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RESUMO

Costus spiralis (Jagc) Roscoe (Costaceae), denominada popularmente de cana do
brejo, tem uso tradicional no Brasil para o tratamento de afecc¢des renais. A atividade
anti-inflamatoéria do extrato etanolico de folhas de C. spiralis, fracbes e substancia
isolada do mesmo foram avaliados utilizando modelo de edema de pata induzido por
carragenina em camundongos Swiss. O extrato foi testado, per os, nas doses de 10,
100 e 1000 mg/Kg e apresentou atividade antiedematogénica em todas as doses,
confirmando o uso tradicional da espécie. O extrato etandlico seco de C. spiralis foi
fracionado e foram obtidas as fracdes Hex, Hex:DCM (1:1), DCM, DCM:EtOAc (1:1),
EtOAc, EtOAc:MeOH (1:1) e MeOH. As fracBes foram avaliadas em modelo de
edema de pata induzido por carragenina, per os, nas doses 5, 50 e 500 mg/Kg. As
fracbes Hex e EtOAc:MeOH (1:1) apresentaram atividade antiedematogénica. A
fracdo EtOAc:MeOH (1:1) foi refracionada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
em fase reversa, resultando no isolamento de um sélido denominado FLAV1.
Métodos espectrométricos foram utilizados para a andlise estrutural de FLAV1, e
indicaram quatro flavonas isomérica possiveis: escafosideo, isoescafosideo,
neoescafosideo e neoisoescafosideo. A atividade antiedematogénica de FLAV1 foi
avaliada no modelo de edema de pata induzido por carragenina em camundongos
Swiss, nas doses de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/Kg, administrada via injecéo intraperitoneal.
Foi observada atividade anti-edematogénica nas doses de 1,0 e 2,0 mg/Kg,
sugerindo que esta flavona esta relacionada com a atividade anti-inflamatéria de C.
spiralis e que, portanto, pode constituir um marcador quimico para a espécie. Um
método espectrofotométrico para a quantificacdo de flavondides totais calculados
como quercetina foi validado para extrato comecial de C. spiralis. O teor de

flavonodides totais no extrato foi de 0,795%

Palavras chave: Costus spiralis, Costaceae, neoescafosideo, neoisoescafosideo,
isoescafosideo, escafosideo, atividade anti-edematogénica, teor de flavonodides
totais.



ABSTRACT

Costus spiralis (Jagc) Roscoe (Costaceae), popularly named “cana do brejo”, is
traditionally used in Brazil to treat kidney affections. The anti-inflammatory activity of
an ethanol extract from C. spiralis leaves, fractions and a compound isolated from it
were evaluated by using a model of carrageenan-induced paw edema in Swiss mice.
The extract was assayed per os at the doses of 10, 100 and 1000 mg/kg and
presented antiedematogenic activity at all doses, thus confirming the
ethnopharmacological use of the species. The crude ethanol extract from C. spiralis
leaves was submitted to silica gel column chromatography affording fractions Hex,
Hex: DCM (1:1), DCM, DCM: EtOAc (1:1), EtOAc, EtOAc: MeOH (1:1) and MeOH.
The obtained fractions were assayed per os in the carrageenan induced paw edema
model, at the doses of 5, 50 and 500 mg/kg. The Hex and EtOAc:MeOH (1:1)
fractions showed antiedematogenic activity. The EtOAc:MeOH (1:1) was submitted to
fractionation by reverse phase high performance liquid chromatography resulting in
the isolation of a solid named FLAV1. Analyses of spectrometric data recorded for
FLAV1 were compatible with four isomeric flavones: schaftoside, isoschaftoside,
neoschaftoside and neoisoschaftoside. The antiedematogenic activity of FLAV1 was
evaluated by using the carrageenan induced paw edema model in Swiss mice, at the
doses of 0.5, 1.0 and 2.0 mg/kg administered by intraperitoneal injection. FLAV 1
ellicited antiedematogenic response at the higher doses (1 and 2 mg/Kg), suggesting
its participation in the anti-inflammatory activity of C. spiralis and, therefore, that it
may represent a chemical marker for the species. A spectrophotometric method was
validated for the quantitative determination of total flavonoids in a commercial extract
of C. spiralis. The extract present 0,795% of total flavonoids, expressed as

quercetin.

Keywords: Costus spiralis, Costaceae, schaftoside, neoschaftoside, isoschaftoside,

neoisoschaftoside, anti-inflammatory activity, total flavonoids content.
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1. INTRODUCAO

A inflamacdo é um processo dinamico, uma reacdo dos tecidos a um agente
agressor. O processo inflamatorio constitui um mecanismo defensivo muito
importante contra inUmeros agressores. Resumidamente, pode-se dizer que o
agente agressor atua sobre os tecidos induzindo a liberacdo de mediadores que
promoverdo aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de liquidos
(exudacao) e de células sanguineas para o intersticio. Em geral, terminada a agéo
do agente inflamatério, reduz-se a liberacdo dos mediadores e 0 estado
hemodindmico do tecido é recuperado. Se 0 processo causar necrose, o tecido
necrosado sera fagocitado e a etapa seguinte sera a cicatrizacdo ou regeneracao
(BRASILEIRO FILHO, 1998).

Entretanto, alguns agentes inflamatérios estimulam a liberacdo de mediadores por
longo tempo, 0 que levara ao prolongamento do processo inflamatério causando
desconforto ao paciente. Nestes casos, torna-se necessario o controle da inflamacao
com uso de medicamentos (BRASILEIRO FILHO, 1998).

Os farmacos anti-inflamatérios utilizados na terapéutica médica oficial sdo os anti-

inflamatorios esteroides e os anti-inflamatorios nao esteroides (AINES).

Os anti-inflamatérios esteréides sdo mais utilizados no tratamento de doencas
autoimunes e na prevencado ou tratamento de rejeicbes em transplantes de érgéaos.
No entanto, o tratamento crénico com anti-inflamatoérios esteroides € limitado devido
a possibilidade de ocorréncia de varias reacfOes adversas (RANG et al., 2007). Entre
essas, podem ser citadas sindrome de Cushing (rosto arredondado, boca estreita,
obesidade do tronco com membros relativamente finos), hipertensao, hiperglicemia,

fraqueza muscular, aumento da susceptibilidade a osteoporose, glaucoma,
distarbios psiquiatricos e outros (GAUTAM & JACHAK, 2009).

AINEs sado farmacos amplamente utilizados e que podem induzir rea¢Bes adversas
graves, as quais incluem nefrotoxicidade. A principal acdo dos anti-inflamatérios nédo

esteroidais consiste em bloquear a sintese renal de prostaglandinas (PG) por meio
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da inibicdo da cicloxigenase (COX). No tocante ao funcionamento renal, as
principais prostaglandinas sédo a PGI2 e a PGE2. Estas prostaglandinas sé&o
potentes vasodilatadores e, em condi¢cfes habituais, sdo secretadas pelos rins em
guantidades muito pequenas, ndo desempenhando papel importante ha manutencao
do fluxo sanguineo e da filtracdo glomerular. Porém, em condigBes que promovem
baixo fluxo sanguineo renal, ocorre aumento da producao de vasoconstritores renais
(norepinefrina e angiotensina Il). Estes vasoconstritores poderiam levar a diminuicao
da filtracdo glomerular caso ndo ocorresse a acado vasodilatadora das
prostaglandinas. No entanto, pacientes em uso de AINEs terdo a produgéo destas
prostaglandinas reduzida, o que pode resultar em reducdo da funcdo renal e, em
casos extremos, insuficiéncia renal aguda, funcional, que pode ser reversivel apés
suspensao da droga. Devido a esse efeito colateral, deve-se evitar 0 uso continuo
de AINEs (DELFINO & MOCELIN, 1995).

AINEs néo seletivos também inibem a isoforma da cicloxigenase constitutivamente
expressa no estbmago, a COX1. A inibicdo da COX1 resulta no bloqueio da
biossintese da PGI2 e PGE2 que estdo envolvidas na citoprotecdo gastrica, o que
pode resultar em ulceragéo estomacal e duodenal (RANG et al., 2007).

Assim, anti-inflamatérios sdo farmacos importantes na terapéutica de processos
inflamatorios, mas podem causar reacfes adversas graves. Este fato nos remete a
busca por novos farmacos anti-inflamatérios de maior especificidade e,

consequentemente, menos efeitos colaterais.

Dentro das abordagens atuais para pesquisa de novos agentes anti-inflamatorios
eficazes e com maior seguranca estdo os produtos naturais de plantas de uso

tradicional.

As plantas medicinais sédo fontes de diversas substancias com potencial terapéutico.
O uso popular de plantas medicinais € extremamente amplo, sendo bem
reconhecidas suas atividades estimulante, antidepressiva, anti-hipertensiva,
calmante, sedativa, anti-inflamatéria entre outras (OBUTE & ADUBOR, 2007,
BRANDAO et al., 2006). A ampla atividade das plantas medicinais deve-se aos

diferentes tipos de metabolitos secundarios biossintetizados. Varios desses
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metabolitos apresentaram atividade anti-inflamatéria devidamente comprovada
cientificamente (SIMOES et al., 2004; GAUTAM & JACHAK, 2009) e entre esses
metabolitos destacam-se os flavonoides que, além da atividade anti-inflamatoria,
apresentam  atividades  antiaterosclerética, antitumoral,  antitrombogénica,
antiosteoporotica e antiviral (NIJVELDT et al., 2001).

A prospeccdo e o estudo de plantas medicinais de uso popular no tratamento de
processos inflamatérios podem nos levar a descoberta de novos farmacos anti-
inflamatérios com maiores eficidcia e seguranca que os anti-inflamatérios de uso

corrente.

Dentre as inUmeras plantas utilizadas tradicionalmente no tratamento de afeccdes
renais encontramos a Costus spiralis (Costaceae), também conhecida como cana do
brejo ou cana de macaco. Tal espécie tem sido utilizada pela medicina popular
brasileira para o tratamento de nefrites, inflamacfes da uretra, infeccfes da bexiga,
calculos renais e aterosclerose (CORREA, 1926). Outros estudos da espécie
levaram ao isolamento de flavonoides em suas folhas (ANTUNES, SILVA,
PARENTE, 2000). O uso tradicional da C. spiralis no tratamento de doencas renais
aliado a presenca de flavonoides em suas folhas indica que o estudo fitoquimico
biomonitorado da espécie possa resultar na identificacdo de substancias bioativas
com acado anti-inflamatéria, potenciais candidatos para o desenvolvimento futuro de
farmacos ou de marcadores para a obtencdo de extratos padronizados visando a

producédo de fitoterapicos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, in vivo, a atividade anti-inflamatoéria do extrato das folhas de Costus spiralis
Roscoe (Costaceae), de fracdes derivadas e de substancias isoladas em modelo de

edema de pata induzido por carragenina.

2.2 Objetivos especificos

> Obter extrato etandlico de folhas de C.spiralis;

» Avaliar a potencial atividade anti-inflamatoria do extrato etandlico no modelo
do edema de pata em camundongos;

> Realizar o fracionamento cromatogréafico preliminar do extrato e selecionar a
fracdo mais ativa no ensaio - in vivo - de atividade antiedematogénica;

» Isolar as substancias majoritarias da fracado selecionada anteriormente;

» Elucidar a estrutura quimica das substancias isoladas a partir de dados
espectroscopicos;

» Avaliar a atividade anti-inflamatoria das substancias isoladas.

» Validar metodologia de quantificacdo de flavonoides totais calculados em
guercetina para extrato comercial de C.spiralis.

» Quantificar o extrato etandlico de C.spiralis e as fracbes com atividade anti-

inflamatoria.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.A familia Costaceae e as espécies do género Costus

A familia Costaceae era classificada como uma subfamilia da grande familia
Zingiberaceae. Essa classificacdo baseava-se nas similaridades das caracteristicas
florais e inflorescéncias entre as espécies das duas familias. Tomlinson (1962)
sugeriu que essas semelhancas poderiam indicar uma ancestralidade comum e
prop0s a elevacdo de Costaceae ao status de familia independente embasando sua
proposta em diferencas morfolégicas e anatbmicas. Segundo Tomlinson (1962) a
familia Costaceae compreende quatro géneros: Costus, Monocostus, Dimerocostus

e Tapeinochilos.

Uma analise cladistica de dados moleculares multiplos de cloroplastos e genoma
nuclear, bem como dados morfolégicos, levou Specht (2006) a propor uma
reclassificacdo para a familia Costaceae. Nessa reclassificacdo, 0s géneros
Tapeinochilos, Monocostus e Dimerocostus foram mantidos. O género Costus, 0
maior de todos, foi dividido em quatro géneros: Cheilocostus, Chamaecostus,
Paracostus e Costus. A Figura 1 apresenta um sumario da corrente hip6tese
evolucionaria de Costaceae baseada na analise filogenética realizada por Specht
(2006).
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Tapeinochilos

Cheilocostus
P. englarianus
Paracustus
P. paradoxus
C.woodsonii

C. stenophilus

C.pulverulentus

C. comosus
C. montanus
New world Costus
radiation ; ..
C. villossisimus
C. guanaiensis
C. amazonicus
C.malortieanus
C.laevis
Costus
C. megalobracteae
African
melittophilous C. afer
Costus

C. lucanusianus

maculatus

C. dinklagei
African Costus .

C. mosaicus
C. gabonensis

Monocostus

D. strobilaceus

subsp gutierrezii
‘ D. strobilaceus

subsp strobilaceus

Dimerocostus

C. subsessilis

C. cuspidatus

Chamaecostus

C. lanceolatus

C. curcumoides

T. solomonensis
T. dahii
T. pubescens
T. queenslandiae
T. ananasse
T. holrungii
C. speciosus 3
C. speciosus 2
C. speciosus 1
C. lacerus
C. globosus 3
C. globosus 2

C. globosus 1

Figura 1 Sumario da hip6tese evolucionaria de Costaceae (SPECHT, 2006)

X
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O género Costus € o maior da familia Costaceae com 125-175 espécies e apresenta
maior diversidade morfolégica da familia (ARAUJO & OLIVEIRA, 2007; SPECHT et
al., 2006). Essas espécies crescem em densidades extremamente baixas, contendo,
em sua maioria, ramos espirais com inflorescéncias terminais. Suas inflorescéncias
produzem uma flor por dia, no méximo duas (ARAUJO & OLIVEIRA, 2007).

A recente classificacdo da familia Costaceae e o reduzido numero de trabalhos
cientificos sobre as espécies ndo permitem ainda uma visao geral da composicao
quimica das espécies do género. No entanto, alguns estudos anteriores possibilitam

uma visado sobre os principais constituintes quimicos ja identificados no género.

Em um estudo de revisao realizado por Willians et al. (1977), os autores relataram a
presenca de flavonas-C-glicosiladas em 86% das espécies pertencentes a
subfamilia Costoidae. No entanto, na nova classificacdo, algumas espécies da
subfamilia Costoideae foram mantidas na familia Zingiberaceae e outras passaram a
constituir a nova familia Costaceae (SPECHT et al., 2006). Portanto, o indice de
espécies contendo flavonas C-glicosiladas proposto por Williams et al. (1977) nao
pode ser considerado.

Por outro lado, existem outros estudos relatando a presenca de compostos
flavonicos em espécies de Costus. Da espécie C. spicatus Swartz foram isolados, a
partir do extrato metandlico das folhas, dois flavondis diglicosidicos inéditos
(tamarixetina-3-O-neohesperidosideo (1) e canferideo-3-O-neohesperidosideo (2)),
um flavonol diglicosideo conhecido (quercetina-3-O-neohesperidosideo (3)) e outros
seis flavonoides (SILVA et al.,, 2000). Rutina (4), quercitrina (5) e quercetina (6)
foram extraidas da espécie Cheilocostus speciosus (J. Koenig) C. Specht (sin.
Costus speciosus (J.Koenig) Sm.) utilizando um método de extracdo liquida
pressurizada assistida por surfactantes. Apos extracdo, os flavonoides foram

analisados por cromatografia eletrocinética micelar (CHANG et al., 2011).
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(2)

(4)
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(5) (6)

Outro grupo de metabolitos que aparecem nos resultados de varios estudos
fitoquimicos envolvendo espécies da familia Costaceae sdo as saponinas. Foram
isoladas saponinas nas espécies Costus afer Ker-Gawl (LIN et al., 1996),
Cheilocostus speciosus (J. Koenig) C.Specht (sin.: Costus speciosus J. Koenig)
(INOUE et al., 1996; QIAO et al.,, 2002) e Costus spicatus Swartz (SOUZA et al.,
2004; SILVA et al., 1999). Em Costus afer foi isolada a saponina aferosideo A (7).
Diosgenina (8), prosapogenina B de dioscina (9) e diosgenona (10) foram isolados
de Cheilocostus speciosus (INOUE et al., 1996; QIAO et al., 2002). As saponinas
isoladas de Costus spicatus sao (3-B,-22-a,-25R-)-26-(B-D-glicopiranosiloxi)-22-
metoxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-B-D-furanosil -(1—4)-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—2)]-
B-D-glicopiranosideo (11) (SILVA et al.,1999) e (-3-B,-22-a,-25R-)-26-(B-D-
glicopiranosiloxi)-22-metoxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-B-D-furanosil-(1—2)-O-[6-deoxi-
a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-B-D-glicopiranosideo (12) (SILVA et al., 1998).
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HO
HO OH

OH (12)

O éster tetracosanoato de metila (13) foi isolado do extrato metandlico de folhas de
Costus pictus D. Don (SHILPA et al., 2009).

O

(13)
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Os acidos succinico (14) e tetracosanoico (15) foram encontrados na espécie Costus
tonkinensis Gagnep. (QIAO et al., 2002). Da espécie Cheilocostus speciosus (J.
Koenig) C. Spechit isolou-se o0 acido octacosanoico (16) (QIAO et al., 2002).

0]

HO
NOH

O (14)

\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\"/OH
(@)
(15)

VV\/\/\/W\/\N\M(OH

0
(16)

Terpenos e esterdis também sdo metabdlitos comuns nas espécies de Costus.
Varios alcodis e cetonas triterpénicos e esteroidais (17, 18) foram identificados no
extrato hexanico das raizes e partes aéreas de C. tonkinensis Gagnep (BOHME et
al., 1997). A espécie Cheilocostus speciosus (J. Koenig) C. Spechit contém os

triterpenos cicloartenol (19) e 25-en-cicloartenol (20) em suas raizes (QIAO et al.,

2002). Da mesma espécie foram isolados os dois sesquiterpenos costunolideo (21)
(ELISA et al., 2009a) e eremantina (22) (ELISA et al., 2009b). Varios sesquiterpenos
foram identificados no 6leo essencial de Costus afer Ker-Gawl, entre eles acetato de
sesquilavandulil (23) constituindo 17% do 6leo, B-cariofileno (24) (12,3%) e Z,-E-
farnesol (25) (9,9%) (TAIWO & BOLANLE, 2003).

R3

Composto R1 R2 R3 R5
H C H3 H Acetato

CH 3 CH 3 H Acetato
H CHz =CH; acetao
H CH 3 CH 3 Acetato

CHz CHs; =CH; acetato
H H H Acetato
H H =CH;  Acetato
H H C HS Acetato

O~NOUOITAWNPRF

(17)
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Composto R1 R2 R3 R4
H CHs; H H,
CH; CHs; H H,
CH; CH; CHz H,
CH3 CH3 :CH2 H2
H H CH; H,

gabhwnN -

(18)

/Qﬁifg\/ﬁ/
HO
(19)

. /Qﬁifg\/\”/
(20)
g oé i
O

o) (21) (22)

28



0 (23) (24)

X X X OH (25)

Nos talos frescos de Costus spicatus Swartz. foram identificados trés
polissacarideos bioativos, constituidos basicamente de glicose (SILVA & PARENTE,
2003).

3.1.1 Atividades biol6gicas das espécies do género Costus

Alguns estudos biologicos foram conduzidos a fim de investigar o uso tradicional das
espécies do género Costus e/ou dos constituintes isolados.

