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RESUMO 

 

 

Costus spiralis (Jaqc) Roscoe (Costaceae), denominada popularmente de cana do 

brejo, tem uso tradicional no Brasil para o tratamento de afecções renais. A atividade 

anti-inflamatória do extrato etanólico de folhas de C. spiralis, frações e substância 

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 antiedematogênica em todas as doses, 

confirmando o uso tradicional da espécie. O extrato etanólico seco de C. spiralis foi 

fracionado e foram obtidas as frações Hex, Hex:DCM (1:1), DCM, DCM:EtOAc (1:1), 

EtOAc, EtOAc:MeOH (1:1) e MeOH. As frações foram avaliadas em modelo de 

edema de pata induzido por carragenina, per os, nas doses 5, 50 e 500 mg/Kg. As 

frações Hex e EtOAc:MeOH (1:1) apresentaram atividade antiedematogênica. A 

fração EtOAc:MeOH (1:1) foi refracionada por cromatografia líquida de alta eficiência 

em fase reversa, resultando no isolamento de um sólido denominado FLAV1. 

Métodos espectrométricos foram utilizados para a análise estrutural de FLAV1, e 

indicaram quatro flavonas isomérica possíveis: escafosídeo, isoescafosídeo, 

neoescafosídeo e neoisoescafosídeo. A atividade antiedematogênica 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 injeção intraperitoneal. 

Foi observada atividade anti-edematogênica nas doses de 1,0 e 2,0 mg/Kg, 

sugerindo que esta flavona está relacionada com a atividade anti-inflamatória de C. 

spiralis e que, portanto, pode constituir um marcador químico para a espécie. Um 

método espectrofotométrico para a quantificação de flavonóides totais calculados 

como quercetina foi validado para extrato comecial de C. spiralis. O teor de 

flavonóides totais no extrato foi de 0,795% 

 

Palavras chave: Costus spiralis, Costaceae, neoescafosideo, neoisoescafosideo, 

isoescafosídeo, escafosídeo, atividade anti-edematogênica, teor de flavonóides 

totais.  

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Costus spiralis (Jaqc) 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. INTRODUÇÃO 

 

 

A inflamação é um processo dinâmico, uma reação dos tecidos a um agente 

agressor. O processo inflamatório constitui um mecanismo defensivo muito 

importante contra inúmeros agressores. Resumidamente, pode-se dizer que o 

agente agressor atua sobre os tecidos induzindo a liberação de mediadores que 

promoverão aumento da permeabilidade vascular e recrutamento de líquidos 

(exudação) e de células sanguíneas para o interstício.  Em geral, terminada a ação 

do agente inflamatório, reduz-se a liberação dos mediadores e o estado 

hemodinâmico do tecido é recuperado. Se o processo causar necrose, o tecido 

necrosado será fagocitado e a etapa seguinte será a cicatrização ou regeneração 

(BRASILEIRO FILHO, 1998). 

 

Entretanto, alguns agentes inflamatórios estimulam a liberação de mediadores por 

longo tempo, o que levará ao prolongamento do processo inflamatório causando 

desconforto ao paciente. Nestes casos, torna-se necessário o controle da inflamação 

com uso de medicamentos (BRASILEIRO FILHO, 1998). 

 

Os fármacos anti-inflamatórios utilizados na terapêutica médica oficial são os anti-

inflamatórios esteroides e os anti-inflamatórios não esteroides (AINEs).  

 

Os anti-inflamatórios esteróides são mais utilizados no tratamento de doenças 

autoimunes e na prevenção ou tratamento de rejeições em transplantes de órgãos. 

No entanto, o tratamento crônico com anti-inflamatórios esteroides é limitado devido 

à possibilidade de ocorrência de várias reações adversas (RANG et al., 2007). Entre 

essas, podem ser citadas síndrome de Cushing (rosto arredondado, boca estreita, 

obesidade do tronco com membros relativamente finos), hipertensão, hiperglicemia, 

fraqueza muscular, aumento da susceptibilidade à osteoporose, glaucoma, 

distúrbios psiquiátricos e outros (GAUTAM & JACHAK, 2009). 

 

AINEs são fármacos amplamente utilizados e que podem induzir reações adversas 

graves, as quais incluem nefrotoxicidade. A principal ação dos anti-inflamatórios não 

esteroidais consiste em bloquear a síntese renal de prostaglandinas (PG) por meio  
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da inibição da cicloxigenase (COX). No tocante ao funcionamento renal, as 

principais prostaglandinas são a PGI2 e a PGE2. Estas prostaglandinas são 

potentes vasodilatadores e, em condições habituais, são secretadas pelos rins em 

quantidades muito pequenas, não desempenhando papel importante na manutenção 

do fluxo sanguíneo e da filtração glomerular. Porém, em condições que promovem 

baixo fluxo sanguíneo renal, ocorre aumento da produção de vasoconstritores renais 

(norepinefrina e angiotensina II). Estes vasoconstritores poderiam levar à diminuição 

da filtração glomerular caso não ocorresse a ação vasodilatadora das 

prostaglandinas. No entanto, pacientes em uso de AINEs terão a produção destas 

prostaglandinas reduzida, o que pode resultar em redução da função renal e, em 

casos extremos, insuficiência renal aguda, funcional, que pode ser reversível após 

suspensão da droga. Devido a esse efeito colateral, deve-se evitar o uso contínuo 

de AINEs (DELFINO & MOCELIN, 1995). 

 

AINEs não seletivos também inibem a isoforma da cicloxigenase constitutivamente 

expressa no estômago, a COX1. A inibição da COX1 resulta no bloqueio da 

biossíntese da PGI2 e PGE2 que estão envolvidas na citoproteção gástrica, o que 

pode resultar em ulceração estomacal e duodenal (RANG et al., 2007). 

 

Assim, anti-inflamatórios são fármacos importantes na terapêutica de processos 

inflamatórios, mas podem causar reações adversas graves. Este fato nos remete à 

busca por novos fármacos anti-inflamatórios de maior especificidade e, 

consequentemente, menos efeitos colaterais. 

 

Dentro das abordagens atuais para pesquisa de novos agentes anti-inflamatórios 

eficazes e com maior segurança estão os produtos naturais de plantas de uso 

tradicional.  

 

As plantas medicinais são fontes de diversas substâncias com potencial terapêutico. 

O uso popular de plantas medicinais é extremamente amplo, sendo bem 

reconhecidas suas atividades estimulante, antidepressiva, anti-hipertensiva, 

calmante, sedativa, anti-inflamatória entre outras (OBUTE & ADUBOR, 2007; 

BRANDÃO et al., 2006). A ampla atividade das plantas medicinais deve-se aos 

diferentes tipos de metabólitos secundários biossintetizados. Vários desses 
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metabólitos apresentaram atividade anti-inflamatória devidamente comprovada 

cientificamente (SIMÕES et al., 2004; GAUTAM & JACHAK, 2009) e entre esses 

metabólitos destacam-se os flavonoides que, além da atividade anti-inflamatória, 

apresentam atividades antiaterosclerótica, antitumoral, antitrombogênica, 

antiosteoporótica e antiviral (NIJVELDT et al., 2001). 

 

A prospecção e o estudo de plantas medicinais de uso popular no tratamento de 

processos inflamatórios podem nos levar a descoberta de novos fármacos anti-

inflamatórios com maiores eficácia e segurança que os anti-inflamatórios de uso 

corrente.  

 

Dentre as inúmeras plantas utilizadas tradicionalmente no tratamento de afecções 

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, inflamações da uretra, infecções da bexiga, 

cálculos 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 doenças renais 

aliado à presença de flavonoides em suas folhas indica que o estudo fitoquímico 

biomonitorado da espécie possa resultar na identificação de substâncias bioativas 

com ação anti-inflamatória, potenciais candidatos para o desenvolvimento futuro de 

fármacos ou de marcadores para a obtenção de extratos padronizados visando a 

produção de fitoterápicos. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar, in vivo, a atividade anti-inflamatória do extrato das folhas de Costus spiralis 

Roscoe (Costaceae), de frações derivadas e de substâncias isoladas em modelo de 

edema de pata induzido por carragenina. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

 Obter extrato etanólico de folhas de C.spiralis; 

 Avaliar a potencial atividade anti-inflamatória do extrato etanólico no modelo 

do edema de pata em camundongos; 

 Realizar o fracionamento cromatográfico preliminar do extrato e selecionar a 

fração mais ativa no ensaio - in vivo - de atividade antiedematogênica; 

 Isolar as substâncias majoritárias da fração selecionada anteriormente; 

 Elucidar a estrutura química das substâncias isoladas a partir de dados 

espectroscópicos; 

 Avaliar a atividade anti-inflamatoria das substâncias isoladas. 

 Validar metodologia de quantificação de flavonoides totais calculados em 

quercetina para extrato comercial de C.spiralis. 

 Quantificar o extrato etanólico de C.spiralis e as frações com atividade anti-

inflamatória. 

 

 

 

 

 

 



Revisão da Literatura 

 

 

20 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1. A família Costaceae e as espécies do gênero Costus 

 

 

A família Costaceae era classificada como uma subfamília da grande família 

Zingiberaceae. Essa classificação baseava-se nas similaridades das características 

florais e inflorescências entre as espécies das duas famílias. Tomlinson (1962) 

sugeriu que essas semelhanças poderiam indicar uma ancestralidade comum e 

propôs a elevação de Costaceae ao status de família independente embasando sua 

proposta em diferenças morfológicas e anatômicas. Segundo Tomlinson (1962) a 

família Costaceae compreende quatro gêneros: Costus, Monocostus, Dimerocostus 

e Tapeinochilos. 

 

Uma análise cladística de dados moleculares múltiplos de cloroplastos e genoma 

nuclear, bem como dados morfológicos, levou Specht (2006) a propor uma 

reclassificação para a família Costaceae. Nessa reclassificação, os gêneros 

Tapeinochilos, Monocostus e Dimerocostus foram mantidos. O gênero Costus, o 

maior de todos, foi dividido em quatro gêneros: Cheilocostus, Chamaecostus, 

Paracostus e Costus. A Figura 1 apresenta um sumário da corrente hipótese 

evolucionária de Costaceae baseada na análise filogenética realizada por Specht 

(2006). 
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Figura 1 Sumário da hipótese evolucionária de Costaceae (SPECHT, 2006) 

 

Costaceae

Tapeinochilos

T. solomonensis

T. dahii

T. pubescens

T. queenslandiae

T. ananasse

T. holrungii

Cheilocostus

C. speciosus 3

C. speciosus 2

C. speciosus 1

C. lacerus

C. globosus 3

C. globosus 2

C. globosus 1

Paracustus

P. englarianus

P. paradoxus

Costus

New world Costus 
radiation

C.woodsonii

C. stenophilus

C.pulverulentus

C. comosus

C. montanus

C. villossisimus

C. guanaiensis

C. amazonicus

C.malortieanus

C.laevis

African 
melittophilous 

Costus

C. megalobracteae

C. afer

C. lucanusianus

African Costus 
grade

maculatus

C. dinklagei

C. phaeotrichus

C. mosaicus

C. gabonensis

Monocostus M. uniflorus

Dimerocostus

D. strobilaceus 
subsp gutierrezii

D. strobilaceus 
subsp strobilaceus

D. argenteus

Chamaecostus

C. subsessilis

C. cuspidatus

C. lanceolatus

C. curcumoides
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O gênero Costus é o maior da família Costaceae com 125-175 espécies e apresenta 

maior diversidade morfológica da família (ARAUJO & OLIVEIRA, 2007; SPECHT et 

al., 2006). Essas espécies crescem em densidades extremamente baixas, contendo, 

em sua maioria, ramos espirais com inflorescências terminais. Suas inflorescências 

produzem uma flor por dia, no máximo duas (ARAUJO & OLIVEIRA, 2007). 

 

A recente classificação da família Costaceae e o reduzido número de trabalhos 

científicos sobre as espécies não permitem ainda uma visão geral da composição 

química das espécies do gênero. No entanto, alguns estudos anteriores possibilitam 

uma visão sobre os principais constituintes químicos já identificados no gênero. 

 

Em um estudo de revisão realizado por Willians et al. (1977), os autores relataram a 

presença de flavonas-C-glicosiladas em 86% das espécies pertencentes à 

subfamilia Costoidae. No entanto, na nova classificação, algumas espécies da 

subfamília Costoideae foram mantidas na família Zingiberaceae e outras passaram a 

constituir a nova família Costaceae (SPECHT et al., 2006). Portanto, o índice de 

espécies contendo flavonas C-glicosiladas proposto por Williams et al. (1977) não 

pode ser considerado. 

 

Por outro lado, existem outros estudos relatando a presença de compostos 

flavônicos em espécies de Costus. Da espécie C. spicatus Swartz foram isolados, a 

partir do extrato metanólico das folhas, dois flavonóis diglicosídicos inéditos 

(tamarixetina-3-O-neohesperidosídeo (1) e canferídeo-3-O-neohesperidosídeo (2)), 

um flavonol diglicosídeo conhecido (quercetina-3-O-neohesperidosídeo (3)) e outros 

seis flavonoides (SILVA et al., 2000). Rutina (4), quercitrina (5) e quercetina (6) 

foram extraídas da espécie Cheilocostus speciosus (J. Koenig) C. Specht (sin. 

Costus speciosus (J.Koenig) Sm.) utilizando um método de extração líquida 

pressurizada assistida por surfactantes. Após extração, os flavonoides foram 

analisados por cromatografia eletrocinética micelar (CHANG et al., 2011).  
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Outro grupo de metabólitos que aparecem nos resultados de vários estudos 

fitoquímicos envolvendo espécies da família Costaceae são 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 são (3-β,-22-α,-25R-)-26-(β-D-glicopiranosiloxi)-22-

metoxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-β-D-furanosil -(1→4)-O-[α-L-ramnopiranosil-(1→2)]-

β-D-glicopiranosídeo (11) (SILVA et al.,1999) e (-3-β,-22-α,-25R-)-26-(β-D-

glicopiranosiloxi)-22-metoxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-β-D-furanosil-(1→2)-O-[6-deoxi-

α-L-ramnopiranosil-(1→4)]-β-D-glicopiranosídeo (12) (SILVA et al., 1998). 



Revisão da Literatura 

 

 

25 

O

O

O

O
HO O

O

HO

O

HO

HO

HO

HO OH

O
HO

(7)  

O

O

HO  (8) 

O

O

O

HO
O OH

O

HO

O

HO

HO

HO

 (9) 

O

O

 (10) 



Revisão da Literatura 

 

 

26 

O

O

O
HO O

O

HO

O

HO

HO

HO

HO OH

O
HO

OH

O

HO
HO OH

O

HO

 

(11) 

O

O

HO
HO O

O

HO

O

OH
HOHO

O

OHO
HO

OH O

OH

 (12) 

 

O éster tetracosanoato de metila (13) foi isolado do extrato metanólico de folhas de 

Costus pictus D. Don (SHILPA et al., 2009). 

O

O

 

(13) 
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Os ácidos succínico (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 o ácido octacosanoico (16) (QIAO et al., 2002). 

HO
OH

O

O

 (14) 

O

OH

 

(15) 

O

OH

 

(16) 

 

Terpenos e esteróis também são metabólitos comuns nas espécies de Costus. 

Vários alcoóis e cetonas triterpênicos e esteroidais (17, 18) foram identificados no 

extrato hexânico das raízes e partes aéreas de C. tonkinensis Gagnep (BÖHME et 

al., 1997). A espécie Cheilocostus speciosus (J. Koenig) C. Spechit contém os 

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

2002). Da mesma espécie foram isolados os dois sesquiterpenos costunolídeo (21) 

(ELISA et al., 2009a) e eremantina (22) (ELISA et al., 2009b). Vários sesquiterpenos 

foram identificados no óleo essencial de Costus afer Ker-Gawl, entre eles acetato de 

sesquilavandulil (23) constituindo 17% do óleo, β-cariofileno (24) (12,3%) e Z,-E-

farnesol (25) (9,9%) (TAIWO & BOLANLE, 2003). 

R1 R2

R5O

R3

 

 (17)  

Composto R1 R2 R3 R5 
1 H CH3 H Acetato 

2 CH3 CH3 H Acetato 
3 H CH3 =CH2 Acetato 
4 H CH3 CH3 Acetato 
5 CH3 CH3 =CH2 Acetato 
6 H H H Acetato 
7 H H =CH2 Acetato 
8 H H CH3 Acetato 
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Composto R1 R2 R3 R4 
1 H CH3 H H2 

2 CH3 CH3 H H2 
3 CH3 CH3 CH3 H2 
4 CH3 CH3 =CH2 H2 
5 H H CH3 H2 
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O  (23)                                         (24) 

 

 

OH (25) 

 

Nos talos frescos de Costus spicatus Swartz. foram identificados três 

polissacarídeos bioativos, constituídos basicamente de glicose (SILVA & PARENTE, 

2003). 

 

 

3.1.1 Atividades biológicas das espécies do gênero Costus 

 

 

Alguns estudos biológicos foram conduzidos a fim de investigar o uso tradicional das 

espécies do gênero Costus e/ou dos constituintes isolados. 

 

A espécie Costus spicatus Swartz, cujas folhas e partes aéreas são utilizadas 

tradicionalmente no Brasil para o tratamento de processos inflamatórios e como 

analgésico, teve alguns de seus constituintes químicos avaliados em modelos in 

vitro e in vivo. Assim, os diglicosídeos de flavonóis 1, 2 e 3 isolados das folhas da 

espécie foram incubados com uma suspensão de células retiradas da cavidade 

peritoneal de camundongos machos BALB/c e inibiram a produção de óxido nítrico 

pelos macrófagos ativados (SILVA et al., 2000). As saponinas 11 e 12 isoladas das 

raízes da mesma espécie foram investigadas quanto aos seus efeitos sobre as 

atividades de Na+ATPase e Na+K+ATPase do túbulo proximal de rins de cobaias. As 

saponinas inibiram exclusivamente a atividade da Na+ATPase (SOUZA et al., 2004).  
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Os polissacarídeos isolados dos talos frescos de Costus spicatus induziram, em um 

estudo in vitro, significante aumento da atividade fagocítica. Os polissacarídeos 

também inibiram o aumento da permeabilidade vascular causada pelo ácido acético 

(SILVA & PARENTE, 2003). A potencial atividade analgésica do extrato metanólico 

de folhas de C. spicatus foi avaliada em modelos de nocicepção induzida por ácido 

acético, formalina e calor, enquanto a atividade anti-inflamatória foi investigada no 

modelo do edema de pata induzido por carragenina. O extrato metanólico seco foi 

administrado per os nas doses 100, 200 e 400 mg/Kg. Os resultados demonstraram 

as atividades antinociceptica e anti-inflamatória do extrato nas doses de 200 e 400 

mg/Kg (QUITANS JUNIOR et al., 2010).  

