolvimento de produtos tecnolégicos e producao de conhecimento
cientificos com plantas medicinais e frutas tropicais brasileiras” em 27/08/2018 no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético (SisGen), com o codigo AAB446A e com primeira
retificacdo em 09/07/2021 para adic¢do de novas plantas medicinais.

Para a obtencdo dos extratos de U. tomentosa foi utilizado o métodos extrativo de
maceracao e de infusdo, segundo a 52 edi¢cdo da Farmacopeia Brasileira (2010) onde:

Pesou-se 120 g do p6 fino proveniente. Ap6s a obtencdo do p6, o mesmo foi mantido
sob maceracdo em 600 mL de etanol 92% (EtOH 92°GL) a temperatura ambiente. Logo apds,
a mistura preparada foi deixada em repouso durante 48 h a temperatura ambiente para permitir
a extracdo de suas substancias bioativas. O sobrenadante foi retirado e realizado uma nova
extragdo com a adi¢do de mais 400 ml de etanol, tendo seus extratos reunidos no fim desse
processo. O extrato resultante foi filtrado usando papel filtro qualitativo Whatman N° 1 e
concentrado por um evaporador rotativo a vacuo, tendo uma massa sélida (35 g) foi recuperada
e armazenada sob refrigeracdo, utilizada para preparacdo de produtos padronizados de Uncaria
tomentosa. O mesmo processo foi realizado com a utilizag&o de etanol 70% (EtOH 70°GL) para
uma possivel obtencédo de ativos diferenciados em sua composicéo.

Um segundo método de extracao foi pesando uma quantidade de 5 g do p6 das cascas
de Uncaria tomentosa e submetendo a extra¢do por infusdo por 30 minutos. A dgua osmose
reversa foi submetida a aquecimento no micro-ondas por 3 minutos e, em seguida, o recipiente
foi fechado e mantido em repouso por tempo de 30 minutos. O infuso obtido foi filtrado usando
papel filtro qualitativo Whatman N° 1 e submetido a analise HPLC. O mesmo processo foi
realizado com 500 mg das microcdpsulas de Uncaria tomentosa em 10 ml de agua osmose
reversa.

4.2 TRIAGEM FITOQUIMICA PARA ALCALOIDES

Os extratos foram submetidos a reacdo de caracterizagdo fotoquimica para a presenca
de alcaloides utilizando o reativo de Dragendorff de acordo com 62 edigdo da Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2019).


https://www.kampodeervas.com.br/unha-de-gato/
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A preparacdo do reagente de Dragendorff foi preparado como segue: misturar volumes
iguais de solucdo aquosa de iodeto de potéssio (KI) a 40% (p/v) e de solucdo preparada
dissolvendo 0,85 g de subnitrato de bismuto em mistura de 10 mL de acido acético glacial e 40
mL de agua. Diluir 1 volume dessa mistura com 2 volumes de acido acético glacial (CH:COOH)
e 10 volumes de agua imediatamente antes do uso.

Em um tubo de ensaio adicionou-se 2 mL da amostra previamente solubilizada em
etanol absoluto ou em sistema aquoso, em seguida adicionou-se de 200 a 500 pL do reagente
Dragendorff, agitou levemente a amostra. Deixou-se em repouso por até 120 minutos. A
precipitacdo ocorreu de forma lenta de acordo com a quantidade de alcaloides na amostra. A
deteccdo de alcaloides ocorreu com um precipitado de coloracdo que varia do amarelo
alaranjado ao laranja amarronzado. Da mesma forma foi realizado para a amostra branco onde

adicionou-se o reagente em sistema de solvente aquoso ou etandlico.

4.3 DESENVOLVIMENTO DE MICROCAPSULAS POR SECAGEM EM SPRAY DRYER
CARREGADAS COM ATIVOS DE UNCARIA TOMENTOSA
4.3.1 Formulacdo UT-F1

As microcépsulas foram obtidas a partir do método de secagem por spray dryer, onde,
em um agitador magnético foi solubilizado 5,64 g (43,33 % da formulacdo) do agente
encapsulante (am-ido) em agua destilada e lentamente incorporado 6,51 g (50 % da formulagéo)
do extrato etandlico de Uncaria tomentosa resolubilizado em etanol abs. Entéo, adicionou-se
ainda 0,87 g (6,66 % da formulacdo) de didxido de silicio coloidal (Aerosil®) para melhorar a
fluidez do p6 no spray-dryer resultante da secagem desta formulacéo.

A formulacdo foi seca em um Mini Spray Dryer B-290 tendo uma temperatura de
entrada de 180°C e temperatura de saida de 100°C com vazdo de alimentacgdo de 10,7 mL/min,

a formulacdo foi mantida em agitacdo constante por todo o decorrer do processo.

4.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS E MICROENCAPSULADO DE UNCARIA
TOMENTOSA
4.4.1 Particionamento do extrato de Uncaria tomentosa

O particionamento foi realizado com o auxilio de um funil de separacéo, ocorrido por
meio de extracdo liquido: liquido, onde, o extrato etandlico bruto foi pesado (10g) e solubilizado

em etanol 40%, esta solugéo foi adicionada ao funil de separacgéo e posteriormente adicionado
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diclorometano (CH2Cly), sendo estes imisciveis, ocorre a separa¢do dos alcaloides para a fragdo
de CH2Cly, esta foi separada e rotaevaporado. Outro método utilizado foi a adi¢édo de KOH para
basificar o extrato etanolico, em seguida adicionou-se hexano:n-butanol na proporgéo de 1:1
coletando esta fracdo antes e depois de um periodo de 1:30h. Apos a secagem foi realizado mais
uma separacdo por meio da solubilizacéo da fracéo seca de acordo com a tabela 3.

Os produtos desse particionamento passam para o0 processo de cromatografia liquida
de alto eficiéncia pra identificar seus marcadores de qualidade e concentracdo inibitoria minima

(CIM) para avaliar a possivel inibicdo de algumas cepas de bactérias.

Tabela 3: Particionamentos dos extratos etanol absoluto (ab.) e etanol 70%.
Fracdo Extrato Obtencéo da fracdo

UT-1 | Etanol ab. | Fragdo diclorometano

UT-2 | Etanol ab. | Fracdo diclorometano solivel em metanol

UT-3 | Etanol 70% | Fracdo diclorometano solivel em Metanol

UT-4 | Etanol ab. | Precipitado da fracdo UT-6

Fracdo hexano : n-butanol 1:1 basificado com KOH 0,5 M

UT-5 | Etanol ab. (reacdo com menos de 1:30 h) solGvel em metanol

Fracdo hexano : n-butanol 1:1 basificado com KOH 0,5 M

UT-6 | Etanol ab. (reacdo com mais de 1:30 h) solivel em metanol

UT-7 | Etanol 70% | Fracdo diclorometano soltvel em cloroférmio

Fonte: Autor, 2021.
4.4.2 Determinacdo do Teor de Fendis Totais Pelo Método de Folin-Ciocalteau

4.4.2.1 Construcdo da curva de calibracdo da catequina

Primeiramente foi preparado as solu¢fes necessarias para o experimento, sendo elas,
o0 carbonato de sodio (Na2COs) a 15% (p/v) em agua osmose reversa (OR), uma solucdo de
catequina (C15H1406) com concentracdo final 1 mg/mL (padréo analitico) em etanol 70%.

Ap0s essas preparagdes, em um baldo volumétrico de 10 mL, adicionou-se 250 L de
Folin-Ciocolteau, 3 mL de 4gua OR a catequina em diferentes concentragdes (2, 4, 6, 8, 10, 12,
14 pg/mL) agitando a solugéo por 1 minuto, posteriormente transferiu-se 600 pL de carbonato
de sodio (Na.COs3) agitou-se por mais 30 segundos, aferindo o baldo com agua OR.

A solucdo foi mantida protegida da luz por 2 horas para que ocorresse a oxidagao dos
fendis. O ensaio foi realizado em triplicata. Observou-se a mudanca de coloragdo, de
esverdeado para azul. A leitura foi realizada no espectrofotdmetro, no comprimento de onda de
750 nm.
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A quantificagdo de fenois totais foi previamente validada atendendo aos parametros
de curva de calibracdo, precisao, precisdo intermediaria e exatiddo. Atendendo aos requisitos
minimos de validacdo de metodologias analiticas descritas na resolu¢do RDC 166/2017
(ANVISA, 2017).

4.4.2.2 Teor de fendis totais do extrato e microencapsulado de Uncaria tomentosa
Preparou-se duas solucdes estoque provenientes do extrato bruto e microencapsulado
50% de U. tomentosa (UT-F1), este, faz-se necessario pesar quantidade correspondente de
extrato bruto na formulagéo (50%), obtendo assim duas solugdes estoque com 1 mg/mL.
Posteriormente para o0 método de fendis totais, transferiu-se para um baldo de 10 mL
250 pL de Folin-Ciocalteu e adicionou-se 3mL de agua destilada retirou-se uma aliquota da
solucdo estoque, para se alcancar diferentes concentragdes do extrato bruto ou
microencapsulado (8, 12, 16 e 20 pg/mL) agitando por 1 minuto, ap6s esse processo, adicionou-
se 600 pL de solucdo de carbonato de calcio 15% e agitou-se por 30 segundos e aferiu-se com
agua OR, a reacdo permaneceu no escuro por 2 horas para que ocorresse a reacdo. A analise foi
realizada da mesma forma para ambos os extratos, em triplicata, a leitura foi realizada no
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 750 nm (NASCIMENTO et al., 2018).
Calculou-se a concentracdo de fenois totais nas amostras do extrato bruto ou
microencapsulado, transformando-se os dados de absorbancia em concentracdo pela equacédo
da reta (y = a + bx). Estimou-se a variabilidade do método pelos dados de precisdo e exatiddo
durante a validacdo do método analitico. A concentracdo de fendis totais foi estabelecida em
termos de percentagem (%) de catequina no extrato (bruto ou microencapsulado) determinadas
pela média + desvio padrdo (DP) das quatro concentragdes (8, 12, 16 e 20 pg/mL) ensaiadas do
extrato bruto ou microencapsulado apds estimar a concentragdo de catequina em pg/mL nas

amostras.

4.4.3 Flavonoides totais
4.4.3.1 Construcéo da curva de calibragdo da quercetina

A curva de calibracdo foi construida a partir do padrdo analitico da quercetina em
diferentes concentracgdes. Inicialmente preparou-se as solugdes necessarias para o experimento,
sendo elas: cloreto de aluminio (AICIl3) a 5% em metanol, solucdo de quercetina (CisH1007)

com concentracdo final de 1 mg/ml em etanol 70%. A curva de calibracédo foi estabelecida em



54

sete concentragdes diferentes (1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 pug/mL), onde foi colocado em cada baldo o
volume suficiente para atingir tais concentracdes e, posteriormente, 100 pL de cloreto de
aluminio a 5%, completando-se o volume do baldo (5 mL) com metanol, agitou-se levemente
por alguns segundos e a solucdo final foi protegida da luz por 30 min., a leitura foi realizada no
espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 425 nm (NASCIMENTO et al., 2018).

A quantificacdo de flavonoides totais foi previamente validada atendendo aos
parametros de curva de calibracao, precisdo e exatiddo. Atendendo aos requisitos minimos de
validacdo de metodologias analiticas descritas na resolucdo RDC 166/2017 (ANVISA, 2017).

4.4.3.2 Teor de flavonoides totais do extrato e microencapsulado de Uncaria tomentosa

Foram preparadas as 4 solucdes de trabalho sendo estas: microencapsulado e extrato
bruto preparados em etanol absoluto com concentracéo final de 2,5 e 5 mg/mL respectivamente,
também foi preparado duas infusdes, casca de U. tomentosa pulverizada e microencapsulados,
onde foi pesado 5 g e 500 mg e colocados em 100 e 10 mL de 4gua em temperatura de fervura,
respectivamente, resultando em duas concentrac@es de trabalho com concentracdes finais de 3
mg/mL e 6,7 mg/mL (avaliadas em balanga de umidade).

Posteriormente foi estabelecido quatro concentracfes diferentes para as solucGes de
trabalho (Tabela 4) onde foi colocado em cada baldo o volume suficiente para atingir tais
concentracdes e, posteriormente, 100 pL de cloreto de aluminio a 5%, completando-se o
volume do baldo (5 mL) com metanol, agitou-se levemente por alguns segundos e a solugéo
final foi protegida da luz por 30 min. A leitura foi realizada no espectrofotometro com

comprimento de onda de 425 nm.

Tabela 4: Concentracdes finais das amostras da curva de calibracédo da catequina.

Amostra Concentragéo
png/mL

Extrato bruto EtOH 300 400 500 600

UT-F1 EtOH 250 300 400 500

Extrato bruto infusdo 300 400 500 600

UT-F1 infusdo 150 200 300 400

Fonte: Autor, 2021.
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Calculou-se a concentracdo de flavonoides totais nas amostras do extrato bruto EtOH,
UT-F1 EtOH, extrato bruto infusdo e UT-F1 infusdo transformando-se os dados de absorbéncia
em concentracdo (ug/mL) pela equacdo da reta (y = a + bx). Estimou-se a variabilidade do
método pelos dados de precisdo e exatiddo durante a validacdo do método analitico. A
concentracdo de flavonoides totais foi estabelecida em termos de percentagem (%) de
quercetina nos extratos mencionados e determinado pela média * desvio padréo (DP) das quatro
concentracdes, de acordo com a tabela acima, ensaiadas dos extratos apoOs estimar a
concentracdo de quercetina em pg/mL dividido pela concentracdo do extrato em pg/mL nas

amostras multiplicado por 100.

4.4.4 Varredura em espectrofotémetro UV-visivel

As amostras dos extratos foram pesadas e solubilizadas em etanol ou 4gua OR e
diluidos para concentracBes de acordo com a tabela 5. Em seguida, as solucbes foram
submetidas a espectro de varredura em equipamento de ultravioleta da marca Shimadzu®,
modelo UV-1280, usando como parametro absorbancia de 3,000 e comprimento de onda na
faixa de 200 nm a 600 nm, sendo considerados os valores de nanémetros de 5 em 5, para plotar

grafico com o auxilio dos softwares Graphpad Prism®.

Tabela 5: Concentracdes finais das amostras para varredura em espectrofotdémetro uv-visivel.

Amostra Concentragéo
pg/mL
Extrato bruto EtOH 30
UT-F1 EtOH 30
Extrato bruto infusdo 18
UT-F1 infusdo 30

Fonte: Autor, 2021.