A espécie Costus spicatus Swartz, cujas folhas e partes aéreas sao utilizadas
tradicionalmente no Brasil para o tratamento de processos inflamatérios e como
analgésico, teve alguns de seus constituintes quimicos avaliados em modelos in
vitro e in vivo. Assim, os diglicosideos de flavonois 1, 2 e 3 isolados das folhas da
espécie foram incubados com uma suspensdo de células retiradas da cavidade
peritoneal de camundongos machos BALB/c e inibiram a producédo de oxido nitrico
pelos macrofagos ativados (SILVA et al., 2000). As saponinas 11 e 12 isoladas das
raizes da mesma espécie foram investigadas quanto aos seus efeitos sobre as
atividades de Na*ATPase e Na'K*ATPase do tabulo proximal de rins de cobaias. As

saponinas inibiram exclusivamente a atividade da Na*ATPase (SOUZA et al., 2004).
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Os polissacarideos isolados dos talos frescos de Costus spicatus induziram, em um
estudo in vitro, significante aumento da atividade fagocitica. Os polissacarideos
também inibiram o aumento da permeabilidade vascular causada pelo acido acético
(SILVA & PARENTE, 2003). A potencial atividade analgésica do extrato metandlico
de folhas de C. spicatus foi avaliada em modelos de nocicepc¢éo induzida por acido
aceético, formalina e calor, enquanto a atividade anti-inflamatéria foi investigada no
modelo do edema de pata induzido por carragenina. O extrato metandlico seco foi
administrado per os nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg. Os resultados demonstraram
as atividades antinociceptica e anti-inflamatoria do extrato nas doses de 200 e 400
mg/Kg (QUITANS JUNIOR et al., 2010).

C. spicatus é conhecida popularmente na Republica Dominicana como insulina,
sendo utilizada no tratamento de diabetes. Keller et al. (2009) avaliaram a atividade
do cha das folhas sobre a glicemia de camundongos C57BLKS/I em um modelo de
obesidade com hiperglicemia e progressiva deplecdo de células beta. O cha nao

apresentou eficacia no modelo proposto.

Outra espécie conhecida como insulina é Costus igneus N.E.Brown, reclassificada
como Chamaecostus cuspidatus (Nees & Mart) C.Specht & D.W.Stev. (SPECHT et
al, 2006). Essa espécie € utilizada pela populacdo indiana e foi avaliada quanto a
sua atividade hipoglicémica em um estudo que utilizou suspensao do p6 das folhas
em agua destilada nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg/dia. Foram utilizados ratos
Wistar machos que receberam dexametasona por via subcutanea na dose de 10
mg/Kg.dia durante 20 dias, para a inducao da hiperglicemia. As doses de 250 e 500
mg/Kg.dia reduziram a glicemia quase a normalidade (SHETTY et al., 2010).

Conhecida na india com o nome de gengibre espiralado, a espécie Costus pictus D.
Don é utilizada como antihiperglicémica. Extrato aquoso das folhas foi avaliado em
um modelo experimental de diabetes induzido por estreptozotocina em ratos. A
administragcdo per os na dose de 250 mg/Kg foi realizada durante 14 dias. A
secrecdo de insulina foi investigada usando ilhotas pancreaticas dos animais. A
atividade metabdlica de captacdo de glicose no figado foi realizada usando D-[**C]-
glicose. O extrato reduziu significativamente a glicemia e aumentou as

concentracbes de insulina no plasma (GIREESH et al., 2009). Outro estudo
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realizado com o intuito de avaliar a atividade antidiabética de Costus pictus foi
conduzido por Shilpa et al. (2009). Nesse estudo, o extrato metanolico das folhas e a
substancia tetracosanoato de metila (13) isolada do mesmo foram avaliados. O
extrato apresentou atividade antidiabética e antiadipogénica. O tetracosanoato de
metila demonstrou apenas atividade anti-diabética, o que indica que essa substancia
nao tem acdo antiadpogénica ou apresenta agcdo co-participativa com outro(s)
componente(s) da espécie (SHILPA et al., 2009). Em outro estudo, foi avaliada a
atividade diurética do extrato aquoso de C. pictus administrado per os em ratos nas
doses de 100 e 200 mg/Kg em comparacao com o farmaco furosemida na dose de 4
mg/Kg. A dose de 200 mg/Kg induziu resposta natriurética similar & da furosemida
(CAMARGO et al., 2006).

Costus afer Ker também € muito utilizada pela populacdo da Nigéria no tratamento
do diabetes. O extrato metandlico das folhas desta espécie foi investigado em
estudos in vitro e in vivo. O teste de letalidade utilizando Artemia salina demonstrou
gue o extrato apresenta significante toxicidade com um CLs de 21,3 ppm. O extrato
apresentou atividade anestésica. Na dose de 200 mg/Kg o extrato reduziu em 50% a
glicemia de ratos com diabetes induzido por estreptozotocina, elevando a glicemia
(ANAGA et al., 2004). No estudo conduzido por Udem & Ezeasor (2010), os extratos
aguosos das folhas de C. afer ndo apresentaram toxicidade aguda ou induziram
morte em camundongos machos e fémeas até a dose de 4000 mg/Kg. O dleo
essencial de C. afer foi testado in vitro contra cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Candida albicans e
nao mostrou atividade antimicrobiana (TAIWO & BOLANLE, 2003).

3.1.2 A espécie Costus spiralis

A espécie Costus spiralis (Jacq.) Roscoe, conhecida no Brasil como cana do brejo
ou cana de macaco, é utilizada tradicionalmente como diurética, depurativa, no
tratamento de nefrites, inflamagfes da uretra e célculos renais (CORREA, 1926).
Ocorre na América do sul, em florestas tropicais, chuvosas ou em afloramentos
graniticos (MAAS, 1972).
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C. spiralis pode alcancar de 50 cm a 2 m de altura. Apresenta inflorescéncias
racemosas em forma de espiga, possui bracteas vermelhas, fechadas e
sobrepostas, dentro das quais se desenvolvem os botdes florais e frutos. As
inflorescéncias apresentam cerca de 8 cm de comprimento com uma média de 40
flores, cada uma em uma bractea. Suas flores sdo vermelhas, com tubo floral
formado por trés pétalas fundidas na base e ndo apresentam odor (ARAUJO &
OLIVEIRA, 2007). O rizoma da C. spiralis é ramificado e carnoso e suas raizes sdo
quase brancas. Suas hastes sao quase eretas, quebradicas, carnosas, fibrosas e
conservam a bainha das folhas antigas. O peciolo é grosso e as folhas séo
espiraladas, invaginantes, obovadas ou elipticas com até 35 cm de comprimento.
Essas folhas séo lisas, luzidias, verde escuras na pagina superior e mais claras na
pagina inferior, onde a nervura média é saliente (CORREA, 1926). Nao existem
muitos estudos sobre a biologia reprodutiva da familia Costaceae e 0s poucos
trabalhos conhecidos foram realizados fora do Brasil (ARAUJO & OLIVEIRA, 2007).
A Figura 2 apresenta imagens da morfologia floral realizada por Araujo & Oliveira
(2007).

Existem poucos trabalhos na literatura cientifica sobre atividade biologica e
composicdo quimica de C. spiralis. Um dos primeiros estudos foi realizado por Viel et
al. (1999) a partir do extrato aquoso da planta inteira. Este trabalho teve como
objetivo avaliar a atividade antiurolitiaca em modelo de implante de cristais de
oxalato de calcio e discos de zinco na bexiga de ratos. Tal implante induz a
formacdo de calculos renais e hipertrofia da musculatura lisa. Apds a inclusdo dos
cristais e discos na bexiga, os animais foram tratados per os com 0 extrato aquoso
das folhas, nas doses de 0,25 e 0,50 g/Kg durante quatro semanas. Apds este
tempo os animais foram eutanaziados para avaliacdo do tamanho dos calculos e da
musculatura do 6rgdo. Embora ndo tenha apresentado atividade diurética ou
reduzido a hipertrofia da musculatura lisa da bexiga, o tratamento com o extrato
reduziu o tamanho dos célculos renais. Neste estudo, ndo foram observados sinais
de toxicidade ou mudancas na atividade motora dos animais. Os resultados
indicaram atividade antiurolitiaca (VIEL et al., 1999) e Gurocak et al. (2006) sugerem
a realizacdo de estudos posteriores para avaliar a possivel utilizacdo da planta ou de

seus principios ativos no tratamento de calculos renais.



Revisdo da Literatura

Figura 2 Morfologia floral e reprodugdo de Costus spiralis. 1. Inflorescéncia com uma flor
exposta. 2. Tubo floral. 3. Tubo floral em corte longitudinal, mostrando estigma localizado
pouco acima da antera. 4. Vista lateral do estigma e da antera. 5. Apéndice dorsal do estigma.
6. Phaethornis pretrei visitando flor de C. spiralis (Foto: L.C.Rocha). 8. Grdos de polen
germinado no teste de polinizagdo cruzada apés duas horas. 9. Fruto de C. spiralis. 10. Gréos
de polen viaveis no teste de coloragdo carmim acético. 11. Semente de C. spiralis germinando
(Foto: C.Mendes-Rodrigues). Fonte: ARAUJO & OLIVEIRA, 2007.

Alguns metabdlitos secundarios ja foram isolados e identificados de C. spiralis. Do
extrato metandlico 80% dos rizomas, foram isoladas duas saponinas esteroidais:
(3B,25R)-26-(B-D-glicopiranosiloxi)-22-hidroxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-B-D-furanosil-
(1—2)-0O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranosideo (26) e (3B,25R)-26-(B-D-
glicopiranosiloxi)-22-hidroxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-B-D-furanosil-(1—4)-O-[a-L-

ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glicopiranosideo (27). A atividade anti-inflamatéria dessas

saponinas foi avaliada em modelo experimental de aumento da permeabilidade

IEE —
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vascular induzido pelo acido acético em camundongos. Neste estudo, foi observado
que o aumento da permeabilidade vascular induzido pelo &cido acético foi inibido

pelas saponinas nas doses de 100 pg/g de peso (SILVA & PARENTE, 2004).
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Do extrato metandlico das folhas de C. spiralis, Antunes et al. (2000) identificaram e

isolaram um novo diglicosideo de flavonol (3,5-diidroxi-7,4’-dimetoxiflavona-3-O-



neohesperidosideo (28) e quatro outros diglicosideos de flavonéis conhecidos
canferol-3-O-neohesperidosideo  (29), canferideo 3-O-neohesperidosideo (2),

quercetina 3-O-neohesperidosideo (3) e tamarixetina 3-O-neohesperidosideo (1).
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OH (28) OH (29)

3.2. Inflamacgéo

7

Inflamacdo é uma reacdo natural dos tecidos causada pela acdo de um agente

agressor.

A inflamacéao pode ser aguda ou crdnica. A inflamag&o aguda se inicia rapidamente
e apresenta duracao relativamente pequena, de alguns minutos a alguns dias. A
resposta inflamatdria ocorre em trés fases distintas: (1) vasodilatag&o local, aumento
da permeabilidade capilar e consequente aumento no fluxo sanguineo; (2)
extravasamento e liberacdo de proteinas plasmaticas e leucdcitos da circulacéo; e
(3) migracdo e acumulo de leucdcitos no local da lesdo. A presenca do agente
agressor leva a liberacéo de citocinas, mediadores lipidicos e outros mediadores da
inflamacgéo. Alguns mediadores agem nas células endoteliais vizinhas recrutando
leucdcitos para o local em que se encontra 0 agente nocivo. Uma vez proximos do
agente agressor, os leucocitos sao ativados e, por meio da fagocitose, tentardo

remover o agente agressor. A inflamacdo termina quando o agente agressor é
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eliminado e os mediadores liberados durante o processo inflamatério sdo destruidos
ou dispersos. Se 0 agente nocivo néo for eliminado rapidamente, o resultado podera

ser uma inflamacéo crénica (KUMAR et al., 2005).

A inflamacdo cronica ocorre no transcurso de Varios meses ou anos e tem por
caracteristica um aumento acentuado na producdo de mediadores inflamatorios
(CRAIG & STITZEL, 2005). A inflamacdo crénica ndo é, necessariamente, uma
continuacdo da inflamacdo aguda, mas pode ter inicio com uma reacdo pouco
intensa e, as vezes, assintomatica (KUMAR et al., 2005). A fase crbnica da
inflamacédo € a causa de dano tecidual e lesdo oxidativa dos vasos sanguineos e
tecidos, desempenhando papel importante em doencas debilitantes como artrite
reumatoide, aterosclerose, doencas pulmonares cronicas (KUMAR et al., 2005) e
cancer (CRAIG & STITZEL, 2005).

3.2.1. Mediadores quimicos do processo inflamatério

Mediadores do processo inflamatorio sdo fatores quimicos derivados de células ou
de precursores plasmaticos, produzidos ou ativados durante o processo inflamataorio.
Estes mediadores sé@o responsaveis pela inducdo de varios sinais e sintomas da
resposta inflamatéria (KUMAR et al., 2005). Ja foram identificados varios mediadores

do processo inflamatorio e, a seguir, seréo abordados os principais.

3.2.1.1. Aminas vasoativas

A histamina é uma amina vasoativa armazenada nas células e é um dos primeiros
mediadores liberados no processo inflamatdrio. Outra amina é a serotonina que
apresenta acoes semelhantes as da histamina. A histamina esta distribuida em
todos os tecidos, sendo o0s mastdcitos sua principal fonte. E liberada pela
desgranulacdo das células que a contém. Dilatacdo das arteriolas, constricdo das

artérias de maior calibre e aumento da permeabilidade vascular sdo consequéncias



da acdo da histamina, principalmente ap0s sua ligacdo aos receptores H; das
células endoteliais (KUMAR et al., 2005). Apesar da existéncia de diversos
antagonistas H;, esses farmacos s6 tém utilidade no tratamento de eventos
vasculares do inicio do processo inflamatério. Difenidramina (30) e pirilamina (31)

sao dois antagonistas H; representativos (GILMAN et al., 1990).

(30) (31)

3.2.1.2. Metabdblitos do acido araquiddnico

Os metabodlitos do acido araquidbnico (acido 5, 8, 11, 14 eicosatetraenoico)
constituem um importante grupo de mediadores da inflamacéo e sdo denominados
eicosanoides. O acido araquidbnico é encontrado esterificado nos fosfolipideos das
membranas celulares. Por meio da acdo das fosfolipases, principalmente a
fosfolipase A, 0 acido araquiddnico é clivado e sofre a acdo de duas principais
classes de enzimas: as ciclooxigenases e as lipoxigenases (KUMAR et al., 2005;
CRAIG et al., 2005).

S&o conhecidas pelo menos duas isoformas da enzima cicloxigenase. De uma forma
geral, a COX1 é constitutiva e é responsavel pela producdo basal dos eicosandides,
enquanto a COX2 é induzida por citocinas e outros estimulos inflamatérios. Acredita-
se que a COX 2 tenha papel mais relevante no processo de inflamacgéo crénica. Os
produtos finais da via COX sao as prostaglandinas e tromboxanos (CRAIG et al.,
2005).

Na via da lipoxigenase existem trés isoformas diferentes, sendo a 5-lipoxigenase

predominante nos neutréfilos. O principal produto da 5-lipoxigenase é o &cido
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7

hidroxi-eicosatetraenoico (5-HETE) que é convertido nos diversos compostos
mediadores da inflamagdo denominados leucotrienos e lipoxinas (KUMAR et al.,
2005).

A via de biossintese dos eicosandides mais importantes e o0s principais alvos
moleculares dos farmacos anti-inflamatorios encontram-se representados na Figura
3.

Fosfolipideos da membrana

Inibido por | | Fosfolipase
Corticosterdides A2

Acido araquidénico

Via Lipoxigenase Via Ciclooxigenase
Inibidores da 52 5-Lipoxigenase pm== Ciclooxigenase | | Inibido por
Lipoxigenase “1COX-1 e COX-2/71 AINEs
—
5-HPTE Prostaglandina G,
(PGG,)
| |
I 1 1 1 1
LTA, PGF,, | | PGl, | | PGE, | | PGD, | | TXA,
I_Iﬁ
LTC, LTB,

LTD,

LTE,

Figura 3 Via de biossintese dos metabdlitos do &cido araquidénico e alvos moleculares de
acdo de alguns farmacos anti-inflamatérios. HTPE (acido hidroxiperoxi-eicosatetraenoico),
LTA,, LTC, LTD,4 LTEs € LTB4 (leucotrienos A4 C4 Ds, Es € By respectivamente), COX
(ciclooxigenase), AINEs (anti-inflamatérios nédo esteroides), PGG, (prostaglandina G,), PGFy,,
PGl,, PGE, e PGD, (prostaglandinas F,, |5, E> € D, respectivamente), TXA, (tromboxano A,).
(KUMAR et al., 2005).
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3.2.1.3. Citocinas

Citocinas sdo mediadores inflamatérios de natureza proteica produzidas por varios
tipos celulares, principalmente linfocitos e macrofagos ativados. O fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) e a interleucina 1 (IL-1) s&o as principais citocinas envolvidas no
processo inflamatério. Endotoxinas, complexos imunes, leséo fisica e outros agentes
inflamatorios estimulam a secrecdo destas duas citocinas. As principais acdes do
TNFa e da IL-1 no processo inflamatério sdo seus efeitos no endotélio, nos
leucécitos e fibroblastos e inducdo de reacbBes sistémicas da fase aguda da

inflamacédo. Essas a¢des estao resumidas na Figura 4 (KUMAR et al., 2005).

Produtos bacterianos, complexos imunes, lesédo
fisica, toxinas e outras citocinas

Ativacao de
macroéfagos e
outras células

Secrecao de TNF
elL-1
|
| | | l
Reaaggﬁjzf ggase Efeitos endoteliais efeitos sobre os S
e fibroblastos leucacitos
aumento de
adeséo
leucocitéria, proliferagcéo de
Feb ¢ aumento da fibroblastos,
e (rje, Rl sintese de PGl, sintese de Aumento da
T 1o s_orlo,d favorecimento da colageno, secrecdo de IL-1 e
'm'nu'ﬁ"o 2 coagulacéo e producéo de IL-5
el inducéo da protease e sintese
secrecgdo de de PGE
outras
interleucinas

Figura 4 Principais efeitos induzidos pela interleucina 1 (IL-1) e pelo fator de necrose tumoral
(TNFa) na inflamacgéo (KUMAR et al., 2005).
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3.2.1.4. Oxidantes biol6gicos

Os oxidantes bioldgicos, apesar de sua acdo bactericida, constituem um importante
fator na génese da lesdo tecidual decorrente da resposta inflamatoria. Esses
oxidantes incluem o anion superoéxido (O;), o peroxido de hidrogénio (H,0,), o éxido
nitrico (NO), o peroxinitrito (OONQO), o acido hipocloroso (HCIO), o radical hidroxila
(HO") e o oxigénio singleto (*O.) (CRAIG & STITZEL, 2005).

Entre os agentes oxidantes bioldgicos destaca-se o NO. Trata-se de um gas soluvel
produzido pelas células endoteliais, macrofagos e neurénios do cérebro. Devido ao
fato de sua meia vida, in vivo, ser de apenas alguns segundos, ele atua apenas na
proximidade do local onde é produzido. O NO € produzido a partir da L-arginina pela
acdo da enzima O6xido nitrico sintase (NOS). As enzimas Oxido nitrico sintase
endotelial (NOSe) e a neuronal (NOSn) sdo expressas constitutivamente e sao
rapidamente ativadas pelo aumento da concentracdo de calcio intracelular. A enzima
oxido nitrico sintase induzivel (NOSI) € induzida quando os macréfagos e outras
células sdo ativados por citocinas ou outros agentes inflamatérios (KUMAR et al.,
2005). De acordo com Craig & Stitzel (2005), o NO e os demais agentes oxidantes
bioldgicos induzem lesdo tecidual além daquela produzida pelos eicosandides e
enzimas digestivas. Desta forma, a inibicdo da producdo desses agentes ou sua
inativacao por antioxidantes constitui uma alternativa para controle e tratamento de

disturbios inflamatoérios.