 

C. spicatus é conhecida popularmente na República Dominicana como insulina, 

sendo utilizada no tratamento de diabetes. Keller et al. (2009) avaliaram a atividade 

do chá das folhas sobre a glicemia de camundongos C57BLKS/I em um modelo de 

obesidade com hiperglicemia e progressiva depleção de células beta. O chá não 

apresentou eficácia 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 é utilizada pela população indiana e foi avaliada quanto à 

sua atividade hipoglicêmica em um estudo que utilizou suspensão do pó das folhas 

em água destilada nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg/dia. Foram utilizados ratos 

Wistar machos que receberam dexametasona por via subcutânea na dose de 10 

mg/Kg.dia durante 20 dias, para a indução da hiperglicemia. As doses de 250 e 500 

mg/Kg.dia reduziram a glicemia quase à normalidade (SHETTY et al., 2010). 

 

Conhecida na Índia com o nome de gengibre espiralado, a espécie Costus pictus D. 

Don é utilizada como antihiperglicêmica.  Extrato aquoso das folhas foi avaliado em 

um modelo experimental de diabetes induzido por estreptozotocina em ratos. A 

administração per os na dose de 250 mg/Kg foi realizada durante 14 dias. A 

secreção de insulina foi investigada usando ilhotas pancreáticas dos animais. A 

atividade metabólica de captação de glicose no fígado foi realizada usando D-[14C]-

glicose. O extrato reduziu significativamente a glicemia e aumentou as 

concentrações 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 metanólico das folhas e a 

substância tetracosanoato de metila (13) isolada do mesmo foram avaliados. O 

extrato apresentou atividade antidiabética e antiadipogênica. O tetracosanoato de 

metila demonstrou apenas atividade anti-diabética, o que indica que essa substância 

não tem ação antiadpogênica ou apresenta ação 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 comparação com o fármaco furosemida na dose de 4 

mg/Kg. A dose de 200 mg/Kg induziu resposta natriurética similar à da furosemida 

(CAMARGO et al., 2006). 

 

Costus afer Ker também é muito utilizada pela população da Nigéria no tratamento 

do diabetes. O extrato metanólico das folhas desta espécie foi investigado em 

estudos in vitro e in vivo. O teste de letalidade utilizando Artemia salina demonstrou 

que o extrato apresenta significante toxicidade com um CL50 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 

aquosos das folhas de C. afer não apresentaram toxicidade aguda ou induziram 

morte em camundongos machos e fêmeas até a dose de 4000 mg/Kg. O óleo 

essencial de C. afer foi testado in vitro contra cepas de Staphylococcus aureus, 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus e Candida albicans e 

não 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, inflamações da uretra e cálculos renais (CORREA, 1926). 

Ocorre na América do sul, em florestas tropicais, chuvosas ou em afloramentos 

graníticos (MAAS, 1972). 
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C. spiralis pode alcançar de 50 cm a 2 m de altura. Apresenta inflorescências 

racemosas em forma de espiga, possui brácteas vermelhas, fechadas e 

sobrepostas, dentro das quais se desenvolvem os botões florais e frutos. As 

inflorescências apresentam cerca de 8 cm de comprimento com uma média de 40 

flores, cada uma em uma bráctea. Suas flores são vermelhas, com tubo floral 

formado por três pétalas fundidas na base e não apresentam odor (ARAUJO & 

OLIVEIRA, 2007). O rizoma da C. spiralis é ramificado e carnoso e suas raízes são 

quase brancas. Suas hastes são quase eretas, quebradiças, carnosas, fibrosas e 

conservam a bainha das folhas antigas. O pecíolo é grosso e as folhas são 

espiraladas, invaginantes, obovadas ou elípticas com até 35 cm de comprimento. 

Essas folhas são lisas, luzidias, verde escuras na página superior e mais claras na 

página inferior, onde a nervura média é saliente (CORREA, 1926). Não existem 

muitos estudos sobre a biologia reprodutiva da família Costaceae e os 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 científica sobre atividade biológica e 

composição química 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 antiurolitíaca em modelo de implante de cristais de 

oxalato de cálcio e discos de zinco na bexiga de ratos.  Tal implante induz a 

formação de cálculos renais e hipertrofia da musculatura lisa. Após a inclusão dos 

cristais e discos na bexiga, os animais foram tratados per os com o extrato aquoso 

das folhas, nas doses de 0,25 e 0,50 g/Kg durante quatro semanas. Após este 

tempo os animais foram eutanaziados para avaliação do tamanho dos cálculos e da 

musculatura do órgão. Embora não tenha apresentado atividade diurética ou 

reduzido a hipertrofia da musculatura lisa da bexiga, o tratamento com o extrato 

reduziu o tamanho dos cálculos renais. Neste estudo, não foram observados sinais 

de toxicidade ou mudanças na atividade motora dos animais. Os resultados 

indicaram atividade antiurolitíaca (VIEL et al., 1999) e Gurocak et al. (2006) sugerem 

a realização de estudos posteriores para avaliar a possível utilização da planta ou de 

seus princípios ativos no tratamento de cálculos renais. 
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Figura 2 Morfologia floral e reprodução de Costus spiralis. 1. Inflorescência 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. Apêndice dorsal do estigma. 
6. Phaethornis pretrei visitando flor de C. spiralis (Foto: L.C.Rocha). 8. Grãos de pólen 
germinado no teste de polinização cruzada após duas horas. 9. Fruto de C. spiralis. 10. Grãos 
de pólen viáveis no teste de coloração carmim acético. 11. Semente de C. spiralis germinando 
(Foto: C.Mendes-Rodrigues). Fonte: ARAUJO & OLIVEIRA, 2007. 
 

Alguns metabólitos secundários já foram isolados e identificados de C. spiralis. Do 

extrato metanólico 80% dos rizomas, foram isoladas duas saponinas esteroidais: 

(3β,25R)-26-(β-D-glicopiranosiloxi)-22-hidroxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-β-D-furanosil-

(1→2)-O-[α-L-ramnopiranosil-(1→4)-β-D-glicopiranosideo (26) e  (3β,25R)-26-(β-D-

glicopiranosiloxi)-22-hidroxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-β-D-furanosil-(1→4)-O-[α-L- 

ramnopiranosil-(1→2)-β-D-glicopiranosideo (27). A atividade anti-inflamatória dessas 

saponinas foi avaliada em modelo experimental de aumento da permeabilidade 
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vascular induzido pelo ácido acético em camundongos. Neste estudo, foi observado 

que o aumento da permeabilidade vascular induzido pelo ácido acético foi inibido 

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

isolaram um novo diglicosídeo de flavonol (3,5-diidroxi-7,4’-dimetoxiflavona-3-O-
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neohesperidosídeo (28) e quatro outros diglicosídeos de flavonóis conhecidos 

canferol-3-O-neohesperidosideo (29), canferídeo 3-O–neohesperidosídeo (2), 

quercetina 3-O-neohesperidosídeo (3) e tamarixetina 3-O-neohesperidosídeo (1). 
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3.2. Inflamação 

 

 

Inflamação é uma reação natural dos tecidos causada pela ação de um agente 

agressor.  

 

A inflamação pode ser aguda ou crônica. A inflamação aguda se inicia rapidamente 

e apresenta duração relativamente pequena, de alguns minutos a alguns dias. A 

resposta inflamatória ocorre em três fases distintas: (1) vasodilatação local, aumento 

da permeabilidade capilar e consequente aumento no fluxo sanguíneo; (2) 

extravasamento e liberação de proteínas plasmáticas e leucócitos da circulação; e 

(3) migração e acúmulo de leucócitos no local da lesão. A presença do agente 

agressor leva à liberação de citocinas, mediadores lipídicos e outros mediadores da 

inflamação. Alguns mediadores agem nas células endoteliais vizinhas recrutando 

leucócitos para o local em que se encontra o agente nocivo. Uma vez próximos do 

agente agressor, os leucócitos são ativados e, por meio da fagocitose, tentarão 

remover o agente agressor. A inflamação termina quando o agente agressor é 
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eliminado e os mediadores liberados durante o processo inflamatório são destruídos 

ou dispersos. Se o agente nocivo não for eliminado rapidamente, o resultado poderá 

ser uma inflamação crônica (KUMAR et al., 2005). 

 

A inflamação crônica ocorre no transcurso de vários meses ou anos e tem por 

característica um aumento acentuado na produção de mediadores inflamatórios 

(CRAIG & STITZEL, 2005). A inflamação crônica não é, necessariamente, uma 

continuação da inflamação aguda, mas pode ter início com uma reação pouco 

intensa e, às vezes, assintomática (KUMAR et al., 2005). A fase crônica da 

inflamação é a causa de dano tecidual e lesão oxidativa dos vasos sanguíneos e 

tecidos, desempenhando papel importante em doenças debilitantes como artrite 

reumatoide, aterosclerose, doenças pulmonares crônicas (KUMAR et al., 2005) e 

câncer (CRAIG & STITZEL, 2005).  

 

 

3.2.1. Mediadores químicos do processo inflamatório 

 

 

Mediadores do processo inflamatório são fatores químicos derivados de células ou 

de precursores plasmáticos, produzidos ou ativados durante o processo inflamatório. 

Estes mediadores são responsáveis pela indução de vários sinais e sintomas da 

resposta inflamatória (KUMAR et al., 2005). Já foram identificados vários mediadores 

do processo inflamatório e, a seguir, serão 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 inflamatório. Outra amina é a serotonina que 

apresenta ações semelhantes às da histamina. A histamina está distribuída em 

todos os tecidos, sendo os mastócitos sua principal fonte. É liberada pela 

desgranulação das células que a contêm. Dilatação das arteríolas, constrição das 

artérias de maior calibre e aumento da permeabilidade vascular são consequências 
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da ação da histamina, principalmente após sua ligação aos receptores H1 das 

células endoteliais (KUMAR et al., 2005). Apesar da existência de diversos 

antagonistas H1, esses fármacos só têm utilidade no tratamento de eventos 

vasculares do início do processo inflamatório. Difenidramina (30) e pirilamina (31) 

são dois antagonistas H1 representativos (GILMAN et al., 1990). 
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3.2.1.2. Metabólitos do ácido araquidônico 

 

 

Os metabólitos do ácido araquidônico (ácido 5, 8, 11, 14 eicosatetraenoico) 

constituem um importante grupo de mediadores da inflamação e são denominados 

eicosanoides. O ácido araquidônico é encontrado esterificado nos fosfolipídeos das 

membranas celulares. Por meio da ação das fosfolipases, principalmente a 

fosfolipase A2, o ácido araquidônico é clivado e sofre a ação de duas principais 

classes de enzimas: as ciclooxigenases e as lipoxigenases (KUMAR et al., 2005; 

CRAIG et al., 2005).  

 

São conhecidas pelo menos duas isoformas da enzima cicloxigenase. De uma forma 

geral, a COX1 é constitutiva e é responsável pela produção basal dos eicosanóides, 

enquanto a COX2 é induzida por citocinas e outros estímulos inflamatórios. Acredita-

se que a COX 2 tenha papel mais relevante no processo de inflamação crônica. Os 

produtos finais da via COX são as prostaglandinas e tromboxanos (CRAIG et al., 

2005).  

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

predominante nos neutrófilos. O principal produto da 5-lipoxigenase é o ácido 
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hidroxi-eicosatetraenoico (5-HETE) que é convertido nos diversos compostos 

mediadores da inflamação denominados leucotrienos e lipoxinas (KUMAR et al., 

2005). 

 

A via de biossíntese dos eicosanóides mais importantes e os principais alvos 

moleculares dos fármacos anti-inflamatórios encontram-se representados na Figura 

3. 

 

 

Figura 3 Via de biossíntese dos metabólitos do ácido araquidônico e alvos moleculares de 

ação de alguns fármacos anti-inflamatórios. HTPE (ácido hidroxiperoxi-eicosatetraenoico), 
LTA4, LTC4, LTD4, LTE4 e LTB4 (leucotrienos A4, C4, D4, E4 e B4 respectivamente), COX 
(ciclooxigenase), AINEs (anti-inflamatórios não esteroides), PGG2 (prostaglandina G2), PGF2α, 
PGI2, PGE2 e PGD2 (prostaglandinas F2α, I2, E2 e D2 respectivamente), TXA2 (tromboxano A2). 
(KUMAR et al., 2005). 
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3.2.1.3. Citocinas 

 

 

Citocinas são mediadores inflamatórios de natureza proteica produzidas por vários 

tipos celulares, principalmente linfócitos e macrófagos ativados. O fator de necrose 

tumoral alfa (TNFα) e a interleucina 1 (IL-1) são as principais citocinas envolvidas no 

processo inflamatório. Endotoxinas, complexos imunes, lesão física e outros agentes 

inflamatórios estimulam a secreção destas duas citocinas. As principais ações do 

TNFα e da IL-1 no processo inflamatório são seus efeitos no endotélio, nos 

leucócitos e fibroblastos e indução de reações sistêmicas da fase aguda da 

inflamação. Essas ações estão resumidas na Figura 4 (KUMAR et al., 2005).  

 

Figura 4 Principais efeitos induzidos pela interleucina 1 (IL-1) e pelo fator de necrose tumoral 

(TNFα) na inflamação (KUMAR et al., 2005). 
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3.2.1.4. Oxidantes biológicos  

 

 

Os oxidantes biológicos, apesar de sua ação bactericida, constituem um importante 

fator na gênese da lesão tecidual decorrente da resposta inflamatória. Esses 

oxidantes incluem o ânion superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o óxido 

nítrico (NO), o peroxinitrito (OONO-), o ácido hipocloroso (HClO), o radical hidroxila 

(HO•) e o oxigênio singleto (1O2) (CRAIG & STITZEL, 2005). 

 

Entre os agentes oxidantes biológicos destaca-se o NO. Trata-se de um gás solúvel 

produzido pelas células endoteliais, macrófagos e neurônios 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 é produzido a partir da L-arginina pela 

ação da enzima óxido nítrico sintase (NOS). As enzimas óxido nítrico sintase 

endotelial (NOSe) e a neuronal (NOSn) são expressas constitutivamente e são 

rapidamente ativadas pelo aumento da concentração de cálcio intracelular. A enzima 

óxido nítrico sintase induzível (NOSi) é induzida quando os macrófagos e outras 

células são ativados por citocinas ou outros agentes inflamatórios (KUMAR et al., 

2005). De acordo com Craig & Stitzel (2005), o NO e os demais agentes oxidantes 

biológicos induzem lesão tecidual além daquela produzida pelos eicosanóides e 

enzimas digestivas. Desta forma, a inibição da produção desses agentes ou sua 

inativação por antioxidantes constitui uma alternativa para controle e tratamento de 

distúrbios inflamatórios. 

 

Para se defender do excesso de radicais livres produzidos a célula possui 

mecanismos endógenos que podem ser enzimáticos e não enzimáticos. Entre os 

mecanismos enzimáticos destacam-se os sistemas superóxido dismutase (SOD), 

catalase e glutationa peroxidase. O sistema superóxido dismutase catalisa a 

transformação do radical superóxido em H2O2 e O2.  Catalase e glutationa 

peroxidase catalisam o processo de transformação de H2O2 em H2O e O2. Em outras 

palavras, esses sistemas atuam sobre o agente antes que ele cause a lesão. Os 

mecanismos não enzimáticos incluem a ação da vitamina E, vitamina C e glutationa. 

A vitamina E é um importante antioxidante lipofílico e age como quelante dos 

radicais oxidantes produzidos. Por sua vez, a vitamina C é um antioxidante 
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hidrossolúvel que pode neutralizar diretamente as substâncias reativas de oxigênio. 

No entanto, em doses elevadas ela pode atuar como pró-oxidante. Já a glutationa é 

considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa das células, 

pois está presente na maioria delas. A capacidade redutora da glutationa é devida 

ao agrupamento SH da cisteína (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; SHINDO, WITT 

& HAN, 1994).  

 

 

3.2.1.5. O modelo experimental do edema de pata 

 

 

Modelos experimentais auxiliam na avaliação de novas drogas e na investigação do 

mecanismo de ação das mesmas. Em geral, nesses modelos a reação inflamatória é 

induzida em órgãos de fácil avaliação qualitativa e quantitativa dos fenômenos 

envolvidos na inflamação. 

 

O modelo experimental de edema de pata baseia-se na avaliação do volume da pata 

do animal na qual foi induzido processo inflamatório. O processo pode ser avaliado 

em diferentes etapas. Além disso, podem ser feitas avaliações histológicas para 

identificação de alterações morfológicas (BRASILEIRO FILHO, 1998). 