4.4.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE
4.4.5.1 Identificagéo de alcaloides presentes na U. tomentosa

Os marcadores de qualidade da Uncaria tomentosa foram identificados por CLAE
acoplada a um detector de ultra-violeta (Shimadzu). O extrato de Uncaria tomentosa para a

injecdo foi preparado a 200 pg/mL em metanol. As condi¢bes cromatograficas como
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comprimento de onda de 242; 291; 283 nm, fase movel utilizada acido formico 0,1% como
solvente A e acetonitrila como solvente B em modo gradiente, coluna C18 (Phenomenex® -
Kinitex XB C18 100A, 250 x 4.6 mm; 5um), tempo de andlise de 35 min., volume de injecéo 2
pL.

4.4.5.2 ldentificacdo de compostos fenolicos presentes na U. tomentosa

Os extratos de Uncaria tomentosa para a injecdo foi: Extrato bruto, Extrato aquoso
(infusdo), particbes UT1, UT4 e UT7. Os diversos compostos fenolicos presentes na Uncaria
tomentosa, alguns foram identificados por Ultra Fast Liquid Chromatography (UFLC) Nexera
XR do tipo UFLC-DAD acoplada a um detector de arranjos de diodo (Shimadzu). As condicdes
cromatograficas foram definidas com um sistema de desgaseificacdo (DGU-20A-3R), bomba
de ultra-pressdo LC-20AD XR (Nexera XR, Shimazu), auto-injetor (SIL 20A XR), forno para
controle de temperatura (CTO-20A), detector DAD (SPD-MZ20A), uma controladora (CBM-
20A) e um software Labsolution® da Shimadzu.

O equipamento apresentou uma fase mdvel que consistia de &cido formico 0,1%
(solvente A) e metanol (solvente B) com de fluxo de fase movel de 0,6 mL/min, temperatura
do forno de 33°C, pré-coluna Cig Phenomenex (4,0 x 3,0 mm, Sum) e uma coluna Cis
Phenomenex — Kinetex (250 x 4,6 mm; 5 um), detector de arranjos de diodo operando nos
comprimentos de onda de 245, 260, 280, 320 e 355 nm, tempo de anélise de 54 min. e volume

de injecao 2 pL.. O modo de separacéo utilizada foi no modo gradiente (Tabela 6).

Tabela 6: Percentagem dos solventes utilizados na andlise em funcéo do tempo.
Tempo (Min.) Solvente A (%) Solvente B (%)

0 90 10

3 90 10

8 83 17
13 75 25
18 65 35
23 59 41
28 51 49
33 43 57
35 32 68
42 20 80

46 40 60
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48 62 38
50 84 16
52 90 10
54 90 10

Fonte: Autor, 2021.
O po das cascas (5 g do po das cascas) foi submetido a extragdo por infuséo, no qual

as cascas foram suspensas em 100 mL de agua fervente e deixado em repouso por 30 minutos,
e em seguida filtrado em unidade filtrante de 0,22um e diretamente injetado no UFLC-DAD-
UV. Microcapsulas de UT-F1 foi pesado (correspondente a 500 mg de extrato bruto na
microcapsula solubilizado em agua 10 mL submetido a extracao por infusdo em agua fervente
e deixado em repouso por 30 minutos e em seguida filtrado em unidade filtrante de 0,22um e
diretamente injetado no UFLC-DAD-UV.

4.4.6 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

Foi utilizado o espectrofotdbmetro Shimadzu e FTIR — IRAffinity-1 - Shimadzu, com
faixa de comprimento de onda entre 4000 a 400 cm-, 64 scans. Foram adicionados
aproximadamente 3mg do extrato sobre a pastilha de KBr com o auxilio de uma espétula, cuja
pastilha foi preparada ap6s a pesagem de 100 miligrama de brometo de potassio (KBr) com o
auxilio de uma balanca analitica, ap6s a pesagem do sal o mesmo foi previamente moido em

um almofariz de 4gata, e em seguida realizada a leitura no equipamento.

4.4.7 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

A morfologia das microparticulas de Uncaria tomentosa foi analisada por Microscopia
Eletrénica de Varredura, microscopio modelo TESCAN VEGA 3. As microcapsulas de
Uncaria tomentosa foram metalizadas em suporte metalico com auxilio de fita dupla-face de
carbono e recobertas com fina camada de ouro. A distancia de trabalho foi de 15,97 mm. A
amostra foi fixada. Uma corrente de 45 mA foi aplicada por 200 segundos e uma aceleragéo de
tensdo igual a 20 kV. As analises foram realizadas no departamento de quimica do Instituto
Federal de Alagoas (IFAL).
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4.4.8 Dissolucao

O estudo de dissolucao foi realizado utilizando dissolutor Agilent Technologies 708 -
DS de oito cubas. Para dissolucdo foram utilizados dois meios (dgua osmose reversa e Tween
60 1%), temperatura das cubas de 37 °C com aparato pa sob agitacdo constante. Os estudos
utilizaram, para os dois meios testados, rotagdes de 150 rpm e cubas contendo 500 mL da
solucdo. As capsulas foram pesadas em balanca analitica Shimadzu AX 200 comportavam o po
correspondente a 100 mg de microcapsulas de U. tomentosa e das demais formulacdes (Tabela
7). Foram realizadas coletas de 5,0 mL do meio de dissolucgdo a cada hora por um periodo de 4
horas, a solugdo coletada foi filtrada em papel de filtro analitico e submetidas a espectroscopia
UV-Vis com comprimento de onda de 280 nm. Curva de calibragdo do padrdo analitico

Catequina foi realizada nas mesmas condicoes.

Tabela 7: Concentracdes finais das amostras da curva de calibragéo da catequina.

Capsulas Pré-formulacéo
UT-F1 100 mg Microcapsulas de U. tomentosa
UT-C1 100 mg Microcapsulas U. tomentosa + CMC 5% + Explocel® 5%

UT-C2 100 mg Microcapsulas U. tomentosa + CMC 5% + Explocel®5% + LEC 5%

UT-C3 100 mg Microcapsulas U. tomentosa+CMC 7,5%+Explocel®7,5%+LEC 7,5%

CMC — Celulose microcristalina; LEC — Lecitina de soja; Explosel® — Croscarmelose sodica.
Fonte: Autor, 2021.

4.5 ANALISE TERMICA
4.5.1 Termogravimetria (TG)

A analise termogravimétrica € uma técnica termo analitica que acompanha a perda
e/ou ganho de massa da amostra em funcdo do tempo ou temperatura. A anélise térmica do
extrato e do microencapsulado de U. tomentosa foi realizada em um analisador
termogravimétrico TGA-SHIMADZU, usando 16 a 18 mg de amostra. O peso inicial foi
estabilizado a 25 °C e sua taxa de aquecimento foi de 10 °C/min até 900 °C sob atmosfera de
nitrogénio com vazédo de 50 mL/min. O procedimento obteve um tempo médio de 90 minutos
para 0 aquecimento e 30 minutos para o periodo necessario para o resfriamento do aparelho. As
curvas de termo decomposi¢cdo foram adquiridas por um microcomputador acoplado ao
instrumento, utilizado o programa TA-60 WS (SHIMADZU), a uma razdo de um ponto a cada

0,5 segundos.
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4.5.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) foi realizada para o extrato bruto e
microcapsulas de U. tomentosa em um calorimetro modelo DSC-60 da Shimadzu, onde, foi
pesado 6,2 e 2,2 mg, respectivamente, em um cadinho de aluminio hermeticamente fechado. A
taxa de aquecimento foi de 10 °C/min na faixa de temperatura de 25 a 600 °C sob atmosfera de

nitrogénio com fluxo de 50 mL/min.

4.6 ANALISES BIOLOGICAS
4.6.1 Concentracdo inibitéria minima (CIM)

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo de acordo com as recomendacdes estabelecidas pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012).

Para avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos foram utilizadas cepas de
referéncia de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Staphylococcus
epidermidis ATCC 31488) e Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosas ATCC 27853 e
Escherichia coli ATCC 25922). Os in6culos foram preparados em solucdo salina tamponada
estéril e a suspensdo bacteriana, ao atingir uma turvacdo correspondente a 0,5 da escala de Mc
Farland (1,5x108 UFC/mL), foi diluida em uma proporcdo de 1:10 para se obter uma
concentrac¢do final de 5x10* UFC/poco.

Para o teste de microdiluicdo em caldo foram utilizadas microplacas de poliestireno
estéreis de 96 pocos, com 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H). Todos 0s pogos, exceto aqueles
da coluna 1 contendo 200 pL do extrato a 4096 pg/mL, foram inicialmente preenchidos com
100 pL de caldo Mueller Hinton (MH). Subsequentemente, um volume de 100 pL das fragbes
do extrato a 4096 pg/mL foi inoculado na coluna 2 e, ap6s homogeneizagéo, 0 mesmo volume
foi transferido para a coluna 3, repetindo-se esse procedimento até a coluna 11, obtendo-se
assim concentragdes decrescentes dos extratos (4096 pg/mL; 2048 pg/mL; 1024 pg/mL; 512
pg/mL 256 pg/mL; 128 pg/mL e assim por diante até 0,25 pg/mL). Posteriormente em cada
poco adicionou-se 5 UL do indculo bacteriano previamente diluido. Os pocos da coluna 12, sem
adicdo do extrato, foram destinados para os testes de controle do crescimento bacteriano.
Alguns pocos foram reservados para a verificacdo da esterilidade da placa e do caldo MH,
portanto, nesses ndo foram inoculados a suspensao bacteriana nem o extrato. Cada amostra foi

testada em triplicata.
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As microplacas foram entdo incubadas em estufa bacteriologica a 36-37°C por 18-24
horas. Decorrido esse tempo acrescentou-se a cada um dos pog¢os 20 pL de uma solucéo aquosa
de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) a 0,1%, com nova incubag&o por 1-2
horas a 36-37°C. Para o preparo da resazurina, 0,1g foi solubilizado em 100 mL de hidroxido
de sodio 0,02 M. Apos incubacéo foi realizada a leitura das placas sendo o aparecimento de
coloracédo vermelha considerado como prova positiva do efeito inibitorio do particionado, e a
coloracdo azul, prova da ineficécia do particionado frente ao microrganismo testado.

A interpretacdo dos resultados seguiu os critérios estabelecidos por Tanaka et al.
(2005): CIM < 100 pg/mL (ativa), CIM entre 100-500 pg/mL (atividade inibitéria moderada),
CIM entre 500-1000 pg/mL (atividade fraca) e CIM > 1000 pg/mL (inativa).

4.6.2 Anélise do potencial antioxidante atraves do método de sequestro de radicais
DPPH
4.6.2.1Preparacdo do DPPH

A avaliacdo do potencial antioxidante foi realizado segundo Brand-Williams;
Cuvelier; Berset (1995), onde, inicialmente, foi pesado em uma balancga analitica (Shimadzu
AX 200) 0,004 g de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), posteriormente, solubilizado, com o
auxilio de um baldo ambar de 100 ml, em etanol absoluto para preparacdo de uma solucéo
estoque de 100 mL de DPPH na concentracdo de 0,04 mg/mL mantida sob refrigeracdo e

protegida da luz.

4.6.2.2 Preparacao dos extratos de Uncaria tomentosa
Foi solubilizado 12,5 mg da massa solida obtido através do evaporador rotativo a
vacuo em 5,0 mL do meio extrator (etanol absoluto) resultando em uma solucdo estoque com

concentragéo de 2,5 mg/mL.

4.6.2.3 Leitura das medidas da absorbancia das amostras

Foi retirado a partir da solucdo estoque aliquotas com o volume suficiente para atingir
as concentracdes finais de 20, 10, 5, 2,5, 1 e 0,5 pg/mL do extrato de U. tomentosa, adicionou-
se 2 mL da solucdo de DPPH e completou-se o volume do baldo (5 mL) com etanol.

A quantificacdo da descoloracdo foi obtida, apés 30 minutos protegido da luz,

mediante leitura no espectrofotdmetro UV-Mini da marca Shimadzu em modo fotometria com
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comprimento de onda (A) de 518 nm. A partir desses resultados, conseguiu-se avaliar a
porcentagem da atividade antioxidante através da seguinte equacgéo:

% Atividade antioxidante= (100 - ((A amostra - A branco) x 100))/(A controle)

Onde:

A amostra = absorbéncia da solugdo DPPH (amostras);

A branco = absorbancia da solucdo das amostras sem adi¢do de DPPH;

A controle = absorbancia da solucéo referéncia de DPPH (etanol).

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas pelo software GraphPad Prism verséo 5.0.

Para os ensaios de flavonoides totais (extrato bruto e microcapsulas), fendis totais
(extrato bruto etandlico e extrato bruto aquoso por infusdo) e atividade antioxidante (extrato
bruto e microcdpsulas) foram realizadas pela estatistica do teste-t pareado com nivel de
significancia 0.05 e valor de P < 0.05.

Outro teste de flavonoides totais com quatro grupos de amostras (extrato bruto
etanolico, extrato bruto aquoso por infusdo, microcapsulas etanolica e microcapsulas aquoso
por infusdo) foi realizado pelo teste de comparacdo multipla de Tukey com nivel de

significancia 0.05 e valor de P < 0.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TRIAGEM FITOQUIMICA PARA ALCALOIDES

A figura 11 apresenta os resultados de identificacdo de alcaloides pelo Reativo de
Dragendorff para as amostras de Extrato Bruto de Uncaria tomentosa e microcapsula Spray
dryer de Uncaria tomentosa.

As amostras apresentaram reacdo positiva para a presenca de alcaloides, porem as
amostras que foram extraidas com solventes aquoso, pelo método de infusdo, mostraram-se
notadamente com uma menor quantidade de precipitados amarronzados no fundo do tubo de
ensaio (Figura 11 A e B), enquanto que os extratos etandlicos, os quais foram submetidos a

uma extracdo alcoolica por maceracao, apresentaram mais enriquecidos com a presenca de
alcaloides (Figura 11 C).

Figura 11:’Teste de identificacdo especifico para a presenca de alcaloides (Re

A: Extrato Bruto da casca de Uncaria tomentosa em solugdo aquosa; B: Microcapsulas UT-F1 de U. tomentosa
em solucdo aquosa; C: Extrato bruto de U. tomentosa em solugdo etandlica (lado esquerdo) e microcapsulas UT-
F1 de U. tomentosa em solucdo etandlica (lado direito).

Fonte: Autor, 2021.

5.2 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS
A figura 12 apresenta a comparacdo na quantificacdo de fendis totais presente no

extrato bruto e nas microcapsulas produzidas, onde, podemos observar na concentracdo de 20
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ug/mL, obteve-se 5,86 pg/mL * 0,96% (MEDIA+%CV) e 7,36 pg/mL * 1,08%
(MEDIA+%CV) de compostos fendlicos para o extrato bruto e microcapsulas de U. tomentosa
respectivamente assim como na menor concentracao (8 pug/mL) podemos verificar a presenca
de 2,09 pg/mL + 1,41% (MEDIA+%CV) e 2,76 ug/mL + 1,04% (MEDIA+%CV) de fendis
totais.