Para se defender do excesso de radicais livres produzidos a célula possui
mecanismos enddgenos que podem ser enzimaticos e ndo enzimaticos. Entre os
mecanismos enzimaticos destacam-se os sistemas superoxido dismutase (SOD),
catalase e glutationa peroxidase. O sistema superoxido dismutase catalisa a
transformacdo do radical superéxido em H,O, e O,. Catalase e glutationa
peroxidase catalisam o processo de transformacéao de H,O, em H,O e O,. Em outras
palavras, esses sistemas atuam sobre o0 agente antes que ele cause a lesdo. Os
mecanismos ndo enzimaticos incluem a a¢do da vitamina E, vitamina C e glutationa.
A vitamina E é um importante antioxidante lipofilico e age como quelante dos

radicais oxidantes produzidos. Por sua vez, a vitamina C €& um antioxidante
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hidrossoluvel que pode neutralizar diretamente as substancias reativas de oxigénio.
No entanto, em doses elevadas ela pode atuar como pré-oxidante. J4 a glutationa é
considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa das células,
pois esta presente na maioria delas. A capacidade redutora da glutationa € devida
ao agrupamento SH da cisteina (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; SHINDO, WITT
& HAN, 1994).

3.2.1.5. O modelo experimental do edema de pata

Modelos experimentais auxiliam na avaliagcdo de novas drogas e na investigacao do
mecanismo de acdo das mesmas. Em geral, nesses modelos a reacao inflamatéria é
induzida em orgdos de facil avaliacdo qualitativa e quantitativa dos fenémenos

envolvidos na inflamacéo.

O modelo experimental de edema de pata baseia-se na avaliagdo do volume da pata
do animal na qual foi induzido processo inflamatério. O processo pode ser avaliado
em diferentes etapas. Além disso, podem ser feitas avaliac6es histologicas para
identificacdo de alterac6es morfolégicas (BRASILEIRO FILHO, 1998).

A carragenina é o agente mais utilizado na indu¢do do processo inflamatério em
camundongos ou ratos. A injecdo subplantar de carragenina na pata leva ao
acumulo de liguido resultante do processo inflamatério com consequente formacéo
de edema. A formacdo desse edema é bifasica. A primeira fase comeca
imediatamente apds a injecdo do agente agressor e regride em 1 hora. Nesta fase
acumula-se cerca de 40% do volume total e os mediadores envolvidos séo
principalmente, histamina e serotonina. A segunda fase inicia-se logo apds o término
da primeira e dura cerca de 3 horas. Essa segunda fase ndo depende da resposta
inflamatoria iniciada na primeira fase. De acordo com o estudo de Vinegar et al.
(1969), a segunda fase do processo depende da integridade estrutural da molécula

irritante, no caso do experimento, a carragenina.
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Estudos recentes indicam que a expressao maxima de COX 2 ocorre uma hora apés
a injecdo de carragenina. De acordo com Posadas et al. (2004), as concentragdes
de nitrato e nitrito na pata dos camundongos atingem os maximos duas horas apos a
injecdo de carragenina e diminuem lentamente apés este periodo. Em contraste, as
concentracbes de PGE2 séo crescentes e atingem a concentracdo maxima em 72
horas apés a injecéo intraplantar. Ainda de acordo com Posadas et al. (2004), as
expressdes de INOS e eNOS sédo dependentes da idade e da massa dos animais
utilizados e o ideal, em caso de modelos utilizando ratos, € que sejam utilizados

animais entre sete e oito semanas, com massa média de 30 g.

Assim, a avaliacdo da variacdo do volume da pata de grupos de animais tratados e
nao tratados fornece informacdes sobre a capacidade da droga em estudo de inibir
processos inflamatérios. Além disso, essa avaliacdo em funcdo do tempo permite
inferir sobre a fase da resposta inflamatéria na qual a droga atua e os possiveis

medidores que sofrem a sua acgao.

3.3. Atividade anti-inflamatéria de substancias de origem natural

Produtos naturais apresentam grande diversidade estrutural. Varios grupos de
metabdlitos secundarios produzidos nas diferentes vias biossintéticas das plantas
medicinais apresentam promissora atividade ani-inflamatéria. Como exemplo pode-
se citar o flavonoide luteolina (32). Extraido das folhas de Perilla frutescens, utilizada
no Japao como anti-inflamatdria e antialérgica, a luteolina inibiu a producao do fator
de necrose tumoral e edema de orelha de ratos induzido por acido araquidonico,
sendo identificada como o constituinte responsavel pela acdo farmacologica de P.
frutescens, (UEDA, YAMAZAKI & YAMAZAKI, 2002). Outros exemplos de
flavonoides com acdo anti-inflamatoria serdo descritos no item 3.4. A Tabela 1
apresenta uma lista de substancias de origem natural, pertencentes a diferentes
grupos de metabdlitos, cuja atividade anti-inflamatdria foi avaliada em estudos in
Vivo ou in vitro, com resultados promissores. A tabela também apresenta a espécie

da qual a substancia foi isolada.
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Tabela 1 — Alguns exemplos de substancias de origem natural de agdo anti-inflamatoria

Substéancia Grupo Espécie vegetal Alvo de acéo Referéncia
metabdlico bibliogréafica
Triptantrina Alcaloide Isatis tinctoria Inibe a COX 2 DANZ et al., 2002
Sinomenina Alcaloide Sinomenium Inibicdo da WANG et al., 2005
acutum proliferacédo de
linfocitos e
liberacao de
guimiocinas.
Berberina Alcaloide Hydrastis_ Diminui os niveis CHOI et al., 2006
Cortcéi%i?jlgzlzndri deTNF,IL1e6e
Rhizoma coptidis proteina C reativa
Acidos a- Acido graxo Ziziphus jujuba Inibe a enzima SU et al., 2002
Linolenico COX 2
Guggulsterol Esteréide Commiphora mukul Inibicdo de TNF, IL MANJULA et al.,
e NO 2006
Agnusideo Terpenol Vitex peduncularis Inibe COX 2 SUKSAMRARN et
al., 2002
Costunolideo Terpenol Magnolia grandiflora | Inibe produ¢éo de KOO et al., 2001
NO pela regulagéo
da expresséo de
iINOS
Woorenosideo Lignana Coptis japonica Suprime a CHO et al., 2000
producdo de TNF e
NO
Sauchinona Lignana Saururus chinensis Inibe producéo de SALEEM et al.,
NO 2005
Hipericina Quinona Hipericum Inibe producéo de KANG, CHUNG &
perfloratum IL 12 KIM, 2001
Resveratrol stilbeno Veratrum Inibe COX1e?2 Bl et al., 2005
grandiflorum
3.4.

Os flavonoides e sua atividade anti-inflamatoéria

Os flavonoides compBem uma importante classe de compostos polifenélicos

amplamente distribuidos no reino vegetal. Eles sdo encontrados em frutas, verduras,
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legumes, raizes, cascas e entre outros 0rgdos vegetais. Muitas plantas conhecidas
tradicionalmente pelos seus beneficios a saude humana apresentaram flavonoides
entre seus componentes e, na maioria das vezes, os flavonoides se mostraram
responsaveis por parte dos beneficios destes alimentos e plantas. O interesse por
esse grupo de metabdlitos se tornou maior a partir da descoberta de que a
populacao francesa, apesar de ter uma dieta rica em gordura saturada apresentava
taxa de mortalidade devido a problemas cardiovasculares semelhantes a outras
populacdes européias. Esse paradoxo foi atribuido ao consumo regular de vinho
tinto nas refeicdes, sendo o efeito relacionado aos compostos polifenélicos
presentes no vinho (FORMICA & REGELSON, 1995).

Os flavonoides induzem alguns efeitos bioldgicos cujos mecanismos de acdo vém
sendo elucidados a partir de uma série de pesquisas. Os efeitos mais conhecidos
sdo: efeitos antiateroscleréticos, antitumorais, antitrombogénicos, antiosteoporoticos,

antivirais e anti-inflamatorios.

O efeito dos flavonoides na aterosclerose esta relacionado as suas propriedades
antioxidantes. A aterosclerose é uma doenca inflamatodria crbnica e progressiva,
caracterizada por distlrbios do metabolismo lipidico, com presenca de células e
elementos fibrosos em artérias de calibre grande e médio. O aumento na producédo
de radicais livres e a diminuicdo das funcdes exercidas pelo endotélio sdo o0s
principais fatores que contribuem para evolucdo da doenca atesrosclerética. Os
flavonoides apresentam potencial atividade antioxidante sobre as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e consequente inibicdo de lesdes aterosclerdticas (MOURA,
2006). Entre os flavondides, as flavonas e os flavan-3-ol tém se mostrado os mais
poderosos na protecdo do organismo contra espécies reativas de oxigénio
(NIJVELDT et al., 2001). Segundo Nijveldt et al. (2001), a atividade antitumoral dos
flavonoides também esta relacionada com sua capacidade antioxidante uma vez que
espécies reativas de oxigénio podem danificar o acido desoxirribonucléico (DNA) e a

divisdo de células levando a mutacoes.

Estudos demonstraram a capacidade antitrombdtica dos flavonoides in vivo e in
vitro. Os flavonoides quercetina (6), canferol (32) e miricetina (33) foram avaliados

quanto a capacidade de inibicdo plaquetaria em cédes e macacos e demonstraram
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ser inibidores potentes (OSMAN et al., 1998). O mecanismo principal de acéo
antiagregante dos flavonoides parece estar relacionado com sua capacidade de
inibicdo da producdo de tromboxano A,, que induz a ativacdo e agregacao de
plaguetas (LANDOLFI, 1984). A apiina € um dos flavonoide extraidos das folhas de
Petroselinum crispum. Fracbes da espécie contendo apiina como componente
majoritario apresentaram atividades antiplaquetaria e antitrombdtica, verificadas por
meio de ensaios de agregacao plaquetaria in vitro (CHAVES, 2006).

(32) (33)

Os mecanismos de acdo anti-inflamatoéria dos flavonoides ja foram investigados.
Alguns flavonoides atuam através de apenas um mecanismo, mas a maioria deles

apresenta mais de um mecanismo de acdo, como descrito a seguir.

Os flavonoides podem atuar sobre as espécies reativas de oxigénio. Conforme
descrito no item 3.2.1.4, essas espécies atraem varios mediadores inflamatérios,
contribuindo para uma resposta inflamatéria geral e dano tecidual. Algumas
substancias enddgenas séo responsaveis pela eliminacao destes radicais livres e 0s
flavonoides podem atuar como aditivo a acdo destes compostos enddgenos. O
mecanismo de acdo dos flavonoides sobre espécies reativas de oxigénio esta
relacionado a sua capacidade de reagir com os radicais livres produzindo radicais
flavonoidicos mais estaveis, menos reativos e, portanto, menos danosos as ceélulas
(NIJVELDT, 2001). A Figura 5 representa a reacdo da quercetina com um radical

livre produzindo um radical flavonoidico.
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OH O OH O

Figura 5 Reacgéo da quercetina com radical livre e produg&o do radical flavonoidico

Outro mecanismo de a¢do dos flavonoides bem caracterizado é a sua capacidade
de inibir a enzima xantina oxidase. A xantina oxidase é considerada uma via
importante na inducédo de dano oxidativo de tecidos, pois esta envolvida na producao
de radicais livres de oxigénio, em especial o radical superoxido. Cos et al. (1998)
realizaram um extenso trabalho relacionando a estrutura do flavondide com a
atividade inibitéria da enzima xantina oxidase e sua capacidade de eliminacao de
radical superéxido. Eles verificaram que alguns flavonoides atuaram apenas inibindo
a enzima, outros agiram apenas na eliminacdo do radical superdxido produzido,
outros apresentaram ambos os mecanismos de agdo e alguns ndo apresentaram
nenhum efeito. Os autores observaram a importancia de hidroxilas nas posi¢cdes C5
e C7, bem como a dupla ligacdo entre C2 e C3 para uma alta atividade inibitoria
sobre a xantina oxidase. A luteolina (34) mostrou ser o inibidor mais potente da

xantina oxidase.

OH O
(34)

A adesdo de leucocitos a parede endotelial constitui uma das etapas iniciais do
processo inflamatério e a inibicdo do namero de leucdcitos imobilizados durante a
reperfusdo € um outro mecanismo de a¢do dos flavonoides. Uma fracdo purificada

de flavonoides contendo 90% de diosmina (35) e 10% de hesperidina (36) foi
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avaliada e demonstrou diminuir a adesdo de leucdcitos durante a reperfusédo
(BOUSKELA & DONYO, 1997).

HO 0
© OH
HO \O
HO 4o
HO
OH O (35)
HO e}
© OH
HO \O
HO HO
HO

(36)

Varios trabalhos comprovam que flavonoides também agem inibindo varias etapas
da via metabdlica do acido araquidénico, bem como na modulagcédo do sistema de
citocinas. Em um destes trabalhos, luteolina (34), quercetina (6) e o isoflavonoide
genisteina (37) inibiram a liberacdo de TNF-a e IL-6 em macréfagos estimulados in
vitro (XAGORARI et al., 2001). Luteolina também inibiu a producdo de TNF-q, in
vivo, e reduziu o edema de orelha em camundongos induzido por oxazolona (UEDA
et al., 2002).
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Panduratina A (38) e hidroxipanduratina A (39) s&o chalconas isoladas do extrato
cloroféormico das raizes de Boesenbergia pandurata (Robx.) Schitr. Estas
substancias apresentaram significativa atividade anti-inflamatoria tépica quando
testadas no modelo de edema de orelha em camundongos induzido por acetato de
12-O-tetradecanoil forbol (TPA) (TUCHINDA et al, 2002).

Gautan et al. (2009) avaliaram a relagcéo entre a estrutura quimica e a atividade anti-
inflamatéria de flavonoides, baseada na analise de diversas publica¢des anteriores.
Segundo os autores, a atividade é influenciada por 10 fatores, relatados a seguir:
“(1) Um sistema de anel planar é essencial nas moléculas dos flavonoides para
exibir atividade. (2) A presenca de ligacdo dupla entre C2 e C3, e de grupos hidroxila
nas posicdes 5 e 7 do anel A sdo necessarios. (3) A auséncia de grupos hidroxilas
no anel B praticamente aboliu a acdo anti-inflamatdéria. (4) Flavonas e flavonéis que
contém grupo hidroxila na posi¢gao 4’ do anel B apresentam maior atividade que
agueles que nao tém grupo hidroxila no anel B. (5) Os flavonois que tém grupo
hidroxila nas posi¢gbes 3’ e 4’ (tipo catecol) exibem atividade superior aqueles que
apresentam substituinte 3’, 4’, 5’ triidroxila (tipo pirogalol). (6) A presenca de um
grupo metoxila na posi¢céo 8 do anel A e de grupos hidroxila nas posicdes 4’ ou 3’ e
4’ (orto) no anel B afetam a atividade anti-inflamatéria favoravelmente, enquanto
grupos hidroxila nas posigoes 2’ e 4’ (meta) abolem a atividade. (7) A metilagdo dos

grupos hidroxila nas posigbdes 3, 5 ou 4’ reforcam a atividade. (8) A metilagdo do
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grupo hidroxila na posi¢ao 3 reduz a citotoxicidade. (9) Flavonas exibem mais altas

atividades que as isoflavonas correspondentes, flavonéis e flavanonas. (10) A
introdugéo de um glicosideo reduz a atividade.”

49
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Equipamentos

e Agua ultra pura obtida por meio de sistema de filtrag&o Milli-Q Plus.

e Balanca analitica Metler, modelo AB204

e Balanca semi-analitica Nucleo, modelo PR1000

e Centrivap modelo A50, Labconco

e Espectrofotdmetro Quimis Modelo Q 108 DR

e Espectrofotometro Hitachi, modelo 29000

e Evaporador rotatério Buchi, modelo. B480.

e Lampada UV para cromatografia Spectroline, modelo 977 C, com A 254 e 365
nm.

e Lavadora ultrassonica da marca Unique, modelo USC 1400 e lavadora
ultrassonica da marca Thornton, modelo T50.

e Liquidificador industrial Cemaf

¢ MicrocentrifugaCientec, modelo 14000D

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) Shimadzu, em
escala preparativa, composto de controlador modelo SCL-8A, detector no UV-
VIS modelo SPD-6AV, bomba modelo LC 8A e integrador modelo C-R4A.

e Sistema de CLAE em escala analitica Waters, composto de injetor
automatico, modelo 2695, detector de arranjos de diodos (DAD) modelo 2996,
bomba modelo | — 6200 A e software Empower para processamento dos
dados.

e Sistema de CLAE com detector de arranjos de diodos (DAD) acoplado a
espectrobmetro de massas de ionizagdo eletronspray (CLAE-DAD-MS). Os
equipamentos utilizados foram Esquire 3000 Plus e Micro TOF Ic, ambos da
Bruker Daltonics, disponiveis na Central Analitica da USP, S&o Paulo

¢ Na obtencéo dos espectros de RMN foi utilizado um aparelho Bruker Avance
de 500 MHz
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4.2 Materiais de consumo

4.2.1 Materiais diversos

e Cromatofolhas de gel de silica F,s4 com indicador de fluorescéncia (Merck)

e Gel de silica 60 com tamanho de particulas variando de 0,063-0,200, 70-230
mesh (Merck)

e Gel de silica 60G (Merck)

e Millex LCR com membrana PTFE modificada para filtracdo de solventes
organicos e aquosos 0,45 um, 13 mm de diametro

e Coluna para CLAE LiChrospher 100 RP-18 (particulas de 5 pm, 125 x 4 mm
d.i., Merck), e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (particulas de 5 um; Merck)

e Coluna para CLAE Agilent RP-18 (particulas de 10 um, 21,2 x 250 mm d.i.),
pré-coluna SIL 3227 (particulas de 10 um), Shimadzu.

4.2.2 Reagentes e solventes

Os solventes utilizados foram das marcas Merck, Fmaia e Aldrich, de grau P.A. Os
solventes acetonitrila e metanol de grau cromatografico utilizados foram da marca
Tedia Brasil. Da FMaia foram utilizados acetato de etila (EtOAc), acetona, acido
acético glacial, acido sulfarico concentrado, cloroférmio, diclorometano , etanol,
hexano (Hex), metanol e butanol. Acido formico e piridina empregados foram da

marca Merck e sulfato de sédio anidro da Vetec.
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4.2.3 Solucodes e reveladores para cromatoqgrafia em camada delgada de silica
CCD

Reagente de Dragendorff e solugcdo de nitrito de sodio. Dissolveram-se 1,7 g de
nitrato de bismuto (lll) e 20 g de &cido tartarico em 80 mL de &gua (solugcédo A).
Posteriormente, dissolveram-se 16 g de iodeto de potassio em 40 mL de agua
(solucdo B). Misturaram-se, entdo, partes iguais das solucdes A e B. Para preparo
da solucédo de nitrito de sodio, 5 g de NaNO, foram solubilizadas em 100 mL de
adgua. Para revelacdo das placas primeiramente era borrifado o Reagente de

Dragendorff, seguido pela solugdo de NaNO,

Reagente Lieberman-Burchard: Adicionaram-se 2 gotas de acido sulfurico
concentrado a 10 mL de anidrido acético.

Solucdo de acetato de chumbo a 30 % m/v: pesaram-se 30 g de acetato de

chumbo e diluiu-se em 4gua suficiente para perfazer 100 mL.

Solucado de &cido sulfurico a 5% e solucédo de vanilina a 1%: Para preparo da
solucdo acida adicionaram-se 5 mL de acido sulfarico concentrado a balédo
volumétrico de 100 mL e completou-se com etanol. A solucdo de vanilina foi
preparada solubilizando-se 1g de vanilina em 100 mL de etanol. Para revelacdo das
placas primeiramente era borrifada a solucdo de &cido sulfarico seguida pela

solucéo de vanilina.

Solucédo de anisaldeido sulfarico: Dissolveram-se 0,5 mL de anisaldeido em 10
mL de acido acético glacial. Em seguida, adicionaram-se 85 mL de metanol e 5 mL

de &cido sulfdrico concentrado.

Solucdo de baixa concentracdo eletrolitica: 300 mL de agua, 0,6 mL de
tensoativo lauril éter sulfato de sodio e 13 mL de salina.
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Solugdo metandlica de cloreto de aluminio hexahidratado a 12 % m/v:
dissolveram-se 12 g de cloreto de aluminio hexahidratado em baldo volumétrico de

100 mL, utilizando metanol para dissolver e completar o volume do baléo.

Solucéo de cloreto férrico a 2 % m/v: dissolveram-se 2 g de FeCl; em 100 mL de
etanol.

Solucéo de hidréxido de potassio a 5 % m/v: dissolveram-se 5 g de KOH em 100

mL de etanol.

Solucéo de hidroxido de potassio a 10 % m/v: dissolveram-se 10 g de KOH em
100 mL de etanol.