 

A carragenina é o agente mais utilizado na indução do processo inflamatório em 

camundongos ou ratos. A injeção subplantar de carragenina na pata leva ao 

acúmulo de líquido resultante do processo inflamatório com consequente formação 

de edema. A formação desse edema é bifásica. A primeira fase começa 

imediatamente após a injeção do agente agressor e regride em 1 hora. Nesta fase 

acumula-se cerca de 40% do volume total e os mediadores envolvidos são 

principalmente, histamina e serotonina. A segunda fase inicia-se logo após o término 

da primeira e dura cerca de 3 horas. Essa segunda fase não depende da resposta 

inflamatória 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 expressão máxima de COX 2 ocorre uma hora após 

a injeção de carragenina. De acordo com Posadas et al. (2004), as concentrações 

de nitrato e nitrito na pata dos camundongos atingem os máximos duas horas após a 

injeção de carragenina e diminuem lentamente após este período. Em contraste, as 

concentrações de PGE2 são crescentes e atingem a concentração máxima em 72 

horas após a injeção intraplantar.  Ainda de acordo com Posadas et al. (2004), as 

expressões de iNOS e eNOS são dependentes da idade e da massa dos animais 

utilizados e o ideal, em caso de modelos utilizando ratos, é que sejam utilizados 

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

 

Assim, a avaliação da variação do volume da pata de grupos de animais tratados e 

não tratados fornece informações sobre a capacidade da droga em estudo de inibir 

processos inflamatórios. Além disso, essa avaliação em função do tempo permite 

inferir sobre a fase da resposta inflamatória na qual a droga atua e os possíveis 

medidores que sofrem a sua ação. 

 

 

3.3. Atividade anti-inflamatória de substâncias de origem natural 

 

 

Produtos naturais apresentam grande diversidade estrutural. Vários grupos de 

metabólitos secundários produzidos nas diferentes vias biossintéticas das plantas 

medicinais apresentam promissora atividade ani-inflamatória. Como exemplo pode-

se citar o flavonoide luteolina (32). Extraido das folhas de Perilla frutescens, utilizada 

no Japão como anti-inflamatória e antialérgica, a luteolina inibiu a produção do fator 

de necrose tumoral e edema de orelha de ratos induzido por ácido araquidônico, 

sendo identificada como o constituinte responsável pela ação farmacológica de P. 

frutescens, (UEDA, YAMAZAKI & YAMAZAKI, 2002). Outros exemplos de 

flavonoides com ação anti-inflamatória serão descritos no item 3.4. A Tabela 1 

apresenta uma lista de substâncias de origem natural, pertencentes a diferentes 

grupos de metabólitos, cuja atividade anti-inflamatória foi avaliada em estudos in 

vivo ou in vitro, com resultados promissores. A tabela também apresenta a espécie 

da qual a substância foi isolada. 
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Tabela 1 – Alguns exemplos de substâncias de origem natural de ação anti-inflamatória 

Substância Grupo 

metabólico 

Espécie vegetal Alvo de ação Referência 

bibliográfica 

 

Triptantrina 
Alcaloide Isatis tinctoria Inibe a COX 2 DANZ et al., 2002 

Sinomenina Alcaloide Sinomenium 
acutum 

Inibição da 

proliferação de 

linfócitos e 

liberação de 

quimiocinas. 

WANG et al., 2005 

Berberina Alcaloide Hydrastis 
Canadensis 

Cortex phellodendri 
Rhizoma coptidis 

Diminui os níveis 

de TNF, IL 1 e 6 e 

proteína C reativa 

CHOI et al., 2006 

Ácidos α-

Linolenico 

Ácido graxo Ziziphus jujuba Inibe a enzima 

COX 2 

SU et al., 2002 

Guggulsterol Esteróide Commiphora mukul Inibição de TNF, IL 

e NO 

MANJULA et al., 

2006 

Agnusideo Terpenol Vitex peduncularis Inibe COX 2 SUKSAMRARN et 

al., 2002 

Costunolideo Terpenol Magnolia grandiflora Inibe produção de 

NO pela regulação 

da expressão de 

iNOS 

KOO et al., 2001 

Woorenosideo Lignana Coptis japonica Suprime a 

produção de TNF e 

NO 

CHO et al., 2000 

Sauchinona Lignana Saururus chinensis Inibe produção de 

NO 

SALEEM et al., 

2005 

Hipericina Quinona Hipericum 
perfloratum 

Inibe produção de 

IL 12 

KANG, CHUNG & 

KIM, 2001 

Resveratrol stilbeno Veratrum 
grandiflorum 

Inibe COX 1 e 2 BI et al., 2005 

 

 

3.4. Os flavonoides e sua atividade anti-inflamatória 

 

 

Os flavonoides compõem uma importante classe de compostos polifenólicos 

amplamente distribuídos no reino vegetal. Eles são encontrados em frutas, verduras, 
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legumes, raízes, cascas e entre outros órgãos vegetais. Muitas plantas conhecidas 

tradicionalmente pelos seus benefícios à saúde humana apresentaram flavonoides 

entre seus componentes e, na maioria das vezes, os flavonoides se mostraram 

responsáveis por parte dos benefícios destes alimentos e plantas. O interesse por 

esse grupo de metabólitos se tornou maior a partir da descoberta de que a 

população francesa, apesar de ter uma dieta rica em gordura saturada apresentava 

taxa de mortalidade devido a problemas cardiovasculares semelhantes a outras 

populações européias. Esse paradoxo foi atribuído ao consumo regular de vinho 

tinto nas refeições, sendo o efeito relacionado aos compostos polifenólicos 

presentes no vinho (FORMICA & REGELSON, 1995). 

 

Os flavonoides induzem alguns efeitos biológicos cujos mecanismos de ação vêm 

sendo elucidados a partir de uma série de pesquisas. Os efeitos mais conhecidos 

são: efeitos antiateroscleróticos, antitumorais, antitrombogênicos, antiosteoporóticos, 

antivirais e anti-inflamatórios. 

 

O efeito dos flavonoides na aterosclerose está relacionado às suas propriedades 

antioxidantes. A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica e progressiva, 

caracterizada por distúrbios do metabolismo lipídico, com presença de células e 

elementos fibrosos em artérias de calibre grande e médio. O aumento na produção 

de radicais livres e a diminuição das funções exercidas pelo endotélio são os 

principais fatores que contribuem para evolução da doença atesrosclerótica. Os 

flavonoides apresentam potencial atividade antioxidante sobre as lipoproteínas de 

baixa densidade (LDL) e consequente inibição de lesões ateroscleróticas (MOURA, 

2006). Entre os flavonóides, as flavonas e os flavan-3-ol têm se mostrado os mais 

poderosos na proteção do organismo contra espécies reativas de oxigênio 

(NIJVELDT et al., 2001). Segundo Nijveldt et al. (2001), a atividade antitumoral dos 

flavonoides também está relacionada com sua capacidade antioxidante uma vez que 

espécies reativas de oxigênio podem danificar o ácido desoxirribonucléico (DNA) e a 

divisão de células levando a mutações. 

 

Estudos demonstraram a capacidade antitrombótica dos flavonoides in vivo e in 

vitro. Os flavonoides quercetina (6), canferol (32) e miricetina (33) foram avaliados 

quanto a capacidade de inibição plaquetária em cães e macacos e demonstraram 
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ser inibidores potentes (OSMAN et al., 1998). O mecanismo principal de ação 

antiagregante dos flavonoides parece estar relacionado com sua capacidade de 

inibição da produção de tromboxano A2, que induz a ativação e agregação de 

plaquetas (LANDOLFI, 1984). A apiina é um dos flavonoide extraídos das folhas de 

Petroselinum crispum. Frações da espécie contendo apiina como componente 

majoritário apresentaram atividades antiplaquetária e antitrombótica, verificadas por 

meio de ensaios de agregação plaquetária in vitro (CHAVES, 2006). 

 

OHO

OH O

OH

OH

 (32) 

OHO

OH O

OH

OH

OH

OH
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Os mecanismos de ação anti-inflamatória dos flavonoides já foram investigados. 

Alguns flavonoides atuam através de apenas um mecanismo, mas a maioria deles 

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

 

Os flavonoides podem atuar sobre as espécies reativas de oxigênio. Conforme 

descrito no item 3.2.1.4, essas espécies atraem vários mediadores inflamatórios, 

contribuindo para uma resposta inflamatória geral e dano tecidual. Algumas 

substâncias endógenas são responsáveis pela eliminação destes radicais livres e os 

flavonoides podem atuar como aditivo à ação destes compostos endógenos. O 

mecanismo de ação dos flavonoides sobre espécies reativas de oxigênio está 

relacionado à sua capacidade de reagir com os radicais livres produzindo radicais 

flavonoídicos mais estáveis, menos reativos e, portanto, menos danosos às células 

(NIJVELDT, 2001). A Figura 5 representa a reação da quercetina com um radical 

livre produzindo um radical flavonoídico. 
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Figura 5 Reação da quercetina com  radical livre e produção do radical flavonoídico 

 

Outro mecanismo de ação dos flavonoides bem caracterizado é a sua capacidade 

de inibir a enzima xantina oxidase. A xantina oxidase é considerada uma via 

importante na indução de dano oxidativo de tecidos, pois está envolvida na produção 

de radicais livres de oxigênio, em especial o radical superóxido. Cos et al. (1998) 

realizaram um extenso trabalho relacionando a estrutura do flavonóide com a 

atividade inibitória da enzima xantina oxidase e sua capacidade de eliminação de 

radical superóxido. Eles verificaram que alguns flavonoides atuaram apenas inibindo 

a enzima, outros agiram apenas na eliminação do radical superóxido produzido, 

outros apresentaram ambos os mecanismos de ação e alguns não apresentaram 

nenhum efeito. Os autores observaram a importância de hidroxilas nas posições C5 

e C7, bem como a dupla ligação entre C2 e C3 para uma alta atividade inibitória 

sobre a xantina oxidase. A luteolina (34) mostrou ser o inibidor mais potente da 

xantina oxidase. 

OHO

OH O

OH

OH

 

(34) 

 

A adesão de leucócitos à parede endotelial constitui uma das etapas iniciais do 

processo inflamatório e a inibição do número de leucócitos imobilizados durante a 

reperfusão é um outro mecanismo de ação dos flavonoides. Uma fração purificada 

de flavonoides contendo 90% de diosmina (35) e 10% de hesperidina (36) foi 
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avaliada e demonstrou diminuir a adesão de leucócitos durante a reperfusão 

(BOUSKELA & DONYO, 1997). 

 

OO

OH O

O

OH

O

HO

OH

HO

O
O

HO

HO

HO

 (35)  

 

 

OO

OH O

O

OH

O

HO

OH

HO

O
O

HO

HO

HO

 (36) 

 

 

Vários trabalhos comprovam que flavonoides também agem inibindo várias etapas 

da via metabólica do ácido araquidônico, bem como na modulação do sistema de 

citocinas. Em um destes trabalhos, luteolina (34), quercetina (6) e o isoflavonoide 

genisteína (37) inibiram a liberação de TNF-α e IL-6 em macrófagos estimulados in 

vitro (XAGORARI et al., 2001). Luteolina também inibiu a produção de TNF-α, 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) são chalconas isoladas do extrato 

clorofórmico das raízes de Boesenbergia pandurata (Robx.) Schltr. Estas 

substâncias apresentaram significativa atividade anti-inflamatória tópica quando 

testadas no modelo de edema de orelha em camundongos induzido por acetato de 

12-O-tetradecanoil forbol (TPA) (TUCHINDA et al, 2002). 

 

 

OHO

OH O

 (38) 

OHHO

OH O

 (39) 

 

 

Gautan et al. (2009) avaliaram a relação entre a estrutura química e a atividade anti-

inflamatória de flavonoides, baseada na análise de diversas publicações 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 presença de ligação dupla entre C2 e C3, e de grupos hidroxila 

nas posições 5 e 7 do anel A são necessários. (3) A ausência de grupos hidroxilas 

no anel B praticamente aboliu a ação anti-inflamatória. (4) Flavonas e flavonóis que 

contêm grupo hidroxila na posição 4’ do anel B apresentam maior atividade que 

aqueles que não têm grupo hidroxila no anel B. (5) Os flavonóis que têm grupo 

hidroxila nas posições 3’ e 4’ (tipo catecol) exibem atividade superior àqueles que 

apresentam substituinte 3’, 4’, 5’ triidroxila (tipo pirogalol). (6) A presença de um 

grupo metoxila na posição 8 do anel A e de grupos hidroxila nas posições 4’ ou 3’ e 

4’ (orto) no anel B afetam a atividade anti-inflamatória favoravelmente, enquanto 

grupos hidroxila nas posições 2’ e 4’ (meta) abolem a atividade. (7) A metilação dos 

grupos hidroxila nas posições 3, 5 ou 4’ reforçam a atividade. (8) A metilação do 
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grupo hidroxila na posição 3 reduz a citotoxicidade. (9) Flavonas exibem mais altas 

atividades que as isoflavonas correspondentes, flavonóis e flavanonas. (10) A 

introdução de um glicosídeo reduz a atividade.‖ 
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4. PARTE EXPERIMENTAL 

 

 

4.1 Equipamentos 

 

 

 Água ultra pura obtida por meio de sistema de filtração Milli-Q Plus. 

 Balança analítica Metler, modelo AB204 

 Balança semi-analítica Núcleo, modelo PR1000 

 Centrivap modelo A50, Labconco 

 Espectrofotômetro Quimis Modelo Q 108 DR 

 Espectrofotometro Hitachi, modelo 29000 

 Evaporador rotatório Büchi, modelo. B480. 

 Lâmpada UV para cromatografia Spectroline, modelo 977 C, com λ 254 e 365 

nm. 

 Lavadora ultrassônica da marca Unique, modelo USC 1400 e lavadora 

ultrassônica da marca Thornton, modelo T50. 

 Liquidificador industrial Cemaf 

 MicrocentrífugaCientec, modelo 14000D 

 Sistema de  cromatografia líquida de alta eficiência (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. 

 Sistema de CLAE em escala analítica Waters, composto de injetor 

automático, modelo 2695, detector de arranjos de diodos (DAD) modelo 2996, 

bomba modelo l – 6200 A e software Empower para processamento dos 

dados. 

 Sistema de CLAE com detector de arranjos de diodos (DAD) acoplado a 

espectrômetro de massas de ionização eletronspray (CLAE–DAD–MS). Os 

equipamentos utilizados foram Esquire 3000 Plus e Micro TOF Ic, ambos da 

Bruker Daltonics, disponíveis na Central Analítica da USP, São Paulo 

 Na obtenção 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 

 

 

 Cromatofolhas de gel de sílica F254 com indicador de fluorescência (Merck)  

 Gel de sílica 60 com tamanho de partículas variando de 0,063-0,200, 70-230 

mesh (Merck) 

 Gel de sílica 60G (Merck) 

 Millex LCR com membrana PTFE modificada para filtração de solventes 

orgânicos e aquosos 0,45 µm, 13 mm de diâmetro 

 Coluna para CLAE LiChrospher 100 RP-18 (partículas de 5 µm, 125 × 4 mm 

d.i., Merck), e pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (partículas de 5 µm; Merck)  

 Coluna para CLAE Agilent RP-18 (partículas de 10 µm, 21,2 × 250 mm d.i.), 

pré-coluna SIL 3227 (partículas de 10 µm), 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 cromatográfico utilizados foram da marca 

Tedia Brasil. Da FMaia foram utilizados acetato de etila (EtOAc), acetona, ácido 

acético glacial, ácido sulfúrico concentrado, clorofórmio, diclorometano , etanol, 

hexano (Hex), metanol e butanol. Ácido fórmico e piridina empregados foram da 

marca Merck e sulfato de sódio anidro da Vetec. 
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4.2.3 Soluções e reveladores para cromatografia em camada delgada de sílica 

(CCD) 

 

 

Reagente de Dragendorff e solução de nitrito de sódio. Dissolveram-se 1,7 g de 

nitrato de bismuto (III) e 20 g de ácido tartárico em 80 mL de água (solução A). 

Posteriormente, dissolveram-se 16 g de iodeto de potássio em 40 mL de água 

(solução B). Misturaram-se, então, partes iguais das soluções A e B. Para preparo 

da solução de nitrito de sódio, 5 g de NaNO2 foram solubilizadas em 100 mL de 

água. Para revelação das placas primeiramente era borrifado o Reagente de 

Dragendorff, seguido pela solução de NaNO2 

 

Reagente Lieberman–Burchard: Adicionaram-se 2 gotas de ácido sulfúrico 

concentrado à 10 mL de anidrido acético. 

 

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

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

 

Solução de ácido sulfúrico a 5% e solução de vanilina a 1%: Para preparo da 

solução ácida adicionaram-se 5 mL de ácido sulfúrico concentrado à balão 

volumétrico de 100 mL e completou-se com etanol. A solução de vanilina foi 

preparada solubilizando-se 1g de vanilina em 100 mL de etanol. Para revelação das 

placas primeiramente era borrifada a solução de ácido sulfúrico seguida pela 

solução de vanilina. 

 

Solução de anisaldeído sulfúrico: Dissolveram-se 0,5 mL de anisaldeído em 10 

mL de ácido acético glacial. Em seguida, adicionaram-se 85 mL de metanol e 5 mL 

de ácido sulfúrico concentrado. 

 

Solução de baixa concentração eletrolítica: 300 mL de água, 0,6 mL de 

tensoativo lauril éter sulfato de sódio e 13 mL de salina.  
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Solução metanólica de cloreto de alumínio hexahidratado a 12 % m/v: 

dissolveram-se 12 g de cloreto de alumínio hexahidratado em balão volumétrico de 

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

 

Solução de cloreto férrico a 2 % m/v: dissolveram-se 2 g de FeCl3 em 100 mL de 

etanol. 

 

Solução de hidróxido de potássio a 5 % m/v: dissolveram-se 5 g de KOH em 100 

mL de etanol. 

 

Solução de hidróxido de potássio a 10 % m/v: dissolveram-se 10 g de KOH em 

100 mL de etanol. 

 

Solução de Produtos Naturais + polietilenoglicol 4000 (NP/PEG): Dilui-se 1 g de 

ácido difenilbórico em 100 mL de metanol para preparo do Reagente de Produtos 

Naturais (NP). Para preparo da solução de polietilenoglicol 4000 (PEG), 5 g deste 

foram diluídos em 200 mL de etanol. Para revelação das placas primeiramente era 

borrifada a solução de NP seguida da de PEG. 