Contudo, podemos obter a percentagem de fenois totais presentes no extrato e nas
microcapsulas, onde, obteve-se 27,90% + 0,31% (MEDIA+%CV) de fendis totais na amostra
do extrato bruto e 35,89% + 0,50% (MEDIA+%CV) de fendis nas microcapsulas, tendo um
valor superior aos extratos da casca demostrados por Navarro-Hoyos et al., (2015) que obteve
uma média de 5,40%, assim como, Navarro-Hoyos et al., (2018) obtendo 2,54 % de fenois totais
em seus extratos etandlicos de casca de U. tomentosa. Navarro et al., (2019) avaliaram a
porcentagem de fendis totais em 18 extratos de U. tomentosa (provenientes da Costa Rica e
Espanha), onde, o valor mais baixo adquirido foi 2,86 mg/g entre todas as 18 amostras,
enquanto o valor mais alto foi de 31,70 mg/g. Evidenciado assim, um método extrativo mais
eficiente para os compostos fendlicos de U. tomentosa.

Para se obter os dados quantitativos de flavonoides totais no extrato bruto e
microcapsulas de U. tomentosa, foi construida uma curva analitica da catequina com R2 maior
que 0,99 (Anexo 1) segundo estabelecido na RDC 166/2017 (ANVISA, 2017).

Figura 12: Comparativo da quantificacdo de fendis totais do extrato etandlico e microcdpsulas carregadas
com ativos de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.
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5.3 FLAVONOIDES TOTAIS

Na figura 13 nos temos a comparacao entre a quantificacdo de flavonoides presentes
no extrato bruto etandlico e do extrato proveniente da infusdo da casca de U. tomentosa em
agua fervente (cha na forma de infusdo). Os resultados expressos mostram uma maior
quantidade de flavonoides presentes no extrato bruto etandlico onde na maior concentragdo
analisada (600 pg/mL) obteve 6,89 pg/mL + 0,20% (MEDIA+%CV) de flavonoides totais
enquanto o extrato aquoso obteve 5,31 pg/mL + 0,26% (MEDIA+%CV). Na concentracdo de
300 pg/mL o extrato bruto obtido por infusédo teve uma concentracéo de 2,93 pg/mL + 0,72%
(MEDIA+%CV) e o extrato bruto etandlico 4,02 pg/mL + 0,34% (MEDIA+%CV). Obtendo
diferencas significativas para os extratos estudados, obtendo valor de P = 0,0017 utilizando t-
Student pareado.

Figura 13: Comparativo da percentagem de flavonoides totais do extrato etanélico e microcapsulas
carregadas com ativos de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.
Comparando as percentagens de flavonoides totais de acordo com as quatro

concentragdes estudadas pdde-se construir o grafico presente na figura 14 onde, a porcentagem
das microcapsulas submetidas ao processo de infusdo em agua fervente foi estatisticamente
significativo e superior as demais amostras com valor P<0,0001 utilizando teste comparativo
maltiplo de Tukey, tendo percentagem média de 2,65% + 7,80% (MEDIA+%CV) de

flavonoides totais. As microcapsulas e extrato bruto solubilizadas em etanol apresentaram uma
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percentagem média de 1,08% + 2,34% (MEDIA+%CV) e 1,22% + 6,95% (MEDIA+%CV),
respectivamente, e o extrato proveniente da infusdo obteve o pior desempenho tendo
porcentagens em média de 0,93% = 4,10%.

Para se obter os dados quantitativos de flavondides totais no extrato bruto e
microcapsulas de U. tomentosa, foi construida uma curva analitica da catequina com R? maior
que 0,99 (Anexo 2) segundo estabelecido na RDC 166/2017 (ANVISA, 2017).

Figura 14: Comparativo da percentagem de flavonoides totais do extrato etandlico e microcapsulas
carregadas com ativos de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.
Possivelmente, a diferenca significativa para a quantificacdo de flavonoides totais na

microcdpsulas (UT-F1 e infusdo) deve-se aos diferentes solventes utilizados para a
solubilizacdo (&lcool absoluto e 4gua osmose reversa) tendo a infusdo um meio mais propicio
a extrair de forma mais seletiva flavonoides e outros compostos mais fendlicos presentes nas
microcapsulas nos primeiros 30 minutos, tendo assim, esses compostos mais concentrados em
solugdo, assim como a extracdo com etanol além dos flavonoides propicia a extracdo de
compostos, como os alcaloides, que podem estar interferindo na analise quantitativa de
flavonoides totais em espectroscopia UV-vis. A figura 10 nos mostra as solugdes apds reagdo
com cloreto de aluminio para a quantificacdo de flavonoides totais onde podemos observar

visivelmente a diferente coloracdo nas amostras das microcapsulas UT-F1 solubilizados em
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etanol (Figura 15 A) e 4gua (Figura 15 B), sendo possivel a presenca de interferentes que estdo
causando uma coloracéo alaranjado ao invés do amarelo-esverdeado carateristico desta analise,
causando deslocamento do comprimento de onda, mudando assim a absorbancia da amostra em

questéo.

Figura 15: Solugdes apds reagdo com cloreto de aluminio no estudo de quantificacdo de flavonoides totais.

A: Solucdo das microcapsulas UT-F1 EtOH ap6s reagdo com cloreto de aluminio; B: Solugdo das microcapsulas
UT-F1 Infusdo apos reacdo com cloreto de aluminio.
Fonte: Autor, 2021.

5.4 PARTICIONAMENTO DO EXTRATO DE UNCARIA TOMENTOSA

Os particionamentos obtidos apresentaram coloragdes diferentes, tendo tons
amarelados (UT-7 e UT-2), avermelhados (UT-4, UT-5 e UT-6), marrom (UT-1) e
esbranquigados (UT-3) (Figura 16).

Apos a identificacdo foram separadas as fracbes UT-1, UT-2 e UT-3 (particbes com
maior concentracdo em alcaloides) para identificagdo dos marcadores de Uncaria tomentosa
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector ultravioleta UV-
vis, do mesmo modo foi separado as fragdes mais limpidas para testes microbioldgicos, sendo
estas as fragcbes UT-1, UT-4, UT-6 e UT-7.

Figura 16: Particionamentos dos extratos de Uncaria tomentosa.

Fonte: Autor, 2021.
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5.5 DESENVOLVIMENTO DE MICROCAPSULAS POR SECAGEM EM SPRAY DRYER
CARREGADAS COM ATIVOS DE UNCARIA TOMENTOSA
5.5.1 Formulagdo UT-F1

Pode-se observar a olho nu que o po resultante possui aspecto leve, fino, desprendido
e homogéneo apresentando coloracdo avermelhada e aroma caracteristico do extrato da espécie
Uncaria tomentosa.

A formulacdo UT-F1 (figura 17) apresentou um rendimento de 52,7% percentual
esperado, considerando a perda natural provocada pelo equipamento. Esta perda pode ser
minimizada com ajustes nos parametros de operagdo do equipamento (pressao do sistema de
atomizacdo por exemplo) de forma a diminuir a deposi¢do de particulas sobre a camara de
secagem do equipamento (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010).

Figura 17: Microencapsulados carregados com ativos de Uncaria tomentosa (Formulagado UT-F1).

Fonte: Autor, 2021.

5.6 VARREDURA EM ESPECTROFOTOMETRO UV-VISIVEL
A figura 18 representa um perfil espectro UV-vis dos extratos de Uncaria tomentosa
através da varredura em espectrofotdbmetro UV-visivel, onde, podemos observar a comparacao
do extrato bruto (UT-Extrato) e microcapsulas (UT-F1) solubilizadas em alcool, tendo assim
uma banda com comprimento de onda maximo de 280 nm, regido caracteristicas de catequinas
(OGAWA, 2016). Pode-se verificar um leve aumento na absorbancia das microcapsulas em
comparagdo com 0 extrato bruto corroborando com os resultados apresentados na figura 12

tendo uma maior concentracao de fendis totais presentes nas microcapsulas.
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Figura 18: Comparativo da varredura em espectrofotdmetro UV-visivel do extrato etanolico e
microcapsulas de Uncaria tomentosa solubilizados em etanol.
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Fonte: Autor, 2021.
No perfil espectro UV-vis do extrato bruto (UT-Extrato) e microcapsulas (UT-F1)

(obtidos por meio de infusdes) descritos na figura 19 temos uma banda de 270 nm para UT-F1
e 278 nm para UT-Extrato, segundo Menezes Filho (2020), comprimentos de onda entre 200 e
300 nm correspondem a compostos fendlicos, assim como achados de Ogawa (2016) que
descreve em seu estudo comprimentos de onda do acido galico e catequina tendo comprimentos
de onda maximo de 271 e 278 nm respectivamente.

O extrato e as microcapsulas quando submetidos a extracdo por infusdo demostraram
uma banda na regido de 350 nm caracteristica de alguns tipos de flavonoides (flavonas e
flavonois) (FENG; HAO; LI, 2017), além disso, observou-se um aumento de absorbancia na
banda de 278 nm, provavelmente devido a presenca de outros compostos fendlicos tipo &cidos
fenolicos (acido galico), aldeidos fendlicos (seringaldeido) e fendis (catecol) (GONCALVES;
DINIS; BATISTA, 2005).

Outra possibilidade do aparecimento da banda em 350 nm e 0 aumento da banda em
278 nm pode estar relacionado a maior solubilidade de compostos fendlicos e flavonoides
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penta-hidroxilados em agua em relacdo a compostos alcaloidicos, podendo assim extrair de
forma mais seletiva e em maior quantidade estes compostos fendlicos sollveis na gua, tendo
assim, esses uma maior concentracdo em solucdo podendo ser identificado na varredura em
espectroscopio UV-vis.

Figura 19: Comparativo da varredura em espectrofotdbmetro UV-visivel do extrato etanolico e
microcapsulas de Uncaria tomentosa solubilizados em etanol.
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Fonte: Autor, 2021.

5.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA — CLAE

Os dados de espectrofotometria do UV-Vis foram bastante Uteis para monitoramento
dos picos cromatograficos dos extratos da casca de U. tomentosa, fracfes diclorometano e
microcépsulas UT-F1. A casca do caule de U. tomentosa foi submetida a extracéo por infuséo,
filtrada e monitorada por UFLC-DAD em diferentes comprimentos de onda no DAD (245, 355,
280 e 320 nm) demostraram picos cromatograficos intensos em 245 nm (comprimento de onda
especifico para alcaloides) entre 12 e 20 minutos e para catequinas e compostos fendlicos entre

5 e 20 minutos (incluindo acido galico (1), catequina (2) e acido caféico (3) (Figura 20).
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Figura 20: Cromatograma do extrato aquoso (infusdo) no comprimento de onda de 245 nm (A), 355 nm (B), 280 nm (C) e 320 nm (D).
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Também demonstrou presenca de varios picos cromatograficos pouco intensos entre
23 e 31 minutos nos comprimentos de onda em 355 nm e 320 nm referente a compostos tipo
flavonoides ou até mesmo alguns tipos de alcaloides (Figura 20).

Até o momento foi possivel identificar &cido gélico (1) (Anexo 3), catequina (2)
(Anexo 4) e &cido caféico (3) (Anexo 5) nos extratos e formula¢6es de microcapsulas e algumas
fracdes diclorometano de U. tomentosa.

As microcapsulas de Uncaria tomentosa (UT-F1) submetidas a analise UFLC-DAD-
UV-Vis apresentaram 0s mesmos picos cromatograficos para alcaloide entre 12 e 20 minutos,
porém com maior intensificacdo dos picos para flavonoides e compostos fenolicos entre 23 e
31 minutos. Além da identificacdo de acido galico (1), catequina (2) e &cido caféico (3) (Figura
21). Problemas de padronizacdo de método de preparacdo de amostra ainda necessitam ser
resolvidos. A extracdo por infusdo seguido por injecdo direta no UFLC-DAD € uma prética que
deve ser revista pois 0s metabdlitos de interesse séo eluidos de forma bastante diluida. Faz-
necessario a extracdo com concentracdo da amostra em rotaevaporador seguido da pesagem do
extrato com solubilizacdo e diluicdo para concentracdo conhecida como foi realizado para as
microcapsulas de U. tomentosa (UT-F1).

Gongalves, Dinis e Batista (2005) realizaram o perfil cromatografico em um HPLC-
DAD, coluna ODS-2 (5um, 250 mm x 4,6 mm id) utilizando como faze modvel metanol (A) e
acido férmico 5% (B) em modo gradiente (5-15% A, por 10 min, 15-35% A por mais 25 min,
entdo de 35% a 50% A, por 15 min e finalmente 50-100% A por 10 min) com tempo total de
analise de 60 minutos a uma taxa de fluxo de 1 ml/min. A leitura foi realizada e 280 e 320 nm.
Conseguindo assim, a identificacdo de 17 compostos fendlicos, entre eles, catequina e o acido

caféico também identificados neste trabalho.
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Figura 21: Cromatograma UT-F1 (infusdo) no comprimento de onda de 245 nm (A), 355 nm (B), 266 nm (C) e 280 nm (D).
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Fonte: Autor, 2021.
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A figura 22 refere-se a um método descrito na literatura cientifica por Kuras et al.,
(2009) para ensaios de identificacdo de alcaloides da U. tomentosa pelo particionamento de
extrato hidroalcoolicos alcalino seguido de particionamento com diclorometano, evaporacao e
eluicdo de alcaloides entre 5 e 30 minutos com detec¢do em 245 nm. Picos em 30 minutos
refere-se a alcal6ides da U. tomentosa.