Solucao de Produtos Naturais + polietilenoglicol 4000 (NP/PEG): Dilui-se 1 g de
acido difenilbérico em 100 mL de metanol para preparo do Reagente de Produtos
Naturais (NP). Para preparo da solucdo de polietilenoglicol 4000 (PEG), 5 g deste
foram diluidos em 200 mL de etanol. Para revelacdo das placas primeiramente era
borrifada a solucéo de NP seguida da de PEG.

4.2.4 Substancias de referéncia

As substancias de referéncia aloina, boldina, cumarina, 8-metoxipsoraleno, digoxina,
canferol, lapachol, quercetina e rutina foram obtidos da Sigma Aldrich. Acido
ursolico, catequina e cumarina foram isolados no Laboratério de Fitoquimica da
Faculdade de Farmacia da UFMG.

4.3 Coleta e identificacdo do material vegetal

A coleta da amostra vegetal foi realizada pelo aluno de doutorado André Mesquita

Marques, em outubro de 2009, no campus da Universidade Federal do Rio de
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Janeiro. Foram coletados caules e folhas. Uma amostra da planta inteira contendo
raiz e inflorescéncia foi utilizada na identificacdo, realizada pelo professor Dr. Jodo
Marcelo Alvarenga Braga, pesquisador associado do Instituto de Pesquisas do
Jardim Botéanico do Rio de Janeiro, que a identificou como sendo Costus spiralis
(Jacqg.) Roscoe. Uma excicata da mesma foi depositada no herbario do Instituto de
Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro sob o numero RB 509516.

4.4 Preparo do material vegetal e extracao

O material vegetal foi seco a sombra e separado em folhas e caule. As folhas foram
trituradas em liquidificador industrial, sendo obtidas 720,25 g de p6. Desse material
foram reservados 100 g do p6 para testes futuros e os 620,25 g restantes foram

utilizados na extracao.

A extracdo foi realizada utilizando-se etanol comercial (96 °GL-92,8 °INPM), por
percolacdo, com troca de solvente a cada 24 horas (consumo total de 18 L de
etanol).

O extrato etandlico obtido foi seco em rotavapor, sob pressédo reduzida, a 40 °C e o
residuo coletado em capsula de porcelana previamente tarada e pesada. A capsula
foi mantida em dessecador sob vacuo para eliminacdo total do solvente e pesada
sucessivamente até peso constante. Foram obtidos, ao final do processo, 67,44 ¢
(10,87% de rendimento) de extrato seco bruto de Costus spiralis, denominado
EECS.

4.5 Prospeccéo fitoquimica

Foi realizada a prospecc¢éo fitoquimica de EECS por cromatografia em camada
delgada (CCD) de silica gel. Foram obtidos perfis cromatograficos em CCD para a

avaliacdo de flavonoides, taninos, antracénicos, saponinas, cumarinas, alcaloides,
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naftoquinonas, triterpenos, esterdis e cardenolideos. Diferentes sistemas de
eluentes e reveladores foram utilizados para cada classe de produto natural,
conforme descrito abaixo (WAGNER et al., 1984).

4.5.1 Identificacdo de flavonoides

Solubilizou-se exatamente 0,5008 g de EECS em 10 mL de metanol, em banho de
ultra-som, por 15 minutos. Utilizou-se a solucao resultante para a CCD.
» Fase movel: butanol: &cido acético glacial: 4gua (40:10:50). Utilizou-se a fase
superior como eluente.
» Reveladores: UV A 365 nm e NP/PEG.
» Substancias de referéncia: quercetina, rutina e canferol (solugées a 1 mg/mL
em metanol).
» ldentificacdo: flavonoides se apresentam como manchas de cor amarela, azul
ou verde em UV A 365 nm. O NP/PEG aumenta a fluorescéncia no

comprimento de onda utilizado.

4.5.2 ldentificacdo de taninos

Utilizou-se a mesma solucao preparada para a caracterizacéo de flavonoides.
» Fase movel: cloroférmio: acetona: acido férmico (65:27:8).
» Revelador: solucéo de cloreto férrico a 2% m/v.
» Substancia de referéncia: catequina (1 mg/mL em metanol).
» ldentificacao : taninos se apresentam como manchas negro azuladas ou

negro esverdeadas no visivel.
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4.5.3 Identificacdo de antracénicos

Utilizou-se a mesma solucao preparada para a caracterizacéo de flavonoides.

>

>
>
>

Fase movel: acetato de etila: metanol: agua (81:11:8)

Revelador: KOH 5% m/v e aguecimento a 100 °C por cinco minutos.
Substancia de referéncia: aloina (1 mg/mL em metanol).

Identificacdo: compostos antracénicos se apresentam como manchas de
coloracdo amarela a vermelha no visivel e fluorescéncias laranja a vermelhas
no UV A 365 nm.

4.5.4 |dentificacdo de naftoquinonas

Solubilizou-se 0,2 g do EECS em 2 mL de metanol em banho de ultrassom por 15

minutos. Utilizou-se a solugéo resultante para CCD.

>

>
>
>

4.5.5.

Fase moével: hexano: diclorometano (2:8 v/v).

Substéncia de referéncia: lapachol (1 mg/mL em metanol).

Revelador: visualizacdo direta no visivel

Identificacdo: naftoquinonas aparecem como manchas de coloracdo amarela

ou laranja no visivel.

Identificacdo de saponinas

Utilizou-se a mesma solucao preparada para a caracterizagao de flavonoides.

>
>

Fase movel: cloroférmio: metanol: agua (64:50:10)

Padrdo de referéncia: saponina purificada (2 mg/mL em mistura de
agua:metanol 1:1 v/v).

Reveladores: &acido sulfdrico a 5% v/v em etanol e vanilina a 1% m/v em

etanol.
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>

Identificagdo: saponinas se apresentam como manchas de coloragéo azul ou

azul violeta e zonas amarelas no visivel.

4.5.6 ldentificacdo de cumarinas

Solubilizou-se exatamente 0,0997 g do extrato etandlico seco em 1 mL de metanol

em banho de ultrassom por 30 minutos. Utilizou-se a solucao resultante para CCD.

>
>

Fase movel: acetato de etila.

Substancia de referéncia : cumarina; 8-metoxipsolareno (1 mg/mL em
metanol).

Reveladores: solugdo de KOH a 10% m/v em etanol.

Identificagdo: cumarinas se apresentam como manchas de fluorescéncia

verde azulada ou amarela esverdeada em UV A 365 nm

4.5.7 Identificacdo de alcaloides

Utilizou-se a mesma solucao preparada para a caracterizacéo de flavonoides.

>

>
>
>

Fase movel: acetato de etila, metanol, 4gua (100:13.5:10 v/v).

Substéncia de referéncia: boldina (1mg/mL em metanol).

Reveladores: reagente de Dragendorff e NaNO;, a 5 % m/v (aq).

Identificacdo: alcaloides se apresentam como manchas de cor marrom ou

laranja no visivel.

4.5.8 Identificacdo de triterpenos e esterdides

Solubilizou-se em banho maria 0,1 g de EECS em 1 mL de cloroférmio.

>
>

Fase movel: diclorometano: acetato de etila (1:1 v/v).

Padrao de referencia: acido ursdlico.
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» Revelador: reagente de Libermman—Burchard.
» ldentificagdo: manchas pardas a vermelhas ou réseas escuras indicam
resultado positivo para triterpenos pentaciclicos livres. Manchas azuis que

mudam pra um verde persistente indicam a presenca de esterais livres.

4.5.9 Ildentificacdo de cardenolideos

Extraiu-se 0,2005 g de EECS com 10 mL de etanol e 1 mL de solu¢géo aquosa de
acetato de chumbo a 20% m/v, em banho de ultrassom por 5 minutos. Em seguida,
filtrou-se e adicionou-se 3 mL de cloroférmio a solucao resultante. Centrifugou-se a
10000 rpm por 10 minutos para decompor a emulsdo. A solugdo cloroférmica
adicionou-se sulfato de sédio anidro, filtrou-se e evaporou-se o filtrado ate residuo.
O residuo foi solubilizado em 1 mL de metanol e utilizado para CCD.
» Fase movel: acetato de etila: metanol: agua (81:11:8 v/v).
» Padréo de referéncia: digoxina.
» Revelador: acido sulfdarico concentrado.
» ldentificacd@o: cardenolidios se apresentam como manchas azuis violetas ou
marrons no visivel e fluorescéncia azul, amarela, verde ou marrom em UV A
365 nm.

4.6 Fracionamento do extrato etandlico de Costus spiralis (EECS)

O extrato etandlico das folhas de C. spiralis (45,48 g) foi fracionado em coluna
cromatografica utilizando gel de silica como fase estacionaria e eluentes de
polaridade crescentes como fase moével. EECS foi incorporado a 120 g de gel de
silica G 60, em grau de porcelana. Uma coluna de 680 mm de comprimento por 68
mm de diametro foi empacotada com 675 g de gel de silica G 60. A mistura de
EECS com a silica foi colocada no topo da coluna e procedeu-se a eluigdo
sequencial com: hexano, hexano:diclorometano (1:1 v/v), diclorometano,

diclorometano:acetato de etila (1:1 v/v), acetato de etila, acetato de etila:metanol (1:1
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v/v), metanol e metanol:acido acético glacial (95:5 v/v). Foram coletadas fracbes de
200 mL. As fracOes foram reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos
obtidos por CCD de silica gel usando solucdo de anisaldeido sulfurico como
revelador e o proprio solvente utilizado na separacdo como eluente. Foram obtidas
oito fracdes nomeadas de acordo com o0s solventes empregados na eluicdo. A
Tabela 2 apresenta as fragOes obtidas e o volume de cada eluente empregado no
fracionamento. Essas fracbes foram secas em rotavapor em temperatura inferior a
45 °C.

Tabela 2 — Fracionamento preliminar do EECS por cromatografia em coluna de gel silica G
60.

FracOes | Eluentes i Volume de eluentes

o
F Hex | Hex | 1600
F Hex:DCM : Hex:DCM (1:1 viv) : 17000
F DCM DCM 10800
F DCM:EtOAC DCM:EtOAc (1:1 v/v) 5200
F EtOAC | EtOAC | 14000
F EtOAc:MeOH EtOAc:MeOH (1:1 v/v) 11000
F MeOH MeOH 6200
F MeOH: AcOH " MeOH:ACOH (955 Vi) | 1000

NOTA: F Hex: fracdo hexéanica; F Hex:DCM: fracdo hexano e diclorometano; F DCM: frac&o
diclorometéanica; F DCM:EtOAc: fracdo diclorometano e acetato de etila; F EtOAc: fracdo em
acetato de etila; F EtOAc:MeOH: fracdo de acetato de etila e metanol; F MeOH: fracéo
metandlica; F MeOH:AcOH: fragdo metandlica acidulada com &cido acético.

4.7 Perfis cromatogréaficos por CLAE-FR de EECS e fragdes derivadas

A fim de obter perfis cromatograficos por CLAE-FR de EECS e fragbes oriundas do
mesmo foram preparadas solucdes. Os solventes utilizados no preparo das solucdes
e as respectivas concentragcOes estdo descritas na Tabela 3. A dissolucdo foi

realizada com o auxilio de um banho de ultra-som por 1 minuto. Ap6s esse tempo,
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as solucgdes foram centrifugadas a 10.000 RPM por 10 minutos e o sobrenadante

limpido foi transferido para vials de vidro de 2 mL.

Tabela 3 — Concentragées e solventes utilizados no preparo das solugbes empregadas na
obtencao dos perfis cromatograficos por CLAE-DAD.

Material ! Solvente i Concentracao
analisado i i (mg/mL)
EECS MeOH 11,16
F Hex ACN 5,83
FHexDCM ACN 5,89
F DCM : ACN : 4,86
F DCM:EtOAc | MeOH | 5,28
F EtOAC MeOH 535
FEOACMeOH | MeOH 511
F MeOH MeOH 6,58
FMeOH:AcOH | MeOH | 5,29

Os perfis foram obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa,
utilizando detector de arranjos de diodo (CLAE-FR-DAD). Foi utilizada coluna
Lichrospher® 100 18 RP (particulas de 5 pm, 125 x 4mm d.i., Merck), e pré-coluna
LiChrospher® 100 RP-18 (5 um) e fluxo de 1mL/min e a temperatura da coluna foi
mantida em 30 = 5 °C. Foram injetados 10 pyL de cada solugado e o fluxo foi de 1
mL/minuto. A leitura foi realizada em A 210 nm sendo registrados numa faixa
espectral de A200 a 600 nm. Empregou-se como fase moével uma mistura de agua:

acetonitrila em gradiente linear conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Gradiente de eluicdo empregado na obtencio dos perfis por CLAE-DAD para
EECS e fracdes derivadas.

Tempo (minutos) i H,O (%) i ACN (%)
____________________________ L ARMAZD) LA NTD)

0 i 95 ; 5

__________________________________________________________




Parte experimental

4.8 ldentificagdo dos flavonoides de EECS por CLAE-MS/MS

Com o intuito de caracterizar os flavonoides presentes em EECS foram realizadas
andlises por CLAE de fase reversa com detector de arranjos de diodo acoplado a
espectrometria de massas no modo positivo de ionizacdo. As andlises foram
realizadas na Central Analitica da Universidade de Sao Paulo (USP), capital. Os
equipamentos utilizados foram Esquire 3000 Plus e MicroTof Ic, ambos da Bruker

Daltonics.

4.9 Refracionamento da fragcdo EtOAc:MeOH

A fracdo EtOAc:MeOH foi inicialmente purificada por extracdo sélido-liquido com
acetato de etila e metanol. Na realizacdo do processo, cerca de 1 g da fracao foi
misturada a 10 mL de EtOAc, agitada e deixada em repouso para decantacdo por
alguns minutos. O liquido sobrenadante foi reservado. Repetiu-se o procedimento
mais duas vezes utilizando 10 mL de EtOAc cada vez. As solu¢des em EtOAc foram
reunidas e reservadas. Ao residuo foram adicionados 10 mL de MeOH. A mistura foi
agitada e deixada em repouso por 10 minutos para decantacdo. O liquido
sobrenadante foi reservado. As solugbes em EtOAc e em MeOH foram,
separadamente, centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Os liquidos
sobrenadantes foram colocados para secar em evaporador rotatério a 40 °C.
Observou-se, através de CCD (condicbes descritas para flavonoides no item 4.5.1),
gue ambos residuos continham flavonoides. Esta etapa foi realizada quatro vezes,
utilizando um total de 4,01 g da fracdo EtOAc:MeOH e obtendo totais de 752,8 mg

de residuo da solugédo em EtOAc e 1331,6 mg de residuo da solu¢cdo em MeOH.

A partir dos residuos obtidos foram preparadas solucbes metandlicas, na
concentragdo de 100 mg/mL para refracionamento por CLAE-FR preparativa. No
refracionamento foi utilizada coluna Agilent RP-18 (particulas de 10 um 21,2 x 250
mm d.i.) e pré coluna SIL 3227 (particulas de 10 um), sendo realizada em sistema

de CLAE Shimadzu descrito nos Equipamentos (item 4.1). A eluicdo foi realizada
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com gradiente linear de agua e MeOH descrito na Tabela 5. Os solventes foram
previamente deaerados em banho de ultrassom por 24 minutos. Por¢des de 100 mg
solubilizados em 2 mL de metanol e foram injetados em cada separagédo, sendo
recolhidas fracbes dos picos correspondentes aos flavonoides. As fracbes foram
secas em Centrivap e, apds analise em CLAE-FR analitico, foram reunidas de
acordo com os perfis e grau de pureza. As fracbes contendo substancias puras
foram reunidas e as fragbes contendo misturas foram refracionadas em CLAE-FR
preparativo nas mesmas condi¢cdes. Realizou-se um total de nove separacbes
iniciais e dezoito refracionamentos. A Figura 6 resume as etapas descritas
anteriormente e as massas obtidas de cada substancia.

Tabela 5 - Gradiente de eluicdo empregado no refracionamento da fracdo EtOAc:MeOH e das
misturas de substancias.

Tempo (min) H,O (%) MeOH (%)
S S O o A - B
S £ O S o S N _.100 .

100 : 0 : 100
EECS

Hex Hex:DCM

DCM:AcOEt ‘ MeOH MeOH: AcOH

AcOEt:MeOH

Separagdo com AcOEt e ||

MeOH
Residelﬁggosgtlugéo ‘ Residuo '(\jﬂae(s)ﬂuqéo em Residuo‘
‘CLAE - FR preparativan CLAE - FR preparativa
Flavonéide 2 Mistura de Mistura de
3mg substancias substancias
CLAE-FR preparativa & ‘ CLAE-FR preparativa H

Substancia D Flavonoide 3 Substancia B Substancia C
15 mg 3 mg 35 mg 25 mg

Figura 6 Diagrama resumido de etapas de isolamento das substancias
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4.10 Caracterizagéo das substancias isoladas a partir da fragdo EtOAc:MeOH

A elucidacéao estrutural de FLAV1 foi realizada a partir de dados espectroscopicos no
infravermelho (IV), ultravioleta (UV), e por espectros de massa, ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e de de *3C, por técnicas mono e bidimensionais
(HSQC e COSY).

Para caracterizacdo do esqueleto basico de FLAV1 através de técnicas UV foram
utilizados os procedimentos propostos por Mabry et al. (1970). Foi realizada marcha

de leituras UV em varredura de A 220 a 600 nm das seguintes solugdes:

e Solucéo estoque do FLAV1 0,3 mg/mL

e Solugcdo estoque do FLAV1 0,3 mg/mL acrescida de 3 gotas de solucéo
metandlica de metéxido de sodio (MeONa) 2,5% m/v. Leitura realizada
imediatamente e 5 minutos apos.

e Solugcdo do item anterior acrescida de 3 gots de solucdo aquosa de HCI
50%v/v.

¢ Nova solucdo estoque de FLAV1 acrescida de 6 gotas de solucdo metandlica
de cloreto de aluminio hexahidratado (AlCl3.6H,0) 5% m/v.

e Solucdo do item anterior acrescida de 3 gotas de solucdo aquosa de HCI
50%v/v.

e Nova solucdo estoque de FLAV1 acrescida de acetato de sodio anidro
(AcONa) até formacao de solucéo saturada. Leitura realizada 3 minutos apés
para garantir completa reacao.

e Solucdo do item anterior acrescida de acido borico (H3BO3) até formacao de

solucéo saturada.

Para hidrolise de FLAV1 foi utilizada técnica descrita por Simdes (2010). A 2,0 mg
de FLAV1 adicionou-se 1 mL de metanol e 2 mL de HCI| 2 mol/L. A solucéo foi
deixada em banho Maria a 80 °C por 4 horas. Posteriormente, essa solucdo foi
particionada com DCM em funil de separacdo. A fase aquosa resultante foi

submetida a analise por CCD, comparando-se com soluc¢des de diferentes agucares
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(D-glicose, L-ramnose, D-galactose e L-arabinose). O eluente utilizado foi
cloroférmio, metanol e agua (70:30:40) e revelada com solucdo de anisaldeido
sulfarico seguido de aquecimento a 100 °C por 5 minutos. Para facilitar a

visualizacdo das manchas obtidas utilizou-se lampada UV A 365 nm.

Os cromatogramas de FLAV 1 foram registrados a partir da analise em
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjos de diodo
CLAE-FR-DAD em UV A 210 nm. Foi utilizado equipamento Waters®, composto de
injetor automatico, modelo 2695, com sistema operacional computadorizado com
software Empower e detector de arranjos de diodos (DAD), modelo 2996, bomba
modelo |-6200 A, integrador modelo C-R4A.

Os espectros no IV foram obtidos em espectrofotometro Perkin Elmer FT-IR
Spectrum One.

Sistema de CLAE-DAD acoplado a espectrobmetro de massas de ionizagao
eletronspray (CLAE-DAD-ESI-MS) foi utilizado para obtengdo dos espectros de
massa. Tais espectros foram obtidos na Central Analitica da Universidade de S&o
Paulo. Os equipamentos utilizados foram Esquire 3000 Plus e Micro TOF Ic, ambos

da Bruker Daltonics.