 

 

4.2.4 Substâncias de referência 

 

 

As substâncias de referência aloina, boldina, cumarina, 8-metoxipsoraleno, digoxina, 

canferol, lapachol, quercetina e rutina foram obtidos da Sigma Aldrich. Ácido 

ursólico, catequina e cumarina foram isolados no Laboratório de Fitoquímica da 

Faculdade de Farmácia da UFMG. 

 

 

4.3 Coleta e identificação 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 inflorescência foi utilizada na identificação, realizada pelo professor Dr. João 

Marcelo Alvarenga Braga, pesquisador associado do Instituto de Pesquisas do 

Jardim Botânico do Rio de Janeiro, que a identificou como sendo Costus spiralis 

(Jacq.) Roscoe. Uma excicata da mesma foi depositada no herbário do Instituto de 

Pesquisas do Jardim Botânico do Rio de Janeiro sob o número RB 509516.  

 

 

4.4 Preparo do material vegetal e extração 

 

 

O material vegetal foi seco à sombra e separado em folhas e caule. As folhas foram 

trituradas em liquidificador industrial, sendo obtidas 720,25 g de pó. Desse material 

foram reservados 100 g do pó para testes futuros e os 620,25 g restantes foram 

utilizados na extração. 

 

A extração foi realizada utilizando-se etanol comercial (96 ºGL-92,8 ºINPM), por 

percolação, com troca de solvente a cada 24 horas (consumo total de 18 L de 

etanol). 

 

O extrato etanólico obtido foi seco em rotavapor, sob pressão reduzida, a 40 oC e o 

resíduo coletado em cápsula de porcelana previamente tarada e pesada. A cápsula 

foi mantida em dessecador sob vácuo para eliminação total do solvente e pesada 

sucessivamente até peso constante. Foram obtidos, ao final do processo, 67,44 g 

(10,87% de rendimento) de extrato seco bruto de Costus spiralis, denominado 

EECS. 

 

 

4.5 Prospecção fitoquímica 

 

 

Foi realizada a prospecção fitoquímica de EECS por cromatografia em camada 

delgada (CCD) de sílica gel. Foram obtidos perfis cromatográficos em CCD para a 

avaliação de flavonoides, taninos, antracênicos, saponinas, cumarinas, alcaloides, 
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naftoquinonas, triterpenos, esteróis e cardenolídeos. Diferentes sistemas de 

eluentes e reveladores foram utilizados para cada classe de produto natural, 

conforme descrito abaixo (WAGNER et al., 1984). 

 

 

4.5.1 Identificação 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 solução resultante para a CCD. 

 Fase móvel: butanol: ácido acético glacial: água (40:10:50). Utilizou-se a fase 

superior como eluente. 

 Reveladores: UV λ 365 nm e NP/PEG. 

 Substâncias de referência: quercetina, rutina e canferol (soluções a 1 mg/mL 

em metanol). 

 Identificação: flavonoides se apresentam como manchas de cor amarela, azul 

ou verde em UV λ 365 nm. O NP/PEG aumenta a fluorescência no 

comprimento de onda utilizado. 

 

 

4.5.2 Identificação de taninos 

 

 

Utilizou-se a mesma solução preparada para a caracterização de flavonoides. 

 Fase móvel: clorofórmio: acetona: acido fórmico (65:27:8). 

 Revelador: solução de cloreto férrico a 2% m/v. 

 Substância de referência: catequina (1 mg/mL em metanol). 

 Identificação : taninos se apresentam como manchas negro azuladas ou 

negro esverdeadas no visível. 
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4.5.3 Identificação de antracênicos 

 

 

Utilizou-se a mesma solução preparada para a caracterização de flavonoides. 

 Fase móvel: acetato de etila: metanol: água (81:11:8) 

 Revelador: KOH 5% m/v e aquecimento a 100 ºC por cinco minutos. 

 Substância de referência: aloína (1 mg/mL em metanol). 

 Identificação: compostos antracênicos se apresentam como manchas de 

coloração amarela a vermelha no visível e fluorescências laranja a vermelhas 

no UV λ 365 nm. 

 

 

4.5.4 Identificação de naftoquinonas 

 

 

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

minutos. Utilizou-se a solução resultante para CCD. 

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

 Substância de referência: lapachol (1 mg/mL em metanol). 

 Revelador: visualização direta no visível 

 Identificação: naftoquinonas aparecem como manchas de coloração amarela 

ou laranja no visível. 

 

 

4.5.5.  Identificação de saponinas 

 

 

Utilizou-se a mesma solução preparada para a caracterização de flavonoides. 

 Fase móvel: clorofórmio: metanol: água (64:50:10) 

 Padrão de referência: saponina purificada (2 mg/mL em mistura de 

água:metanol 1:1 v/v). 

 Reveladores: ácido sulfúrico a 5% v/v em etanol e vanilina a 1% m/v em 

etanol. 
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 Identificação: saponinas se apresentam como manchas de coloração azul ou 

azul violeta e zonas amarelas no visível. 

 

 

4.5.6 Identificação de cumarinas 

 

 

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

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

 Fase móvel: acetato de etila. 

 Substância de referência : cumarina; 8-metoxipsolareno (1 mg/mL  em 

metanol). 

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

 Identificação: cumarinas se apresentam como manchas de fluorescência 

verde azulada ou amarela esverdeada em UV λ 365 nm 

 

 

4.5.7 Identificação de alcaloides 

 

 

Utilizou-se a mesma solução preparada para a caracterização de flavonoides. 

 Fase móvel: acetato de etila, metanol, água (100:13.5:10 v/v). 

 Substância de referência: boldina (1mg/mL em metanol). 

 Reveladores: reagente de Dragendorff e NaNO2 a 5 % m/v (aq). 

 Identificação: alcaloides se apresentam como manchas de cor marrom ou 

laranja no visível. 

 

 

4.5.8 Identificação de triterpenos e esteróides 

 

 

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

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

 Padrão de referencia: ácido ursólico. 
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 Revelador: reagente de Libermman–Burchard. 

 Identificação: manchas pardas a vermelhas ou róseas escuras indicam 

resultado positivo para triterpenos pentacíclicos livres. Manchas azuis que 

mudam pra um verde persistente indicam a presença de esteróis livres. 

 

 

4.5.9 Identificação de cardenolídeos 

 

 

Extraiu-se 0,2005 g de EECS com 10 mL de etanol e 1 mL de solução 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 clorofórmio à solução resultante. Centrifugou-se a 

10000 rpm por 10 minutos para decompor a emulsão. À solução clorofórmica 

adicionou-se sulfato de sódio anidro, filtrou-se e evaporou-se o filtrado ate resíduo. 

O resíduo foi solubilizado em 1 mL de metanol e utilizado para CCD. 

 Fase móvel: acetato de etila: metanol: água (81:11:8 v/v). 

 Padrão de referência: digoxina. 

 Revelador: ácido sulfúrico concentrado. 

 Identificação: cardenolídios se apresentam como manchas azuis violetas ou 

marrons no visível e fluorescência azul, amarela, verde ou marrom em UV λ 

365 nm. 

 

 

4.6 Fracionamento do extrato etanólico de Costus spiralis (EECS) 

 

 

O extrato etanólico das folhas de C. spiralis (45,48 g) foi fracionado em coluna 

cromatográfica utilizando gel de sílica como fase estacionária e eluentes de 

polaridade crescentes como fase móvel. EECS foi incorporado a 120 g de gel de 

sílica G 60, em grau de porcelana. Uma coluna de 680 mm de comprimento por 68 

mm de diâmetro foi empacotada com 675 g de gel de sílica G 60. A mistura de 

EECS com a sílica foi colocada no topo da coluna e procedeu-se a eluição 

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:ácido acético glacial (95:5 v/v). Foram coletadas frações de 

200 mL. As frações foram reunidas de acordo com seus perfis cromatográficos 

obtidos por CCD de sílica gel usando solução de anisaldeído sulfúrico como 

revelador e o próprio solvente utilizado na separação como eluente. Foram obtidas 

oito frações nomeadas de acordo com os solventes empregados na eluição. A 

Tabela 2 apresenta as frações obtidas e o volume de cada eluente empregado no 

fracionamento. Essas frações foram secas em rotavapor em temperatura inferior a 

45 ºC. 

 

 

Tabela 2 – Fracionamento preliminar do EECS por cromatografia em coluna de gel sílica G 

60. 
Frações Eluentes Volume de eluentes 

(mL) 

F Hex Hex 1600 

F Hex:DCM Hex:DCM  (1:1 v/v) 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 (95:5 v/v) 1000 

  NOTA: F Hex: fração hexânica; F Hex:DCM: fração hexano e diclorometano; F DCM: fração 
diclorometânica; F DCM:EtOAc: fração diclorometano e acetato de etila; F EtOAc: fração em 
acetato de etila; F EtOAc:MeOH: fração de acetato de etila e metanol; F MeOH: fração 
metanólica; F MeOH:AcOH: fração metanólica acidulada com ácido acético. 
 

 

4.7 Perfis cromatográficos por CLAE-FR de EECS e frações derivadas 

 

 

A fim de obter perfis cromatográficos por CLAE-FR de EECS e frações oriundas do 

mesmo foram preparadas soluções. Os solventes utilizados no preparo das soluções 

e as respectivas concentrações estão descritas na Tabela 3. A dissolução foi 

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

límpido foi transferido para vials de vidro de 2 mL.  

 

Tabela 3 – Concentrações e solventes utilizados no preparo das soluções empregadas na 

obtenção dos perfis cromatográficos por CLAE-DAD. 

Material 

analisado 

Solvente Concentração 

(mg/mL) 

EECS MeOH 11,16 

F Hex ACN 5,83 

F Hex:DCM ACN 5,89 

F DCM ACN 4,86 

F DCM:EtOAc MeOH 5,28 

F EtOAc MeOH 5,35 

F EtOAc:MeOH MeOH 5,11 

F MeOH MeOH 6,58 

F MeOH: AcOH MeOH 5,29 

 

 

Os perfis foram obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa, 

utilizando detector de arranjos de diodo (CLAE-FR-DAD). Foi utilizada coluna 

Lichrospher® 100 18 RP (partículas de 5 µm, 125 x 4mm d.i., Merck), e pré-coluna 

LiChrospher 100 RP-18 (5 µm) e fluxo de 1mL/min e a temperatura da coluna foi 

mantida em 30 ± 5 ºC. Foram injetados 10 μL de cada solução e o fluxo foi de 1 

mL/minuto. A leitura foi realizada em λ 210 nm sendo registrados numa faixa 

espectral de 200 a 600 nm. Empregou-se como fase móvel uma mistura de água: 

acetonitrila em gradiente linear conforme Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Gradiente de eluição empregado na obtenção dos perfis por CLAE-DAD para 

EECS e frações derivadas. 
Tempo (minutos) H2O (%) ACN (%) 

0 95 5 

55 5 95 

60 95 5 

 

 



Parte experimental 

 

 

61 

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

 

 

Com o intuito de caracterizar os flavonoides presentes em EECS foram realizadas 

análises por CLAE de fase reversa com detector de arranjos de diodo acoplado à 

espectrometria de massas no modo positivo de ionização. As análises foram 

realizadas na Central Analítica da Universidade de São Paulo (USP), capital. Os 

equipamentos utilizados foram Esquire 3000 Plus e MicroTof Ic, ambos da Bruker 

Daltonics. 

 

 

4.9 Refracionamento da fração EtOAc:MeOH 

 

 

A fração EtOAc:MeOH foi inicialmente purificada por extração sólido-líquido com 

acetato de etila e metanol. Na realização do processo, cerca de 1 g da fração foi 

misturada a 10 mL de EtOAc, agitada e deixada em repouso para decantação por 

alguns minutos. O líquido sobrenadante foi reservado. Repetiu-se o procedimento 

mais duas vezes utilizando 10 mL de EtOAc cada vez. As soluções em EtOAc foram 

reunidas e reservadas. Ao resíduo foram adicionados 10 mL de MeOH. A mistura foi 

agitada e deixada em repouso por 10 minutos para decantação. O líquido 

sobrenadante foi reservado. As soluções em EtOAc e em MeOH foram, 

separadamente, centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Os líquidos 

sobrenadantes foram colocados para secar em evaporador rotatório a 40 ºC. 

Observou-se, através de CCD (condições descritas para flavonoides no item 4.5.1), 

que ambos resíduos continham flavonoides. Esta etapa foi realizada quatro vezes, 

utilizando um total de 4,01 g da fração EtOAc:MeOH e obtendo totais de 752,8 mg 

de resíduo da solução em EtOAc e 1331,6 mg de resíduo da solução em MeOH.  

 

A partir dos resíduos obtidos foram preparadas soluções metanólicas, na 

concentração de 100 mg/mL para refracionamento por CLAE-FR preparativa. No 

refracionamento foi utilizada coluna Agilent RP-18 (partículas de 10 µm 21,2 × 250 

mm d.i.) e pré coluna SIL 3227 (partículas de 10 µm), sendo realizada em sistema 

de CLAE Shimadzu descrito nos Equipamentos (item 4.1). A eluição foi realizada 
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com gradiente linear de água e MeOH descrito na Tabela 5. Os solventes foram 

previamente deaerados em banho de ultrassom por 24 minutos. Porções de 100 mg 

solubilizados em  2 mL de metanol e foram injetados em cada separação, sendo 

recolhidas frações dos picos correspondentes aos flavonoides. As frações foram 

secas em Centrivap e, após análise em CLAE-FR analítico, foram reunidas de 

acordo com os perfis e grau de pureza. As frações contendo substâncias puras 

foram reunidas e as frações contendo misturas foram refracionadas em CLAE-FR 

preparativo nas mesmas condições. Realizou-se um total de nove separações 

iniciais e dezoito refracionamentos. A Figura 6 resume as etapas descritas 

anteriormente e as massas obtidas de cada substância. 

 

Tabela 5 - Gradiente de eluição empregado no refracionamento da fração EtOAc:MeOH e das 

misturas de substâncias. 

Tempo (min) H2O (%) MeOH (%) 

0 95 5 

70 0 100 

100 0 100 
 

 

 

Figura 6 Diagrama resumido de etapas de isolamento das substâncias 

 

 

EECS
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em AcOEt
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Mistura de  
substâncias

Substância D 
15 mg

CLAE-FR preparativa
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25 mg

CLAE-FR preparativa
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23 mg
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Separação com AcOEt e 
MeOH

MeOH MeOH:AcOH



Parte experimental 

 

 

63 

4.10 Caracterização das substâncias isoladas a partir da fração EtOAc:MeOH 

 

 

A elucidação estrutural de FLAV1 foi realizada a partir de dados espectroscópicos no 

infravermelho (IV), ultravioleta (UV), e por espectros de massa, ressonância 

magnética nuclear (RMN) de 1H e de de 13C, por técnicas mono e bidimensionais 

(HSQC e COSY).  

 

Para caracterização do esqueleto básico 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 λ 220 a 600 nm das seguintes soluções: 

 

 Solução estoque do FLAV1 0,3 mg/mL 

 Solução estoque do FLAV1 0,3 mg/mL acrescida de 3 gotas de solução 

metanólica de metóxido de sódio (MeONa) 2,5% m/v. Leitura realizada 

imediatamente e 5 minutos após. 

 Solução do item anterior acrescida de 3 gots de solução aquosa de HCl 

50%v/v. 

 Nova solução estoque de FLAV1 acrescida de 6 gotas de solução metanólica 

de cloreto de alumínio hexahidratado (AlCl3.6H2O) 5% m/v. 

 Solução do item anterior acrescida de 3 gotas de solução aquosa de HCl 

50%v/v. 

 Nova solução estoque de FLAV1 acrescida de acetato de sódio anidro 

(AcONa) até formação de solução saturada. Leitura realizada 3 minutos após 

para garantir completa reação. 

 Solução do item anterior acrescida de ácido bórico (H3BO3) até formação de 

solução saturada. 

 

Para hidrólise de FLAV1 foi utilizada técnica descrita por Simões (2010). A 2,0 mg 

de FLAV1 adicionou-se 1 mL de metanol e 2 mL de HCl 2 mol/L. A solução foi 

deixada em banho Maria a 80 oC por 4 horas. Posteriormente, essa solução foi 

particionada com DCM em funil de separação. A fase aquosa resultante foi 

submetida a análise por CCD, comparando-se com soluções de diferentes açúcares 
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(D-glicose, L-ramnose, D-galactose e L-arabinose). O eluente utilizado foi 

clorofórmio, metanol e água (70:30:40) e revelada com solução de anisaldeído 

sulfúrico seguido de aquecimento a 100 oC por 5 minutos. Para facilitar a 

visualização das manchas obtidas utilizou-se lâmpada UV λ 365 nm. 

 

Os cromatogramas de FLAV 1 foram registrados a partir da análise em 

cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a detector de arranjos de diodo 

CLAE-FR-DAD em UV λ 210 nm. Foi utilizado equipamento Waters®, composto de 

injetor automático, modelo 2695, com sistema operacional computadorizado com 

software Empower e detector de arranjos de diodos (DAD), modelo 2996, bomba 

modelo l-6200 A, integrador modelo C-R4A. 

 

Os espectros no IV foram obtidos em espectrofotômetro Perkin Elmer FT-IR 

Spectrum One. 

 

Sistema de CLAE-DAD acoplado a espectrômetro de massas de ionização 

eletronspray (CLAE-DAD-ESI-MS) foi utilizado para obtenção dos espectros de 

massa. Tais espectros foram obtidos na Central Analítica da Universidade de São 

Paulo. Os equipamentos utilizados foram Esquire 3000 Plus e Micro TOF Ic, ambos 

da Bruker Daltonics.  

  

Os espectros RMN de 1H, HSQC e COSY foram obtidos no departamento de 

Química da Universidade Federal do Rio de Janeiro. 