Figura 22: Cromatograma da fracdo etanol 70%o soltvel em diclorometano no comprimento de onda de
245 nm pelo método de identificacao de alcaldides.
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Outras fracdes diclorometano foram realizadas UT-1, UT-4 e UT-7 e submetidas a
analise UFLC-DAD pelo método desenvolvido e ensaios microbioldgicos. A fragdo UT-1
apresentou picos cromatograficos apenas no comprimento de onda de 260 nm (Figura 23),
enquanto as fragdes UT-4 e UT-7 apresentaram picos cromatograficos a 245 nm (identificagcdo

de alcaloides) e 355 nm (identificagdo de flavonoides) (Figura 24).
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Figura 23: Cromatograma da fra¢do UT-1 no comprimento de onda de 260 nm.
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Figura 24: Cromatograma da fracdo UT-4 no comprimento de onda de 245 nm (A) e 355 nm (B) e UT-7 no comprimento de onda de 245 nm (C) e 355 nm (D).
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5.8 TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A figura 25 representa a perda de massa do extrato bruto etanolico de U. tomentosa de
acordo com o aumento da temperatura, tendo sua primeira perda de massa em dois eventos
consecutivos entre 29°C e 58°C e 58°C e 107°C sendo a perda de resquicios do solvente
utilizado na extracdo e decomposicdo térmica de compostos sensiveis a temperatura,
respectivamente. O segundo evento caracteristico da decomposi¢do térmica ocorreu em dois
eventos, sendo estes, entre 107 °C e 211 °C com perda de massa de 14,62% e 211 °C e 329 °C com
perda de massa de 13,01%, respectivamente. O terceiro evento foi caracterizado pela
termodegradacdo da amostra ocorrendo entre 330°C e 588°C tendo um percentual de perda de
49,53%. O residuo final foi de 2,58%. As perdas de massa do segundo e terceiro eventos
representam da termodegradacdo dos constituintes bioativos da U. tomentosa no extrato
hidroetanolico.

Figura 25: Analise Termogravimétrica do extrato bruto etandlico de Uncaria tomentosa.
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A figura 26 mostra a termodegradacao das microcapsulas de U. tomentosa, ocorrendo

em quatro grandes eventos, o primeiro evento de perda de massa simultanea entre 31 e 98°C
com perda de massa de 4,56 corresponde & perda de agua presente na formulacéo, o segundo
evento, sendo, a decomposi¢do térmica da amostra ocorre entre 98 e 248°C, o terceiro evento
onde ocorre a degradacdo termo-oxidativa ocorre entre 248 e 354°C. O quarto evento entre 348
e 899°C. As microcapsulas apresentaram um residuo carbonaceo e mineral ndo degradado
correspondente a 37,57%.
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As microcapsulas obtiveram seu primeiro evento (perda de agua) na variacdo de
temperatura de 31 °C e 98 °C. Neste evento, pode ser considerado a perda de compostos volateis
e de umidade das microcapsulas (TOLEDO HIJO et al., 2015).

O segundo evento (decomposi¢do térmica) ocorreu em temperatura entre 98 e 248 °C
ocorre a decomposicao do amido (material encapsulante). Alguns estudos piroliticos do amido
com liberacdo de CO2, CO, agua, acetaldeido, furano e 2-metil furano foram demonstrado por
Guinesi et al., (2006). Relatos de pesquisa indicam que o amido em sua forma amorfa comeca
a se degradar mais rapido e em temperaturas mais baixas do que o amido em sua forma
semicristalina, demonstrando que quanto maior o grau de semi-cristalinidade do amido e seu
teor de amilopectina, maior a estabilidade térmica do amido (LEMOS et al., 2018). O terceiro
evento (degradacédo termo-oxidativa) ocorreu em temperaturas acima de 248 °C com perda média
de massa de 39,63%, o que pode ser atribuido & oxidacdo da matéria organica (JANKOVIC,
2013). O quarto evento se destaca pela carboniza¢do do material residual, segundo Aggarwal e
Dollimore (1998) um residuo carbonaceo permanece ap0ds a perda de produtos volateis.

Observa-se modificacdo do perfil de termodecomposicdo nas microcapsulas de
Uncaria tomentosa. O perfil de termodecomposi¢do passa a assumir comportamento térmico
do amido, sendo um forte indicativo da microencapsulacdo do extrato etandlico pela matriz

adjuvante utilizada nesta preparacédo solida.

Figura 26: Analise Termogravimétrica das microcapsulas de Uncaria tomentosa.
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5.9 CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

O extrato etandlico de Uncaria tomentosa apresentou 6 eventos calorimétricos
principais que a partir do terceiro evento observa-se a termodecomposicéo do extrato etanolico
caracterizados por eventos exotérmicos. Um evento endotérmico na faixa de temperatura de
30,28 ° C a 74,02 ° C e pico de gelatinizac¢do a 60,7 ° C (AH =-17,36 J / g). Pode-se observar
um evento endotérmico entre 67 a 127 °C, correspondente a perda de compostos volateis ou
evaporag¢ao de solventes, apresentando valor de entalpia (AH) de -78,90 J/g.

As microcapsulas de Uncaria tomentosa apresentaram a presenca de 5 eventos
calorimétricos, sendo os dois primeiros referentes ao pico de gelatinizacdo do amido (60,7°C)
utilizado durante o processo de encapsulamento de Uncaria tomentosa por spray-dryer, seguido
de segundo evento térmico com volatilizacdo de agua (93,2°C), que esta relacionado
caracterizacdo de forma semi-cristalina do amido e a perda de umidade e liquidos residuais
remanescentes do processo de desenvolvimento da formulagdo. (STULZER et al., 2007).

Os trés ultimos eventos calorimétricos foram eventos exotérmicos correspondentes a
decomposicdo do microencapsulado de U. tomentosa. Vale destacar que o0s eventos
calorimétricos diferenciaram do extrato etanélico que pode estar fortemente influenciado pela
formacdo dos compdsitos de extrato encapsulados com o adjuvante farmacéutico.

Pesquisa avaliou por DSC o pico de gelatinizacdo do amido de milho em diferentes
tempos de processamento, mostrando que, apos a hidrolise enzimatica (alfa-amilose), a
temperatura do pico de gelatinizagdo variou entre 64-66 °C e houve aumento da entalpia de
gelatinizag&o de 10 J/g para 29 J/g, como consequéncia do aumento da cristalinidade do amido
(LACERDA et al., 2008).

A enzima alfa-amilase decompde os sitios de amilose do amido, que sdo responsaveis
pelas caracteristicas amorfas do amido, mas ndo se degrada como sitios de amilopectina
responsaveis pela cristalinidade do amido. Os laudos avaliaram por DSC o grau de
semicristalinidade de diferentes tipos de amido, entre eles: Amido de batata, amido de milho,
amido de banana, amido de mandioca, e demonstraram que a temperatura de pico de
gelatinizacdo ocorreu na faixa entre 65 e 76°C com entalpia de gelatinizagédo entre 8,1 e 11,7
J/g (Lemos et al (2018).

Achados avaliaram por DSC a temperatura de pico de gelatinizacédo (68,9°C) e entalpia
de gelatinizacdo (12,46 J/g) do amido de batata-doce e concluiram que altas temperaturas de

gelatinizacdo podem estar relacionadas a altas forcas de ligacdo no granulo de amido com alto
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grau de cristalinidade (SANTOS et al.,, 2019). Da mesma forma, as entalpias de alta

gelatinizacdo estdo relacionadas a estrutura molecular cristalina mais forte e mais ordenada do
amido (ROCHA et al., 2011).

Tabela 8: Dados calorimétricos comparativos entre o extrato etanélico e as microcapsulas de Uncaria

tomentosa.

Eventos Extrato Etandlico Microcépsulas
calorimétricos Faixa temperatura (°C)  Calor (J/g)  Faixa temperatura (°C)  Calor (J/g)
1° Evento 67 -127 -78,9 30-74 -17,36
2° Evento 127 - 136 -15,2 74 —-116 -40.25
3° Evento 156-203 5,95 119-198 77,91
4° Evento 203-297 5,98 198 — 262 5,95
52 Evento 313-406 40,28 262 — 369 80,63
6° Evento 406-494 32,11 - -

Fonte: Autor, 2021.

A figura 27 demostra a curva de DSC das microparticulas de Uncaria tomentosa onde

pode-se observar um evento endotérmico na faixa de temperatura de 30,28 ° Ca 74,02 ° C e

pico de gelatinizacao a 60,7 ° C (AH = -17,36 J/g). Pode-se observar um evento endotérmico

entre 67 a 127 °C, correspondente a perda de compostos volateis ou evaporacao de solventes,

apresentando valor de entalpia (AH) de -78,90 J/g.

Figura 27: Curvas DSC do extrato etanélico (1) e microcapsulas (2) de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.

Os espectros de FTIR das amostras do extrato etanol de U. tomentosa (Figura 28)

apresentaram alguns estiramentos na regido entre 4000 a 600 cm-1. Foram observados
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estiramentos provavelmente de deformacdes axiais de OH em 3331 e 3263 cm-1 de hidroxilas
podendo ser atribuidas a umidade do extrato e até das hidroxilas fenodlicas. Estiramentos em
1604 cm-1, 1517 e 1442 cm-1 pode ser atribuida a deformacdes axiais de C=C de esqueleto de
anel aromatico de flavonoides e arométicos para-substituidos que podem estéo sobrepostos com
deformacgdes C-N de alcaldides entre 1650-1580 cm-1 de intensidade média a forte.
Deformacdes de éteres aromaticos na regido de 1284 cm-1 presentes em sistemas flavonoidicos
tipo catequinas. Deformacbes em 1037 cm-1 referente a deformacdo de C-N de aminas
alcaloidicas que podem acontecer em 1073 cm-1 para aminas alifaticas primarias, além de
deformacgdes em 871, 823 e 734 cm-1 de deformacdo angular N-H com picos largos referente a
aminas. Os dados FTIR vém provando presenca de alcaloides e compostos fenolicos na amostra
de extrato etanolico de Uncaria tomentosa.

Figura 28: Espectro FTIR do extrato etandlico de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.

O espectro FTIR de microcapsulas de Uncaria tomentosa (UT-F1) (Figura 29)
apresentou semelhanca com o espectro FTIR do extrato hidroetandlico de Uncaria tomentosa
0 qual Ihe deu origem. Alguns picos apresentaram-se deslocados devido a presenca do
carboidrato na composicdo. Deformacdes em 3351 e 3340 cm-1 correspondendo as
deformacdes O-H de hidroxilas de alcool presentes nos carboidratos. Deformacdes em 2974 e
2891 cm-1 refere-se a deformacéo axial de C-H de alifaticos C-H de CH2 e C-H de grupos
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metinicos, provalvemente dos carboidratos. Deformagdes angular em 1442 cm-1 também
confirma presenca C-H de CH2 de cicloalcanos. Deformacgfes em 1606 e 1539, 1442 cm-1
sobreposicao de esqueleto de aromatico bem como deformacéo de 1606cm-1 correspondente a
deformacdo C-N de aminas. Deformacdo em 1278 cm-1 referente a éter aromatico de
flavonoides. Deformagdes em 1070 cm-1 e 1037 cm-1 correspondente a estiramentos de C-N e
C-O, respectivamente, para aminas e compostos aromaticos tipo alcool. Deformac6es em 819
e 754 cm-1 larga correspondente a deformacéo angular de N-H de aminas.
Figura 29: Espectro FTIR das microcdpsulas de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.
As intensidades dos estiramentos foram reduzidas provavelmente devida a presenca do sistema

encapsulante utilizado para preparagdo das microcapsulas de Uncaria tomentosa.

5.11 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A figura 30 mostra a morfologia das microcapsulas carregadas com o extrato de
Uncaria tomentosa. As microcapsulas UT-F1 apresentaram microparticulas de superficie
esférica, mas algumas microparticulas apresentam geometria poligonal ou poliédrica com
bordas irregulares (RAMOS et al., 2019; SANTOS et al., 2019). As particulas apresentam-se
predominantemente lisas, algumas com depressfes sem rugas em sua superficie(YAN;

ZHENGBIAO, 2010). Observou-se também forma externa arredondada, porém com bordas,
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podendo estar associada a conversao parcial de granulos de amido nativo em granulos de amido
spray-dried, algumas cavidades ou orificios devido a agitacdo, temperatura e secagem rapida
ao final do processo (LACERDA et al., 2008) ou mesmo para resfriamento apos inchaco com
volatilizacdo de vapor de 4gua (ROCHA et al., 2011).

As microcapsulas apresentaram tamanhos variados entre 11 e 16 um, algumas fissuras
ou poros, 0 que é extremamente importante na liberacdo de material ativo do material
encapsulado. Essas imperfeicdes podem estar associadas as caracteristicas do agente
encapsulante ou condigdes do processo (FERNANDES et al., 2013 apud TOLEDO HI1JO et al.,
2015), o processo de spray-drying resultou no aumento da proporcéo de granulos de amido de
batata com tamanho entre 6 e 15 pum e diminui¢do nos granulos com tamanho entre 16 e 60 um
de acordo com Santos et al. (2019). Além disso as microcapsulas se apresentaram em forma de
aglomerados, que é uma tendéncia relativamente comum em po6s produzidos por secagem por
spray, contudo, esse fendmeno é importante pois fornece maior protecdo ao material de seu
nacleo (TOLEDO HIJO et al., 2015).

A secagem por pulverizacdo do amido diminuiu ligeiramente o peso molecular da
amilopectina, como consequéncia a secagem por pulverizacdo causou mudancgas na estrutura
do amido. A alta temperatura e a taxa de cisalhamento intensa podem quebrar as ligacoes
glicosidicas a(1,4) e a(1,6), bem como a estrutura ordenada do amido, como cristalitos e hélices
duplas (SANTOS et al., 2019).

FU etal., (2012) relataram uma diminuicao na porcentagem de cristalinidade do amido
de milho apds a secagem por atomizacéo e observaram um aumento em sua degradacdo com o
aumento da temperatura de aquecimento. O processo de secagem por spray leva a conversao
parcial de amido em uma massa amorfa, respectivamente. Essa diferenca pode ser observada
pela menor degradagdo molecular e estrutural, bem como pela manutencéo da fragdo cristalina

apos o processo de spray-drying.
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Figura 30: Microscopia eletronica de varredura (MEV) das Microcdpsulas de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.

5.12 DISSOLUCAO
5.12.1 Ensaio de teor de catequina

Para se obter os dados quantitativos das capsulas de U. tomentosa no estudo do perfil
de dissolucéo foi construida uma curva analitica da catequina com R? maior que 0,99 (Figura
31) segundo estabelecido na RDC 166/2017 (ANVISA, 2017) (Figura 31A).
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A partir da curva analitica da catequina (Figura 31A) foram realizados os céalculos
estatisticos necessarios para verificar a precisao e exatiddo do método (Tabela 9). O método
apresentou baixa variabilidade na precisdo e exatiddo com valores de variacéo de 0,25% e -
5,13%, respectivamente. O método tambem apresentou boa linearidade na faixa de 4 a 50
pg/mL e faixa quantificavel entre 6 e 50 pug/mL. O limite de quantificacdo aceitavel foi de 4
pg/mL com variagdo menor que 10,53%. A partir desses dados pode-se verificar que o método
estd dentro dos parametros estabelecidos pela 62 ed. da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019)
e RDC 166/2017 (ANVISA, 2017).

Tabela 9: Andlise estatistica de precisdo e exatiddo da curva analitica do padrao catequina.

