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RESUMO

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. (Zingiberaceae), Solidago
chilensis Meyen (Asteraceae) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) sdo conhecidas
popularmente como coldnia, erva-lanceta e pitangueira, sendo utilizadas na
medicina tradicional para o tratamento de diversas enfermidades. Este trabalho
teve por finalidade, realizar para estas espécies medicinais, analises de
controle de qualidade, pesquisa fitoquimica e avaliacdo de atividades
bioldgicas in vitro e in vivo. Como resultados, observaram-se caracteristicas
morfoanatdmicas para as amostras vegetais e para 0 material vegetal
desidratado e extratos fluidos hidroalcodlicos foram realizados testes fisico-
quimicos de controle de qualidade. Na pesquisa fitoquimica, por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel identificar e quantificar a
rutina em A. zerumbet, a quercetrina em S. chilensis e a quercetina em E.
uniflora. Obteve-se o0 isolamento quimico de di-hidro-5,6-de-hidrocavaina
(DDK), 5,6-de-hidrocavaina (DK) e 3,4’,5,7-tetrahidroxiflavona (canferol) em A.
zerumbet e de quercetina-3-O-a-L-ramnosideo (quercetrina) em S. chilensis.
Os resultados mais significativos nos testes antimicrobianos foram observados
para os extratos de S. chilensis frente a micro-organismos Gram positivos,
Gram negativos e fungos. Na avaliagdo da atividade hipolipidémica para os
ratos alimentados com dieta hipercal6rica e tratados com extratos fluidos de S.
chilensis (150, 300 e 600 mg/kg), quercetrina (10 mg/kg), A. zerumbet (300
mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) observaram-se reducdo nas taxas de colesterol
total (-19,9, -27,5, -31,0, -39,4, -39,7 e -34,2%), LDL-colesterol (-36,0, -37,5, -
43,3, -59,4, -55,4 e -44,2%) e triacilglicerideos (-23,5, -29,8, -27,2, -32,5 e -
32,4%, respectivamente). Os mecanismos de agdo propostos para justificar
estes efeitos bioldgicos foram a inibicdo da atividade da enzima HMGCoA
redutase e a diminuicdo da reabsor¢cdo ou aumento da excrecao colesterol via
fezes. Na quantificacdo de marcadores para aterosclerose, as substancias
testadas reduziram os valores das interleucinas (IL-1 e IL-6), do fator de
necrose tumoral (TNFa), do interferon gama (INFy), da proteina C reativa
(PCR) e da LDL-oxidada. Também se verificou a elevacédo dos valores de IL-10
e anti LDL-oxidada. Os resultados obtidos apontam para protecdo biolégica
realizada pelos compostos polifendlicos frente aos processos hipolipidémico e
de aterosclerose. Os extratos de A. zerumbet (200, 400 e 800 mg/kg)
demonstraram efeitos ansiolitico e antidepressivo nos testes de atividade
exploratdria (campo aberto), caixa claro-escuro e teste de suspensao de cauda
comparados com 0s grupos controle, diazepan e imipramina. O mecanismo de
acdo envolvido ndo esta definido, mas parece envolver a atividade das
cavapironas sobre os receptores GABA e monoaminérgicos. Os resultados
deste trabalho s&o considerados importantes para a pesquisa de plantas
medicinais e contribuem para a prospecc¢ao de novos medicamentos.

Palavras-chave: atividade hipolipidémica, flavonoides, de-hidrocavaina,
quercetrina, LDL-colesterol.