 

 

4.11 Validação do método de quantificação de flavonoides totais no extrato 

comercial das folhas de C. spiralis e quantificação de flavonoides totais em 

EECS e na fração EtOAc:MeOH 

 

 

O extrato seco comercial de C. spiralis foi produzido pela Indústria Farmacêutica 

Catedral LTDA para os Laboratórios Osório de Morais LTDA, o qual utiliza esse 

extrato como insumo farmacêutico na produção do medicamento Pílulas De-

Lussen®. 
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A validação do método de quantificação dos flavonoides totais do extrato comercial 

de C. spiralis (EICS) foi realizado conforme resolução RE no 899 de 29 de maio de 

2003 (BRASIL, 2003), que dispõe sobre a validação de métodos analíticos e 

bioanalíticos para indústrias farmacêuticas e de acordo com os parâmetros e 

especificações da International Conference on Harmonization (ICH, 1994 e 1996) e 

Association of Official Analytical Chemists  (AOAC, 2002). 

 

 

4.11.1 Método de quantificação espectrométrica de flavonoides totais 

 

 

Extração 

 

Pesaram-se exatamente, cerca de 2,5 g de EICS. Transferiu-se quantitativamente 

para balão 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 algodão. O filtrado foi 

recolhido em balão volumétrico de 25 mL e reservado. Retornou-se o algodão para o 

balão 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 algodão reunindo o filtrado àquele reservado no 

balão volumétrico de 25 mL. Lavou-se o algodão com metanol e utilizou-se o 

metanol de lavagem para completar o volume do balão volumétrico. 

 

Eliminação de carotenóides e clorofila 

 

Transferiram-se 15 mL do extrato para tubo falcon de 50 mL. Adicionaram-se 6 mL 

de clorofórmio e 9 mL de água. A mistura foi homogeneizada e centrifugada a 5.000 

rpm, por 10 minutos, para completa separação das fases. A fase hidrometanólica 

(superior) foi transferida para um balão volumétrico de 25 mL e completou-se o 

volume com metanol. 
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Reação de complexação 

 

Pipetou-se uma alíquota (5 mL) da solução hidrometanólica para balão volumétrico 

de 25 mL. Adicionaram-se 0,6 mL de ácido acético glacial, 10 mL de uma mistura de 

piridina:água (2:8 v/v) e 2,5 mL de solução metanólica de cloreto de alumínio 

hexahidratado  a12 % m/v. Completou-se o volume com água. 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 o sobrenadante para 

cubetas de quartzo e, após 30 minutos da adição do AlCl3, mediu-se a absorvância 

da solução em 420 nm, utilizando o líquido de compensação como branco. 

 

Branco 

 

Misturaram-se 5mL da solução hidrometanólica (obtida no item extração), 0,6 mL de 

ácido acético glacial e 10 mL de uma mistura de piridina:água (2:8 v/v). Completou-

se o volume com água. 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. 

 

Solução padrão 

 

Pesaram-se exatamente, cerca de 3 mg de quercetina (substância de referência) e 

transferiu-se quantitativamente para balão volumétrico de 25 mL utilizando metanol 

para dissolver e completar o volume. Pipetou-se uma alíquota (15 mL) dessa 

solução para outro balão de 25 mL e completou-se o volume com metanol. 

Transferiu-se, com auxílio de pipeta, alíquota de 5 mL da solução anterior para balão 

volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 0,6 mL de ácido acético glacial, 10 mL de 

uma mistura de piridina:água (2:8 v/v) e 2,5 mL de solução metanólica de cloreto de 

alumínio hexahidratado  a 12 % m/v. Completou-se o volume com água. 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. Após 30 minutos da adição do 

AlCl3 mediu-se a absorvância da solução em 420 nm, utilizando como branco uma 

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

água. 

 

 

4.11.2 Seletividade 

 

 

A seletividade do método foi avaliada a partir de espectros UV registrados para 

soluções com e sem adição do reagente de complexação (solução metanólica de 

cloreto de alumínio 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 solução sem adição do 

reagente de complexação não deve apresentar nenhuma absorção significativa em 

420 nm, indicando que a matriz não apresenta interferentes para quantificação do 

complexo formado. 

 

 

4.11.3 Linearidade 

 

 

Pesaram-se exatamente, cerca de 3 mg de quercetina (substância de referência) e 

transferiu-se para balão volumétrico de 25 mL utilizando metanol para dissolver e 

completar o volume do balão. Pipetou-se uma alíquota (15 mL) dessa solução para 

outro balão de 25 mL e completou-se o volume com metanol. Essa foi denominada 

solução estoque do padrão. Alíquotas de 4,0 mL, 4,5 mL, 5,0 mL, 5,5 mL e 6,0 mL 

da solução estoque do padrão foram pipetadas, separadamente, para balões 

volumétricos de 25 mL. Em cada balão adicionaram-se 0,6 mL de ácido acético 

glacial, 10 mL de solução piridina:água (2:8 v/v) e 2,5 mL de solução metanólica de 

AlCl3.6H2O a 12 % m/v. Completou-se o volume com água e as concentrações das 

soluções 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 após 30 minutos da adição do AlCl3 foi 

realizada a leitura em 420 nm frente ao líquido de compensação. 
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O líquido de compensação foi obtido transferindo-se 5 mL de metanol para balão 

volumétrico de 25 mL e adicionando-se 0,6 mL de ácido acético glacial, 10 mL de 

solução piridina:água (2:8 v/v) e 2,5 mL de solução metanólica de AlCl3.6H2O a 12 % 

m/v. Completou-se o volume com água. 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 solução foi utilizada como líquido de compensação. 

 

Foram construídas três curvas analíticas em diferentes dias. Os resultados obtidos 

foram submetidos à análise de regressão linear pelo método dos mínimos 

quadrados e os coeficientes de correlação linear (r2) de cada curva foram 

calculados. As curvas obtidas foram comparadas estatisticamente por análise de 

covariância (ρ < 0,05). Para análises estatísticas foi utilizado o programa GraphPad 

Prism 5 (2007). 

 

 

4.11.4 Precisão 

 

 

A precisão foi avaliada em dois níveis: precisão intradia e precisão interdia. 

 

Para determinação da precisão intradia foram analisadas seis amostras do mesmo 

lote de EICS frente a uma solução padrão de quercetina. Cerca de 2,5 g do EICS 

foram exatamente pesados em sextuplicata e procedeu-se ao preparo das soluções 

de leitura seguida de leitura em espectrofotômetro conforme descrito no método 

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

 

Na determinação da precisão interdia os fatores de variação testados foram tempo 

(dias) e analista. Foram analisadas doze amostras do mesmo lote de EICS, frente a 

duas soluções padrão de quercetina (uma solução padrão para cada dia). O 

procedimento foi executado em dois dias diferentes (seis análises em um dia e seis 

análises no outro dia), com um intervalo de  sete dias entre as análises, 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 Exatidão 

 

 

Para determinação da exatidão foi utilizado o método de adição de padrão. O 

método consiste na adição de quantidades conhecidas da substância de referência 

quercetina a EICS, com o objetivo de determinar a porcentagem de recuperação. 

 

Pesaram-se nove amostras com exatamente, cerca de 1,25 g de EICS. Adicionaram-

se às três primeiras amostras exatamente cerca de 1,3 mg de quercetina padrão, 

com o intuito de contemplar o intervalo linear de baixa concentração (80% da 

concentração teórica do teste ou 0,0115 mg/mL). Às outras três amostras foram 

adicionados exatamente cerca de 1,9 mg de quercetina padrão, com o intuito de 

contemplar o intervalo linear de média concentração (100% da concentração teórica 

ou 0,0144 mg/mL). E, finalmente, às três últimas amostras, adicionou-se 

exatamente, cerca de 2,5 mg de quercetina padrão de, com o intuito de contemplar o 

intervalo linear de alta concentração (120% da concentração teórica do teste ou 

0,0173 mg/mL).  

 

Procedeu-se à análise de cada amostra conforme descrito no item 4.10.1. 

 

A exatidão foi expressa pela relação entre a concentração média determinada 

experimentalmente e a concentração teórica correspondente, conforme a fórmula 

abaixo: 

 

Exatidão = concentração média experimental x 100 

                           concentração teórica 
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4.11.6 Robustez 

 

 

A robustez do método foi avaliada variando-se três parâmetros considerados críticos 

para a metodologia: o tempo de leitura, o comprimento de onda de leitura e a 

concentração da solução de cloreto de alumínio. Cada parâmetro foi avaliado em 

triplicata, e o resultado comparado com a análise de EICS utilizando as condições 

nominais descritas no item 4.10.1. Os resultados obtidos em cada condição foram 

comparados com os resultados adquiridos nas condições nominais por análise de 

variância (ANOVA) e teste de Tukey (ρ< 0,05). 

 

A variação dos parâmetros foi realizada como segue: 

 

 Tempo de leitura: três 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 após adição do AlCl3. 

 Comprimento de onda: três amostras do mesmo lote foram preparadas  

conforme descrito no item 4.11.1 e as leituras foram realizadas 30 minutos 

após adição do AlCl3, em 418, 420 e 422 nm. 

 Concentração da solução de AlCl3: três amostras foram preparadas  

conforme descrito no item 4.11.1 e, para cada amostra foi utilizada solução 

metanólica de AlCl3.6H2O nas concentrações de 10, 12 e 14% m/v.  

 

 

4.11.7 Limite de quantificação 

 

 

O limite de quantificação foi determinado a partir dos parâmetros da curva analítica, 

de acordo com a equação: 

 

LQ = 10 * DPi / IC 

 

Onde DPi é o desvio padrão do intercepto com o eixo y de, no mínimo 3 curvas de 

calibração e IC é a inclinação da curva analítica (BRASIL, 2003; ICH, 1994 e 1996). 
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4.11.8 Limite de detecção 

 

 

O limite de quantificação foi determinado a partir dos parâmetros da curva analítica, 

de acordo com a equação: 

 

LD = 3,3 * DPi / IC 

 

Onde DPi é o desvio padrão do intercepto com o eixo y de, no mínimo 3 curvas de 

calibração e IC é a inclinação da curva analítica (ICH, 1994 e 1996). 

 

 

4.11.9 Quantificação de flavonoides totais em EECS e na fração EtOAc:MeOH 

 

 

O teor de flavonoides totais foi quantificado em EECS e na fração EtOAc:MeOH, em 

triplicata, utilizando-se o método descrito em 4.1.11. Foram feitas adequações da 

tomada de amostra, de modo a obter concentrações das soluções dentro da 

linearidade e mais próximo possível de 100% da concentração de quercetina na 

curva analítica. Assim, foram utilizadas 0,5081 g de EECS e 0,2503 g da fração 

EtOAc:MeOH na quantificação. 

 

 

4.12 Avaliação da atividade anti-inflamatória de EECS, frações derivadas e 

substância isolada (FLAV1) 

 

 

Para avaliação da atividade anti-inflamatória do extrato, das frações e da substância 

isolada utilizou-se o modelo de edema de pata induzido por carragenina em 

camundongos. Os ensaios foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da UFMG conforme protocolo número 193/2010 

(APÊNDICE) 

 

 



Parte experimental 

 

 

72 

Animais 

 

Foram utilizados camundongos Swiss, fêmeas, de 25 a 30 g. Os animais foram 

deixados em sala com temperatura controlada a 27 ± 2 ºC - correspondendo à zona 

de termoneutralidade dos camundongos – três dias antes do ensaio e durante o 

mesmo. 

 

Cada protocolo utilizou 30 animais divididos em cinco grupos: controle negativo, 

controle positivo e três 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 três grupos teste foram tratados com três diferentes 

doses dos extratos, frações ou substâncias isoladas. Ração e água foram fornecidos 

ad libitum até oito horas antes do ensaio. Após esse período retirou-se a ração para 

os ensaios onde a administração foi realizada via oral. Para ensaios em que foi 

realizada a administração intraperitoneal, a ração e a água foram mantidas. 

 

Administração de EECS e frações 

 

O grupo controle negativo foi tratado com suspensão de carboximetilcelulose (CMC) 

0,5 % m/v em solução salina. O grupo controle positivo foi tratado com 

dexametasona na dose de 10 mg/Kg em solução CMC 0,5% m/v em salina. EECS 

foi ensaiado nas doses de 10, 100 e 1000 mg/Kg, enquanto as frações Hex, 

Hex:DCM, DCM, DCM:EtOAc, EtOAc, EtOAc:MeOH, MeOH, MeOH:AcOH foram 

avaliadas nas doses de 5, 50 e 500 mg/Kg. . As suspensões foram preparadas em 

salina, contendo CMC 0,5% m/v. As doses do extrato e das frações foram 

administradas per os (gavagem).  

 

Administração 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 disponível. O restante do protocolo foi idêntico àquele 

descrito para EECS e frações. 

 

 



Parte experimental 

 

 

73 

Ensaio do edema de pata 

 

Os animais foram pesados e o volume basal da pata posterior esquerda foi medido 

utilizando pletismômetro modelo 7140, Ugo Basile, Itália. Esse aparelho contém uma 

célula cilíndrica 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 solução de baixa concentração eletrolítica. A pata de cada animal foi 

mergulhada na primeira célula o que resultou em um deslocamento da solução 

eletrolítica na segunda célula. A segunda cálula contém um eletrodo que converte o 

deslocamento do líquido em volume, o qual é indicado no visor digital. A pata dos 

animais foi mergulhada até a articulação tíbio-tarsal, quando um pedal conectado ao 

aparelho foi acionado pelo experimentador, fixando, desta forma, o valor do volume 

observado. A divisão dos grupos para realização dos experimentos foi feita de forma 

que os volumes basais médios dos diferentes grupos fossem similares. 

 

Uma hora após a administração das suspensões em teste, foi injetada na pata 

posterior esquerda dos animais 30 μL de uma solução de carragenina 20 mg/mL. 

 

Novas leituras dos volumes das patas foram realizadas em 1, 3 e 5 horas após a 

injeção do estímulo inflamatório. 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 após a quinta hora e 

quando essa atividade se estabilizava.  

 

As diferenças entre os volumes posteriores e os volumes basais iniciais foram 

utilizadas para determinar o efeito antiedematogênico, sendo os resultados 

expressos como média ± erro padrão da média (BASTOS et al., 2008; MEDEIROS 

et al., 2007). Os dados foram analisados por meio de análise de variância simples, 

seguida pelo teste de Newman-Keuls, que realiza a comparação de todos os grupos 

entre si. Foi adotado um nível de significância de 5% e o programa GraphPad Prism 

5 for Windows foi utilizado na realização dos cálculos e construção dos gráficos. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Prospecção fitoquímica 

 

 

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

identificadas na prospecção fitoquímica.  

 

Foram obtidos perfis cromatográficos em CCD de gel sílica para EECS, utilizando-se 

os eluentes e reveladores seletivos indicados no item 4.5 (página 56). As classes de 

metabólitos investigadas foram flavonoides, taninos, antracênicos, saponinas, 

cumarinas, alcaloides, naftoquinonas, triterpenos, esteróis e cardenolídeos. Os 

resultados da prospecção fitoquímica encontram-se na Tabela 6. 

 

Tabela 6 – Avaliação qualitativa das principais classes de metabólitos especiais no EECS 

Metabólitos 

avaliados 

Flav Tan Antrac Sap Cumar Alc Naftoq Trit/est Card 

Resultado + + - + - - - + - 

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

 

  

Flavonoides são comumente encontrados nas espécies do gêneo Costus (SILVA et 

al, 2000; CHANG et al, 2011), tendo sido relatada para folhas de C. spiralis presença 

de 3,5–diidroxi–7,4’–dimetoxiflavona 3–O-neohesperidosídeo (28), canferol 3–O–

neohesperidosídeo (29), canferídeo 3– O–neohesperidosídeo (2), quercetina 3–O–

neohesperidosídeo (3) e tamarixetina 3–O–neohesperidosídeo (1) (ANTUNES et al, 

2000). A presença de flavonoides em EECS foi evidenciada pela observação de 

fluorescência amarela e verde sob luz UV 365 nm. A Figura 7 apresenta o 

cromatograma obtido para o EECS em comparação com as substâncias referência 

quercetina, canferol e rutina.  

 

EECS      Q       K        R 
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Figura 7 Cromatograma obtido por CCD de gel sílica para o extrato etanólico seco de C. 

spiralis (EECS) na avaliação de flavonoides. Eluente: butanol: ácido acético: água (40:10:50 
v/v). Revelação: NP/PEG e luz UV 325 (Q = quercetina, K =canferol ,R = rutina). 

 

 

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

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

 

Na avaliação de antracênicos e naftoquinonas foram verificadas manchas de mesmo 

Rf que aquelas obtidas para as substâncias referência utilizadas (aloína e lapachol). 

No entanto, tais manchas apresentaram coloração completamente diferentes das 

colorações observadas para os padrões, indicando a ausência de antracênicos e 

naftoquinonas no EECS.  Tal resultado confere com a literatura científica da espécie, 

na qual não se faz menção a esses grupos de metabólitos.  

 

Saponinas foram identificadas em EECS pela presença de manchas de coloração 

similares àquela obtida para mistura de saponinas purificadas. A Figura 8 apresenta 

o cromatofolha obtida nessa caracterização. As saponinas (3β,25R)–26–(β–D–

glicopiranosiloxi)–22–hidroxifurost–5–en–3–il-O-D–apio–β–D–furanosil-(1→2)–O–[α–

L–ramnopiranosil–(1→4)–β–D–glicopiranosideo (26) e  (3β,25R)–26–(β–D–

glicopiranosiloxi)–22– hidroxifurost–5–en–3–il O–D–apio–β–D–furanosil–(1→4)–O–

[α–L– ramnopiranosil–(1→2)–β–D–glicopiranosideo (27) foram isoladas de rizomas 

de C. spiralis (SILVA & PARENTE, 2004); no entanto é a primeira vez que 

metabólitos dessa classe são detectados nas folhas. Outras espécies do gênero 

EECS     Q        K         R 
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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 sílica para EECS na identificação de 

saponinas. Eluente: Clorofórmio: MeOH: água (64:50:10 v/v). Revelador: acido sulfúrico 5% v/v 
em etanol seguido de vanilina  1% em etanol (SP = mistura de saponinas). 
 