Catequina
[] ABS Precisédo (ug/mL) Exatidao (%0)
. - Bias Comp.
0
ug/mL 1 2 3 Media 1 2 3 Meédia DP %CV %) (%)

6 0,1170 0,1173 0,1173 0,1172 6,13 6,15 6,15 6,14 0,009 0,140 2,333 102,33
8 0,1560 0,1565 0,1557 0,1561 8,07 8,10 8,06 8,08 0,020 0,249 1,000 101,00
10 0,1973 o0,1977 0,1975 0,1975 10,13 10,15 10,14 10,14 0,010 0,098 1,400 101,40
20 0,3960 0,3957 0,3961 0,3959 20,01 20,00 20,02 20,01 0,010 0,052 0,050 100,05
30 0,5654 0,5656 0,5660 0,5657 28,44 28,45 28,47 28,46 0,015 0,053 -5,133 94,86
40 0,8032 0,8031 0,8028 0,8030 40,27 40,27 40,25 40,27 0,010 0,026 0,675 100,67
50 1,0167 1,0161 1,0163 1,0164 50,90 50,87 50,88 50,88 0,015 0,030 1,760 101,76

[ ]= Concentracdo; ABS= Absorbancia; DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de variagdo; Bias% = [(valor
medido - valor verdadeiro) / valor verdadeiro] x 100. % Conp. da concentracdo nominal = (valor médio medido /
valor nominal) x 100; Comp.= compatibilidade.

Fonte: Autor, 2021.

O extrato ETOH de U. tomentosa e as capsulas de Extrato Spray-Dryer de U.
tomentosa (UT-F1) foram submetidos a ensaio de curva de linearidade na faixa de 6 a 100
pg/mL e determinou-se a concentracdo de catequina nos extratos de U. tomentosa. Observou-
se concentracdo de 47,95% + 4.90% no extrato ETOH de U. tomentosa (Tabela 10) e
concentracdo de 51,15% + 4.20% nas microcapsulas de U. tomentosa (UT-F1) (Tabela 11). Os
dados de fenois totais e teor de catequina pelo método UV-Vis demonstram o alto teor de

compostos fenolicos presentes nestas prepara¢fes do po6 da casca de U. tomentosa.
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Figura 31: Curvas de calibracéo do padréo analitico catequina (A), Extrato ETOH de U. tomentosa (B) e
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Tabela 10: Determinacéo do teor de catequina no Extrato etandlico de U. tomentosa

Determinacgao de teor de catequina no Extrato ETOH de U. tomentosa em A 280nm

[1] Concentragéo (ug/mL) Concentracéo (%)

ug/mL 1 2 3 Média DP %CV Média DP  %CV

6 3,02 3,03 3,02 3,03 0,00 0,09 5050 50,41 5044 50,44 0,042 0,084

8 408 409 411 4,10 0,01 0,31 51,18 51,37 51,20 51,20 0,102 0,200
10 4,73 4,72 4,73 4,73 0,00 0,11 47,21 47,26 47,26 47,26 0,029 0,061
20 9,49 9,47 9,48 948 0,01 0,13 47,34 47,41 47,40 47,40 0,041 0,086
40 14,89 14,89 14,88 14,88 0,01 0,05 49,62 49,59 49,61 49,61 0,018 0,036
50 23,70 23,66 23,63 23,66 0,04 0,15 47,31 47,26 47,33 47,33 0,033 0,070
70 32,42 32,40 32,40 32,40 0,01 0,04 46,28 46,28 46,29 46,29 0,005 0,012
100 44,07 44,07 44,06 44,07 0,01 0,01 44,07 44,06 44,07 44,07 0,005 0,011

[ ]= Concentragéo; DP= Desvio Padréo; CV= Coeficiente de variaco.
Fonte: Autor, 2021.

Tabela 11: Determinacéo do teor de catequina no Extrato UT-F1 de U. tomentosa

Determinacao de teor de catequina no Extrato UT-F1 de U. tomentosa em A 280nm

[1] Concentragéo (ug/mL) Concentracéo (%)

ugmt 1 2 3 Média DP  %CV Média DP  %CV

6 3,31 330 3,32 331 0,01 0,38 5498 5539 55,17 55,17 0,207 0,376

8 4,22 420 421 4,21 001 0,18 5255 52,67 52,65 52,65 0,067 0,127
10 526 5,25 525 5,25 0,00 0,09 52,54 52,49 52,54 52,54 0,029 0,055
20 9,88 988 988 988 000 003 4940 49,38 49,39 49,39 0,013 0,026
40 15,30 15,29 15,29 15,30 0,00 0,02 50,98 50,98 50,98 50,98 0,003 0,006
50 2444 24,43 24,42 24,43 0,01 0,05 48,86 4884 48,86 48,86 0,013 0,026
70 34,94 3492 3496 3494 0,02 0,05 49,89 49,94 49,91 49,91 0,025 0,050
100 49,74 49,71 49,71 49,72 0,02 0,04 49,71 49,71 49,72 49,72 0,007 0,013

[ ]= Concentragdo; DP= Desvio Padrdo; CV= Coeficiente de variacao.
Fonte: Autor, 2021.

5.12.2 Perfil de dissolugdo

Observa-se na figura 32 o perfil de dissolugdo das capsulas UT-F1 (100 mg
Microcapsulas de U. tomentosa) e UT-C1 (100 mg Microcapsulas de U. tomentosa + Celulose
microcristalina 5% + Croscarmelose sodica 5%) em dois meios de dissolugdo (agua osmose
reversa e 1% de Tween 60) para avaliar a dissolu¢do dos compostos fendlicos presentes nas
microcapsulas em funcdo da concentracdo de catequina presente que apresenta comprimento
de onda méaximo préximo a 280 nm.

As microcdpsulas de Uncaria tomentosa (UT-F1) sem auxilio de adjuvantes

farmacéuticos apresentaram comportamento de dissolucdo de microcapsulas pobremente
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solivel em &gua. Com dissolucdo maxima de 52,28 e 52,97%, respectivamente nos dois meios
de dissolucdo utilizados (dgua osmose reversa ou agua contendo 1% de Tween 60).
Comparando os resultados obtidos das capsulas UT-F1 nos dois meios de dissolucédo
observamos que nédo se obteve diferencas significativas, mesmo tendo uma ligeira melhora na
dissolugéo no primeiro ponto avaliado (20 min.). Ambas apresentam 50% de dissolugéo no
tempo de 180 min. alcancando a concentracdo maxima de 25,88 pg/mL (52,98%) e 25,54
pg/mL (52,28%) em agua osmose reversa e Tween 60, respectivamente.

Observou-se uma concentracdo méaxima liberada de 32,74 pg/mL de catequina
representando 67% de seu conteldo total de fendis na dissolucdo da UT-C1 usando meio de
dissolugdo contendo 1% de Tween 60 e concentracdo minima de 27,70 pug/mL representando
56,70 % para a UT-F1 em agua.

As capsulas UT-C1 obtiveram diferencas estatisticamente significativas em
comparacdo com a UT-F1 nos dois diferentes meios, atingindo 50 % de liberagdo pouco antes
da primeira hora do ensaio de dissolucdo em 1% de Tween 60 e em 120 minutos em &gua, com
libracdo maxima de 61,91% e 51,1% respectivamente, obtendo assim uma liberacdo mais rapida
e maior devido ao acréscimo da Celulose microcristalina (CMC) e do Croscarmelose sddica
(Explocel®) que estdo atuando como agentes desintegrantes (ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).

Contudo, comparando as capsulas UT-C1 nos dois diferentes meios podemos observar
uma grande melhora em seu perfil de dissolucdo, tendo o melhor perfil em meio Tween 60
atingindo 67% de dissolugdo no final da andlise, evidenciando eficiéncia dos excipientes

desintegrantes em favorecer, assim a dissolugcdo dos ativos presentes nas microcapsulas.
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Figura 32: Perfil de dissolucéo das capsulas de Uncaria tomentosa em dois meios (dgua osmose reversa e
Tween 60 1%).
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Fonte: Autor, 2021.
A figura 33 mostra a comparacao do perfil de dissolucéo das capsulas UT-F1, UT-C1,
UT-C2 (100 mg Microcapsulas de U. tomentosa + CMC 5% + Explocel® 5% + Lecitina de
soja 5%), UT-C3 (100 mg Microcéapsulas de U. tomentosa + CMC 7,5% + Explocel® 7,5% +
Lecitina de soja 7,5%), tendo a UT-C3 como a formulagdo com melhor dissolugéo, obtendo
78,60% de catequina liberada. Em comparacdo com a UT-F1 podemos destacar o tempo de
liberacdo de 50% dos ativos, onde a formulacdo UT-C3 obteve liberacéo entre 50 e 50 minutos.
Ja a formulacdo UT-F1 s6 alcancou os 50% dissolvido em tempo de 180 min. de andlise tanto
em agua como em Tween 60, ou seja, a formulacdo UT-C3 apresenta-se 3 vezes mais veloz em
dissolver o mesmo contetido de catequina.
Se avaliarmos a formulagédo UT-C1 e UT-C2 onde, foi acrescentado a lecitina de soja
(LEC) como emulsificante, percebemos um ligeiro aumento na percentagem de liberacéo,
73,6% e 78,6%, respectivamente, assim como na comparacdo da UT-C2 e UT-C3, tendo o
aumento da percentagem de seus excipientes de 2,5% para cada excipiente, obteve um
incremento de sua liberagdo em 5%, mostrando assim um aumento proporcional com o aumento

de agentes desintegrantes (CMC e Explocel®) e emulsificante (Lecitina).
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As propriedades tensoativas desempenhada pela lecitina sdo provenientes da estrutura
molecular dos fosfolipidios, formados por uma porcao lipofilica (apolar) e uma hidrofilica
(polar) que desempenham sua caracteristica quimica mais importante, seu poder emulsificante,
responsavel pela capacidade de reduzir a tens&o interfacial entre uma mistura 6leo/agua (FANI,
2016) funcdo importante também para facilitar a solubilizagdo de compostos pobremente
solGveis em agua (terpenos, alcaloides e alguns protocatequéuticos e biflavonoides) presentes
nas microcapsulas de U. tomentosa.

Figura 33: Perfil de dissolu¢do das capsulas de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.

Os desintegrantes combinados com tensoativos naturais como a lecitina de soja
apresentam vantagens, pois a porcentagem de excipientes adicionais na composi¢cdo néo
ultrapassa 25% do valor da massa final da capsula de uncaria tomentosa. Dependendo da
necessidade e da estratégia de liberacdo imediata em menos tempo, pode ser aumentado em até
50% do valor da massa final da capsula de Uncaria tomentosa.

Apesar das estratégias de uso dos desintegrantes combinados com surfactantes para
melhorar a solubilidade de fitoquimicos presentes em microcapsulas carregadas com extrato de
Uncaria tomentosa, nao foi possivel provar uma solubilidade de 100% de compostos polares
fenolicos pentahidroxilados, como catequina, um composto de flavan-3-ol. Portanto, outro fator

gue pode estar impedindo a maxima solubilidade dos fitoquimicos polares da Uncaria
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tomentosa € o efeito do sistema matricial na forma de um compdsito de U. tomentosa
incorporado ao polimero polissacarideo natural, o amido.

Gomes; Mendes da Silva; Ricardo, (2005) demostraram a maior capacidade de
intumescimento (60,25 g agua / g amido) e solubilidade (58,0%) para amido seco por
pulverizacdo em comparacdo ao amido nativo (38,47 g agua / g amido; 25,0%). A capacidade
de expansao de um polimero indica a capacidade de permitir que a agua penetre nos granulos
de amido. Entdo, as areas amorfas (amilose) dos granulos de amido absorvem rapidamente a
agua, permitindo que ela inche. Enquanto isso, as areas cristalinas (amilopectina) do granulo de
amido mantém sua integridade, permitindo o inchagco, mas evitando a dispersdao completa de
moléculas e macromoléculas (SANTOS et al., 2019).

Os resultados da caracterizacdo até agora demonstram que sua estrutura de polimero
hidrofilico semicristalina pode estar resultando em liberacéao retardada, bem como uma redugéo
na extensdo (quantidade) de catequina liberada no meio de dissolugdo. Assim, o amido de
secagem por pulverizacdo é util para drogas solUveis, particulas de liberacdo controlada,
microcapsulas como aromatizantes e ingredientes funcionais (SANTOS et al., 2019).

5.13 ANALISES BIOLOGICAS in vitro
5.13.1 Concentracéo inibitéria minima (CIM)

Todas a fragGes apresentaram concentragdes menores que 128 pg/mL para inibi¢do de
Escherichia coli (ATCC 25922). A fracdo UT-4 apresentou um melhor resultado para as cepas
gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853 e Escherichia coli - ATCC 25922)

O particionamento UT-7 apresentou o melhor resultado, tendo concentragdes
inibitorias minimas de 256 pg/ml para Staphylococcus epidermidis (ATCC 31488) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); e de 128 ug/mL para Staphylococcus aureus (ATCC
29213) e Escherichia coli (ATCC 25922) (Tabela 12).

Estudos realizados por Ccahuana-Vasquez et al., (2007) avaliaram a atividade
microbiana da U. tomentosa sobre patdgenos da cavidade bucal, e observaram atividade em
isolados da familia Enterobacteriaceae, S. mutans e Staphylococcus spp. no entanto, nao
inibiram cepas de P. aeruginosa e C. albicans, diferente do presente estudo que apresentou
inibicdo para P. aeruginosa com a fragdo UT7. Assim como Herrera et al., (2010) demostraram
gue a espécie U. tomentosa apresentou atividade contra cepas de E. faecalis (ATCC 29212),
e C. albicans (ATCC 29212) e S. aureus (ATCC 29212).
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Tabela 12: Concentracao inibitéria minima dos particionamentos de Uncaria tomentosa
Staphylococcus Staphylococcus Escherichia  Pseudomonas

Uncaria aureus epidermidis coli aeruginosa
tomentosa CIM (ug/ml)
UT1 (20 mg/ml) 512 1024 <128 512
UT4 (20 mg/ml) 2048 1024 <128 512
UT6 (25 mg/ml) 1024 1024 <128 1024
UT7 (5 mg/ml) <128 256 <128 256

Fonte: Proprio autor.

Alcaloides antibacterianos de ocorréncia natural sdo descritos em estudos desde a
década de 1940, pesquisas posteriores, foram mais completas determinando as concentracdes
inibitérias minimas (CIMs) de varios monémeros alcaloides potentemente antibacterianos
(CIMs <10 pg / mL) foram identificados na aaptamina, indolizidina, isoquinolina, piperazina,
quinolina, quinolona, agelasina, poliamina e indol. Com niveis semelhantes de atividade, foram
encontrados ainda, dimeros alcaloides na aaptamina-indol, bisindol, indol-quinolina,
piridoacridina, bispirrol e pirrol-imidazol (CUSHNIE; CUSHNIE; LAMB, 2014).