Os espectros RMN de 'H, HSQC e COSY foram obtidos no departamento de
Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

4.11 Validacao do método de quantificacao de flavonoides totais no extrato
comercial das folhas de C. spiralis e quantificacéo de flavonoides totais em
EECS e na fragcdo EtOAc:MeOH

O extrato seco comercial de C. spiralis foi produzido pela Industria Farmacéutica
Catedral LTDA para os Laboratérios Osério de Morais LTDA, o qual utiliza esse
extrato como insumo farmacéutico na producdo do medicamento Pilulas De-

Lussen®.
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A validacdo do método de quantificacdo dos flavonoides totais do extrato comercial
de C. spiralis (EICS) foi realizado conforme resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de
2003 (BRASIL, 2003), que dispbe sobre a validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos para indastrias farmacéuticas e de acordo com os parametros e
especificacdes da International Conference on Harmonization (ICH, 1994 e 1996) e
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002).

4.11.1 Método de guantificacdo espectrométrica de flavonoides totais

Extracao

Pesaram-se exatamente, cerca de 2,5 g de EICS. Transferiu-se quantitativamente
para baldo de fundo redondo de 250 mL, adicionaram-se 12 mL de metanol e
aqueceu-se a mistura em manta elétrica sob refluxo por 30 minutos. O extrato
obtido, resfriado em temperatura ambiente, foi filtrado em algodédo. O filtrado foi
recolhido em baldo volumétrico de 25 mL e reservado. Retornou-se o algodédo para o
baldo de fundo redondo utilizado anteriormente, adicionaram-se 10 mL de metanol e
procedeu-se a novo refluxo por mais 30 minutos. O novo extrato foi resfriado em
temperatura ambiente e filtrado em algodéo reunindo o filtrado aquele reservado no
baldo volumétrico de 25 mL. Lavou-se o algoddo com metanol e utilizou-se o

metanol de lavagem para completar o volume do baldo volumétrico.

Eliminac&o de carotendides e clorofila

Transferiram-se 15 mL do extrato para tubo falcon de 50 mL. Adicionaram-se 6 mL
de cloroférmio e 9 mL de agua. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 5.000
rpm, por 10 minutos, para completa separagdo das fases. A fase hidrometandlica
(superior) foi transferida para um baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o

volume com metanol.
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Reacao de complexacéo

Pipetou-se uma aliquota (5 mL) da solucdo hidrometandlica para baldo volumétrico
de 25 mL. Adicionaram-se 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL de uma mistura de
piridina:agua (2:8 v/iv) e 2,5 mL de solucdo metandlica de cloreto de aluminio
hexahidratado al2 % m/v. Completou-se o volume com agua. A mistura foi agitada
e deixada em repouso por 15 minutos. Transferiu-se a mistura para tubo falcon e
centrifugou-se a 5000 rpm por 10 minutos. Transferiu-se o0 sobrenadante para
cubetas de quartzo e, apés 30 minutos da adi¢do do AICIl3;, mediu-se a absorvancia

da solugcdo em 420 nm, utilizando o liquido de compensac¢do como branco.

Branco

Misturaram-se 5mL da solu¢édo hidrometandlica (obtida no item extracao), 0,6 mL de
acido aceético glacial e 10 mL de uma mistura de piridina:agua (2:8 v/v). Completou-
se 0 volume com agua. A mistura foi agitada e deixada em repouso por 15 minutos.
Transferiu-se a mistura para tubo falcon e centrifugou-se a 5000 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante foi utilizado como branco.

Solucéo padrao

Pesaram-se exatamente, cerca de 3 mg de quercetina (substancia de referéncia) e
transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 25 mL utilizando metanol
para dissolver e completar o volume. Pipetou-se uma aliquota (15 mL) dessa
solucdo para outro baldo de 25 mL e completou-se o volume com metanol.
Transferiu-se, com auxilio de pipeta, aliquota de 5 mL da solucéo anterior para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL de
uma mistura de piridina:agua (2:8 v/v) e 2,5 mL de solugdo metandlica de cloreto de
aluminio hexahidratado a 12 % m/v. Completou-se o volume com agua. A mistura
foi agitada e deixada em repouso por 15 minutos. Transferiu-se a mistura para tubo
falcon e centrifugou-se a 5000 rpm por 10 minutos. Apés 30 minutos da adicdo do
AICl; mediu-se a absorvancia da solucdo em 420 nm, utilizando como branco uma

solucdo preparada com 5 mL de metanol, 0,6 mL de &cido acético glacial, 10 mL de
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uma mistura de piridina:dgua (2:8 v/v) e completando o volume para 25 mL com

agua.

4.11.2 Seletividade

A seletividade do método foi avaliada a partir de espectros UV registrados para
solugbdes com e sem adicdo do reagente de complexacdo (solu¢cdo metandlica de
cloreto de aluminio hexahidratado a 12 % m/v), no intervalo de 200 a 800 nm. A
seletividade do método foi avaliada em 420 nm, comprimento de onda utilizado na
leitura. Para que o método seja considerado seletivo, a solucdo sem adicdo do
reagente de complexacdo nédo deve apresentar nenhuma absorcao significativa em
420 nm, indicando que a matriz ndo apresenta interferentes para quantificacdo do

complexo formado.

4.11.3 Linearidade

Pesaram-se exatamente, cerca de 3 mg de quercetina (substancia de referéncia) e
transferiu-se para baldo volumétrico de 25 mL utilizando metanol para dissolver e
completar o volume do baldo. Pipetou-se uma aliquota (15 mL) dessa solucdo para
outro baldo de 25 mL e completou-se o volume com metanol. Essa foi denominada
solucéo estoque do padrdo. Aliquotas de 4,0 mL, 4,5 mL, 5,0 mL, 5,5 mL e 6,0 mL
da solucdo estoque do padrdao foram pipetadas, separadamente, para balbes
volumétricos de 25 mL. Em cada baldo adicionaram-se 0,6 mL de acido acético
glacial, 10 mL de solucéo piridina:agua (2:8 v/v) e 2,5 mL de solugdo metandlica de
AICl3.6H,0 a 12 % m/v. Completou-se o volume com agua e as concentracdes das
solucgdes finais constam na Tabela 10 (pag 110). Homogeneizou-se e as misturas
foram deixadas em repouso por 15 minutos. Transferiram-se as misturas para tubos
falcon de 50 mL e centrifugaram-se a 5.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para cubetas de quartzo e apdés 30 minutos da adicdo do AICI; foi

realizada a leitura em 420 nm frente ao liquido de compensacéo.
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O liquido de compensacédo foi obtido transferindo-se 5 mL de metanol para baldo
volumétrico de 25 mL e adicionando-se 0,6 mL de acido acético glacial, 10 mL de
solucéo piridina:agua (2:8 v/v) e 2,5 mL de solucdo metandlica de AICI3.6H,0 a 12 %
m/v. Completou-se o volume com agua. Homogeneizou-se e a mistura foi deixada
em repouso por 15 minutos. Transferiu-se a mistura para tubo falcon de 50 mL e
centrifugou-se a 5000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para

cubeta de quartzo e esta solucéo foi utilizada como liquido de compensacao.

Foram construidas trés curvas analiticas em diferentes dias. Os resultados obtidos
foram submetidos a andlise de regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados e os coeficientes de correlacdo linear (r’) de cada curva foram
calculados. As curvas obtidas foram comparadas estatisticamente por analise de
covariancia (p < 0,05). Para andlises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad
Prism 5 (2007).

4.11.4 Precisao

A precisao foi avaliada em dois niveis: precisdo intradia e preciséo interdia.

Para determinagdo da precisao intradia foram analisadas seis amostras do mesmo
lote de EICS frente a uma solucdo padrdo de quercetina. Cerca de 2,5 g do EICS
foram exatamente pesados em sextuplicata e procedeu-se ao preparo das solucdes
de leitura seguida de leitura em espectrofotometro conforme descrito no método

(item 4.10.1). Calculou-se o DPR para as réplicas (n = 6).

Na determinagéo da precisao interdia os fatores de variacao testados foram tempo
(dias) e analista. Foram analisadas doze amostras do mesmo lote de EICS, frente a
duas solucdes padrdo de quercetina (uma solucdo padrdo para cada dia). O
procedimento foi executado em dois dias diferentes (seis andlises em um dia e seis
analises no outro dia), com um intervalo de sete dias entre as analises, e por dois

analistas diferentes. Calculou-se o DPR % para as réplicas (n = 12).
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De acordo com os critérios da ANVISA (BRASIL, 2003) o DPR deve ser < 5,0 % para
que o método seja considerado preciso.

4.11.5 Exatiddo

Para determinacdo da exatiddo foi utilizado o método de adicdo de padrdo. O
método consiste na adicdo de quantidades conhecidas da substancia de referéncia
quercetina a EICS, com o objetivo de determinar a porcentagem de recuperacéo.

Pesaram-se nove amostras com exatamente, cerca de 1,25 g de EICS. Adicionaram-
se as trés primeiras amostras exatamente cerca de 1,3 mg de quercetina padréo,
com o intuito de contemplar o intervalo linear de baixa concentracdo (80% da
concentracdo teérica do teste ou 0,0115 mg/mL). As outras trés amostras foram
adicionados exatamente cerca de 1,9 mg de quercetina padrdo, com o intuito de
contemplar o intervalo linear de média concentracéo (100% da concentracdo tedrica
ou 0,0144 mg/mL). E, finalmente, as trés Ultimas amostras, adicionou-se
exatamente, cerca de 2,5 mg de quercetina padréo de, com o intuito de contemplar o
intervalo linear de alta concentracdo (120% da concentracdo tedrica do teste ou
0,0173 mg/mL).

Procedeu-se a analise de cada amostra conforme descrito no item 4.10.1.
A exatiddo foi expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracao tedrica correspondente, conforme a férmula

abaixo:

Exatiddo = concentracdo média experimental x 100

concentracao tedrica
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4.11.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada variando-se trés parametros considerados criticos
para a metodologia: o tempo de leitura, o comprimento de onda de leitura e a
concentracdo da solugdo de cloreto de aluminio. Cada parametro foi avaliado em
triplicata, e o resultado comparado com a analise de EICS utilizando as condicdes
nominais descritas no item 4.10.1. Os resultados obtidos em cada condi¢cdo foram
comparados com os resultados adquiridos nas condi¢cdes nominais por analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p< 0,05).

A variacdo dos parametros foi realizada como segue:

» Tempo de leitura: trés amostras do mesmo lote foram preparadas conforme
descrito no item 4.11.1 e as leituras foram realizadas em 420 nm, 25, 30 e
35 minutos apoés adicao do AlCIs.

» Comprimento de onda: trés amostras do mesmo lote foram preparadas
conforme descrito no item 4.11.1 e as leituras foram realizadas 30 minutos
apos adicao do AICI3;, em 418, 420 e 422 nm.

» Concentracdo da solucdo de AICIl;: trés amostras foram preparadas
conforme descrito no item 4.11.1 e, para cada amostra foi utilizada solucdo

metanolica de AICI;.6H,0 nas concentracdes de 10, 12 e 14% m/v.

4.11.7 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo foi determinado a partir dos parametros da curva analitica,

de acordo com a equacao:

LQ =10 *DP;/IC

Onde DP; é o desvio padréo do intercepto com o eixo y de, no minimo 3 curvas de
calibracéo e IC é a inclinacéo da curva analitica (BRASIL, 2003; ICH, 1994 e 1996).
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4.11.8 Limite de deteccao

O limite de quantificacao foi determinado a partir dos parametros da curva analitica,

de acordo com a equagao:

LD =3,3*DP;/IC

Onde DP; € o desvio padrao do intercepto com o eixo y de, no minimo 3 curvas de
calibracéo e IC é a inclinagdo da curva analitica (ICH, 1994 e 1996).

4.11.9 Quantificacado de flavonoides totais em EECS e na fracdo EtOAc:MeOH

O teor de flavonoides totais foi quantificado em EECS e na fracdo EtOAc:MeOH, em
triplicata, utilizando-se o método descrito em 4.1.11. Foram feitas adequacbes da
tomada de amostra, de modo a obter concentracbes das solucdes dentro da
linearidade e mais préximo possivel de 100% da concentracdo de quercetina na
curva analitica. Assim, foram utilizadas 0,5081 g de EECS e 0,2503 g da fracao
EtOAc:MeOH na quantificacao.

4.12 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria de EECS, fracdes derivadas e
substanciaisolada (FLAV1)

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria do extrato, das fracdes e da substancia
isolada utilizou-se 0 modelo de edema de pata induzido por carragenina em
camundongos. Os ensaios foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG conforme protocolo numero 193/2010
(APENDICE)
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Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, fémeas, de 25 a 30 g. Os animais foram
deixados em sala com temperatura controlada a 27 + 2 °C - correspondendo a zona
de termoneutralidade dos camundongos — trés dias antes do ensaio e durante o

mesmo.

Cada protocolo utilizou 30 animais divididos em cinco grupos: controle negativo,
controle positivo e trés grupos teste. Os animais do grupo controle negativo foram
tratados com salina, os animais do grupo cotrole positivo foram tratados com
dexametasona e os animais dos trés grupos teste foram tratados com trés diferentes
doses dos extratos, fracdes ou substancias isoladas. Racao e agua foram fornecidos
ad libitum até oito horas antes do ensaio. Apés esse periodo retirou-se a racao para
0s ensaios onde a administragédo foi realizada via oral. Para ensaios em que foi

realizada a administracao intraperitoneal, a racdo e a 4gua foram mantidas.

Administracdo de EECS e fragdes

O grupo controle negativo foi tratado com suspenséo de carboximetilcelulose (CMC)
0,5 % m/v em solugcdo salina. O grupo controle positivo foi tratado com
dexametasona na dose de 10 mg/Kg em solu¢cdo CMC 0,5% m/v em salina. EECS
foi ensaiado nas doses de 10, 100 e 1000 mg/Kg, enquanto as fracdes Hex,
Hex:DCM, DCM, DCM:EtOAc, EtOAc, EtOAc:MeOH, MeOH, MeOH:AcOH foram
avaliadas nas doses de 5, 50 e 500 mg/Kg. . As suspensdes foram preparadas em
salina, contendo CMC 0,5% m/v. As doses do extrato e das fracdes foram

administradas per os (gavagem).

Administracéo do flavonoide 1 (FLAV 1)

FLAV1 foi administrado por via intraperitoneal, nas doses de 0,5, 1,0 e 2,0 mg/Kg,

devido a pequena massa disponivel. O restante do protocolo foi idéntico aquele

descrito para EECS e fracdes.
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Ensaio do edema de pata

Os animais foram pesados e o volume basal da pata posterior esquerda foi medido
utilizando pletismémetro modelo 7140, Ugo Basile, Italia. Esse aparelho contém uma
célula cilindrica para a medida do volume da pata. Essa célula é conectada a outra
célula através de um sistema de vasos comunicantes. As células foram preenchidas
com solucdo de baixa concentracdo eletrolitica. A pata de cada animal foi
mergulhada na primeira célula o que resultou em um deslocamento da solucéo
eletrolitica na segunda célula. A segunda calula contém um eletrodo que converte o
deslocamento do liquido em volume, o qual é indicado no visor digital. A pata dos
animais foi mergulhada até a articulacao tibio-tarsal, quando um pedal conectado ao
aparelho foi acionado pelo experimentador, fixando, desta forma, o valor do volume
observado. A divisdo dos grupos para realizacédo dos experimentos foi feita de forma

que os volumes basais médios dos diferentes grupos fossem similares.

Uma hora ap6s a administracdo das suspensdes em teste, foi injetada na pata

posterior esquerda dos animais 30 uL de uma solucéo de carragenina 20 mg/mL.

Novas leituras dos volumes das patas foram realizadas em 1, 3 e 5 horas apés a
injecdo do estimulo inflamatério. O extrato seco de Costus spiralis também foi
avaliado por 24 horas, com leituras sendo realizadas em 1, 3, 5, 7, 9, 12 e 24 horas,
com o intuito de verificar se a atividade continuava aumentando apés a quinta hora e

guando essa atividade se estabilizava.

As diferencas entre os volumes posteriores e 0s volumes basais iniciais foram
utilizadas para determinar o efeito antiedematogénico, sendo o0s resultados
expressos como média + erro padrédo da média (BASTOS et al., 2008; MEDEIROS
et al., 2007). Os dados foram analisados por meio de andlise de variancia simples,
seguida pelo teste de Newman-Keuls, que realiza a comparacao de todos 0s grupos
entre si. Foi adotado um nivel de significancia de 5% e o programa GraphPad Prism

5 for Windows foi utilizado na realizac&o dos célculos e constru¢ao dos graficos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Prospeccéao fitoquimica

As principais classes de metabdlitos especiais presentes em C. spiralis foram

identificadas na prospeccao fitoquimica.

Foram obtidos perfis cromatograficos em CCD de gel silica para EECS, utilizando-se
os eluentes e reveladores seletivos indicados no item 4.5 (pagina 56). As classes de
metabdlitos investigadas foram flavonoides, taninos, antracénicos, saponinas,
cumarinas, alcaloides, naftoquinonas, triterpenos, esteréis e cardenolideos. Os
resultados da prospeccao fitoquimica encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 — Avaliagéo qualitativa das principais classes de metabélitos especiais no EECS

Metabdlitos | Flav | Tan | Antrac | Sap | Cumar | Alc | Naftoq | Trit/est | Card
avaliados

Resultado + + - + - - - + -

Nota: Flav: flavonoides; Tan: taninos; Antrac: antracénicos; Sap: saponinas; Cumar:
cumarinas; Alc: alcaloides; Naftoq: naftoquinonas; Trit: triterpenos; Est: esteroides; Card:
cardenolideos.

Flavonoides sdo comumente encontrados nas espécies do géneo Costus (SILVA et
al, 2000; CHANG et al, 2011), tendo sido relatada para folhas de C. spiralis presenca
de 3,5—diidroxi—7,4’'—dimetoxiflavona 3—O-neohesperidosideo (28), canferol 3—-O-
neohesperidosideo (29), canferideo 3— O—neohesperidosideo (2), quercetina 3-O—
neohesperidosideo (3) e tamarixetina 3—O—neohesperidosideo (1) (ANTUNES et al,
2000). A presenca de flavonoides em EECS foi evidenciada pela observagao de
fluorescéncia amarela e verde sob luz UV 365 nm. A Figura 7 apresenta o
cromatograma obtido para o EECS em comparacdo com as substancias referéncia

guercetina, canferol e rutina.
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Figura 7 Cromatograma obtido por CCD de gel silica para o extrato etanélico seco de C.
spiralis (EECS) na avaliacdo de flavonoides. Eluente: butanol: acido acético: agua (40:10:50
v/v). Revelagcdo: NP/PEG e luz UV 35 (Q = quercetina, K =canferol ,R =rutina).

A presenca de taninos foi evidenciada no EECS pelo surgimento de mancha negro

esverdeada apos uso de revelador cloreto férrico (Wagner et al, 1984).

Na avaliagéo de antracénicos e naftoquinonas foram verificadas manchas de mesmo
Rf que aquelas obtidas para as substancias referéncia utilizadas (aloina e lapachol).
No entanto, tais manchas apresentaram coloracdo completamente diferentes das
coloracdes observadas para os padrbes, indicando a auséncia de antracénicos e
naftoquinonas no EECS. Tal resultado confere com a literatura cientifica da espécie,

na qual ndo se faz mencéo a esses grupos de metabdlitos.

Saponinas foram identificadas em EECS pela presenca de manchas de coloracao
similares aquela obtida para mistura de saponinas purificadas. A Figura 8 apresenta
o cromatofolha obtida nessa caracterizacdo. As saponinas (3(3,25R)—-26—(3—D-
glicopiranosiloxi)—22—-hidroxifurost—5—en—3—il-O-D—apio—p—D—furanosil-(1—2)-O—[a—
L—-ramnopiranosil-(1—4)—p—-D—glicopiranosideo  (26) e (3B,25R)—-26—(B—D-
glicopiranosiloxi)-22— hidroxifurost-5—en—3—il O-D-apio—3—D—furanosil-(1—4)-0O—
[o—L— ramnopiranosil-(1—2)—pB—-D—glicopiranosideo (27) foram isoladas de rizomas
de C. spiralis (SILVA & PARENTE, 2004); no entanto é a primeira vez que

metabdlitos dessa classe sdo detectados nas folhas. Outras espécies do género
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Costus apresentaram saponinas, mas sempre foram isoladas de rizomas (INOUE et
al, 1996; QIAO et al, 2002; SILVA et al,1999 a e b).