ABSTRACT

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L Burtt & R.M Sm. (Zingiberaceae), Solidago
chilensis Meyen (Asteraceae) and Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) are popularly
known as “colbénia”, “pitangueira” and “erva-lanceta” and are widely used in
traditional medicine to treat various diseases. This work aims to analyze the
control of quality, to perform a phytochemical research, and also to evaluate the
biological activity in vitro and in vivo for both species. The results showed
morphoanatomic characteristics observed for the samples and dehydrated
material and hydroalcoholic extracts fluid tests were physico-chemical quality
control. Phytochemical researches by high performance liquid chromatography
identified and quantified rutin in A. zerumbet, quercetrin in S. chilensis and
quercetin in E. uniflora. We also chemically isolated diidro-5,6-dehydrokavain
(DDK), 5,6-dehydrokavain (DK) and 3,4',5,7-tetrahydroxyflavone (kaempferol) in
A. zerumbet and quercetin-3-O-a-L-rhamnoside (quercetrin) in S. chilensis. The
most statistically significant results in antimicrobial tests were observed for
antimicrobial extracts of S. chilensis against the Gram positive and Gram
negative microorganisms and fungi. Hypolipidemic activity for rats fed high
calorie diet and treated with fluid extracts of S. chilensis (150, 300 and 600
mg/kg), quercetrin (10 mg/kg), A. zerumbet (300 mg/kg) and simvastatin (4
mg/kg) demonstrated a significant reduction in total cholesterol (-19.9, -27.5, -
31.0, -39.4, and -39.7 and -34.2%), LDL-cholesterol (-36.0, -37.5, -43.3, -59.4, -
55.4 and -44.2%) and triacylglycerols (-23.5, -29.8, -27.2, -32.5 and -32.4%,
respectively). The mechanisms of action proposed to justify these biological
effects were the inhibition on HMGCoA reductase activity and decreased
reabsorption or increased cholesterol excretion through the feces. In the
quantification of markers for atherosclerosis, the substances tested reduced the
values of interleukins (IL-1 and IL-6), tumor necrosis factor (TNFa), interferon-
gamma (INFy), C-reactive protein (CRP) and oxidized LDL. Besides, an
increase in the amounts of IL-10 and anti-oxidized LDL were also detected. The
results suggest that polyphenolic compounds may exert biological protection
against hypolipidemic processes and atherosclerosis. The extracts of A.
zerumbet (200, 400 and 800 mg/kg) showed anxiolytic and antidepressant
effects in the open field, light-dark box and tail suspension test compared with
the control group, diazepam and imipramine. The mechanism of action is not
clearly defined, but appears to involve the activity of kawapirones on GABA and
monoamine receptors. In conclusion, the data of this study are important for the
research of medicinal plants and also to contribute for prospecting new potential
drugs.

Keywords: hypolipidemic activity, flavonoids, dehydrokavain, quercetrin, LDL-

cholesterol.
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1 INTRODUCAO

A utilizacdo das plantas medicinais como fonte de medicamentos para o
tratamento de enfermidades remonta a idade antiga (Hostettmann et al., 2008).
Certamente a terapéutica moderna, composta por um grande numero de
produtos medicamentosos com agdes especificas sobre receptores, enzimas e
canais iénicos, nao teria atingido o grau de desenvolvimento atual se nao fosse
o auxilio dos produtos naturais, notadamente aqueles derivados de plantas
superiores. S&o inumeros os exemplos de farmacos que foram desenvolvidos
direta ou indiretamente a partir de moléculas bioativas, incluindo entre outros a
morfina, pilocarpina, atropina e escopolamina (Calixto, 2001; Viegas & Bolzani,
2006; Nicolaou et al., 2009).

Na atualidade, o mercado de produtos fitoterapicos apresenta um
notavel crescimento e muitos fatores tém contribuido para o aumento da
pesquisa na obtencédo de novos medicamentos dentre eles, o desenvolvimento
de métodos analiticos de alta tecnologia, que possibilitam estabelecer perfis
quimicos e isolar componentes de extratos e a suplementacdo de ensaios
farmacoldgicos e toxicoldgicos in vitro e in vivo (Wagner, 2007; Barnes et al.,
2012).

Nesse contexto, o governo federal aprovou a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) e a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF). Essas iniciativas objetivam
resgatar o saber popular, valorizar a biodiversidade e propor uma terapéutica
complementar no Sistema Unico de Saude (SUS) (Santos et al., 2011).

No entanto, a garantia do uso seguro e eficaz de fitomedicamentos pelo
SUS envolve inUmeras etapas tecnologicas indispensaveis para alcancar um
padrao de qualidade necessario para uma formulacdo medicamentosa. Entre
elas, se destacam as analises fitoquimicas, de controle de qualidade, bem
como ensaios pré-clinicos e clinicos (Moreira et al., 2010).

Esses dados justificam o fato de que apesar dos recentes avangos nas
politicas publicas e dos marcos regulatorios na area de plantas medicinais e
fitoterapicos somados aos esfor¢cos do trabalho desenvolvido por diversos
grupos de pesquisa que atuam nas diferentes areas do conhecimento, o
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desenvolvimento de extratos e medicamentos oriundos de plantas brasileiras
continua em ritmo extremamente lento (Guilhermino et al., 2010).

Com o intuito de impulsionar pesquisas nesse setor, a Anvisa (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) publicou a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS), que contém 71 espécies cujos
estudos quimicos e biologicos devem ser estimulados (Panizza, 2010). Nessa
relacdo constam, Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm., Solidago
chilensis Meyen e Eugenia uniflora L. plantas com ampla distribuicdo em nosso
pais e utilizadas na medicina popular para o tratamento de diversas patologias
(Lorenzi & Matos, 2002).

Desta forma, este trabalho visou o desenvolvimento de parametros de
qualidade para as matérias-primas vegetais e extratos bem como, a
investigacgédo fitoquimica e avaliacao de efeitos bioldgicos in vitro e in vivo de A.

zerumbet, S. chilensis e E. uniflora.