Analisando os dados cromatograficos, observa-se que as fragdes UT-7 apresentaram
uma maior quantidade de picos cromatograficos em 245 nm (presenca de diferentes alcaloides)
em relacdo a fracdo UT-4.

Garcia et al., (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana dos extratos de U. tomentosa
(extratos de diclorometano e metanol) e da isopteropodina (alcaloide oxidol pentaciclico) onde
0s extratos mostraram atividade antimicrobiana contra M. flavus (ATCC 10290) e B. subtilis
(ATCC 6633) e foi inativo contra C. albicans e S. cerevisiae, tendo o extrato obtido por extracéo
com metanol uma maior atividade antibacteriana nas concentragdes de 100 pg/mL e 200 pg/mL.
A isopteropodina foi inativo, da mesma forma que os extratos de Uncaria, contra o C. albicans
e S. cerevi-siae, e foi ativo apenas contra bactérias Gram positivas. S. aureus (ATCC 6538P),
B. subtilis, com um valor de CIM 150 pg/mL e 250 pg/mL, respectivamente.

Contudo, foi demonstrado que vérias classes de alcaloides aumentam a atividade
antibacteriana, incluindo os alcaloides com porcdo indol (MOHTAR et al., 2009; OZCELIK et
al., 2011) este fato se explica, possivelmente, pela sinergia ao inibir as bombas de efluxo
bacteriano, bombas que atuam em uma ampla gama de compostos estruturalmente néo
relacionados (CUSHNIE; CUSHNIE; LAMB, 2014; MARKHAM et al., 1999; MOHTAR et
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al., 2009). Lee et al., (2009) avaliaram a influéncia de Indol e 7-hidroxindol (7HI) sobre a
viruléncia de P. aeruginosa, demostrando assim, que o Indol e 7HI regulam genes quorum-
sensing em P. aeruginosa. Indol e 7HI resultou em um padrédo oposto de expressdo génica dos
genes de efluxo de maltiplas drogas mexGHI-opmD e muitos genes de viruléncia, tendo, 0s
genes gue codificam a bomba de efluxo (MexGHI-OpmD) os mais altamente reprimidos em P.
aeruginosa apos a adi¢do de indol e 7H.

A sinergia descrita acima pode esta, possivelmente, ocorrendo com flavonoides
presentes na amostra que demostra sua atividade antibacteriana direta de trés maneiras
diferentes: efeito inibitério no metabolismo energético, pela inibicdo da sintese de acidos
nucléicos e danos da membrana citoplasmatica por mecanismo de perfuracdo (AHMAD et al.,
2015) e diminuicao da fluidez da membrana (tendo a D-alanina-D-alanina ligase como alvo)
(WU et al., 2008).

Os compostos fendlicos identificados nos extratos de U. tomentosa e na fragdo UT-1,
pode-se destacar, também, suas atividades antimicrobianas descritas na literatura, onde, as
catequinas apresentam diversas atividades antimicrobianas, tendo como uma de suas principais
propriedades a capacidade de se ligar as membranas celulares bacterianas podendo interferir
em Varios processos bacterianos, podendo ainda, danificar a membrana celular levando ao
aumento da permeabilidade causando lise celular. Outro mecanismo relevante € a inibicao da
biossintese de acidos graxos bacterianos por meio da inibicdo de enzimas envolvidas em sua
via Biosintética (REYGAERT, 2018).

Perumal; Mahmud; Ismail (2017) avaliaram os provaveis mecanismos de ac¢do do
acido caféico e epicatequina 3-galato contra P. aeruginosa (ATCC 27853), onde apresentaram
notaveis capacidades bactericidas ao aumentar a membrana externa e a permeabilidade da
membrana plasmatica do patdgeno. Facilitaram a entrada de antibioticos hidrofébicos devido a
desintegracdo da camada lipopolissacaridica da membrana externa. Com o aumento do tempo
causaram, ainda, o vazamento consistente do contetdo de nucleotideos intracelulares. A
epicatequina 3-galato induziu, também, o efluxo de potassio (com eficiéncia proxima a obtida
com cefepima), sugerindo modo de acédo através do rompimento da membrana.

Ja Kwpa et al., (2018) avaliaram a atividade antibacteriana do acido caféico contra
vinte estirpes de S. aureus de origem clinicas (isolados a partir de feridas infectadas de pacientes
hospitalizados), e 3 estirpes de S. aureus de referéncia (ATCC 25923, ATCC 43300 e ATCC

6538). A atividade antibacteriana foi observada em todas as cepas analisadas obtendo valores
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de CIMs variando de 256 a 1.024 ug/mL, tendo todas as cepas de referéncia com valores abaixo
de 256 pg/mL.

O acido galico, acidos caféico e acidos clorogénico foram estudados para se determinar
as propriedades antimicrobianas e antibiofilme e seus respectivos mecanismos de agao contra
S. aureus. Tendo o acido gélico capaz de influenciar as propriedades de adesdo de S. aureus.
Os &cidos galico e caféico também foram capazes de inibir a produgdo de a-hemolisina e, em
relacdo ao seu mecanismo de acdo, o acido cafeico interfere na estabilidade da membrana
celular e na atividade metabolica das células de S. aureus (LUIS et al., 2013).

Os dados ainda ndo conclusivos sugerem que os alcaloides presentes na fracdo UT-7
podem estar aumentando a atividade antibacteriana das fragcbes UT-7 de U. tomentosa.

5.13.2 Analise do potencial antioxidante através do método de sequestro de radicais
DPPH

O extrato etandlico de Uncaria tomentosa apresentou percentual de sequestro de
radical DPPH de 88,47% na concentracdo de 20 pg/ml tendo sua atividade diminuida
proporcionalmente com a diminuicdo da concentracdo atingindo atividade de 9,35% na menor
concentracdo avaliada (0,5 pg/ml). Ja os microencapsulados apresentaram um aumento na
porcentagem de atividade antioxidante em todas as concentragdes, apresentando um percentual
de 93,08% de sequestro do radical na maior concentracdo (20 pg/ml) (Figura 34), contudo
estatisticamente ndo obteve diferencas significativas (P=0,0666 teste t-Student pareado),
demostrando assim o grande potencial antioxidante da espécie U. tomentosa tanto na forma de
extrato quanto nas microcapsulas.

Estudos de Navarro-Hoyos et al., (2018) realizaram atividades antioxidante em varios
extratos etandlicos de U. tomentosa onde, 0s extratos tiveram resultados uma ICso de 6,34 pg/mi
para o menor valor da ICsp de 11,52 pg/ml para o extrato com pior desempenho. Esses valores
corroboram aos produzidos neste trabalho, tendo valores de ICso de 5,8 e 5,03 pg/ml para os
extratos bruto e microcapsulas de Uncaria tomentosa respectivamente.

Segundo (GONCALVES; DINIS; BATISTA, 2005) a atividade antioxidantes de
extratos de U. tomentosa esta relacionada a presenca de compostos fendlicos, incluindo

catequinas, acidos protocatequéuticos e compostos fenolicos simples.
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Figura 34: Comparativo da porcentagem da atividade antioxidante do extrato etanélico e microcapsulas
carregadas com ativos de Uncaria tomentosa.
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Fonte: Autor, 2021.
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6 CONCLUSAO
Os resultados obtidos até o presente momento no estudo de obtencéo e caracterizagédo
dos extratos bruto e microencapsulado de Uncaria tomentosa revelam que:

v A preparagdo de microcapsulas carregadas com extrato de Uncaria tomentosa em sistema de
matriz com biopolimero de amido natural pelo processo de spray-dryer mostrou-se eficiente
para encapsular o extrato de Uncaria tomentosa.

v' O extrato de Uncaria tomentosa quando microencapsulado em um sistema de matriz com o
biopolimero de amido mostrou-se termicamente estavel utilizando um polimero de amido
modificado termicamente que mantém as mesmas caracteristicas do extrato de Uncaria
tomentosa. As microcapsulas de Uncaria tomentosa ndo apresentaram incompatibilidades
quimicas, nem dificuldades na liberacdo de fitoquimicos e na manutencdo do contetdo de
compostos fendlicos ativos como polifendis e flavondides, bem como, atividade antioxidante.

v" O uso do biopolimero de amido combinado com a técnica de spray-dryer promove certas
alteracbes em suas propriedades fisico-quimicas, principalmente em suas caracteristicas
semicristalinas, contribuindo e promovendo melhorias no sistema de liberagdo de compostos
fendlicos presentes no extrato de Uncaria tomentosa.

v' Os extratos etanolico e microcdpsulas de Uncaria tomentosa apresentaram presenca de
alcaloides e compostos fendlicos usando dados de cromatografia liquida de alta eficiéncia,
ensaios quimicos e triagem fitoquimica;

v' Os extratos etandlicos e fracdes diclorometano de Uncaria tomentosa apresentaram atividade
antibacteriana, provavelmente, devido ao efeito sinérgico entre alcaloides e compostos
fendlicos.

v Foi possivel obter uma composi¢do fisico-quimicamente estavel de microcapsulas de Uncaria
tomentosa na forma de microparticula quando avaliadas por FTIR e Analise térmica;

v" As microcapsulas de Uncaria tomentosa demonstraram ser pobremente sollivel em agua que
podem melhorar sua dissolugdo in vitro e posteriormente sua absorcdo pelos fluidos
gastrointestinais com adi¢do de adjuvantes farmacotécnicos para aumentar sua eficacia de
liberag&o in vitro.



96

REFERENCIAS

AGGARWAL, P.; DOLLIMORE, D. A thermal analysis investigation of partially hydrolyzed
starch. Thermochimica Acta, v. 319, n. 1-2, p. 17-25, 1998.

AGILENT TECHNOLOGIES. Superior Pharmaceutical Research and Testing with
Dissolution Technology. Disponivel em: <https://www.agilent.com/en/product/dissolution-
testing>. Acesso em: 9 jul. 2021.

AGUILAR, J. L. et al. Anti-inflammatory activity of two different extracts of Uncaria
tomentosa (Rubiaceae). Journal of Ethnopharmacology, v. 81, n. 2, p. 271-276, 2002.

AHMAD, A. et al. Therapeutic potential of flavonoids and their mechanism of action against
microbial and viral infections — A review. Food Research International journal, v. 77, p.
221-235, 2015.

ALLEN-HALL, L. et al. Uncaria tomentosa acts as a potent TNF-a inhibitor through NF«B.
Journal of Ethnopharmacology, v. 127, p. 685-693, 2010.

ALLEN, L. V.; POPOVICH, N. G.; ANSEL, H. C. Formas farrnacéuticas e sistemas de
liberacdo de farmacos. 9. ed. [s.l: s.n.].

ANVISA, A. N. DE V. S.-M. DA S. Agéncia Nacional de Vigiléncia Sanitéaria. Resolucédo da
Diretoria Colegiada - RDC n° 166, de 24 de julho de 2017. Dispde sobre a validacao de
métodos analiticos e d& outras providéncias. Diario Ofical da Unido n°141, de 25 de julho
de 2017, v. 2017, p. 1-21, 2017.

AQUINO, R. et al. Triterpenes and quinovic acid glycosides from Uncaria tomentosa.
Phytochemistry, v. 45, n. 5, p. 1035-1040, 1997.

AULTON, M. E.; TAYLOR, K. M. G. Delineamento de Formas Farmacéuticas. 4. ed. [s.I:
s.n.].

AZEREDO, H. M. C. DE. Encapsulagéo: aplicacdo a tecnologia de alimentos. Alim. Nutr., v.
16, p. 89-97, 2005.

AZEVEDO, B. C. et al. Aqueous extracts from Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC.
reduce bronchial hyperresponsiveness and inflammation in a murine model of asthma.
Journal of Ethnopharmacology, v. 218, n. February, p. 76-89, 2018.

BAPTISTA, E. B. Estudo da Correlacéo in vitro-in vivo empregando comprimidos de
glibenclamida néo bioequivalentes. [s.l.] UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE
JANEIRO, 2005.

BATIHA, G. E. S. et al. Uncaria tomentosa (Willd. ex Schult.) DC.: A review on chemical
constituents and biological activities. Applied Sciences, v. 10, n. 8, 2020.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. LWT - Food Science and Technology, v. 28, n. 1, p. 25-30,
1995.

BRASIL. Guia para ensaios de dissolucéo para formas farmacéuticas sélidas orais de
liberacdo imediata (FFSOLI)Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA), , 2003.



97

BRASIL. Dispde sobre realizacdo de alteragéo, incluséo, suspenséo, reativacao, e
cancelamento pds-registro de medicamentos e da outras providéncias.Ministério da
Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), , 2009.

BRASIL. Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do. [s.l: s.n.]. v. 1

BRASIL. Farmacopeia Brasileira. 6a Edi¢cdo. ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria - Ministério da Saude, v. 1, p. 874, 2019.

BROWN, C. K. et al. Acceptable Analytical Practices for Dissolution Testing of Poorly
Soluble Compounds. Pharmaceutical Technology, v. 12, p. 56, 2004,

BUSTILLOS, A.; CORTEZ, J. C. Actividad anti-metastasica y anti- proliferativa de llex
guayusa, Uncaria tomentosa y Croton lechleri, en la linea celular MCF7. Investigacion
Clinica, v. 62, p. 86-94, 2021.

CASTILHOS, L. G. et al. Effect of Uncaria tomentosa extract on purinergic enzyme activities
in lymphocytes of rats submitted to experimental adjuvant arthritis model. BMC
Complementary and Alternative Medicine, v. 15, n. 1, p. 1-11, 2015.

CCAHUANA-VASQUEZ, R. A. et al. Antimicrobial activity of Uncaria tomentosa against
oral human pathogens. Brazilian Oral Research, v. 21, n. 1, p. 46-50, 2007.

CHEESEMAN, K. H.; SLATER, T. F. An introduction to free radical biochemistry. British
Medical Bulletin, v. 49, n. 3, p. 481-493, 1993.

CHENG, A. et al. Induction of apoptosis by Uncaria tomentosa through reactive oxygen
species production , cytochrome c release , and caspases activation in human leukemia cells.
Food and Chemical Toxicology, v. 45, p. 2206-2218, 2007.

CHRANIQTI, C.; CHANIOTI, S.; TZIA, C. Comparison of spray, freeze and oven drying as
a means of reducing bitter aftertaste of steviol glycosides (derived from Stevia rebaudiana
Bertoni plant) - Evaluation of the final products. Food Chemistry, v. 190, p. 1151-1158,
2016.