Figura 8 Cromatograma obtido por CCD de gel silica para EECS na identificagdo de
saponinas. Eluente: Cloroférmio: MeOH: agua (64:50:10 v/v). Revelador: acido sulfurico 5% v/v
em etanol seguido de vanilina 1% em etanol (SP = mistura de saponinas).

Alcaloides e cumarinas néo foram encontrados em EECS, o que corrobora dados da

literatura cientifica para C. spirali. E para outras espécies do género Costus.

Triterpenos e esteroides sdo substancias com ampla distribuicdo no reino vegetal.
Utilizou-se o reagente Libermman—Burchard para caracterizacdo de terpenos e
esterdis. Este reagente revela triterpenos pentaciclicos com manchas pardas a
vermelhas. Esteroides sdo caracterizados por manchas azuis que se tornam verdes
com o tempo. A Figura 9 mostra a presenca de manchas pardas e de manchas
verdes (inicialmente azuis), o que evidencia a presenca de triterpenos e esterdis nas
folhas de C. spiralis. Apesar de nunca terem sido descritos nessa espécie, terpenos
e esterdis sdo comuns em espécies da familia Costaceae (BOHME et al, 1997;
QIAO et al, 2002; ELISA et al, 2009 a e b; TAIWO & BOLANLE, 2003).

I —
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Figura 9 Cromatograma obtido por CCD de gel de silica do EECS na caracterizagdo de
terpenos e esteroides. Eluente: DCM: EtOAc (1:1 v/v). Revelador: reagente Libermman-—
Burchard (AU =Acido ursolico).

Utilizou-se digoxina como substancia de referéncia para a prospeccdo de
cardenolidos. EECS ndo apresentou nenhuma mancha com coloracdo ou Rf
proximo aquelas observadas para o padrdo, o que caracteriza a auséncia desse
grupo de metabdlitos no extrato. Cardenolideos também n&o foram descritos nas

espécies do género.

5.2 Fracionamento de EECS e obtenc¢ao de perfis cromatograficos por CLAE-

FR para o extrato e fragfes

O fracionamento preliminar de EECS teve como objetivo obter fracées de
complexidade menor, para avaliacdo no ensaio bioldgico. As fracdes obtidas, as
massas e o0s rendimentos encontram-se discriminados na Tabela 7. As fracbes

foram reunidas de acordo com seus perfis cromatograficos em CCD de silica gel.
As fracOes obtidas tiveram sua atividade anti-inflamatoria avaliada no modelo

experimental do edema de pata induzido por carragenina. Os resultados da atividade
anti-inflamatéria do extrato e das fragcdes sdo apresentados e discutidos no item 5.6

T
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Tabela 7 - Massas e rendimentos obtidos no fracionamento preliminar de EECS.

Fracdes | Massas obtidas (g) | Rendimentos (%)
F Hex 1,568 3,45
F Hex:DCM 5,402 11,88
F DCM 1,229 2,70
F DCM:EtOAC 4,252 9,35
F EtOAC 2,640 5,72
F EtOAc:MeOH | 26,590 | 58,44
F MeOH 2,521 5,54
F MeOH: AcOH 0,407 0,89

As analises por CLAE de fase reversa (CLAE-FR) e deteccao por arranjo de diodos
(DAD), utilizando gradiente linear de agua e acetonitrila permitiram avaliar

qualitativamente a composicao quimica de EECS e das fra¢Bes oriundas do mesmo.

A analise do perfil cromatografico de EECS (Figura 10) revela que a maior parte dos
picos estd presente no intervalo de 0 a 20 minutos, indicando que o mesmo é
constituido principalmente por substancias polares. A Figura 10 também apresenta
expansodes de regides do cromatograma (0 a 5 minutos e 5 a 20 minutos), onde se
concentram a maioria das substancias de EECS. A Figura 11 mostra os espectros

no UV dos picos majoritarios do cromatograma, assinalados na Figura 10.
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Figura 10 Perfil cromatografico obtido por CLAE-DAD para EECS. (A) Cromatograma
registrado de 0 a 60 min.; (B) expanséo do cromatograma (tempo de retencdo de 0 a 5 minutos)
e (C) expansao do cromatograma (tempo de retencdo de 5 a 20 minutos). Condicles
cromatogréficas: vide Parte Experimental item 4.7 (pag. 61)
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Figura 11 Espectros no UV registrados pelo detector de arranjo de diodos para picos
assinalados no cromatograma de EECS (Figura 11). Condi¢cGes cromatogréficas: vide Parte
Experimental item 4.7, pag. 61.

Os espectros de absorcdo no UV dos flavonoides presentes em C. spiralis (Figura
11) sédo compativeis com flavonas e flavonoéis, com maximos de absorc¢do da banda |
abaixo e acima de 350 nm, respectivamente (MABRY, MARKHAM & THOMAS,
1970). Os espectros de UV de flavonaois e flavonas em metanol exibem dois picos de
maior absor¢&o no intervalo de A 240 a 400 nm, sendo denominados de banda | (A
300 — 380 nm) e banda Il (A 240 — 280 nm). A banda | (croméforo cinamoila) esta
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associada a absorcdo do anel B do esqueleto flavonoidico e a banda Il (croméforo
benzoila) & absorcdo devida ao anel A (Figura 12). Os flavonois, de uma maneira
geral, apresentam o comprimento de onda de absorcdo da banda | superior a 350
nm, devido a presenca da hidroxila na posicdo 3, que aumenta a densidade
eletrdnica desse cromdéforo. Ao contrério, as flavonas apresentam comprimento de
onda de absorcao da banda | abaixo de 350 nm (MABRY, MARKHAM & THOMAS,
1970). Dos picos assinalados na Figura 10, apenas os flavonoides dos picos 9 e 10
apresentam perfis de absor¢cédo de flavonol com A maximo da banda | em 354,3 nm
para ambos. Os demais flavonoides assinalados apresentam A maximo da banda |
em valores inferiores a 340 nm. Tal fato difere do encontrado na literatura para
espécie uma vez que os cinco flavonoides isolados e identificados por Antunes et al.

(2000) sao favonais.

CeC:Ce 24 OH

HO_7 ¢

Cromoforo
cinamoila

Cromoforo 6
benzoila >
OH 0]

Figura 12 Esqueleto basico de flavonoide e seus croméforos.

Com o objetivo de identificar a presenca de flavonoides e outros metabdlitos de
ampla distribuicdo, solucdes de referéncia de quercetina, rutina, canferol, catequina,
epicatequina, acido gdlico e &cido cafeico foram analisadas, utilizando-se as
mesmas condicbes cromatograficas. Os cromatogramas obtidos para estas
substéancias e seus respectivos espectros de absorcédo no UV estdo dispostos nas
Figuras 13 e 14. A comparacdo dos perfis cromatograficos e espectros no
ultravioleta dessas substancias com aqueles obtidos para EECS nos permite inferir
gue nenhuma delas esta presente no extrato, pois nao observou-se semelhancas
nos tempos de retencdo e nos espectros UV. No entanto, heterosideos da
quercetina e canferol, ja foram isolados de folhas de C. spiralis (ANTUNES et al.,
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2000). O padrao de absorcéo dos espectros de UV das substancias presentes em
EECS é semelhante aos dos flavonoides utilizados como referéncia.
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Figura 13 Perfis cromatogréaficos e espectros no UV A 210 nm de polifendis de referéncia:
guercetina, rutina e canferol. Condi¢gdes cromatograficas ver item 4.7, pag. 61.
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Figura 14 Perfis cromatograficos e espectros UV de polifendis de referéncia: catequina,
epicatequina, acido galico e acido cafeico. Condi¢gdes cromatograficas ver item 4.7, p4g. 61.

O fracionamento de EECS resultou em fragdes com composi¢des quimicas distintas
do extrato, indicando a eficacia da separacao (Figuras 15 e 16). Nas fracOes onde
foram utilizados solventes menos polares (Hex, Hex:DCM, DCM, DCM:EtOAc), como
era previsto, predominaram as substancias de menor polaridade, com tempos de
retencdo superiores a 40 min (Figura 15). Substancias de elevada polaridade (TR

inferior a 2 min) foram detectadas em todas as fracdes.

A predominéancia de flavonoides em EECS era prevista uma vez que a literatura
relata o isolamento de cinco flavonoides na espécie (Antunes et al., 2000), conforme

descrito da Reviséo da Literatura Cientifica. Os espectros no UV registrados para as
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substéancias correspondentes aos picos 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 (Figura 10) demonstram
se tratar de substancias flavonoidicas. Os picos 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam a banda |
com A inferior a 350 nm, sugerindo tratar-se de flavonas. Por outro lado, os picos 9 e
10 apresentam banda | com A superior a 350 nm, indicando a presencga de flavonois.
A fim de obter uma melhor caracterizagcdo dos constituintes de EECS e da fracéo
EtOAc:MeOH (1:1) estas foram analisadas por CLAE com detector de

espectrometria de massa (item 5.3, pag. 89).
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Figura 15 Perfis cromatogréaficos obtidos por CLAE-DAD para EECS (A) e fragdes Hex (B),
Hex:DCM (C), DCM (D), DCM:EtOAc (E). Condigdes cromatograficas: vide Parte Experimental,
item 4.7, pag. 61.
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Figura 16 Perfis cromatograficos obtidos por CLAE- DAD para EECS (A) e fragcdes EtOAc (B),
EtOAc:MeOH (C), MeOH (D), MeOH:AcOH (E).Condi¢cdes cromatograficas: vide Parte
Experimental, item 4.7. pag 61.
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5.3 Caracterizagéo dos flavonoides de EECS por CLAE-MS/MS

Os flavonoides presentes em EECS e na fracdo EtOAc:MeOH (1:1) foram analisados
por CLAE-DAD acoplada a espectrometria de massas (MS) no modo positivo de
ionizagdo. As fragmentacdes das substancias correspondentes aos picos principais
foram avaliadas. A Figura 17 apresenta os cromatogramas obtidos para EECS e
para a fracdo EtOAc:MeOH (1:1), monitorada por CLAE-DAD em 254 nm.

Intens. 4
x107 ]

1:M M
0_- . A, e AN

T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 Time [min]
[ BPC 100-1600 +All MS ]

Intens.
x108 |

1.0 4 B
0.8—-
0.6 1
0.4 -
- /\KM\N\, M‘\M
OAO—- "

: : : : : : :
0 10 20 30 40 50 Time [min]

Figura 17 Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD acoplado a espectrémetro de massas para
EECS (A) e fragdo EtOAc:MeOH (1:1) (B).

Baseado nas fragmentacbes observadas e nas estruturas dos flavonoides ja
relatados para a espécie por Antunes et al. (2000) foi possivel identificar a presenca
de tamarixetina-3-O-neohesperidosideo (1) em EECS, cujo espectro de massas esta
representado na Figura 18.
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Figura 18 Espectros +MS (A) e +MS; (B) obtidos para o pico com tempo de retencdo de 19,3
minutos no cromatograma de CLAE-DAD-MS registrado para EECS

O pico [M+H]" com m/z 625,1 aparece no espectro +MS (Figura 18). Tamarixetina-
3-O-neohesperidosideo apresenta duas moléculas de acucar, sendo uma de glicose,
ligada a tamarixetina através de ligacao O-glicosidica, e outra de ramnose, ligada a
glicose. A ramnose é mais susceptivel a quebra, uma vez que esta ligada a glicose e
ndo diretamente a genina. A quebra da ramnose leva a formacao do pico m/z 479,0
e a perda sequencial de glicose forma a aglicona tamarixetina com m/z 316,8. O
espectro +MS, apresenta, ainda, um pico com m/z 434,4 referente a perda
consecutiva de agua e monoéxido de carbono. As fragmentacdes observadas séo
compativeis com fragmentacdes observadas para flavonois glicosilados, onde ocorre
primeiramente a perda de unidades monossacaridicas, seguida da perda de agua e
de monoxido de carbono (TSIMOGIANNIS et al., 2007). A Figura 19 mostra o

esquema de fragmentacgéo proposto para tamarixetina-3-O-neohesperidosideo.
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Figura 19 Esquema de fragmentac&o proposto para tamarixetina-3-O-neohesperidosideo
Nenhum outro flavonol identificado por Antunes et al. (2000) correspondeu as

fragmentacdes observadas nos espectros obtidos para os constituintes de EECS.

5.4 Isolamento e caracterizacao das substancias isoladas a partir da fracao
EtOAc:MeOH (1:1)

O refracionamento da fracdo EtOAc:MeOH (1:1) levou ao isolamento de um

flavonoide denominado, a principio, flavonoide 1 (FLAV1).
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FLAV1 foi isolado a partir da fragcdo EtOAc:MeOH (1:1) por CLAE em escala
preparativa, utilizando coluna de ODS. Os cromatogramas registrados para EECS e
para a fracdo EtOAc:MeOH (1:1) indicam FLAV1 como pico majoritario entre 0s

compostos flavonoidicos (Figura 20).
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Figura 20 Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 210 nm para EECS (A), fragéo
EtOAc:MeOH (1:1) (B) e FLAV1 (C). Condi¢cdes cromatograficas: vide Parte Experimental item
4.7 pag 61.

Inicialmente foi utilizada espectroscopia de absorcdo na regido do UV para
caracterizar a estrutura de FLAV1. O espectro de FLAV1 apresentou bandas
intensas com maximos de absor¢cdo em 271 e 335,2 nm (Figura 20 C). O maximo de
absorcdo da banda | permite diferenciar flavonois de flavonas. As flavonas

apresentam A maximo da banda | entre 304-350 nm enquanto a banda | de flavondis
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apresenta A maximo entre 352 e 385 nm (MABRY et al., 1970). Assim, o A maximo
da banda | do FLAV1 em 335,2 nm indica tratar-se de uma flavona.

Os efeitos causados no espectro UV de flavonas e flavonois apds adicdo de
metdxido de sbédio (NaOMe) fornecem informacgdes sobre a presenca ou auséncia de
grupos hidroxila (OH) livres na molécula. A natureza fendlica de FLAV1 foi
evidenciada pelo deslocamento batocrémico observado para ambas as bandas apoés
adicdo do NaOMe: banda | de 271,25 nm para 281,25 nm e banda Il de 335,2 nm
para 397,5 nm (Figura 21). Efeitos batocromicos nas bandas | e Il sem diminui¢cao
da intensidade indicam presenca de OH livre nos anéis A e B. Observa-se ainda na
Figura 21 que ndo houve alteracdo do espectro 5 minutos apos adicdo de NaOMe.
Além disso, a adicdo de &acido cloridrico (HCI) a cubeta na qual se adicionara
previamente a base levou a reconstituicdo do espectro inicial. A estabilidade frente a
adicdo de base forte e a regeneracdo do espectro inicial sdo caracteristicos de
flavonas (MABRY et al., 1970).
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Figura 21 Espectro de varredura de absorg&do no UV obtido para FLAV1 frente ao aditivo
NaOMe. (1) Solugao metandlica de FLAV1 0,2 mg/mL; (2) Solugcdao metandlica de FLAV1 0,2
mg/mL apds adicdo de NaOMe; (3) Solucdo metandlica de FLAV1 0,2 mg/mL 5 minutos ap6s
adicdo de NaOMe; (4) Solugcdo metandlica de FLAV1 apds adicdo de NaOMe seguida de HCI.

Flavonas e flavonodis com hidroxilas das posicfes C3 ou C5 formam complexos com

cloreto de aluminio (AICI;) estaveis que ndo regeneram apos adicdo de HCI. Por
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outro lado, a instabilidade do complexo apds adicdo do &cido indica presenca de

sistema orto-diidroxi.

O espectro no UV obtido apés adicdo de AICIl; a solucdo metandlica de FLAV1
(Figura 22) mostra um efeito batocrémico na banda | e divisdo da banda Il em duas
(277,5 e 302,5 nm). A estabilidade do complexo apés adicao de HCI indica presenca
de hidroxila nas posi¢c6es C3 e/ou C5. Considerando que o maximo de absorcdo da
banda | registrado para FLAV1 é compativel com uma flavona, a reacdo com AICl;

indica hidroxila na posigéo C5.
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Figura 22 Espectro de varredura de absorgdo no UV obtido para FLAV1 frente ao aditivo
AICl;. (1) Solugdo metandlica de FLAV1 0,2 mg/mL; (2) Solucdo metandlica de FLAV1 0,2
mg/mL apds adicao de AICIs; (3) Solugdo metandlica de FLAV1 0,2 mg/mL apds adicao de AICl;
seguida de HCI.

O acetato de sodio (NaOAc) € uma base fraca e, portanto, capaz de ionizar
hidroxilas de carater acido acentuado, ou seja, 0 uso deste aditivo possibilita
identificar a presenga de hidroxilas nas posi¢des C3, C7 e C4'. Flavonas e flavonois
contendo OH livre na posicado C7 apresentam efeito batocrémico entre 5 e 20 nm na
presenca de NaOAc (MABRY et al., 1970). A adicdo de NaOAc a solucdo metandlica
de FLAV1 resultou em deslocamento batocrémico de 7,5 e 53 nm (Figura 23) nas
bandas Il e I, indicando a presenca de hidroxilas nas posicbes C7 e C4’,

respectivamente. Apés adicdo de acido bérico (HsBO3) os maximos de absorcéo das
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bandas | e Il foram regenerados indicando a inexisténcia de grupos orto-diidroxi.
Dessa forma, pode-se inferir sobre a presenca de hidroxila nas posi¢cbes C5, C7 e
C4’ de FLAV1.

0. 800

ABS ................................................ ..................................................

0. 000 : ' :
220.0 315. 0 410. 0 505. 0 600. 0 nm

Figura 23 Espectro de varredura de absorgdo no UV obtido para FLAV1 frente ao aditivo
NaOAc. (1) Solugdo metandlica de FLAV1 0,2 mg/mL; (2) Solucdo metandlica de FLAV1 0,2
mg/mL apés adicdo de NaOAc; (3) Solucdo metandlica de FLAV1 0,2 mg/mL ap6s adicdo de
NaOAc seguida de H3BOs.

Andlises cromatogréaficas de FLAV1 por CLAE e CCD de silica gel indicaram tratar-
se de um glicosideo, tendo em vista a polaridade do mesmo. Desta forma, a fim de
identificar a aglicona e os acguUcares constituintes de FLAV1, procedeu-se a hidrélise
acida e andlise dos produtos obtidos por CCD de silica gel (item 4.10, pag. 64). O

cromatograma obtido possibilitou a identificacéo de L-arabinose e D-glicose.

O espectro no IV registrado para FLAV1 (Figura 24, Tabela 8) evidencia, a natureza
aromatica da substancia pela presenca de bandas de absorcdo em 1610, 1574,
1510 e 1430 cm™, atribuidas a estiramento C=C de anel aromético. A banda em
1650 cm™ foi atribuida a estiramento de carbonila a, B insaturada, caracteristica de
flavona. A presenca de hidroxila foi indicada por uma banda larga centrada em 3246
cm™ referente & deformacéo axial de O-H. A banda de absorcdo em 2916 cm™ foi
atribuida a deformacéo axial assimétrica de C-H de grupos metila e metileno,
enquanto a banda em 1358 cm™ foi atribuida & deformac&o axial de C-O de fenol. As

bandas intensas e largas entre 1100 e 1000 cm™, caracteristicas de deformacao
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axial de C-O,

confrmam a presenca de hidroxilas alcodlicas em FLAV1

(SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2005). Finalmente, a banda em 834 cm™ de
deformacé&o angular C-H fora do plano, indicativa de anel 1,4 dissubstituido, confirma
a substituicdo da posigdo C4’ de FLAV1 (PAVIA, LAMPMAN & KRIS, 2001).