1.1 Objetivos
1.1.1 Geral

Realizar estudos farmacognésticos para A. zerumbet, S. chilensis e E.
uniflora, colaborando dessa maneira para a pesquisa de plantas medicinais e a

ciéncia dos produtos naturais.

1.1.2 Especificos

- Realizar coleta dos materiais vegetais em diferentes locais e datas, estudar a
morfoanatomia e estabelecer parametros de controle de qualidade para o
material desidratado e os extratos obtidos;

- ldentificar, quantificar e isolar os principais constituintes quimicos das
espécies medicinais por meio de métodos espectrofotométricos, cromatografia
liquida de alta eficiéncia e cromatografia liquida em coluna;

- Avaliar as atividades dos extratos fluidos nos modelos biol6gicos antioxidante,
antimicrobiano, hipolipidémico, antiaterogénico, ansiolitico e antidepressivo.

- Propor mecanismos de acédo para os efeitos biolégicos alcancados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Plantas medicinais como fonte de substancias bioativas

Desde a era primitiva, 0 homem busca na natureza recursos que
melhorem sua condicdo de vida. Assim, a utilizacdo de plantas medicinais faz
parte da histéria da humanidade, tendo grande importancia tanto no que se
refere aos aspectos medicinais, como culturais (Rezende & Cocco, 2002;
Alonso, 2006; Cravotto et al., 2010).

Na idade antiga, percebe-se a utilizacdo de plantas bioativas na
medicina ayurvédica e tradicional chinesa. No mundo ocidental, os gregos
representados por Hipécrates (460-377 a.C), Aristoteles (384-322 a.C),
Teofrasto (372-286 a.C), Dioscérides (90-40 a.C) e Galeno (129-200 d.C)
contribuiram significativamente para o arsenal de conhecimentos sobre as
propriedades das plantas medicinais e o pensamento no campo da saude.
Dioscoérides, o primeiro meédico-botanico, € também considerado o pai da
Farmacognosia (ciéncia que estuda os produtos naturais biologicamente ativos)
(Leite, 2009).

O estudo das plantas medicinais, como em outras areas do
conhecimento, teve uma grande estagnacdo na Idade Média (séculos V a XlIV),
gue entre outros fatores pode ser justificada pelas inUmeras guerras ocorridas,
entre as quais a queda do império romano e o fortalecimento da igreja catdlica.
Desse modo, muitas literaturas perderam-se e as ciéncias ficaram restritas a
alguns mosteiros da Europa. Nessa época pode-se destacar a contribuicao dos
alquimistas e Avicena (980-1037) (Lorenzi & Matos, 2002).

No renascimento (séculos XV e XVI), ocorreu uma renovacdo do
interesse pela cultura classica, num movimento crescente que foi das letras e
das artes a ciéncia e a tecnologia. Nesse periodo, surgem também as ideias
inovadoras de Paracelso (1493-1541 d.C), que mistura moléculas orgéanicas e
inorganicas (ferro, antimbnio, mercuario) para o tratamento de patologias
(Almeida, 1993; Rezende & Cocco, 2002).

No século XVIII com o desenvolvimento das primeiras técnicas
fitoquimicas de isolamento, varias plantas utilizadas até entdo de forma bruta
foram alvos de pesquisa visando a obtengcdo de substéncias puras. Essa

mudanca de enfoque, passando a se atentar menos para as plantas e os
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extratos brutos e mais para seus constituintes quimicos, influenciou

diretamente a histdria da cura nos anos subsequentes (Leite, 2009).

2.2 A importancia dos produtos naturais na obtencéo de novos medicamentos

Para Yunes & Calixto (2001) é possivel estabelecer algumas hipoteses
sobre o motivo pelo qual os produtos naturais continuam sendo uma fonte de
protoétipos e de possiveis farmacos e medicamentos:

- Grande parte de importantes farmacos é oriunda de produtos naturais
ou foram obtidos considerando um produto natural como protoétipo;

- Para a maioria dos farmacos desenvolvidos por via sintética existem
produtos naturais com o0 mesmo modo de ac¢éo ja identificados;

- Existem muitos alvos moleculares relacionados a problemas
patolégicos, para os quais 0s produtos naturais podem ser considerados
prototipos, possuindo um bom efeito, ainda que ndo tenham sido desenvolvidos
os farmacos correspondentes;

- A quase infinita diversidade de estruturas que podem ser
determinadas, uma vez que a natureza € prédiga em fornecer moléculas de
complexidade estruturais dificilmente imaginadas ou elaboradas por meio de
sintese;

- O sinergismo, importante efeito observado nos extratos de plantas
medicinais, pode ser um modelo aplicado a quimica medicinal moderna.