CLSI. Metodologia dos Testes de Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluigéo para
Bactéria de Crescimento Aerobico : Norma Aprovada - Sexta Edigdo. ANVISA, Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - Ministério da Saude, v. 23, n. 2, p. 81, 2012.

CODEVILLA, C. F. et al. Nanoestruturas contendo compostos bioativos extraidos de plantas.
Ciéncia e Natura, v. 37, p. 142-151, 2015.

CUSHNIE, T. P. T.; CUSHNIE, B.; LAMB, A.J. Alkaloids : An overview of their
antibacterial , antibiotic-enhancing and antivirulence activities. International Journal of
Antimicrobial Agents, v. 44, n. 5, p. 377-386, 2014.

DE MATTA, S. M. et al. Alkaloids and procyanidins of an Uncaria sp. from Peru. Il
Farmaco; edizione scientifica, v. 31, n. 7, p. 527—535, 1976.

DIETRICH, F. et al. Quinovic acid glycosides purified fraction from Uncaria tomentosa
induces cell death by apoptosis in the T24 human bladder cancer cell line. Food and
Chemical Toxicology, v. 67, p. 222-229, 2014.

DINDA, B. et al. Naturally occurring triterpenoid saponins. Chemistry and Biodiversity, v.



98

7,n. 10, p. 2327-2580, 2010.

ENGEL, B. et al. Emprego de Spray Dryer na indUstria de alimentos: uma breve revisao.
Revista Jovens Pesquisadores, v. 7, n. 2, p. 11, 2017.

FANI, M. Lecitina: Emulsionante E Lubrificante. Aditivos & Ingredientes, p. 34-39, 2016.

FENG, W.; HAO, Z.; LI, M. Isolation and Structure Identification of Flavonoids. [s.I:
s.n.].

FERNANDES, R. V. DE B. et al. Microencapsulation of Rosemary Essential Qil:
Characterization of Particles. Drying Technology, v. 31, n. 11, p. 1245-1254, 18 ago. 2013.

FLISZAR, K. A. et al. Effects of dissolved gases in surfactant dissolution media. Dissolution
Technologies, v. 12, n. 3, p. 6-10, 2005.

FONSECA, L. B. Desenvolvimento e validagdo de método de dissolu¢do aplicado a
suspensdes orais de nimesulida. [s.I: s.n.].

FU, Z. Q. et al. Effects of partial gelatinization on structure and thermal properties of corn
starch after spray drying. Carbohydrate Polymers, v. 88, n. 4, p. 1319-1325, 2012.

GARCIA, R. et al. Antimicrobial activity of isopteropodine. Zeitschrift fur Naturforschung
- Section C Journal of Biosciences, v. 60, n. 5-6, p. 385-388, 2005.

GATTUSO, M. et al. Morphoanatomical studies of Uncaria tomentosa and Uncaria
guianiensis bark and leaves. Phytomedicine, v. 11, n. 2-3, p. 213-223, 2004.

GOMES, A. M. M.; MENDES DA SILVA, C. E.; RICARDO, N. M. P. S. Effects of
annealing on the physicochemical properties of fermented cassava starch (polvilho azedo).
Carbohydrate Polymers, v. 60, n. 1, p. 1-6, 2005.

GONCALVES, C.; DINIS, T.; BATISTA, M. T. Antioxidant properties of proanthocyanidins
of Uncaria tomentosa bark decoction: A mechanism for anti-inflammatory activity.
Phytochemistry, v. 66, n. 1, p. 89-98, 2005.

GUINESI, L. S. et al. Kinetics of thermal degradation applied to starches from different
botanical origins by non-isothermal procedures. Thermochimica Acta, v. 447, n. 2, p. 190—
196, 2006.

HEITZMAN, M. E. et al. Ethnobotany, phytochemistry and pharmacology of Uncaria
(Rubiaceae). Phytochemistry, v. 66, n. 1, p. 5-29, 2005.

HERRERA, D. R. et al. In vitro antimicrobial activity of phytotherapic Uncaria tomentosa
against endodontic pathogens. Journal of oral science, v. 52, n. 3, p. 473-476, 2010.

HONORIO, I. C. G.; BERTONI, B. W.: PEREIRA, A. M. S. Uncaria tomentosa and Uncaria
guianensis an agronomic history to be written. Ciéncia Rural, v. 46, n. 8, p. 1401-1410,
2016.

JAMZAD, S.; FASSIHI, R. Role of Surfactant and pH on Dissolution Properties of
Fenofibrate and Glipizide — A Technical Note. AAPS PharmSciTech, p. 6, 2006.

JANKOVIC, B. Thermal characterization and detailed kinetic analysis of Cassava starch
thermo-oxidative degradation. Carbohydrate Polymers, v. 95, n. 2, p. 621-629, 2013.



99

KAISER, S. Relevancia dos alcaloides oxinddlicos em Uncaria tomentosa ( Willd .) DC . (
Unha-de-gato ): adulteragdo , quimiotipos e isomerizacao. [s.I.] UNIVERSIDADE
FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL, 2016.

KEPLINGER, K.; WAGNER, H.; KREUTZKAMP, B. Oxindole Alkaloids Having
Properties Stimulating the Immunologic System and Preparation Containing the Same
Background of the InventionUnited States Patent, , 1989.

KITAJIMA, M. et al. Two new nor-triterpene glycosides from Peruvian “Ufia de Gato”
(Uncaria tomentosa). Journal of Natural Products, v. 66, n. 2, p. 320-323, 2003.

KITAJIMA, M. et al. New oleanan-type triterpene and cincholic acid glycosides from
Peruvian “Una de Gato” (Uncaria tomentosa). Chemical and Pharmaceutical Bulletin, v.
52, n. 10, p. 1258-1261, 2004.

KLOUCEK, P. et al. Antibacterial screening of some Peruvian medicinal plants used in
Calleria District. Journal of Ethnopharmacology, v. 99, n. 2, p. 309-312, 2005.

KURAS, M. et al. Effect of Alkaloid-Free and Alkaloid-Rich preparations from Uncaria
tomentosa bark on mitotic activity and chromosome morphology evaluated by Allium Test.
Journal of Ethnopharmacology, v. 121, n. 1, p. 140-147, 20009.

KWPA, M. et al. Antimicrobial Potential of Caffeic Acid against Staphylococcus aureus
Clinical Strains. BioMed Research International, p. 9, 2018.

LACERDA, L. G. et al. Thermal behaviour of corn starch granules under action of fungal a-
amylase. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, v. 93, n. 2, p. 445-449, 2008.

LAUS, G. Advances in Chemistry and Bioactivity of the Genus Uncaria. Phytotherapy
Research, v. 274, p. 259-274, 2004.

LAUS, G.; BROSSNER, D.; KEPLINGER, K. ALKALOIDS OF PERUVIAN UNCARIA T
OMENTOSA.Vv.45 n.4,p.855-860, 1997.

LAUS, G.; KEPLINGER, D. Separation of sterecisomeric oxindole alkaloids from Uncaria
tomentosa by high performance liquid chromatography. Journal of Chromatography A, v.
662, n. 2, p. 243-249, 1994,

LEAL, A. F. V. B. ENSAIO DE DISSOLUCAO DE FITOTERAPICOS CONTENDO
Maytenus ilicifolia Mart ex Reiss (Celastraceae): VALIDACAO DE METODOS PARA
QUANTIFICACAO DE CATEQUINA E EPICATEQUINA. [s.1.] Universidade Federal
de Goias, 2010.

LEE, J. et al. Indole and 7-hydroxyindole diminish Pseudomonas aeruginosa virulence.
Microbial Biotechnology, v. 2, n. 1, p. 75-90, 2009.

LEMOS, P. V. F. et al. The important role of crystallinity and amylose ratio in thermal
stability of starches. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, v. 131, n. 3, p. 2555—
2567, 2018.

LIMA, R. Q. DE. ESTUDOS TECNOLOGICOS PARA A OBTENCAO DE FORMA
FARMACEUTICA SOLIDA A PARTIR DE Endopleura uchi e Uncaria tomentosa. [s.I:
s.n.].



100

LIMA, V. L. E. 0S FARMACOS E A QUIRALIDADE: UMA BREVE ABORDAGEM. v.
20, n. 6, p. 657663, 1997.

LOBO, V. et al. Free radicals , antioxidants and functional foods : Impact on human health.
Pharmacognosy Reviews, v. 4, n. 8, 2010.

LUIS, A. et al. Antistaphylococcal and biofilm inhibitory activities of gallic , caffeic , and
chlorogenic acids. The Journal of Bioadhesion and Biofilm Research, v. 30, n. 1, p. 1-5,
2013.

MANADAS, R.; PINA, M. E.; VEIGA, F. A dissolucgéo in vitro na previsdo da absorcdo oral
de farmacos em formas farmacéuticas de liberacdo modificada. Revista Brasileira de
Ciencias Farmaceuticas/Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 38, n. 4, p.
375-399, 2002.

MANIASSO, N. Micellar media in analytical chemistry. Quimica Nova, v. 24, n. 1, p. 87-93,
2001.

MARKHAM, P. N. et al. Multiple Novel Inhibitors of the NorA Multidrug Transporter of
Staphylococcus aureus. ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, v. 43, n.
10, p. 2404-2408, 1999.

MENEZES FILHO, A. C. P.; SANTOS, M. C.; CASTRO, C. F. DE SOUZA. Estudo
fitoquimico, bioativo, fotoprotetor e fisico-quimico do extrato floral de algodadozinho do
Cerrado [Cochlospermum regium Schrank. (Pilg.)] — Bixaceae. Revista Arquivos Cientificos
(IMMES), v. 3, p. 59-71, 2020.

MITHANI, S. D. et al. Estimation of the increase in solubility of drugs as a function of
bile salt concentrationPharmaceutical Research, 1996.

MOHTAR, M. et al. Inhibitory and Resistance-Modifying Potential of Plant-Based Alkaloids
Against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus ( MRSA ). Current Microbiology, p.
181-186, 2009.

MUJUMDAR, A. S. Handbook of Industrial Drying. 3% ed. [s.I: s.n.].
MUJUMDAR, A. S. Handbook of Industrial Drying. 4% ed. [s.l: s.n.].

NASCIMENTO, T. G. et al. Phytochemical screening, antioxidant and antibacterial activities
of some commercial extract of propolis. Journal of Apicultural Research, v. 57, n. 2, p.
246-254, 2018.

NAVARRO-HOYOS, M. et al. Phenolic assesment of Uncaria tomentosa L. (cat’s claw):
Leaves, stem, bark and wood extracts. Molecules, v. 20, n. 12, 2015.

NAVARRO-HOYOS, M. et al. Polyphenolic composition and antioxidant activity of aqueous
and ethanolic extracts from uncaria tomentosa bark and leaves. Antioxidants, v. 7, n. 5, 2018.

NAVARRO, M. et al. Polyphenolic composition and antioxidant activity of Uncaria
tomentosa commercial bark products. Antioxidants, v. 8, n. 9, 2019.

OGAWA, C. Y. L. Técnicas espectroscopicas para identificacdo e quantificacao de
compostos fendlicos sélidos. [s.I.] Universidade Estadual de Maringa, 2016.

OLIVEIRA, C. DE L. TESTE DE DISSOLUCAO: CONCEITOS, APLICACOES E



101

RELEVANCIA NO DESENVOLVIMENTO E CONTROLE DE QUALIDADE DE
MEDICAMENTOS. [s.I: s.n.].

OLIVEIRA, O. W.; PETROVICK, P. R. Secagem por aspersédo (spray drying) de extratos
vegetais: bases e aplicacOes. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 20, n. 4, p. 641-650,
2010.

OSTRAKHOVICH, E. A. MEDICINAL PLANTS ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE
EXTRACT FROM Uncaria Tomentosa. Pharmaceutical Chemistry Journal, v. 31, n. 6, p.
326-329, 1997.

OZCELIK, B. et al. Cytotoxicity, antiviral and antimicrobial activities of alkaloids,
flavonoids, and phenolic acids. Pharmaceutical Biology, v. 0209, 2011.

PACHU, C. O. PROCESSAMENTO DE PLANTAS MEDICINAIS PARA OBTENCAO
DE EXTRATOS SECOS E LIQUIDOS. [s.I: s.n.].

PAIVA REIS, R. A. DA S. Obtencéo de produtos a partir das cascas de Uncaria
tomentosa (Willdernow ex Roemer & Schultes) D.C: otimizagao da extragdo e secagem
em spray dryer utilizando planejamentos experimentais e avaliacdo da atividade anti-
inflamatéria. [s.I: s.n.].

PALLADINO, M. A.; BAHJAT, F. R.; THEODORAKIS, E. A. ANTI-TNF-o. THERAPIES :
THE NEXT GENERATION. Nature Reviews Drug Discovery, v. 2, n. September, p. 736—
746, 2003.

PERINELLI, D. R. et al. Encapsulation of Flavours and Fragrances into Polymeric Capsules
and Cyclodextrins Inclusion Complexes: An Update. Molecules, v. 25, p. 33, 2020.

PERO, R. W. ISOLATION, PURIFICATION AND STRUCTURAL IDENTIFICATION
OF A BIOACTIVE COMPONENT OF A WATER SOLUBLE EXTRACT OF A
BOTANICAL SPECIES FOR ENHANCING IMMUNE, ANTI-INFLAMMATORY,
ANTI-TUMOR AND DNA REPAIR PROCESSES OF WARM BLOODED ANIMALS,
20083.

PERUMAL, S.; MAHMUD, R.; ISMAIL, S. Mechanism of Action of Isolated Caffeic Acid
and Epicatechin 3 - gallate from Euphorbia hirta against Pseudomonas aeruginosa.
Pharmacognosy Magazine, p. 311-315, 2017.

PHILLIPSON, J. D.; HEMINGWAY, S. R.; RIDSDALE, C. E. Alkaloids of Uncaria. V.
Their occurrence and chemotaxonomy.L loydia, 1978.

PIFFERI, G.; SANTORO, P.; PEDRANI, M. Quality and functionality of excipients.
Farmaco, v. 54, n. 1-2, p. 1-14, 1999.

POLLITO, P. A. Z. DENDROLOGIA , ANATOMIA DO LENHO E “ STATUS ” DE
CONSERVACAO DAS ESPECIES LENHOSAS DOS GENEROS Cinchona , Croton e
Uncaria NO ESTADO DO ACRE , BRASIL Estado de Séao Paulo - Brasil
CONSERVACAO DAS ESPECIES LENHOSAS DOS GENEROS Cinchona , Croton e
Uncaria NO. [s.l: s.n.].