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

literatura científica para C. spirali. E para outras espécies do gênero Costus. 

 

Triterpenos e esteroides são substâncias com ampla distribuição no reino vegetal. 

Utilizou-se o reagente Libermman–Burchard para caracterização de terpenos e 

esteróis. Este reagente revela triterpenos pentacíclicos com manchas pardas a 

vermelhas. Esteroides são caracterizados por manchas azuis que se tornam verdes 

com o tempo. A Figura 9 mostra a presença de manchas pardas e de manchas 

verdes (inicialmente azuis), o que evidencia a presença de triterpenos e esteróis nas 

folhas de C. spiralis. Apesar de nunca terem sido descritos nessa espécie, terpenos 

e esteróis são comuns em espécies da família Costaceae (BÖHME et al, 1997; 

QIAO et al, 2002; ELISA et al, 2009 a e b; TAIWO & BOLANLE, 2003). 

 

ECC             SP 

     EECS       AU 
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Figura 9 Cromatograma obtido por CCD de gel de sílica do EECS na caracterização de 

terpenos e esteroides. Eluente: DCM: EtOAc (1:1 v/v). Revelador: reagente Libermman–
Burchard (AU =Ácido ursólico). 

 

Utilizou-se digoxina como substância de referência para a prospecção de 

cardenolídos. EECS não apresentou nenhuma mancha com coloração ou Rf 

próximo àquelas observadas para o padrão, o que caracteriza a ausência desse 

grupo de metabólitos no extrato. Cardenolídeos também não foram descritos nas 

espécies do gênero.  

 

 

5.2 Fracionamento de EECS e obtenção de perfis cromatográficos por CLAE-

FR para o extrato e frações 

 

 

O fracionamento preliminar de EECS teve como objetivo obter frações de 

complexidade menor, para avaliação no ensaio biológico. As frações obtidas, as 

massas e os rendimentos encontram-se discriminados na Tabela 7. As frações 

foram reunidas de acordo com seus perfis cromatográficos em CCD de sílica gel.  

 

As frações obtidas tiveram sua atividade anti-inflamatória avaliada no modelo 

experimental do edema de pata induzido por carragenina. Os resultados da atividade 

anti-inflamatória do extrato e das frações são apresentados e discutidos no item 5.6 

 

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

Frações 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 análises por CLAE de fase reversa (CLAE-FR) e detecção por arranjo de diodos 

(DAD), utilizando gradiente linear de água e acetonitrila permitiram avaliar 

qualitativamente a composição química de EECS e das frações oriundas do mesmo.  

 

A análise do perfil cromatográfico de EECS (Figura 10) revela que a maior parte dos 

picos está presente no intervalo de 0 a 20 minutos, indicando que o mesmo é 

constituído principalmente por substâncias polares. A Figura 10 também apresenta 

expansões de regiões do cromatograma (0 a 5 minutos e 5 a 20 minutos), onde se 

concentram a maioria das substâncias de EECS. A Figura 11 mostra os espectros 

no UV dos picos majoritários do cromatograma, assinalados na Figura 10.  
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Figura 10 Perfil cromatográfico obtido por CLAE-DAD para EECS. (A) Cromatograma 

registrado de 0 a 60 min.; (B) expansão do cromatograma (tempo de retenção de 0 a 5 minutos) 
e (C) expansão do cromatograma (tempo de retenção de 5 a 20 minutos). Condições 
cromatográficas: vide Parte Experimental item 4.7 (pág. 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). Condições cromatográficas: vide Parte 
Experimental item 4.7, pág. 61. 
 

 
Os espectros de absorção no UV dos flavonoides presentes em C. spiralis (Figura 

11) são compatíveis com flavonas e flavonóis, com máximos de absorção da banda I 

abaixo e acima de 350 nm, respectivamente (MABRY, MARKHAM & THOMAS, 

1970). Os espectros de UV de flavonóis e flavonas em metanol exibem dois picos de 

maior absorção no intervalo de λ 240 a 400 nm, sendo denominados de banda I (λ 

300 – 380 nm) e banda II (λ 240 – 280 nm). A banda I (cromóforo cinamoíla) está 
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associada à absorção do anel B do esqueleto flavonoídico e a banda II (cromóforo 

benzoíla) à absorção devida ao anel A (Figura 12). Os flavonóis, de uma maneira 

geral, apresentam o comprimento de onda de absorção da banda I superior a 350 

nm, devido à presença da hidroxila na posição 3, que aumenta a densidade 

eletrônica desse cromóforo. Ao contrário, as flavonas apresentam comprimento de 

onda de absorção da banda I 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 absorção de flavonol com λ máximo da banda I em 354,3 nm 

para ambos. Os demais flavonoides assinalados apresentam λ máximo da banda I 

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) são favonóis. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 Esqueleto básico de flavonoide e seus cromóforos. 

 

Com o objetivo de identificar a presença de flavonoides e outros metabólitos de 

ampla distribuição, soluções de referência de quercetina, rutina, canferol, catequina, 

epicatequina, ácido gálico e ácido cafeico foram analisadas, utilizando-se as 

mesmas condições cromatográficas. Os cromatogramas obtidos para estas 

substâncias e seus respectivos espectros de absorção no UV estão dispostos nas 

Figuras 13 e 14. A comparação dos perfis cromatográficos e espectros no 

ultravioleta dessas substâncias com aqueles obtidos para EECS nos permite inferir 

que nenhuma delas está presente no extrato, pois não observou-se semelhanças 

nos tempos de retenção e nos espectros UV. No entanto, heterosídeos da 

quercetina e canferol, já foram isolados de folhas de C. spiralis (ANTUNES et al., 
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2000). O padrão de absorção dos espectros de UV das substâncias presentes em 

EECS é semelhante aos dos flavonoides utilizados como referência.  

 

 

Figura 13 Perfis cromatográficos e espectros no UV λ 210 nm de polifenóis de referência: 

quercetina, rutina e canferol. Condições cromatográficas ver item 4.7, pág. 61. 
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Figura 14 Perfis cromatográficos e espectros UV de polifenóis de referência: catequina, 

epicatequina, ácido gálico e ácido cafeico. Condições cromatográficas ver item 4.7, pág. 61. 

 
 
O fracionamento de EECS resultou em frações com composições químicas distintas 

do extrato, indicando a eficácia da separação (Figuras 15 e 16). Nas frações onde 

foram utilizados solventes menos polares (Hex, Hex:DCM, DCM, DCM:EtOAc), como 

era previsto, predominaram as substâncias de menor polaridade, com tempos de 

retenção superiores a 40 min (Figura 15). Substâncias de elevada polaridade (TR 

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

A predominância 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 Revisão da Literatura Científica.  Os espectros no UV registrados para as 
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substâncias correspondentes aos picos 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 (Figura 10) demonstram  

se tratar de substâncias flavonoídicas. Os picos 4, 5, 6, 7 e 8 apresentam a banda I 

com λ inferior a 350 nm, sugerindo tratar-se de flavonas. Por outro lado, os picos 9 e 

10 apresentam banda I com λ superior a 350 nm, indicando a presença de flavonois. 

A fim de obter uma melhor caracterização dos constituintes de EECS e da fração 

EtOAc:MeOH (1:1) estas foram analisadas por CLAE com detector de 

espectrometria de massa (item 5.3, pág. 89).  
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Figura 15 Perfis cromatográficos obtidos por CLAE-DAD para EECS (A) e frações Hex (B), 

Hex:DCM (C), DCM (D), DCM:EtOAc (E). Condições cromatográficas: vide Parte Experimental, 
item 4.7, pág. 61. 
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Figura 16 Perfis cromatográficos obtidos por CLAE- DAD para EECS (A) e frações EtOAc (B), 

EtOAc:MeOH (C), MeOH (D), MeOH:AcOH (E).Condições cromatográficas: vide Parte 
Experimental,  item 4.7. pág 61. 
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5.3 Caracterização dos flavonoides de EECS por CLAE-MS/MS 

 

 

Os flavonoides presentes em EECS e na fração EtOAc:MeOH (1:1) foram analisados 

por CLAE-DAD acoplada à espectrometria de massas (MS) no modo positivo de 

ionização. As fragmentações das substâncias correspondentes aos picos principais 

foram avaliadas. A Figura 17 apresenta os cromatogramas obtidos para EECS e 

para a fração EtOAc:MeOH (1:1), monitorada por CLAE-DAD em 254 nm. 

 

 

 

Figura 17 Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD acoplado a espectrômetro de massas para 

EECS (A) e fração EtOAc:MeOH (1:1) (B). 
 

Baseado nas fragmentações observadas e nas estruturas dos flavonoides já 

relatados para a espécie por Antunes et al. (2000) foi possível identificar a presença 

de tamarixetina-3-O-neohesperidosideo (1) em EECS, cujo espectro de massas está 

representado na Figura 18. 
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Figura 18 Espectros +MS (A) e +MS2 (B) obtidos para o pico com tempo de retenção 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-neohesperidosídeo apresenta duas moléculas de açúcar, sendo uma de glicose, 

ligada à tamarixetina através de ligação O-glicosídica, e outra de ramnose, ligada à 

glicose. A ramnose é mais susceptível à quebra, uma vez que está ligada à glicose e 

não diretamente à genina.  A quebra da ramnose leva à formação do pico m/z 479,0 

e a perda seqüencial de glicose forma a aglicona tamarixetina com m/z 316,8. O 

espectro +MS2 apresenta, ainda, um pico com m/z 434,4 referente à perda 

consecutiva de água e monóxido de carbono. As fragmentações observadas são 

compatíveis com fragmentações observadas para flavonois glicosilados, onde ocorre 

primeiramente a perda de unidades monossacarídicas, seguida da perda de água e 

de monóxido de carbono (TSIMOGIANNIS et al., 2007). A Figura 19 mostra o 

esquema de fragmentação proposto para tamarixetina-3-O-neohesperidosídeo. 
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Figura 19 Esquema de fragmentação proposto para tamarixetina-3-O-neohesperidosídeo  

 

Nenhum outro flavonol identificado por Antunes et al. (2000) correspondeu às 

fragmentações observadas nos espectros obtidos para os constituintes de EECS.   

  

 

5.4 Isolamento e caracterização das substâncias isoladas a partir da fração 

EtOAc:MeOH (1:1) 

 

 

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

flavonoide denominado, a princípio, flavonoide 1 (FLAV1).  
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FLAV1 foi isolado a partir da fração EtOAc:MeOH (1:1) por CLAE em escala 

preparativa, utilizando coluna de ODS. Os cromatogramas registrados para EECS e 

para a fração EtOAc:MeOH (1:1) indicam FLAV1 como pico majoritário entre os 

compostos flavonoídicos (Figura 20). 

 

 

 

Figura 20 Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 210 nm para EECS (A), fração 

EtOAc:MeOH (1:1) (B) e FLAV1 (C). Condições cromatográficas: vide Parte Experimental item 
4.7 pág 61. 

 

Inicialmente foi utilizada espectroscopia de absorção na região do UV para 

caracterizar a estrutura de FLAV1. O espectro de FLAV1 apresentou bandas 

intensas com máximos de absorção em 271 e 335,2 nm (Figura 20 C). O máximo de 

absorção da banda I permite diferenciar flavonóis de flavonas. As flavonas 

apresentam λ máximo da banda I entre 304-350 nm enquanto a banda I de flavonóis 
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apresenta λ máximo entre 352 e 385 nm (MABRY et al., 1970). Assim, o λ máximo 

da banda I do FLAV1 em 335,2 nm indica tratar-se de uma flavona. 

 

Os efeitos causados no espectro UV de flavonas e flavonois após adição de 

metóxido de sódio (NaOMe) fornecem informações sobre a presença ou ausência de 

grupos hidroxila (OH) livres na molécula. A natureza fenólica de FLAV1 foi 

evidenciada pelo deslocamento batocrômico observado para ambas as bandas após 

adição do NaOMe: banda I de 271,25 nm para 281,25 nm e banda II de 335,2 nm 

para 397,5 nm (Figura 21). Efeitos batocrômicos nas bandas I e II sem diminuição 

da intensidade indicam presença de OH livre nos anéis A e B. Observa-se ainda na 

Figura 21 que não houve alteração do espectro 5 minutos após adição de NaOMe. 

Além disso, a adição de ácido clorídrico (HCl) à cubeta na qual se adicionara 

previamente a base levou à reconstituição do espectro inicial. A estabilidade frente à 

adição de base forte e a regeneração do espectro inicial são característicos de 

flavonas (MABRY et al., 1970). 

 

 

Figura 21 Espectro de varredura de absorção no UV obtido para FLAV1 frente ao aditivo 

NaOMe. (1) Solução metanólica de FLAV1 0,2 mg/mL; (2) Solução metanólica de FLAV1 0,2 
mg/mL após adição de NaOMe; (3) Solução metanólica de FLAV1 0,2 mg/mL 5 minutos após 
adição de NaOMe; (4) Solução metanólica de FLAV1 após adição de NaOMe seguida de HCl. 
 
 

Flavonas e flavonóis com hidroxilas das posições C3 ou C5 formam complexos com 

cloreto de alumínio (AlCl3) estáveis que não regeneram após adição de HCl. Por 
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outro lado, a instabilidade do complexo após adição do ácido indica presença de 

sistema orto-diidroxi.  

 

O espectro no UV obtido após adição de AlCl3 à solução metanólica de FLAV1 

(Figura 22) mostra um efeito batocrômico na banda I e divisão da banda II em duas 

(277,5 e 302,5 nm). A estabilidade do complexo após adição de HCl indica presença 

de hidroxila nas posições C3 e/ou C5. Considerando que o máximo de absorção da 

banda I registrado para FLAV1 é compatível com uma flavona, a reação com AlCl3 

indica hidroxila na posição C5. 

 

 

Figura 22 Espectro de varredura de absorção no UV obtido para FLAV1 frente ao aditivo 

AlCl3. (1) Solução metanólica de FLAV1 0,2 mg/mL; (2) Solução metanólica de FLAV1 0,2 
mg/mL após adição de AlCl3; (3) Solução metanólica de FLAV1 0,2 mg/mL após adição de AlCl3 
seguida de HCl. 

 
 

O acetato de sódio (NaOAc) é uma base fraca e, portanto, capaz de ionizar 

hidroxilas de caráter ácido acentuado, ou seja, o uso deste aditivo possibilita 

identificar a presença de hidroxilas nas posições C3, C7 e C4’. Flavonas e flavonóis 

contendo OH livre na posição C7 apresentam efeito batocrômico entre 5 e 20 nm na 

presença de NaOAc (MABRY et al., 1970). A adição de NaOAc à solução metanólica 

de FLAV1 resultou em deslocamento batocrômico de 7,5 e 53 nm (Figura 23) nas 

bandas II e I, indicando a presença de hidroxilas nas posições C7 e C4’, 

respectivamente. Após adição de ácido bórico (H3BO3) os máximos de absorção das 

1 
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bandas I e II foram regenerados indicando a inexistência de grupos orto-diidroxi.  

Dessa forma, pode-se inferir sobre a presença de hidroxila nas posições C5, C7 e 

C4’ de FLAV1. 

 

Figura 23 Espectro de varredura de absorção no UV obtido para FLAV1 frente ao aditivo 

NaOAc. (1) Solução metanólica de FLAV1 0,2 mg/mL; (2) Solução metanólica de FLAV1 0,2 
mg/mL após adição de NaOAc; (3) Solução metanólica de FLAV1 0,2 mg/mL após adição de 
NaOAc seguida de H3BO3. 

  
 

Análises cromatográficas de FLAV1 por CLAE e CCD de sílica gel indicaram tratar-

se de um glicosídeo, tendo em vista a polaridade do mesmo. Desta forma, a fim de 

identificar a aglicona e os açúcares constituintes de FLAV1, procedeu-se à hidrólise 

ácida e análise dos produtos obtidos por CCD de sílica gel (item 4.10, pág. 64). O 

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

 

O espectro no IV registrado para FLAV1 (Figura 24, Tabela 8) evidencia, a natureza 

aromática da substância pela presença de bandas de absorção em 1610, 1574, 

1510 e 1430 cm-1, atribuídas a estiramento C=C de anel aromático. A banda em 

1650 cm-1 foi atribuída a estiramento de carbonila α, β insaturada, característica de 

flavona. A presença de hidroxila foi indicada por uma banda larga centrada em 3246 

cm-1 referente à deformação axial de O-H. A banda de absorção em 2916 cm-1 foi 

atribuída à deformação axial assimétrica de C-H de grupos metila e metileno, 

enquanto a banda em 1358 cm-1 foi atribuída à deformação axial de C-O de fenol. As 

bandas intensas e largas entre 1100 e 1000 cm-1, características de deformação 
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axial de C-O, confirmam a presença de hidroxilas alcoólicas em FLAV1 

(SILVERSTEIN, WEBSTER & KIEMLE, 2005). Finalmente, a banda em 834 cm-1 de 

deformação angular C-H fora do plano, indicativa de anel 1,4 dissubstituido, confirma 

a substituição da posição C4’ de FLAV1 (PAVIA, LAMPMAN & KRIS, 2001). 

 

Tabela 8 – Atribuições das principais absorções do espectro no IV de FLAV1. 

ʋ (cm-1) Atribuições 

3246 Deformação axial de O-H de álcool/fenol 

2916 Deformação axial de C-H de grupos metila e metileno 

1650 Deformação axial de C=O de cetona α, β insaturada 

1610, 1574,  

1510 e 1430 

Deformação axial de C-C de aromático 

1358 Deformação axial de C-O de fenol 

1100-1000 Deformação axial C-O de álcool 

834 Deformação angular C-H fora do plano de anel 1,4 dissubstituido. 

 

 

Figura 24 Espectro no IV obtido para FLAV1 

 

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

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

espectro de RMN de 1H (Figura 26) observa-se a presença de um dupleto centrado 
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em δ 8,03 ppm (J = 10,0 Hz, 2H) e outro centrado em δ 6,89 ppm (J = 10,0 Hz, 2H), 

o que caracteriza o sistema AA’XX’ do anel B, confirmando que o mesmo encontra-

se para-substituído em C4’. Os simpletos em δ 13,67; 10,40 e 7,32 ppm foram 

atribuídos às hidroxilas em C5, C4’ e C7, respectivamente, enquanto o simpleto em 

δ 6,82 ppm foi atribuído ao hidrogênio olefínico ligado a C3. Estes dados confirmam 

as informações sobre o esqueleto básico 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 o momento.  