Tabela 8 — Atribui¢cdes das principais absorgdes do espectro no IV de FLAV1.

v (cm™) Atribuicées

3246 Deformacéao axial de O-H de alcool/fenol

2916 Deformacao axial de C-H de grupos metila e metileno
1650 Deformacao axial de C=O de cetona a, B insaturada
1610, 1574, Deformacéo axial de C-C de aromatco
1510 e 1430

1358 Deformacéao axial de C-O de fenol R
1100-1000 Deformacao axial C-O de alcool S
834 Deformac&o angular C-H fora do plano de anel 1,4 dissubstituido.
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Figura 24 Espectro no IV obtido para FLAV1

A analise dos dados de RMN obtidos para FLAV1 permitiram caracterizar a estrutura

do flavonoide e confirmar as informacg0es fornecidas pelas técnicas anteriores. No

espectro de RMN de 'H (Figura 26) observa-se a presenca de um dupleto centrado
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em & 8,03 ppm (J = 10,0 Hz, 2H) e outro centrado em & 6,89 ppm (J = 10,0 Hz, 2H),
0 que caracteriza o sistema AA'XX' do anel B, confirmando que o mesmo encontra-
se para-substituido em C4’. Os simpletos em & 13,67; 10,40 e 7,32 ppm foram
atribuidos as hidroxilas em C5, C4’ e C7, respectivamente, enquanto o simpleto em
0 6,82 ppm foi atribuido ao hidrogénio olefinico ligado a C3. Estes dados confirmam
as informacgbes sobre o esqueleto basico de FLAV1 obtido pelos dados espectrais
no UV. A Figura 25 apresenta a estrutura do esqueleto de FLAV1 definida a partir

dos dados espectrais até 0 momento.

Figura 25 Esqueleto basico de FLAV1

A anélise do espectro de RMN de 'H obtido para FLAV1 indicou, ainda, que os
anicos hidrogénios aromaticos presentes na estrutura sdo aqueles do sistema
AA’XX’ do anel B. Ou seja, FLAV1 também apresenta substituintes nas posicées C6
e C8. Adicionalmente, foram observados no espectro de RMN de H multipletos
entre & 3,13 ppm e & 3,84 ppm atribuidos a hidrogénios ligados a carbonos
oxigenados, correspondentes aos residuos de acucares. Por sua vez, os dupletos
centrados em & 4,75 ppm (J = 10,0 Hz, 1H) e & 4,71 ppm (J = 10,0 Hz, 1H) foram
atribuidos aos hidrogénios anoméricos dos acucares, indicando tratar-se de um
diglicosideo. Os valores de constante de acoplamento escalar desses hidrogénios
anomeéricos (10 Hz) possibilitaram definir a esteroreoquimica g para glicose e a ou 3

para arabinose (Xie et al. 2003).
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Flgura 26 Espectro RMN de 'H de FLAV1 contendo as expansdes entre L} 4 0Oppmed 8 0 ppm
(400 MHZ, DMSO-ds, B)

N&o foi possivel obter espectro de RMN de **C para FLAV1, assim, os valores de
deslocamento quimico dos carbonos foram obtidos a partir do mapa de contorno
HSQC apresentado na Figura 27. A analise do mapa de contornos HSQC
possibilitou confirmar as atribuicdes dos hidrogénios e dos respectivos carbonos do
sistema AA’XX'. Assim, os dupletos centrados em & 8,03 ppm (H2’ e H6’) e & 6,89
ppm (H3' e H5’) apresentaram manchas de correlagdo com os sinais de carbono em
0 129 ppm (C2’) e & 116,5 ppm (C3’) respectivamente. Observou-se mancha de
correlagao entre o sinal do hidrogénio olefinico em & 6,82 ppm e o sinal de carbono
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em 0 103,0 ppm, confirmando a atribuicdo de C3. Os sinais correspondentes aos
hidrogénios anomeéricos em & 4,74 e 4,71 ppm encontram-se sobrepostos no mapa
de contornos HSQC, correlacionados a carbonos com sinais aproximados em & 74
ppm, cujos deslocamentos quimicos estdo em concordancia com a literatura para
carbonos C-glicosilados (KRAFCZYK et al., 2008; HOOPER et al., 2010; XIE et al.,
2003; BONDANCIA, 2009). No mapa de contornos observam-se 10 sinais com
valores de deslocamento quimico de *3C entre & 55 e 85 ppm. Considerando que os
sinais dos hidrogénios anomeéricos estdo sobrepostos, 0 numero de sinais de
carbono é compativel com a presenca de duas unidades de agucar, sendo uma
glicose (6 carbonos) e uma arabinose (5 carbonos). As correlacdes entre *H-'3C,
observadas no mapa de contornos HSQC de FLAV1, bem como valores
encontrados na literatura, estdo sumariadas nas Tabelas 9 e 10. Nao foi possivel
obter mapa de contornos HMBC, o qual evidencia correlacdes heteronucleares *H-
13C de longa distancia e, portanto, possibilitaria definir a posicéo de cada unidade de
acucar em C6 ou C8. Desta forma, os dados espectrais ora disponiveis para FLAV1
sdo compativeis com quatro isébmeros de posicao: 6-C-B-D-glicosil-8-C-a-L-
arabinosilapigenina  (escafosideo);  6-C-a-L-arabionsil-8-C-B-D-glicosilapigenina
(isoescafosideo); 6-C-B-D-glicosil-8-C-B-L-arabinosilapigenina (neoescafosideo) e 6-
C-B-L-arabinosil-8-C-B-D-glicosilapigenina (neoisoescafosideo), cujas estruturas

estdo representadas na Figura 30.
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Figura 27 Mapa de contornos HSQC de FLAV1 e secBes expandidas
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O espectro COSY confirmou o padrao de substituicdo do anel B, demonstrando a

correlacao entre os hidrogénios do referido anel (Figura 28).

Al
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Figura 28 Experimento bidimensional COSY de FLAV1 (500 MHz, DMSO-dy).

O espectro obtido por espectrometria de massas de ionizacdo por elétron spray
(EMIE) de FLAV1 (Figura 29) forneceu um pico em m/z 565,4 atribuido ao ion
molecular [M + H]". Portanto, a massa molar de FLAV1 corresponde a 564 u.m.a
(C26H28014). O espectro de massas obtido para FLAV1 ndo apresenta fragmentos
caracteristicos da perda de acucares como nos flavonoides O-substituidos. A
auséncia de picos referentes a saida de glicose e arabinose, somado as
observacdes anteriores de que FLAV1 é substituido em todas as posi¢des do anel A,
confirma que FLAV1 é um C-glicosideo substituido nas posicbes C6 e C8. O
espectro de massas de FLAV1 apresenta picos correspondentes as saidas
consecutivas de agua (m/z 547,0, 529,01 e 511,0), caracteristicos de flavondides C-
glicosilados (TSIMOGIANNIS et al., 2007). O pico m/z 475 representa o fragmento
[M+H-90], caracteristico da quebra da molécula de pentose (LIN, CHEN & HARNLY,
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2008). A fragmentacdo de um dos isbmeros propostos para FLAV1 é apresentada

na Figura 31.
Intens. | +MS, 15.8-16.3min #(534-552)
x107 1 565.1
] L 4
1.25
1.00
0.75
0.50
0.25
0.00 4; , , , ; , : . . . - . - - : T
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z
Intens. +MS2(565.4), 16.1min #545

x1067]
] 547.0

2.0
511.0
15 499.0
] 529.1

1.0 1

] 480.9
0.5
] 469.0

409.0 428.0444.9
Lkl

0.0 ] a | | &
L e B e e e e B A s S e S S R S s E L L s e e T T
300 350 400 450 500 550 600 m/z

Figura 29 Espectro de massas obtido por EMIE para FLAV1.

Os espectros de massas obtidos no modo positivo para 6-C-B-D-glicosil-8-C-a-L-
arabinosilapigenina  (escafosideo),  6-C-a-L-arabinosil-8-C-B-D-glicosilapigenina
(isoescafosideo) e 6-C-B-D-glicosil-8-C-B-L-arabinosilapigenina (neoescafosideo)
foram descritos por Kite et al. (2006). O espectro do escafosideo apresentou como
pico base m/z 547, enquanto que o pico base do isoescafosideo foi m/z 427.
Comparando-se o espectro de massas obtido para FLAV1 (Figura 29) e os obtidos
por Kite et al. (2006) para o escafosideo e isoescafosideo, observamos que o pico
base obtido para FLAV1 (m/z 547) € o mesmo que Kite et al. (2006) encontraram
para escafosideo. Aléem disso, o pico m/z 427 foi observado com baixas intensidades
relativas, tanto para FLAV1 quanto para o escafosideo analisado por Kite et al.
(2006). Ainda de acordo com Kite et al. (2006), ndo foi possivel distinguir os

espectros de neoescafosideo e escafosideo.

Considerando a similaridade dos espectros de RMN *H e *3C e de massas descrita

na literatura cientifica para os quatro isdbmeros, além de divergéncias quanto aos



Resultados e discussao

deslocamentos quimicos e constante de acoplamento dos hidrogénicos anoméricos

dos dois agucares, ndo foi possivel definir qual dos isbmeros corresponde a FLAV1.

Experimentos de correlacdo heteronuclear *H-*C a longa distancia e dicroismo
circular devem ser realizados para confirmar a configuragéo e posicao de ligacéo
dos acgucares em C6 e C8. A Figura 30 apresenta as estruturas dos quatro isbmeros
possiveis para FLAV1.

OH R Rz
R Escafosideo B-glicosil a-arabinosil
2 Neoescafosideo B-glicosil [-arabinosil
HO Isoescafosideo a-arabinosil  B-glicosil
Neoisoescafosideo  B-arabinosil B-glicosil
Ry
OH O

Figura 30 Estruturas compativeis com os dados espectrais obtidos para FLAV1

H+

-H,0 -H,0 -H,0
—> m/z547,0 —> m/z529,0 — m/z511,0

- CH,CHg

- H,0
m/z 499,0 —_— m/z 480,9

H+

m/z 444,9 [M+H-90] m/z 475

Figura 31 Mecanismo de fragmentag&o proposto para um dos possiveis isdmeros
(neoescafosideo) de FLAV1
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Tabela 9 — Dados de RMN de 'H e correlagdes heteronucleares *H-*C observadas no mapa
de contornos HSQC obtido para FLAV1 e dados relatados na literatura para escafosideo e
neoescafosideo (500 MHz, DMSO-dsg).

FLAV1 ®°C C (8 ppm)** ®C (& ppm)** FLAV1 'H (8 "H (& ppm)** "H (& ppm)**

(d ppm) Escafosideo Neoescafosideo ppm) Escafosideo Neoescafosideo

CH

3 ! 103,00 ! 101,9 ! 101,9 ! 6,82 ! 6,73 ! 6,77

2 129,0* ~128,6 1280 | 803(d, '_"_'&'3_,'6?_'('&','_"T_7,_9_7“(6,"35?,5“'
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* Dados aproximados retirados do mapa de correla(;ao heteronuclear HSQC. Gli: B-D-glicose;
Ara: B- L arabinose
** RMN *H e RMN "*C (DMSO-dg, 60 °C) (XIE ET AL., 2003)
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Tabela 10 — Dados de RMN de 'H e correlagdes heteronucleares 'H-*C observadas no mapa
de contornos HSQC obtido para FLAV1 e dados relatados na literatura para isoescafosideo e
neoisoescafosideo (500 MHz, DMSO-dg).

FLAV1 ®°C C (8 ppm)** *C (5 ppm)*** FLAV1 ™H "H (8 ppm)** 'H (& ppm)***

C/H .
(d ppm) isoescafosideo | neoisoescafosideo (® ppm) isoescafosideo | neoisoescafosideo

3 ! 103,00 ! 102,0 ! 103,16 ! 6,82 ! 6,66 ! 6,77

5-OH 161,71 1367 | 13,64

7OH i 0 . 18826 | 7,32 i
2 I 129,0* _L 1287 '_"_"159_,"1_(')'“"_"_‘é'_"é'bé"(df"_'é'"?','é?"(H,_ J84 i 792(d, 37,6
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e .
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* Dados aproximados retirados do mapa de correlacdo heteronuclear HSQC. Gli: B-D-glicose;

Ara: B-L-arabinose
** RMN 'H e RMN "*C (DMSO-dg, 37 °C) (XIE ET AL., 2003)
=+(KRAFCZYK et al., 2008)

Neoescafosideo e neoisoescafosideo ja foram identificados em outras espécies
vegetais (XIE et al., 2003; ANDERSEN & MARKHAM, 2006), no entanto, a
ocorréncia destes isdbmeros em C.spiralis é inédita. Também n&o foram encontrados

relatos de suas ocorréncias na familia Costaceae.




Resultados e discussao

O neoescafosideo e neoisoescafosideo apresentam algumas caracteristicas
estruturais que, de acordo com Gautam et al. (2009), sdo essenciais para que 0
flavonoide apresente atividade anti-inflamatéria, a saber: ligacdo dupla entre C2 e

C3; presenca de sistema de anel planar e hidroxilas nas posi¢des C5, C7 e C4’.

N&o foram encontrados na literatura cientifica estudos que avaliassem o potencial
anti-inflamatério do neoescafosideo ou do neoisoescafosideo. No entanto, ha varios

trabalhos onde seus isdbmeros, escafosideo e isoescafosideo, foram avaliados.

De acordo com Gautan et al. (2009), a introducdo de molécula de acucar no
esqueleto basico do flavonoide reduz a atividade anti-inflamatoéria. Por outro lado,
em um trabalho de sintese organica regiosseletiva de C-diglicosilflavonas, Shie et al.
(2010) observaram que a introducéo de glicose no esqueleto da apigenina aumentou
a atividade anti-infamatéria do derivado em relacéo a aglicona. No trabalho de SHIE
et al. (2010), 6-C-B-glicosil-8-C-a-arabinosilapigenina (escafosideo) inibiu a
expressao de TNFa e reduziu a producdo de NO com Clsp de 27,0+ 2,199+ 1,6
pmol/L, respectivamente, demonstrando que a flavona atua nos mediadores da
segunda fase do processo inflamatério.

O isbmero escafosideo também foi isolado de Eleusine indica Gaertn (Poaceae),
planta cujas partes aéreas séo utilizadas, no Brasil, para o tratamento de processos
inflamatoérios. O escafosideo foi avaliado quanto a capacidade de inibir o
recrutamento de neutréfilos no pulmdo de camundongos expostos a aerossois
contendo bactérias Gram-positivas. Na dose de 400 pg/Kg, o escafosideo inibiu em
62% o influxo de neutrofilos, sendo considerado como uma das substancias
responsaveis pela atividade da espécie (MELO et al., 2005). Em outro trabalho, o
escafosideo demonstrou efeito preventivo contra producdo de pedra nos rins em
ratos, avaliado através da producéo de urina, excrec¢do de Ca, acido citrico e analise
de creatinina (KUBO et al., 1989). Os isdmeros escafosideo e isoescafosideo foram
isolados de Vitex poligama Cham (Lamiaceae), planta utilizada popularmente no
Brasil contra doencas dos rins (GALLO et al., 2008).
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5.5 Validacéo de método para quantificacao de flavonoides totais em derivados
da droga vegetal folhas de Costus spiralis

Devido a presenca de flavonoides em EECS e na fragcdo EtOAc:MeOH (1:1), bem
como a atividade antiedematogénica de ambos, procedeu-se a quantificacdo de
flavonoides totais visando investigar a relacao entre esses metabolitos secundarios e
a atividade biologica. A metodologia analitica utilizada, espectrometria no ultravioleta
visivel, foi validada segundo a RE 899 (Brasil, 2003).

A guantificacdo de flavonoides totais de EECS foi realizada por espectrofotometria
no visivel, em 420 nm, apds reacdo com AICI3.6H,0. O método baseia-se na
propriedade do cation aluminio formar complexos estaveis com os flavonoides em
metanol. Os complexos formados apresentam absorcdo mais intensa e em maior
comprimento de onda que os flavonoides ndo complexados. Desta forma, torna-se
possivel a quantificacdo dos flavonoides sem a intervencdo de outras substancias
fendlicas que comumente estdo presentes nos tecidos vegetais. Alguns acidos
fenolicos também formam complexos com cloreto de aluminio; porém, os complexos
de acidos fendlicos absorvem em comprimentos de onda préximos a 350 nm
(ZAPOROZHETS et al., 2003), ndo interferindo nas medidas de absorbancia em 420

nm.

Conforme a RE n® 899 (BRASIL, 2003), testes quantitativos para determinacdo de
principios ativos em produtos farmacéuticos ou matérias primas sao classificados
como pertencentes a categoria |. Ainda de acordo com a resolucdo, os testes
necessarios para validacdo de metodologias da categoria | sao: seletividade,
linearidade, precisdo, exatiddo e robustez. Assim, estas foram as figuras de mérito
utilizadas na validacdo do método aplicado a quantificacdo de flavonoides totais no
extrato de C. spiralis. Além destas, determinou-se também limite de quantificacdo e
limite de detecg&o. A validacdo do método foi realizada com um extrato comercial de
C. spiralis, obtido da empresa Industria Farmacéutica Catedral LTDA, denominado
EICS. Este extrato foi empregado devido a disponibilidade de massa. O extrato

comercial apresentou perfis cromatograficos por CLAE-DAD e CCD de silica gel
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similares ao extrato de C. spiralis preparado no presente trabalho e utilizado nos

fracionamentos.

5.5.1 Seletividade

Para avaliar a seletividade do método em relacdo a possiveis interferentes contidos
no EICS, foram obtidos espectros da solucdo preparada para a leitura em 420 nm
com e sem a adi¢ao de solucdo metandlica de AICI;.6H,0 a 12 % m/v. Os espectros
registrados para as duas solucdes estdo representados na Figura 32. Observa-se
uma absorcao pequena (0,050) para a solucao de EICS sem adicdo de AICI; em 420
nm. Por outro lado, a solu¢cdo em que foi adicionada o AICI; apresentou uma banda
intensa com maximo de absorcdo (0,463) em A 420 nm e. Deste modo, ndo ha
comprometimento da quantificacdo por substancias presentes no EICS. Ainda
assim, para evitar essa pequena interferéncia de substancias presentes no extrato,
utilizou-se (conforme descrito no método, item 4.11.1) a solugdo do extrato como

branco.
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Figura 32 Espectros de varredura no UV obtidos para solugdo hidrometandlica de EICS sem
adicdo de solucédo de cloreto de aluminio (A) e com adicao de solugcdo de cloreto de aluminio

(B).

5.5.2 Linearidade

Para verificacdo da linearidade do meétodo, foram construidas trés curvas analiticas,
obtidas em diferentes dias, relacionando absorvancia e concentracdo das solugdes
de quercetina, em uma faixa de 0,0115 a 0,0173 mg/mL, o que corresponde de 80 a
120% da concentracdo de leitura (0,0144 mg/mL) de quercetina. Os resultados
foram submetidos a andlise de regressao linear pelo método dos minimos
guadrados. As equacles obtidas para cada curva e 0s respectivos coeficientes de
determinacdo também se encontram na Tabela 11. As curvas obtidas foram
comparadas estatisticamente por analise de variancia (p < 0,05) e se mostraram

estatisticamente equivalentes. A equacdo da curva meédia também é demonstrada
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na Tabela 11. Para andlises estatisticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 5
(2007). A Figura 33 apresenta as curvas analiticas obtidas, a equacédo da reta e 0
coeficiente de determinacéo (r%), ambos obtidos a partir da média das trés curvas.

Tabela 11 - Concentracdo de solugdes de quercetina e respectivas absorvancias (A 420 nm)
utilizadas para construgao das curvas analiticas.

Concentracao | Absorvancia em 420 nm

de quercetina ,
(mg/mL) Curval Curva 2 Curva 3
0,01152 0,625 0,628 0,632
0,01296 - 07080712 ) 0715
001440 | To7es T TTTozes T Toge2
001684 T o868 T T ol 0864
001728 T Toes3 T T oes0 T 0,949 )

Equacdoda | y=56,67x—0,0282 | y=5576x-0,0132 y=54,38x-0,0074
reta l
r? 0,9997 : - 'o',§§§8' - 09993

Equacéo da

curva média

r’ da curva

média

-- Curval
1.04 = Curva?2
0.0- -+ Curva 3

Absorvancia
o
(0]
1

0.6- y = 55,6019 x - 0,01133
r? = 0,9996
0.5

L) L) L) L) L)
0.010 0.012 0.014 0.016 0.018 o0.020
Concentracao de Quercetina (mg/mL)

Figura 33 Curvas analiticas obtidas para a quantificagdo de flavonoides totais por
espectrometria no UV-Vis em 420 nm, utilizando quercetina como padréo.
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Como as curvas apresentaram coeficiente de determinacdo superior a 0,99, valor
estabelecido pela RE 899 (BRASIL, 2003) como limite de aceitacdo para
determinacao da linearidade da curva analitica, conclui-se que o método apresenta a

linearidade satisfatéria.