POLLITO, P. A. Z.; TOMAZELLO, M. Anatomia do lenho de Uncaria guianensis e U .
tomentosa ( Rubiaceae ) do Estado do Acre , Brasil Wood anatomy of Uncaria guianensis e U



102

. tomentosa ( Rubiaceae ) from the State of Acre, Brazil. v. 36, n. 2, p. 169-175, 2006.

QUINTELA, J. C.; DE UGAZ, O. L. Ufia de gato. Uncaria tomentosa (Willd.) DC. n. March
2003, 2003.

RAMOS, A. H. et al. Characteristics of Flour and Starch Isolated from Red Rice Subjected to
Different Drying Conditions. Starch/Staerke, v. 71, n. 7-8, p. 1-8, 2019.

REICH, A. et al. A spray containing extracts of oat plantlets and Uncaria tomentosa relieves
pain associated with chronic in fl ammatory skin diseases and dermatological procedures.
JEADV, v. 34, p. 3-11, 2020.

REYGAERT, W. C. Green Tea Catechins : Their Use in Treating and Preventing Infectious
Diseases. BioMed Research International, v. 2018, p. 9, 2018.

RIZZI, R. et al. Mutagenic and antimutagenic activities of Uncaria tomentosa and its extracts.
v. 38, p. 63-77, 1993.

ROCHA, T. S. et al. Structural characterization of peruvian carrot (Arracacia xanthorrhiza)
starch and the effect of annealing on its semicrystalline structure. Journal of Agricultural
and Food Chemistry, v. 59, n. 8, p. 4208-4216, 2011.

RODRIGUES, L. O. et al. Effect of spray drying process parameters on Uncaria tomentosa
(Willd. ex Schult.) DC. dried extracts. Revista Fitos, v. 14, n. 4, p. 469-475, 2020.

ROWE, R. C.; SHESKEY, P. J.; QUINN, M. E. Handbook of Pharmaceutical Excipients. In:
pharmaceutical press. [s.I: s.n.]. v. 6p. 917.

RUNHA, F. P. et al. Production of dry extracts of medicinal Brazilian plants by spouted bed
process: Development of the process and evaluation of thermal degradation during the drying
operation. Food and Bioproducts Processing, v. 79, n. 3, p. 160-168, 2001.

SANDOVAL-CHACON, M. et al. Antiinflammatory actions of cat ’ s claw : the role of NF-
kB. Aliment Pharmacol Ther, p. 1279-1289, 1998.

SANDOVAL, M. et al. CAT’S CLAW INHIBITS TNFa PRODUCTION AND
SCAVENGES FREE RADICALS: ROLE IN CYTOPROTECTION. Free Radical Biology
& Medicine, v. 29, n. 1, p. 71-78, 2000.

SANDOVAL, M. et al. Anti-inflammatory and antioxidant activities of cat’s claw (Uncaria
tomentosa and Uncaria guianensis) are independent of their alkaloid content. Phytomedicine,
v. 9, n. 4, p. 325-337, 2002.

SANTOS, T. P. R. et al. Effect of spray-drying and extrusion on physicochemical
characteristics of sweet potato starch. Journal of Food Science and Technology, v. 56, n. 1,
p. 376-383, 20109.

SHENG, Y. et al. Induction of apoptosis and inhibition of proliferation in human tumor cells
treated with extracts of Uncaria tomentosa. Anticancer Research, v. 18, n. 5 A, p. 3363—
3368, 1998.

SILVA, V. D. C. DESENVOLVIMENTO DE CAPSULAS DE
MICROENCAPSULADOS DA PROPOLIS VERMELHA OBTIDOS POR SECAGEM
EM SPRAY-DRYING, 2016.



103

SINGHAL, D.; CURATOLO, W. Drug polymorphism and dosage form design: A practical
perspective. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 56, n. 3, p. 335-347, 2004.

SNOW, A. D. et al. The Amazon rain forest plant Uncaria tomentosa (cat’s claw) and its
specific proanthocyanidin constituents are potent inhibitors and reducers of both brain plaques
and tangles. Scientific Reports, v. 9, n. 1, p. 1-28, 2019.

SOSNIK, A.; SEREMETA, K. P. Advantages and challenges of the spray-drying technology
for the production of pure drug particles and drug-loaded polymeric carriers. Advances in
Colloid and Interface Science, v. 223, p. 40-54, 2015.

STORPIRTIS, S.; CONSIGLIERI, V. O. Biodisponibilidade e bioequivalencia de
medicamentos: aspectos fundamentais para o planejamento e execucao de estudos. Rev.
Farm. Bioquim. Univ. S8o Paulo, v. 31, n. 2, p. 63-70, 1995.

STULZER, H. K. et al. Desenvolvimento, Avaliagdo e Caracterizacao Fisico Quimica de
Microparticulas Constituidas de Aciclovir/Quitosana Desenvolvidas pela Técnica de Spray-
drying. Latin American Journal of Pharmacy, v. 26, n. 6, p. 866-871, 2007.

SZYMCZYK, K.; ZDZIENNICKA, A.; JANCZUK, B. Adsorption and Aggregation
Properties of Some Polysorbates at Different Temperatures. Journal of Solution Chemistry,
v. 47,n. 11, p. 1824-1840, 2018.

TANAKA, J. C. A. et al. Constituintes quimicos de Luehea divaricata Mart. (Tiliaceae).
Quimica Nova, v. 28, n. 5, p. 834-837, 2005.

TOLEDO HIJO, A. A. C. et al. Physical and thermal properties of oregano (Origanum vulgare
L.) essential oil microparticles. Journal of Food Process Engineering, v. 38, n. 1, p. 1-10,
2015.

VALDIVIEZO-CAMPOS, J. E. et al. Uncaria tomentosa (Willd.) dc. (rubiaceae): Especie
nativa del perd, medicamento herbolario reconocido por la medicina tradicional.
Ethnobotany Research and Applications, v. 19, 2020.

VALENTE, L. M. M. Unha-de-gato [ Uncaria tomentosa ( Willd .) DC . e Uncaria guianensis
( Aubl .) Gmel .]: Um P anorama Sobr e Panorama Sobre seus Aspectos mais Relevantes Cat ’
s claw [ Uncaria tomentosa ( Willd .) Relevant Aspects. 2006.

VASCONCELOQS, E. A. F. et al. Influéncia da temperatura de secagem e da concentragao de
Aerosil®200 nas caracteristicas dos extratos secos por aspersdo da Schinus terebinthifolius
Raddi (Anacardiaceae). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 15, n. 3, p. 243-249, 2005.

WANDERLEY, A. B.; MOUSINHO, K. C.; ROCHA, T.J. M. MEDICINAL PLANTS
COMMERCIALLY AVAILABLE IN PUBLIC MARKETS OF AL-MACEIO FOR
VERMINOSIS TREATMENT. Journal of Medicine and Health Promotion, v. 3, n. 1, p.
922-934, 2018.

WU, D. et al. d-Alanine:d-alanine ligase as a new target for the flavonoids quercetin and
apigenin. International Journal of Antimicrobial Agents, v. 32, p. 421-426, 2008.

YAN, H.; ZHENGBIAO, G. U. Morphology of modified starches prepared by different
methods. Food Research International, v. 43, n. 3, p. 767-772, 2010.

ZARI, A. et al. Treatment with Uncaria tomentosa Promotes Apoptosis in B16-BL6 Mouse



104

Melanoma Cells and Inhibits the Growth of. molecules, v. 26, p. 22, 2021.

ZHANG, Q. et al. Medicinal uses , phytochemistry and pharmacology of the genus Uncaria.
Journal of Ethnopharmacology, v. 173, p. 48-80, 2015.



ANEXOS

105

Anexo 1: Curva analitica do padréo catequina para ensaio de fenois totais.
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Fonte: Autor, 2021.

Anexo 2: Curva analitica do padrao quercetina para ensaio de flavonoides totais.
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Anexo 3: Identificacdo de acido galico (1) usando Cromatografia liquida de ultra-eficiéncia com detector
de Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS (UFLC-DAD-UV-Vis) no comprimento de onda 271 nm. (A)
Cromatograma do padréo analitico de acido galico (1) no tempo de reten¢do de 9,05 min. (B) Espectro de
varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatografico do padréo analitico de acido
galico (1) no tempo de retencéo de 9,05 min mostrando comprimento de onda maximo de 271 nm.
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Anexo 4: Identificacdo de catequina (2) usando Cromatografia liquida de ultra-eficiéncia com detector de
Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS (UFLC-DAD-UV-Vis) no comprimento de onda 280 nm. (A)
Cromatograma do padrao analitico de &cido galico (1) no tempo de retencéo de 19,15 min. (B) Espectro de
varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatografico do padréo analitico de catequina
(2) no tempo de retencao de 19,15 min mostrando comprimento de onda maximo de 279 nm.
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Anexo 5: Identificacdo de acido caféico (3) usando Cromatografia liquida de ultra-eficiéncia com detector
de Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS (UFLC-DAD-UV-Vis) no comprimento de onda 325 nm. (A)
Cromatograma do padréo analitico de acido caféico (3) no tempo de retencdo de 20,95 min. (B) Espectro
de varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatografico do padréo analitico de acido
caféico (3) no tempo de retencao de 20,95 min mostrando comprimento de onda méaximo de 325 nm.
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Anexo 6: ldentificacdo de acido galico (1) no extrato aquoso obtido por infusdo de Uncaria tomentosa
usando Cromatografia liquida de ultra-eficiéncia com detector de Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS
(UFLC-DAD-UV-Vis) no comprimento de onda 271nm. (A) Cromatograma do extrato aquoso obtido por

infusdo de Uncaria tomentosa com identificagao acido galico (1) no tempo de retengédo de 9,1 min. (B)
Espectro de varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatogréafico do 4cido galico (1)

no tempo de retengdo de 9,1 min mostrando comprimento de onda méximo de 269nm semelhante ao

padrdo analitico de acido galico 271nm.
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Anexo 7: Identificacdo de acido galico (1) na microcapsula de Uncaria tomentosa usando Cromatografia
liquida de ultra-eficiéncia com detector de Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS (UFLC-DAD-UV-Vis) no
comprimento de onda 271nm. (A) Cromatograma do extrato aquoso obtido por infusdo da microcapsula
de Uncaria tomentosa com identificacéo acido galico (1) no tempo de retencéo de 9,1 min. (B) Espectro de
varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatografico do acido galico (1) no tempo de
retencéo de 9,1 min mostrando comprimento de onda maximo de 271nm semelhante ao padrédo analitico
de acido galico.
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Anexo 8: Identificacdo de catequina (2) no Extrato aquoso obtido por infusdo de Uncaria tomentosa
usando Cromatografia liquida de ultra-eficiéncia com detector de Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS
(UFLC-DAD-UV-Vis) no comprimento de onda 280nm. (A) Cromatograma do extrato aquoso obtido por

infusdo de Uncaria tomentosa com identificagcdo de catequina (2) no tempo de retengdo de 19,0 min. (B)
Espectro de varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatogréafico da catequina (2) no
tempo de retengdo de 19,0 min mostrando comprimento de onda méximo de 279nm semelhante ao padréo
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Anexo 9: Identificacdo de catequina (2) na microcapsula de Uncaria tomentosa usando Cromatografia
liquida de ultra-eficiéncia com detector de Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS (UFLC-DAD-UV-Vis) no
comprimento de onda 280nm. (A) Cromatograma do extrato aquoso obtido por infusdo da microcapsula
de Uncaria tomentosa com identificacéo de catequina (2) no tempo de retencéo de 19,0 min. (B) Espectro
de varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatografico da catequina (2) no tempo de
retencdo de 19,0 min mostrando comprimento de onda maximo de 279nm semelhante ao padréo analitico
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Anexo 10: Identificacdo de acido caféico (3) no extrato aquoso obtido por infusdo de Uncaria tomentosa
usando Cromatografia liquida de ultra-eficiéncia com detector de Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS
(UFLC-DAD-UV-Vis) no comprimento de onda 325nm. (A) Cromatograma do extrato aquoso obtido por

infusdo de Uncaria tomentosa com identificacdo de acido caféico (3) no tempo de retencao de 20,35 min.
(B) Espectro de varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatogréafico do &cido caféico
(3) no tempo de retencao de 20,35 min mostrando comprimento de onda maximo de 325nm semelhante ao

Resposta do detector DAD-UV (mAU)

padrao analitico de acido caféico.
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Anexo 11: Identificacdo de 4cido caféico (3) na microcapsula de Uncaria tomentosa usando Cromatografia
liquida de ultra-eficiéncia com detector de Arranjos de Diodo e espectro UV-VIS (UFLC-DAD-UV-Vis) no
comprimento de onda 320nm. (A) Cromatograma do extrato aquoso obtido por infusdo da microcapsula
de Uncaria tomentosa com identificacao de acido caféico (3) no tempo de retencao de 20,35 min. (B)
Espectro de varredura UV-Vis usando detector DAD-UV-Vis do pico cromatografico do acido caféico (3)
no tempo de retencdo de 20,35 min mostrando comprimento de onda maximo de 326nm semelhante ao

Resposta do detector DAD-UV (mAU)

padréo analitico de acido caféico.
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10 - Patente de Invengéo (PI)

Composigo de microcapsulas de Uncaria tomentosa, Processos de
obtengdo e caracterizagdo de microcapsulas de Uncaria tomentosa e
Usos da mesma

A presente invengdo pertence ao campo de preparagdo de produtos
fitoterapicos para a sadde, mais especificamente, desenvolvimento
de composigdes farmacéuticas contendo microcapsulas spray-dryer
de Uncaria tomentosa (MUT). & invencgdo diz respeito ao processo
de obtengio de microcdpsulas carregadas com estrato hidroalcodlico
de Uncaria tomentosa e processo de caracterizagdo das mesmas
para uso na area de medicamentos fitoterapicos. O extrato
hidroalcoolico de Uncaria tomentosa e as MUT apresentaram alto
teor de fenois totais (28.48% + 0.76 and 36.34% + 0.22), catequinas
totais (47.95% + 4 90 and 51.15% + 4.20), e atividade antioxidante
com IC50 de 5.80 and 5.03 pgi/mlL. O extrato do hidroalcodlico de
Uncaria tomentoza apresentou atividade antibacteriana contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas para tratamento de
infecgdes bacteriana. As microcapsulas spray-dryer camegadas com
extrato de hidroalcodlico de Uncaria tomentosa foram utilizadas para
preparag@o de capsulas farmacéuticas com perfil de dissolugio
definido. As MUT apresentaram perfil de dissolugdo com liberagio
do teor de catequinas entre 52 a 79% durante periodo de 240
minutos. A presenca de adjuvantes farmacéuticos na composigdo
auxiliou no aumento da liberagdo dos compostos fendlicos das
composigdes fitoterapicas de Uncaria tomentosa.
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