 

 

Figura 25 Esqueleto básico de FLAV1 

 

A análise do espectro de RMN de 1H obtido para FLAV1 indicou, ainda, que os 

únicos hidrogênios aromáticos presentes na estrutura são aqueles do sistema 

AA’XX’ do anel B. Ou seja, FLAV1 também apresenta substituintes nas posições C6 

e C8. Adicionalmente, foram observados no espectro de RMN de 1H multipletos 

entre δ 3,13 ppm e δ 3,84 ppm atribuídos a hidrogênios ligados a carbonos 

oxigenados, correspondentes aos resíduos de açúcares. Por sua vez, os dupletos 

centrados em δ 4,75 ppm (J = 10,0 Hz, 1H) e δ 4,71 ppm (J = 10,0 Hz, 1H) foram 

atribuídos aos hidrogênios anoméricos dos açúcares, indicando tratar-se de um 

diglicosídeo. Os valores de constante de acoplamento escalar desses hidrogênios 

anoméricos (10 Hz) possibilitaram definir a esteroreoquímica β para glicose e α ou β 

para arabinose (Xie et al. 2003). 
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Figura 26 Espectro RMN de 
1
H de FLAV1 contendo as expansões entre δ 4,0 ppm e δ 8,0 ppm 

(400 MHZ, DMSO-d6, δ) 
 

 

Não foi possível obter espectro de RMN de 13C para FLAV1, assim, os valores de 

deslocamento químico dos carbonos foram obtidos a partir do mapa de contorno 

HSQC apresentado na Figura 27. A análise do mapa de contornos HSQC 

possibilitou confirmar as atribuições dos hidrogênios e dos respectivos carbonos do 

sistema AA’XX’. Assim, os dupletos centrados em δ 8,03 ppm (H2’ e H6’) e δ 6,89 

ppm (H3’ e H5’) apresentaram manchas de correlação com os sinais de carbono em 

δ 129 ppm (C2’) e δ 116,5 ppm (C3’) respectivamente. Observou-se mancha de 

correlação entre o sinal do hidrogênio olefínico em δ 6,82 ppm e o sinal de carbono 
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em δ 103,0 ppm, confirmando a atribuição de C3. Os sinais correspondentes aos 

hidrogênios anoméricos em δ 4,74 e 4,71 ppm encontram-se sobrepostos no mapa 

de contornos HSQC, correlacionados a carbonos com sinais aproximados em δ 74 

ppm, cujos deslocamentos químicos estão em concordância 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 químico de 13C entre δ 55 e 85 ppm. Considerando que os 

sinais dos hidrogênios anoméricos estão sobrepostos, o número de sinais de 

carbono é compatível com a presença de duas unidades de açúcar, sendo uma 

glicose (6 carbonos) e uma arabinose (5 carbonos). As correlações entre 1H-13C, 

observadas no mapa de contornos HSQC de FLAV1, bem como valores 

encontrados na literatura, estão sumariadas nas Tabelas 9 e 10. Não foi possível 

obter mapa de contornos HMBC, o qual evidencia correlações heteronucleares 1H-

13C de longa distância e, portanto, possibilitaria definir a posição de cada unidade de 

açúcar em C6 ou C8. Desta forma, os dados espectrais ora disponíveis para FLAV1 

são compatíveis com quatro isômeros de posição: 6-C-β-D-glicosil-8-C-α-L-

arabinosilapigenina (escafosídeo); 6-C-α-L-arabionsil-8-C-β-D-glicosilapigenina 

(isoescafosídeo); 6-C-β-D-glicosil-8-C-β-L-arabinosilapigenina (neoescafosídeo) e 6-

C-β-L-arabinosil-8-C-β-D-glicosilapigenina (neoisoescafosídeo), cujas estruturas 

estão representadas na Figura 30. 
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Figura 27 Mapa de contornos HSQC de FLAV1 e seções expandidas 
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O espectro COSY confirmou o padrão de substituição do anel B, demonstrando a 

correlação entre os hidrogênios do referido anel (Figura 28).  

 

 

Figura 28 Experimento bidimensional COSY de FLAV1 (500 MHz, DMSO-d6). 

 

O espectro obtido por espectrometria de massas de ionização por elétron spray 

(EMIE) de FLAV1 (Figura 29) forneceu um pico em m/z 565,4 atribuído ao íon 

molecular [M + H]+. Portanto, a massa molar de FLAV1 corresponde a 564 u.m.a 

(C26H28O14). O espectro de massas obtido para FLAV1 não apresenta fragmentos 

característicos da perda de açúcares como nos flavonoides O-substituídos. A 

ausência de picos referentes à saída de glicose e arabinose, somado às 

observações anteriores de que FLAV1 é substituído em todas as posições do anel A, 

confirma que FLAV1 é um C-glicosídeo substituído nas posições C6 e C8. O 

espectro de massas de FLAV1 apresenta picos correspondentes às saídas 

consecutivas de água (m/z 547,0, 529,01 e 511,0), característicos de flavonóides C-

glicosilados (TSIMOGIANNIS et al., 2007). O pico m/z 475 representa o fragmento 

[M+H–90], característico da quebra da molécula de pentose (LIN, CHEN & HARNLY, 
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2008). A fragmentação de um dos isômeros propostos para FLAV1 é apresentada 

na Figura 31. 

 

Figura 29 Espectro de massas obtido por EMIE para FLAV1. 

 

Os espectros de massas obtidos no modo positivo para 6-C-β-D-glicosil-8-C-α-L-

arabinosilapigenina (escafosídeo), 6-C-α-L-arabinosil-8-C-β-D-glicosilapigenina 

(isoescafosídeo) e 6-C-β-D-glicosil-8-C-β-L-arabinosilapigenina (neoescafosídeo) 

foram descritos por Kite et al. (2006). O espectro do escafosídeo apresentou como 

pico base m/z 547, enquanto que o pico base do isoescafosídeo 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 escafosídeo e isoescafosídeo, observamos que o pico 

base obtido para FLAV1 (m/z 547) é o mesmo que Kite et al. (2006) encontraram 

para escafosideo. Além 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), não foi possível distinguir os 

espectros de neoescafosídeo e escafosídeo.  

 

Considerando a similaridade dos espectros de RMN 1H e 13C e de massas descrita 

na literatura científica para os quatro isômeros, além de divergências quanto aos 
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deslocamentos químicos e constante de acoplamento dos hidrogênicos anoméricos 

dos dois açúcares, não foi possível definir qual dos isômeros corresponde a FLAV1.  

 

Experimentos de correlação heteronuclear 1H-13C a longa distância e dicroísmo 

circular devem ser realizados para confirmar a configuração e posição de ligação 

dos açúcares em C6 e C8. A Figura 30 apresenta as estruturas dos quatro isômeros 

possíveis para FLAV1. 

 

 

 

 
 

 
Figura 30 Estruturas compatíveis com os dados espectrais obtidos para FLAV1 
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Figura 31 Mecanismo de fragmentação proposto para um dos possíveis isômeros 

(neoescafosídeo) de FLAV1 
 

 
 

 R1 R2 

Escafosídeo β-glicosil α-arabinosil 

Neoescafosídeo β-glicosil β-arabinosil 

Isoescafosídeo α-arabinosil β-glicosil 

Neoisoescafosídeo β-arabinosil β-glicosil 
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Tabela 9 – Dados de RMN de 
1
H e correlações heteronucleares 

1
H-

13
C observadas no mapa 

de contornos HSQC obtido para FLAV1 e dados relatados na literatura para escafosídeo e 
neoescafosídeo (500 MHz, DMSO-d6). 

C/H 
FLAV1 

13
C 

(δ ppm) 

13
C (δ ppm)** 

Escafosídeo 

13
C (δ ppm)** 

Neoescafosídeo 

FLAV1 
1
H (δ 

ppm) 

1
H (δ ppm)** 

Escafosídeo 

1
H (δ ppm)** 

Neoescafosídeo 

3 103,0* 101,9 101,9 6,82 6,73 6,77 

5-OH    13,67 13,75 13,58 

7-OH    7,32   

2’ 129,0* 128,6 128,0 8,03 (d, 

J10,0 Hz) 

8,07 (d, 

J8,2 Hz) 

7,97 (d, J8,8 

Hz) 

3’ 116,5* 115,6 115,5 6,89 (d, 

J10,0 Hz) 

6,92 (d, 

J8,2 Hz) 

6,90 (d, J8,8 

Hz) 

4’-OH    10,40   

5’ 116,5* 115,6 115,5 6,89 (d, 

J10,0 Hz) 

6,92 (d, 

J8,2 Hz) 

6,90 (d, J8,8 

Hz) 

6’ 129,0* 128,6 128,0 8,03 (d, 

J10,0 Hz) 

8,07 (d, 

J8,2 Hz) 

7,97 (d, J8,8 

Hz) 

Gli 1‖ 74,0* 73,1 72,8 4,74 (d, 

J10,0 Hz) 

4,74 (d, 

J9,8Hz) 

4,61 (d, J9,8 

Hz) 

2‖ 71,0* 70,7 69,7 3,41* 3,89 4,12 

3‖ 80,0* 78,2 78,7 3,27* 3,28 3,20 

4‖ 71,0* 69,7 70,5 3,82* 3,28 3,11 

5‖ 79,0* 80,8 81,2 3,25* 3,28 3,15 

6‖ 62,0* 60,5 61,3 3,50 e 

3,52* 

3,70 e 3,54 3,68 e 3,40 

Ara 1’‖ 74,0* 74,6 71,0 4,71 (d, 

J10,0 Hz) 

4,80 (d,J9,5 

Hz) 

5,51  

2’‖ 69,0* 68,7 72,1 3,81* 4,09 3,78 

3’‖ 74,0* 74,0 69,6 3,50* 3,53 3,88 

4’‖ 71,0* 68,3 62,8 3,41* 3,88 4,01 

5’‖ 62,0* 70,2 66,7 3,65 e 

3,74* 

3,93 e 3,69 3,74 e 3,64 

* Dados aproximados retirados do mapa de correlação heteronuclear HSQC. Gli: β-D-glicose; 
Ara: β-L-arabinose 
** RMN 

1
H e RMN 

13
C (DMSO-d6, 60 

o
C) (XIE ET AL., 2003) 
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Tabela 10 – Dados de RMN de 
1
H e correlações heteronucleares 

1
H-

13
C observadas no mapa 

de contornos HSQC obtido para FLAV1 e dados relatados na literatura para isoescafosídeo e 
neoisoescafosídeo (500 MHz, DMSO-d6). 

C/H 
FLAV1 

13
C 

(δ ppm)
*
 

13
C (δ ppm)** 

isoescafosídeo
 

13
C (δ ppm)*** 

neoisoescafosídeo 

FLAV1 
1
H 

(δ ppm) 

1
H (δ ppm)**  

isoescafosídeo
 

1
H (δ ppm)*** 

neoisoescafosídeo 

3 103,0* 102,0 103,16 6,82 6,66 6,77 

5-OH   161,71 13,67 13,64  

7-OH   158,26 7,32   

2’ 129,0* 128,7 129,10 8,03 (d, 

J10,0 Hz) 

7,97 (d, J8,4 

Hz) 

7,92 (d, J7,6 

Hz) 

3’ 116,5* 115,7 116,39 6,89 (d, 

J10,0 Hz) 

6,89 (d, 

J8,7Hz) 

6,92 (d, J7,8 

Hz) 

4’-OH   161,83 10,40   

5’ 116,5* 115,7 116,39 6,89 (d, 

J10,0 Hz) 

6,89 (d, 

J8,7Hz) 

6,92 (d, J7,8 

Hz) 

6’ 129,0* 128,7 129,10 8,03 (d, 

J10,0 Hz) 

7,97 (d, J8,4 

Hz) 

7,92 (d, J7,6 

Hz) 

Gli 1‖ 74,0* 73,8 73,95 4,74 (d, 

J10,0 Hz) 

4,81 (d, J9,9 

Hz) 

4,75 (d, J9,3 

Hz) 

2‖ 71,0* 71,0 75,70 3,41* 3,89 

3,15 a 4,00 

3‖ 80,0* 78,8 79,31 3,27* 3,30 

4‖ 71,0* 70,4 69,34 3,82* 3,36 

5‖ 79,0* 81,5 82,33 3,25* 3,27 

6‖ 62,0* 61,0 59,85 3,50 e 

3,52* 

3,74 e 3,52 

Ara 1’‖ 74,0* 74,1 74,38 4,71 (d, 

J10,0 Hz) 

4,62 (d, J9,4 

Hz) 

4,71 (d, J9,6 

Hz) 

2’‖ 69,0* 69,0 71,50 3,81* 4,00 

3,15 a 4,00 

3’‖ 74,0* 74,0 73,91 3,50* 3,42 

4’‖ 71,0* 68,5 69,60 3,41* 3,77 

5’‖ 62,0* 69,7 71,03 3,65 e 

3,74* 

3,79 e 3,57 

* Dados aproximados retirados do mapa de correlação heteronuclear HSQC. Gli: β-D-glicose; 
Ara: β-L-arabinose 
** RMN 

1
H e RMN 

13
C (DMSO-d6, 37 

o
C) (XIE ET AL., 2003) 

***(KRAFCZYK et al., 2008) 

 

Neoescafosídeo e neoisoescafosídeo já foram identificados em outras espécies 

vegetais (XIE et al., 2003; ANDERSEN & MARKHAM, 2006), no entanto, a 

ocorrência destes isômeros em C.spiralis é inédita. Também não foram encontrados 

relatos de suas ocorrências na família Costaceae. 
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 O neoescafosídeo e neoisoescafosídeo apresentam algumas características 

estruturais que, de acordo com Gautam et al. (2009), são essenciais para que o 

flavonoide apresente atividade anti-inflamatória, a saber:  ligação dupla entre C2 e 

C3; presença de sistema de anel planar e hidroxilas nas posições C5, C7 e C4’. 

 

Não foram encontrados na literatura científica estudos que avaliassem o potencial 

anti-inflamatório do neoescafosídeo ou do neoisoescafosídeo. No entanto, há vários 

trabalhos onde seus isômeros, escafosídeo e isoescafosídeo, foram avaliados. 

 

De acordo com Gautan et al. (2009), a introdução de molécula de açúcar no 

esqueleto básico do flavonoide reduz a atividade anti-inflamatória. Por outro lado, 

em um trabalho de síntese orgânica regiosseletiva de C-diglicosilflavonas, Shie et al. 

(2010) observaram que a introdução de glicose no esqueleto da apigenina aumentou 

a atividade anti-infamatória do derivado em relação à aglicona. No trabalho de SHIE 

et al. (2010), 6-C-β-glicosil-8-C-α-arabinosilapigenina (escafosídeo) inibiu a 

expressão de TNFα  e reduziu a produção de NO com CI50 de 27,0 ± 2,1 e 9,9 ± 1,6 

µmol/L, respectivamente, demonstrando que a flavona atua nos mediadores da 

segunda fase do processo inflamatório. 

 

O isômero escafosídeo também foi isolado de Eleusine indica Gaertn (Poaceae), 

planta cujas partes aéreas são utilizadas, no Brasil, para o tratamento de processos 

inflamatórios. O escafosídeo foi avaliado quanto à capacidade de inibir o 

recrutamento de neutrófilos no pulmão de camundongos expostos a aerossóis 

contendo bactérias Gram-positivas. Na dose de 400 µg/Kg, o escafosídeo inibiu em 

62% o influxo de neutrófilos, sendo considerado como uma das substâncias 

responsáveis pela atividade da espécie (MELO et al., 2005). Em outro trabalho, o 

escafosídeo demonstrou efeito preventivo contra produção de pedra nos rins em 

ratos, avaliado através da produção de urina, excreção de Ca, ácido cítrico e análise 

de creatinina (KUBO et al., 1989). Os isômeros escafosídeo e isoescafosídeo foram 

isolados de Vitex poligama Cham (Lamiaceae), planta utilizada popularmente no 

Brasil contra doenças dos rins (GALLO et al., 2008).   
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5.5 Validação de método para quantificação de flavonoides totais em derivados 

da droga vegetal folhas de Costus spiralis 

 

 

Devido a presença de flavonoides em EECS e na fração EtOAc:MeOH (1:1), bem 

como a atividade antiedematogênica de ambos, procedeu-se à quantificação de 

flavonoides totais visando investigar a relação entre esses metabólitos secundários e 

a atividade biológica. A metodologia analítica utilizada, espectrometria no ultravioleta 

visível, foi validada segundo a RE 899 (Brasil, 2003). 

 

A quantificação de flavonoides totais de EECS foi realizada por espectrofotometria 

no visível, em 420 nm, após reação com AlCl3.6H2O. O método baseia-se na 

propriedade do cátion alumínio formar complexos estáveis com os flavonoides em 

metanol. Os complexos formados apresentam absorção mais intensa e em maior 

comprimento de onda que os flavonoides não complexados. Desta forma, torna-se 

possível a quantificação dos flavonoides sem a intervenção de outras substâncias 

fenólicas que comumente estão presentes nos tecidos vegetais. Alguns ácidos 

fenólicos também formam complexos com cloreto de alumínio; porém, os complexos 

de ácidos fenólicos absorvem em comprimentos de onda próximos a 350 nm 

(ZAPOROZHETS et al., 2003), não interferindo nas medidas de absorbância em 420 

nm. 