Segundo a RE 899, o intervalo de trabalho é estabelecido pela confirmacéo de que o
meétodo desenvolvido apresenta exatidao, precisao e linearidade adequados quando
aplicados a amostras contendo concentragbes de substancias dentro do intervalo
especificado. A mesma resolucédo determina que o intervalo seja de 80 a 120% da
concentracdo tedrica do teste na determinacdo quantitativa do analito (no caso,
flavonoides totais calculados como quercetina). Como os resultados demonstraram
que o método € linear, preciso e exato (resultados apresentados nos itens 5.4.3 e
5.4.4) nesta faixa, determinou-se que o intervalo de trabalho do método é de 0,0115
mg/mL a 0,0173 mg/mL como concentracdo de flavonoides totais na solucédo final

analisada.

5.5.3 Precisao

A precisdo intradia foi determinada pela analise dos teores de flavonoides totais
encontrados em seis determinacdes realizadas no mesmo lote do EICS. Os
resultados obtidos encontram-se na Tabela 12, onde também estéo discriminados o
teor médio e o desvio padrio relativo (DPR). A resolucdo RE n° 899 (BRASIL, 2003)
determina que, para ser considerado preciso, o método deve apresentar DPR <
5,0%. Sendo o valor encontrado de 1,88 %, conclui-se que o método apresenta

precisdo intradia adequada.
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Tabela 12 - Teores de flavonoides totais em EICS expressos em quercetina obtidos na
determinacdo da precisdo intradia para o método espectrofotométrico no UV-VIS em 420 nm.

Repeticdes | Massa(g) | Absorvancia | Teor (%)

1 25005 | 0557 0,089
N X o R X A 0,086 o
Ty 2s000 T osa2 T 0,087 )
4 2,5018 0535 N 0,086 o
5 ©2,5010 0,548 N 0,088 o
6 - 2,5016 0529 0,085 )
PadréoOOOBl - 0775 -

~ Média 0,087
- "DPR (%) - H

A determinacdo da precisdo interdias foi avaliada a partir da analise de doze
amostras do mesmo lote de EICS em dois dias diferentes, por analistas distintos (n =
12), como descrito no item 4.11.4. Os teores e 0 DPR encontrados estao descritos
na Tabela 13. O valor de DPR obtido para a preciséo interdias também foi inferior ao
limite de aceitacdo da ANVISA (BRASIL, 2003), indicando que o método apresenta
precisao interdias adequada. O teste t de Student foi utilizado para verificar se a
média dos teores do primeiro dia diferia significativamente da média dos teores do
segundo dia, ndo se observando diferenca entre as médias (p < 0,05).
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Tabela 13 Teores de flavonoides totais em EICS expressos em quercetina obtidos na
determinacdo de precisdo interdias para o método espectrofotqmétrico no UV-VIS em 420 nm.

Dia / Analista Amostra Teor (%)
1 0,089
I 0,086
. 30087
4 0,086 o
50088
e 0,085 o
! 3 !
2 A 0,084
! 4 i
00095
6 0,096
Teor médio (%) 0,088
DPR (%) T 4% T

5.5.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pela adicdo de quantidades conhecidas da
substancia de referéncia (quercetina) as amostras de EICS, a fim de obter trés niveis
de concentracdo dentro da faixa de linearidade estabelecida, ou seja, concentracao
baixa (80% da concentracdo do teste), concentracao média (100% da concentracédo
do teste) e concentracéo alta (120% da concentragao do teste). A partir desta adicéo
as amostras foram tratadas como descrito no método (item 4.11.1) e foram
realizados os calculos de concentragdo teorica, concentragdo experimental e
exatiddo em cada nivel, estimada como percentual de recuperacdo. O objetivo
dessa figura de mérito é verificar se o método é capaz de recuperar o analito (no

caso flavonoides totais) dentro dos limites estabelecidos.
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A resolucdo RE n® 899 (BRASIL, 2003) ndo determina limites para a exatid&o.
Assim, foram utilizados os critérios de aceitacao para recuperacdo determinados no
manual de validagdo da Association of Official Analytical Chemists (AOAC). Esse
manual de validacdo estabelece limites de recuperacdo diferentes para
concentragbes diferentes de analito na amostra. Como a concentragdo de
flavonoides totais em EICS foi de 0,088%, utilizou-se como critério de aceitacdo de
recuperacdo a faixa de 90,0 a 108,0%, definida no manual para concentracdes de
analito de 0,1% (AOAC, 2002).

Na Tabela 14 observa-se que os valores médios de recuperacdo obtidos para os
trés niveis de fortificacdo (80, 100 e 120 %, para 0s niveis baixo, médio e alto,
respectivamente) atendem ao critério definido pela AOAC, donde se conclui que o

método é exato.
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Tabela 14 — Resultados obtidos no teste de exatiddo para determinacdo de flavonoides

totais em EICS.
i Niveis de Concentragédo

! !
1 B 16773 X 1017 H - Y CYi(7) B
O OO SOOI OO S - 6 | - (6]
; Amostras ; Amostras ; Amostras ;
TR S TR N T S T S 7 R "R B "R R S
! ! ! ! ! ! ! ! ! !
i i . i i i i i i i
i ! . i i i i i i i
Massada i ! ! ! ! ! ! ! ! !
| | | | | | | | | | =
amostra (g) | 1,2504 ! 1,2508 i 1,2504 i 1,2509 i 1,2500 i 1,2501 i 1,2506 i 1,2503 i 1,2504 i
i i . i i i i i i i
| | | | | | | | | |
s
Massade ! i ' i i i i i i i
! ! . ! ! ! ! ! ! !
padrédo i i i i i i i i i i
. i 133 i 132 i 129 i 192 i 18 | 19 i 250 i 253 i 249 i 320
adicionado | i i i i i i i i i
i ! ' i i i i i i i
ma) | | | | | | | | |
| |
~Concentragdgo | | 51
tedrica na
solugéo de 0,01167 | 0,01162 | 0,01147 i 0,01450 | 0,01435 i 0,01440 | 0,01728 | 0,01743 | 0,01723 -
leitura
(mg/mL)

Absorvancia 0,613 0,636 0,624 0,758 0,749 0,740 0,897 0,912 0,918 0,790

Concentracgéo
experimental
na solugédo de | 0,01192 | 0,01237 | 0,01213 | 0,01474 | 0,01456 ! 0,01439 | 0,01744 | 0,01773 | 0,01785 ! 0,01536

leitura
(mg/mL)
Recuperacéo
%) 102,17 106,42 105,74 101,64 101,47 99,91 100,91 101,76 103,57 -
0
Média da
recuperagao 104,78 101,01 102,08 -
(%)
DPR (%) 2,18 0,94 1,33 -
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5.5.5 Robustez

Pequenas variacdes no metodo analitico foram realizadas para verificar se o0 método
seria capaz de resistir as mesmas, ou seja, para verificar se 0 método era robusto a
estas variacdes. As variacdes realizadas foram no tempo de leitura apés a adigdo do
reagente de complexacao (25, 30 e 35 minutos), no comprimento de onda de leitura
(418, 420 e 422 nm) e na concentracdo do reagente de complexacao (solucdes
metandlicas de cloreto de aluminio a 10, 12 e 14 % m/v). As médias dos teores de
flavonoides totais, calculados como quercetina, foram tratadas estatisticamente pelo
método ANOVA seguida do teste de Tukey. Foi utilizado o programa GraphPad
Prism 5 no tratamento dos dados. A Figura 34 apresenta o grafico com os teores de
flavonoides totais, expressos em quercetina, apdés as variacdes realizadas na
metodologia. Nao foi observada diferenca entre os teores de flavonoides totais, apds
a analise de variancia seguida pelo teste de Tukey. Estes resultados atestam que o

meétodo € robusto para as variacdes testadas.

0.104
a a a _& 3 condicdes nominais
0.08- 25 minutos
35 minutos
0.06+ E3 418 nm
Bl 422 nm
0.047 @@ ACl; 10%
0.02- [J ACL 14%

0.00

Teor de flavondides totais no EICS (%)

Figura 34 Comparagio entre os teores de flavonoides totais calculados como quercetina
para EICS analisado nas condicdes nominais do método e em variacdes deliberadas do tempo
de leitura, comprimento de onda e concentracdo da solucdo do reagente de complexacao
(média n=3). As médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo
Teste de Tukey.
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5.5.6 Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo do método foi determinado pela equacdo descrita no item
4.11.7, que emprega os parametros da curva analitica. Para o célculo foram
empregados o desvio padrdo do intercepto com 0 eixo y e a inclinacdo da curva

analitica. O limite de quantificacdo calculado foi de 0,00746 mg/mL.

5.5.7 Limite de deteccédo

O limite de deteccdo do método foi determinado pela equacdo descrita no item
4.11.8, que emprega os parametros da curva analitica. Para o célculo foram
empregados o desvio padrdo do intercepto com 0 eixo y e a inclinacdo da curva

analitica. O limite de quantificacdo calculado foi de 0,00246 mg/mL.

5.5.8 Quantificacado de flavonoides totais em EECS e na fracdo EtOAc:MeOH
(1:1)

Considerando que o método de quantificacdo proposto foi validado obtendo-se
linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo e robustez adequados, procedeu-se a
guantificacdo de flavonoides totais calculados como quercetina em EECS e na
fracdo EtOAc:MeOH (1:1). A tomada de amostra foi definida a partir do rendimento
obtido para a fracdo e pelo percentual de extrativo determinado para EICS. A
tomada de amostra também levou em conta a faixa de concentracdo definida para o

método.

As amostras foram analisadas em triplicata e a Tabela 15 apresenta os teores de

flavonoides totais calculados.
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Tabela 15 — Teores de flavonoides totais expressos como quercetina para EECS e para a
fracdo EtOAc:MeOH (1:1)

Mat'erial Analise Teores Média DPR

analisado (%om/m) (%)
1 10788 |

EECS | 2 10,799 : 0795 i 0,75
Fracio  -obo-t.0:918

EtOAc:MeOH -2 0923 | 0,918 1 0,56
3 0913 | |

5.6 Avaliacédo da atividade anti-inflamatoria de EECS, fracdes e FLAV1

No presente trabalho, EECS, as fracdes derivadas deste e a substéancia isolada
FLAV1 tiveram sua potencial atividade anti-inflamatéria avaliada em modelo de

edema de pata de camundongos induzido por carragenina.

EECS apresentou atividade anti-inflamatéria na quinta hora apds administracdo do
estimulo inflamatério, nas doses de 100 e de 1000 mg/Kg, com porcentagens de
inibicdo do edema de 42,3% e 39,6%, respectivamente (Figura 35). Como 0s
resultados iniciais indicaram uma tendéncia no aumento da atividade no decorrer do
tempo, avaliou-se EECS em um segundo protocolo experimental por um periodo de
24 horas. Neste experimento observamos atividade anti-inflamatéria na quinta hora
apos o estimulo inflamatério, nas trés doses testadas (10, 100 e 1000 mg/Kg), com
porcentagens de inibicdo de 30,4%, 21,6% e 27,2%, respectivamente. Observamos
um aumento na atividade até a sétima hora que mostrou porcentagens de inibicdo
de 44,3%, 252% e 36,5% para as doses de 10, 100 e 1000 mg/Kg,
respectivamente. A partir da sétima hora as porcentagens de inibicdo diminuiram,
nao se observando atividade antiedematogénica para EECS nove horas apés o
estimulo inflamatério, em nenhuma das doses ensaiadas, enquanto o efeito da
dexametasona, empregada como controle positivo, foi observado até 12 horas apos

o estimulo.
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Figura 35 Efeito de EECS sobre o edema de pata induzido pela carragenina em
camundongos. As barras representam a variagdo média dos volumes das patas + erro padrao
(n=6). * Indicam diferencas significativas em relagao ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).

O modelo de edema de pata induzido por carragenina envolve a liberacdo de
mediadores quimicos na fase inicial (histamina e serotonina) e a producdo de
prostaglandinas e proteases na fase tardia (CRUNKHON & MEACOCK, 1971).
Ativacéo local de neutrofilos (BOUGHTON-SMITH et al., 1993) e produgdo de NO
(POSADAS et al., 2004) também ocorrem na segunda fase do processo inflamatério
produzido neste modelo. O fato de EECS apresentar atividade antiedematogénica
significativa 5 horas apos o estimulo inflamatorio sugere que os constituintes de

EECS sao capazes de inibir a segunda fase do processo inflamataorio.
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EECS foi submetido a fracionamento preliminar em coluna de silica gel (item 4.6,
pag. 60) e as fracdes resultantes foram avaliadas no modelo de edema de pata de
camundongo induzido por carragenina (Figuras 36, 37 e 38). Os resultados obtidos
indicam que somente as fracdes Hex e EtOAc:MeOH (1:1) apresentaram atividade
antiedematogénica significativa em relacdo ao grupo controle, na quinta hora apds o
estimulo inflamatorio, com 53,4% de inibicdo para a fracdo Hex na dose 500 mg/Kg
e inibicoes de 39,0%, 31,2% e 41,6% para a fragdo EtOAc:MeOH (1:1) nas doses 5,
50 e 500 mg/Kg, respectivamente.

1001 .
— [ salina
:':5 Fragdo Hex 5 mg/Kg
© EE& Fracdo Hex 50 mg/Kg
S EE3d Fracdo Hex 500 mg/Kg
3 Bl Dexametasona
(<)
£
>
o
>
100 _

— L [ salina
= 80 L1 ] 1B Fracdo DCM:Hex 5 mg/Kg
p— E = |.| -
© 1 E B 1E: ﬁ Fragdo DCM:Hex 50 mg/Kg
— A ES =
S 60 {E: ﬁ [Hl] &8 Fracto DCM:Hex 500 myikg
3 | 1EE 1EE Bl Dexametasona
o 40 I 1EE: 1HE
c = TE F TEL B
B 20 e ‘E:' = EE [n]
> i E Ak : 1E 3

0 gl 1B B 1ELE:

3h 5h
Tempo apos estimulo inflamatério (h)

Figura 36 Efeito das fragdes Hex e Hex:DCM sobre o edema de pata induzido pela

carragenina em camundongos. As barras representam a variagdo média dos volumes das

patas + erro padrédo (n=6). * Indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com
veiculo (p < 0,05).



Resultados e discussao

- [ salina

2 100 I & o Fragcio DCM 5 mg/Kg
=1 b= L=}

i - I T E{E E3A Fragdo DCM 50 mg/Kg

© I = B L E

o E g B B E= Fragdo DCM 500 mg/Kg

‘8 L & o % ﬁ Bl Dexametasona

o 1 |FIEE o[ {1

£ P HE: b

5 i B |z

o gl AL HE

=, HE - B

3h 5h

Tempo apds estimulo inflamatério (h)

1 100 T I 3 salina
2 I 171 Fracdo DCM:EtOAc 5 mg/Kg
% 8l: B3 Fracdo DCM:EtOAC 50 mg/Kg
o 2 E=3 Fracdo DCM:EtOAc 500m mg/Kg
I = *% ] E=17
- 50 2 & El Dexametasona
0 %
S i
= E:
o E
> &
0 e - '
3h 5h
Tempo apds estimulo inflamatério (h)
100 .
] Salina
80 Fracdo EtOAc 5 mg/Kg
Fragdo EtOAc 50 mg/Kg
60 L3 4% B Fracso EtOAc 500 mg/Kg
j Bl Dexametasona
40
)
20
0

1h 3h 5h

Tempo apés estimulo inflamatério (h)

Figura 37 Efeito das fragdes DCM, DCM:EtOAc e EtOAc sobre o edema de pata induzido pela
carragenina em camundongos. As barras representam a variagdo média dos volumes das
patas + erro padrédo (n=6). * Indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com
veiculo (p < 0,05).



Resultados e discussao

100 _
- [ salina
2 80 I EtOAc:MeOH 5 mg/Kg
% EA EtOAc:MeOH 50 mg/Kg
o 60 T EZ3 EtOAc:MeOH 500 mg/Kg
8 3 Bl Dexametasona
40
o
£ =
= 20 X
o =
> ::: -]
odLIEIE B gl ..
1h 3h 5h
Tempo apos estimulo inflamatorio
100+ .
- [ Salina
2 g0- Fracdo MeOH 5mg/Kg
% Fracdo MeOH 50 mg/Kg
o B3 Fracdo MeOH 500 mg/Kg
s Bl Dexametasona
o)
£
=
o
>

5h

Tempo apds estimulo inflamatério (h)

Figura 38 Efeito das fragbes EtOAc:MeOH e MeOH sobre o edema de pata induzido pela
carragenina em camundongos. As barras representam a variagdo média dos volumes das
patas + erro padrédo (n=6). * Indicam diferenca significativa em relagcdo ao grupo tratado com
veiculo (p < 0,05).

A Figura 39 apresenta os resultados de atividade antiedematogénica obtidos para
FLAV1. FLAV1 induziu uma resposta anti-inflamatéria estatisticamente significativa
em relag@o ao grupo controle a partir da terceira hora da administracdo do estimulo
inflamatorio, nas doses de 1,0 e 2,0 mg/Kg. As porcentagens de inibicdo do FLAV1
foram, na quinta hora, de 32,8%, 39,7% e 44,8%, para as doses 0,5, 1,0 e 2,0
mg/Kg, respectivamente, sendo a porcentagem de inibicdo de dexametasona de
86,2% na dose utilizada (1,0 mg/Kg). Este resultado sugere uma significativa
atividade anti-inflamatéria para FLAV1 e abre perspectivas de estudos posteriores

com este flavonoide, a fim de caracterizar sua agao farmacologica.
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Figura 39 Efeito do FLAV1 sobre o edema de pata induzido pela carragenina em
camundongos. As barras representam a variacdo média dos volumes das patas +* erro padrao
(n=6). * Indicam diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado com veiculo (p < 0,05).
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6 CONCLUSOES

O extrato etandlico de folhas de Costus spiralis (Jacq.) Roscoe apresentou atividade
anti-inflamatéria em ensaio in vivo de inibicdo de edema de pata em camundongos,
confirmando o uso tradicional da espécie evidenciando a eficiéncia da estratégia

etnofarmacoldgica.

O fracionamento do extrato forneceu sete fracbes, as quais também foram testadas
quanto a capacidade antiedematogénica no modelo de edema de pata. As fracBes

Hex e EtOAc:MeOH (1:1) apresentaram atividade antiedematogénica.

A fracdo EtOAc:MeOH (1:1) foi refracionada e isolou-se a substancia majoritaria
FLAV1, uma flavona cuja estrutura, baseada nos dados espectroscépicos
disponiveis, € compativel com quatro flavonas isoméricas: escafosideo,

isoescafosideo, neoescafosideo e neoisoescafosideo.

FLAV1 apresentou atividade anti-inflamatéria no modelo de edema de pata em
camundongos nas doses 1,0 e 2,0 mg/Kg, indicando sua contribuicdo para a
atividade anti-edematogénica da espécie e pode ser utilizada como marcador

quimico.

O método de quantificacdo de flavonoides totais calculados como quercetina
apresentou seletividade, linearidade, preciséo, exatiddo e robustez adequados para
quantificacdo de extratos etandlicos de Costus spiralis. Desta forma, o método de
quantificacdo dos flavonoides totais no extrato podera ser utilizado como parametro
de qualidade e indicativo do potencial anti-inflamatorio, uma vez que os flavonoides

estao relacionados com a atividade da espécie.
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Apéndices

APENDICE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 193/2010, relativo ao projeto intitulado
“Fitoquimica e atividade anti-inflamatoria de Costus Spiralis (Jacq) Roscoe
(Cana do brejo)', que tem como responsavel(is) Marcio de Matos Coelho ,
esta(d0) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacdao Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 1/ 12/2010.

Este certificado expira-se em 1/ 12/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 193/2010, related to the project entitled
“Phytochemistry and anti inflamatory activity of Costus Spiralis (Jacq)
Roscoe (Cana do brejo)', under the supervisiors of Marcio de Matos Coelho, is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in December 1, 201C.

This certificate expires in December 1, 2015.

Belo Horizonté)\ 3 de Dezembro de 2010.

Profa, Jacqueli saura Alvarez-Leite
Coordenadora do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516
www.ufmg.br/bioeticalcetea - cetea@prpag.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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