 

Conforme a RE no 899 (BRASIL, 2003), testes quantitativos para determinação de 

princípios ativos em produtos farmacêuticos ou matérias primas são classificados 

como pertencentes à categoria I. Ainda de acordo com a resolução, os testes 

necessários para validação de metodologias da categoria I são: seletividade, 

linearidade, precisão, exatidão e robustez. Assim, estas foram as figuras de mérito 

utilizadas na validação do método aplicado à quantificação de flavonoides totais no 

extrato de C. spiralis. Além destas, determinou-se também limite de quantificação e 

limite de detecção. A validação do método foi realizada com um extrato comercial de 

C. spiralis, obtido da empresa Indústria Farmacêutica Catedral LTDA, denominado 

EICS. Este extrato foi empregado devido à disponibilidade de massa. O extrato 

comercial apresentou perfis cromatográficos por CLAE-DAD e CCD de sílica 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 relação a possíveis interferentes contidos 

no EICS, foram obtidos espectros da solução preparada para a leitura em 420 nm 

com e sem a adição de solução metanólica de AlCl3.6H2O a 12 % m/v. Os espectros 

registrados para as duas soluções estão representados na Figura 32. Observa-se 

uma absorção pequena (0,050) para a solução de EICS sem adição de AlCl3 em 420 

nm. Por outro lado, a solução em que foi adicionada o AlCl3 apresentou uma banda 

intensa com máximo de absorção (0,463) em λ 420 nm e. Deste modo, não há 

comprometimento da quantificação por substâncias presentes no EICS. Ainda 

assim, para evitar essa pequena interferência de substâncias presentes no extrato, 

utilizou-se (conforme descrito no método, item 4.11.1) a solução do extrato como 

branco.  
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Figura 32 Espectros de varredura no UV obtidos para solução hidrometanólica de EICS sem 

adição de solução de cloreto de alumínio (A) e com adição de solução de cloreto de alumínio 
(B). 
 

 

5.5.2 Linearidade 

 

 

Para verificação da linearidade do método, foram construídas três curvas analíticas, 

obtidas em diferentes dias, relacionando absorvância e concentração das soluções 

de quercetina, em uma faixa de 0,0115 a 0,0173 mg/mL, o que corresponde de 80 a 

120% da concentração de leitura (0,0144 mg/mL) de quercetina. Os resultados 

foram submetidos a análise de regressão linear pelo método dos mínimos 

quadrados. As equações obtidas para cada curva e os respectivos coeficientes de 

determinação também se encontram na Tabela 11. As curvas obtidas foram 

comparadas estatisticamente por análise de variância (ρ < 0,05) e se mostraram 

estatisticamente equivalentes. A equação da curva média também é demonstrada 

B 

A 
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na Tabela 11. Para análises estatísticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 5 

(2007). A Figura 33 apresenta as curvas analíticas obtidas, a equação da reta e o 

coeficiente de determinação (r2), ambos obtidos a partir da média das três curvas. 

 

Tabela 11 - Concentração de soluções de quercetina e respectivas absorvâncias (λ 420 nm) 

utilizadas para construção das curvas analíticas. 
Concentração 

de quercetina 

(mg/mL) 

Absorvância em 420 nm 

Curva 1 Curva 2 Curva 3 

0,01152 0,625 0,628 0,632 

0,01296 0,708 0,712 0,715 

0,01440 0,785 0,788 0,792 

0,01584 0,868 0,871 0,864 

0,01728 0,953 0,950 0,949 

Equação da 

reta 

y = 56,67x – 0,0282 y = 55,76x -0,0132 y = 54,38x -0,0074 

r2 
0,9997 0,9998 0,9993 

Equação da 

curva média 

y = 55,6019x-0,01133 

r2 da curva 

média 

0,9996 

 

Concentração de Quercetina (mg/mL)

A
b

s
o

rv
â
n

c
ia

0.010 0.012 0.014 0.016 0.018 0.020
0.5
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1.0
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y = 55,6019 x - 0,01133

r
2
 = 0,9996

 

Figura 33 Curvas analíticas obtidas para a quantificação de flavonoides totais por 

espectrometria no UV-Vis em 420 nm, utilizando quercetina como padrão. 
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Como as curvas apresentaram coeficiente de determinação superior a 0,99, valor 

estabelecido pela RE 899 (BRASIL, 2003) como limite de aceitação para 

determinação da linearidade da curva analítica, conclui-se que o método apresenta a 

linearidade satisfatória.  

  

Segundo a RE 899, o intervalo de trabalho é estabelecido pela confirmação de que o 

método desenvolvido apresenta exatidão, precisão e linearidade adequados quando 

aplicados a amostras contendo concentrações de substâncias dentro do intervalo 

especificado. A mesma resolução determina que o intervalo seja de 80 a 120% da 

concentração teórica do teste na determinação quantitativa do analito (no caso, 

flavonoides totais calculados como quercetina). Como os resultados demonstraram 

que o método é 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 concentração de flavonoides totais na solução final 

analisada. 

 

 

5.5.3 Precisão 

 

 

A precisão intradia foi determinada pela análise dos teores de flavonoides totais 

encontrados em seis determinações realizadas no mesmo lote do EICS. Os 

resultados obtidos encontram-se na Tabela 12, onde também estão discriminados o 

teor médio e o desvio padrão relativo (DPR). A resolução RE no 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 

precisão intradia adequada. 
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Tabela 12 - Teores de flavonoides totais em EICS expressos em quercetina obtidos na 

determinação da precisão intradia para o método espectrofotométrico no UV-VIS em 420 nm. 

Repetições Massa (g) Absorvância Teor (%) 

1 2,5005 0,557 0,089 

2 2,5006 0,536 0,086 

3 2,5009 0,542 0,087 

4 2,5018 0,535 0,086 

5 2,5010 0,548 0,088 

6 2,5016 0,529 0,085 

Padrão 0,0031 0,775 - 

Média 0,087 

DPR (%) 1,88 

 

 

A determinação da precisão interdias foi avaliada a partir da análise 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 o DPR encontrados estão descritos 

na Tabela 13. O valor de DPR obtido para a precisão interdias também foi inferior ao 

limite de aceitação da ANVISA (BRASIL, 2003), indicando que o método apresenta 

precisão 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, não se observando diferença entre as médias (p < 0,05).  
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Tabela 13 Teores de flavonoides totais em EICS expressos em quercetina obtidos na 

determinação de precisão interdias para o método espectrofotométrico no UV-VIS em 420 nm. 
Dia / Analista Amostra Teor (%) 

1 

1 0,089 

2 0,086 

3 0,087 

4 0,086 

5 0,088 

6 0,085 

2 

1 
0,082 

2 
0,083 

3 
0,084 

4 
0,095 

5 
0,089 

6 
0,096 

Teor médio (%) 0,088 

DPR (%) 4,96% 

 

 

5.5.4 Exatidão 

 

 

A exatidão do método foi avaliada pela adição de quantidades conhecidas da 

substância de referência (quercetina) às amostras de EICS, a fim de obter três níveis 

de concentração dentro da faixa de linearidade estabelecida, ou seja, concentração 

baixa (80% da concentração do teste), concentração média (100% da concentração 

do teste) e concentração alta (120% da concentração do teste). A partir desta adição 

as amostras foram tratadas como descrito no método (item 4.11.1) e foram 

realizados os cálculos de concentração teórica, concentração experimental e 

exatidão em cada nível, estimada como percentual de recuperação. 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 resolução RE no 899 (BRASIL, 2003) não determina limites para a exatidão. 

Assim, foram utilizados os critérios de aceitação para recuperação determinados no 

manual de validação da Association of Official Analytical Chemists (AOAC). Esse 

manual de validação estabelece limites de recuperação diferentes para 

concentrações diferentes de analito na amostra. Como a concentração de 

flavonoides totais em EICS foi de 0,088%, utilizou-se como critério de aceitação de 

recuperação a faixa de 90,0 a 108,0%, definida no manual para concentrações de 

analito de 0,1% (AOAC, 2002). 

 

Na Tabela 14 observa-se que os valores médios de recuperação obtidos para os 

três níveis de fortificação (80, 100 e 120 %, para os níveis 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 exatidão para determinação de flavonoides 

totais em EICS. 

 

Níveis de Concentração 

Padrão 
1 (80%) 2 (100%) 3 (120%) 

Amostras Amostras Amostras 

1a 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c 

Massa da 

amostra (g) 
1,2504 1,2508 1,2504 1,2509 1,2500 1,2501 1,2506 1,2503 1,2504 - 

Massa de 

padrão 

adicionado 

(mg) 

1,33 1,32 1,29 1,92 1,89 1,90 2,50 2,53 2,49 3,20 

Concentração 

teórica na 

solução de 

leitura 

(mg/mL) 

0,01167 0,01162 0,01147 0,01450 0,01435 0,01440 0,01728 0,01743 0,01723 - 

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

Concentração 

experimental 

na solução de 

leitura 

(mg/mL) 

0,01192 0,01237 0,01213 0,01474 0,01456 0,01439 0,01744 0,01773 0,01785 0,01536 

Recuperação 

(%) 
102,17 106,42 105,74 101,64 101,47 99,91 100,91 101,76 103,57 - 

Média da 

recuperação 

(%) 

104,78 101,01 102,08 - 

DPR (%) 2,18 0,94 1,33 - 
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5.5.5 Robustez 

 

 

Pequenas variações no método analítico foram realizadas para verificar se o método 

seria capaz de resistir às mesmas, ou seja, para verificar se o método era robusto a 

estas variações. As variações realizadas foram no tempo de leitura após a adição do 

reagente de complexação (25, 30 e 35 minutos), no comprimento de onda de leitura 

(418, 420 e 422 nm) e na concentração do reagente de complexação (soluções 

metanólicas de cloreto de alumínio 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 gráfico com os teores de 

flavonoides totais, expressos em quercetina, após as variações realizadas na 

metodologia. Não foi observada diferença entre os teores de flavonoides totais, após 

a análise de variância seguida pelo teste de Tukey. Estes resultados atestam que o 

método é robusto para as variações testadas. 
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Figura 34 Comparação entre os teores de flavonoides totais calculados como quercetina 

para EICS analisado nas condições nominais do método e em variações deliberadas do tempo 
de leitura, comprimento de onda e concentração da solução do reagente de complexação 
(média n=3). As médias seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente entre si pelo 
Teste de Tukey. 
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5.5.6 Limite de quantificação 

 

 

O limite de quantificação do método foi determinado pela equação descrita no item 

4.11.7, que emprega os parâmetros da curva analítica. Para o cálculo foram 

empregados o desvio padrão do intercepto com o eixo y e a inclinação da curva 

analítica. O limite de quantificação calculado foi de 0,00746 mg/mL. 

 

 

5.5.7 Limite de detecção 

 

 

O limite de detecção do método foi determinado pela equação descrita no item 

4.11.8, que emprega os parâmetros da curva analítica. Para o cálculo foram 

empregados o desvio padrão do intercepto com o eixo y e a inclinação da curva 

analítica. O limite de quantificação calculado foi de 0,00246 mg/mL. 

 

 

5.5.8 Quantificação de flavonoides totais em EECS e na fração EtOAc:MeOH 

(1:1) 

 

 

Considerando que o método de quantificação proposto foi validado obtendo-se 

linearidade, seletividade, precisão, exatidão e robustez adequados, procedeu-se à 

quantificação de flavonoides totais calculados como quercetina em EECS e na 

fração EtOAc:MeOH (1:1). A tomada de amostra foi definida a partir do rendimento 

obtido para a fração e pelo percentual de extrativo determinado para EICS. A 

tomada de amostra também levou em conta a faixa de concentração 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 

fração EtOAc:MeOH (1:1) 

Material 
analisado 

Análise 
Teores 
(%m/m) 

Média 
DPR 
(%) 

EECS 

1 0,788 

0,795 0,75 2 0,799 

3 0,798 

Fração 
EtOAc:MeOH 

1 0,918 

0,918 0,56 2 0,923 

3 0,913 

   

 

5.6 Avaliação da atividade anti-inflamatória de EECS, frações e FLAV1 

 

 

No presente trabalho, EECS, as frações derivadas deste e a substância isolada 

FLAV1 tiveram sua potencial atividade anti-inflamatória avaliada em modelo de 

edema de pata de camundongos induzido por carragenina. 

 

EECS apresentou atividade anti-inflamatória na quinta hora após administração do 

estímulo inflamatório, nas doses de 100 e de 1000 mg/Kg, com porcentagens de 

inibição do edema de 42,3% e 39,6%, respectivamente (Figura 35). Como os 

resultados iniciais indicaram uma tendência no aumento da atividade no decorrer do 

tempo, avaliou-se EECS em um segundo protocolo experimental por um período de 

24 horas. Neste experimento observamos atividade anti-inflamatória na quinta hora 

após o estímulo inflamatório, nas três doses testadas (10, 100 e 1000 mg/Kg), com 

porcentagens de inibição de 30,4%, 21,6% e 27,2%, respectivamente. Observamos 

um aumento na atividade até a sétima hora que mostrou porcentagens de inibição 

de 44,3%, 25,2% e 36,5% para as doses de 10, 100 e 1000 mg/Kg, 

respectivamente. A partir da sétima hora as porcentagens de inibição diminuiram, 

não se observando atividade antiedematogênica para EECS nove horas após o 

estímulo inflamatório, em nenhuma das doses ensaiadas, enquanto o efeito da 

dexametasona, empregada como controle positivo, foi observado até 12 horas após 

o estímulo.   
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Figura 35 Efeito de EECS sobre o edema de pata induzido pela carragenina em 

camundongos. As barras representam a variação média dos volumes das patas ± erro padrão 
(n=6). * Indicam diferenças significativas em relação ao grupo tratado com veículo (ρ < 0,05).  

 
 

O modelo de edema de pata induzido por carragenina envolve a liberação de 

mediadores químicos na fase inicial (histamina e serotonina) e a produção de 

prostaglandinas e proteases na fase tardia (CRUNKHON & MEACOCK, 1971). 

Ativação local de neutrófilos (BOUGHTON-SMITH et al., 1993) e produção de NO 

(POSADAS et al., 2004) também ocorrem na segunda fase do processo inflamatório 

produzido neste modelo. O fato de EECS apresentar atividade antiedematogênica 

significativa 5 horas após o estímulo inflamatório sugere que os constituintes de 

EECS são capazes de inibir a segunda fase do processo inflamatório. 
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EECS foi submetido a fracionamento preliminar em coluna de sílica gel (item 4.6, 

pág. 60) e as frações 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 frações Hex e EtOAc:MeOH (1:1) apresentaram atividade 

antiedematogênica significativa em relação ao grupo controle,  na quinta hora após o 

estímulo inflamatório, com 53,4% de inibição para a fração Hex na dose 500 mg/Kg 

e inibições de 39,0%, 31,2% e 41,6% para a fração EtOAc:MeOH (1:1) nas doses 5, 

50 e 500 mg/Kg, respectivamente.  
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Figura 36 Efeito das frações Hex e Hex:DCM sobre o edema de pata induzido pela 

carragenina em camundongos. As barras representam a variação média dos volumes das 
patas ± erro padrão (n=6). * Indicam diferença significativa em relação ao grupo tratado com 
veículo (ρ < 0,05). 
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Figura 37 Efeito das frações DCM, DCM:EtOAc e EtOAc sobre o edema de pata induzido pela 

carragenina em camundongos. As barras representam a variação média dos volumes das 
patas ± erro padrão (n=6). * Indicam diferença significativa em relação ao grupo tratado com 
veículo (ρ < 0,05). 
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Figura 38 Efeito das frações EtOAc:MeOH e MeOH sobre o edema de pata induzido pela 

carragenina em camundongos. As barras representam a variação média dos volumes das 
patas ± erro padrão (n=6). * Indicam diferença significativa em relação ao grupo tratado com 
veículo (ρ < 0,05). 

 

A Figura 39 apresenta os resultados de atividade antiedematogênica obtidos para 

FLAV1. FLAV1 induziu uma resposta anti-inflamatória estatisticamente significativa 

em relação ao grupo controle a partir da terceira hora da administração do estímulo 

inflamatório, nas doses de 1,0 e 2,0 mg/Kg. As porcentagens de inibição 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 inibição de dexametasona de 

86,2% na dose utilizada (1,0 mg/Kg). Este resultado sugere uma significativa 

atividade anti-inflamatória para FLAV1 e abre perspectivas de estudos posteriores 

com este flavonoide, a fim de caracterizar sua ação farmacológica. 
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Figura 39 Efeito do FLAV1 sobre o edema de pata induzido pela carragenina em 

camundongos. As barras representam a variação média dos volumes das patas ± erro padrão 
(n=6). * Indicam diferença significativa em relação ao grupo tratado com veículo (ρ < 0,05). 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

O extrato etanólico de folhas de Costus spiralis (Jacq.) Roscoe apresentou atividade 

anti-inflamatória em ensaio in vivo de inibição de edema de pata em camundongos, 

confirmando o uso tradicional da espécie evidenciando a eficiência da estratégia 

etnofarmacológica. 

 

O fracionamento do extrato forneceu sete frações, as quais também foram testadas 

quanto à capacidade antiedematogênica no modelo de edema de pata. As frações 

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

 

A fração EtOAc:MeOH (1:1) foi refracionada e isolou-se a substância majoritária 

FLAV1, uma flavona cuja estrutura, baseada nos dados espectroscópicos 

disponíveis, é compatível com quatro flavonas isoméricas: escafosídeo, 

isoescafosídeo, neoescafosideo e neoisoescafosideo.  

 

FLAV1 apresentou atividade anti-inflamatória no modelo de edema de pata em 

camundongos nas doses 1,0 e 2,0 mg/Kg, indicando sua contribuição para a 

atividade anti-edematogênica da espécie e pode ser utilizada como marcador 

químico. 

 

O método de quantificação de flavonoides totais calculados como quercetina 

apresentou seletividade, linearidade, precisão, exatidão e robustez adequados para 

quantificação de extratos etanólicos de Costus spiralis. Desta forma, o método de 

quantificação dos flavonoides totais no extrato poderá ser utilizado como parâmetro 

de qualidade e indicativo do potencial anti-inflamatório, uma vez que os flavonoides 

estão relacionados com a atividade da espécie. 
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