Hostettmann et al. (2008) e Nicolaou et al. (2009) destacam que na
atualidade apesar do incrivel desenvolvimento na sintese de farmacos e da
fermentacdo microbiana, os farmacos obtidos de plantas continuam em posicao
de destaque. Conforme Newman et al. (2003) e Cragg & Newman (2013), é
surpreendente notar que o0s produtos naturais estdo implicados no

desenvolvimento de 52% de todos os novos medicamentos (Figura 1).
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Figura 1. Fontes de novos farmacos. B = bioldgico (peptidio, proteinas obtidas
por biotecnologia); N = produto natural; ND = derivado de produto natural; S =
farmaco de sintese total; S* = sintese total porém, com farmacdéforo de um

produto natural; NM = imitador de produto natural; V = vacina.
Fonte: adaptado de Cragg & Newman (2013).

Percebe-se a partir desse panorama que o desenvolvimento de novos
produtos medicamentosos, oriundos de moléculas naturais, € uma atividade de
carater multidisciplinar, envolvendo setores da academia, de parcerias publico-
privadas, como também de industrias farmacéuticas nacionais e internacionais
(Leite, 2009; Cordell & Colvard, 2012).

Do ponto de vista tecnolégico, a busca de novos farmacos a base de
plantas € um processo interativo de descoberta de protétipos moleculares
obtidos do fracionamento biomonitorado, seguido de melhoramento dos
protétipos e pelo planejamento e sintese de analogos objetivando incrementar
as atividades farmacoldgicas, diminuindo a toxicidade (Barreiro, 2000; Bolzani
et al., 2012).

Outra possibilidade sdo as pesquisas direcionadas com 0 objetivo de
avaliar a eficacia terapéutica e a seguranca de plantas medicinais de uso
tradicional que, quando validadas, podem vir a constituir os medicamentos

fitoterapicos (Calixto, 2000) (Fluxograma 1).



29

Selecéo e coleta de
espécies medicinais

ll

[ Extratos vegetais

l

Ensaios Ensaios
biol6gicos biol6gicos
Farmacologia Fracionamento e
e toxicologia biomonitoramento
l dos extratos ativos
Planta ( .
validada Supstqnmas
l L bioativas
Ensaios [ Fitofarmaco ]
clinicos /\
. Prototipo ] Matéria-prima para
Mgdlca[n_ento [ { farmacos semissintéticos
fitoterapico l l
Farmaco [ Farmacos semissintéticos ]
sintético

Fluxograma 1. Pesquisa farmacéutica para obtencdo novos farmacos.
Fonte: adaptado de Calixto (2000).

Nesse contexto, € notoério o interesse das indUstrias farmacéuticas pelo
uso da biodiversidade como fonte de novos medicamentos. Como exemplo,
dezessete das maiores industrias farmacéuticas do mundo possuem
programas na area de produtos naturais e quatorze comercializam

medicamentos desenvolvidos a partir de moléculas bioativas. A maioria dessas
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empresas utilizam os conhecimentos etnofarmacoldgicos e faturam bilhdes de
dolares/ano, gerando também milhares de empregos (Carvalho et al., 2008).
No Brasil o crescimento do mercado de fitoterapicos esta em torno de
15% ao ano contra 4% dos medicamentos sintéticos e, em meados de 2008,
estavam registrados na ANVISA 512 produtos que movimentam cerca de 400

milhdes de reais anuais (Carvalho et al., 2008).

2.3 Fitoterapia no Sistema Unico de Salde

O governo federal aprovou a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos, por meio do Decreto Presidencial n°. 5.813, em 22 de junho de
2006, constituindo-se, como parte essencial das politicas publicas de saude,
meio ambiente, desenvolvimento econdmico e social e como um dos elementos
fundamentais de transversalidade na implementacdo de acdes capazes de
promover melhorias na qualidade de vida da populacdo brasileira (Brasil,
2007).

Dentre as justificativas para essas a¢fes destacam-se a ampliacdo das
opcOes terapéuticas e a melhoria a atencdo a saude dos usudrios do Sistema
Unico de Saude (SUS). Também deve-se enfatizar, a pressdo social estimulada
pelas informagdes benéficas das variedades medicinais no combate as varias
doencas, realizada por organizacées ndo governamentais (ONG), Pastorais da

Saude, Cooperativas e Sindicatos (Brasil, 2006).

Assim sendo, varias prefeituras em todas as regides do Brasil
implantaram programas de fitoterapia objetivando, dentre tantas acdes, a
diminuicdo de custos na compra de medicamentos, aliar o uso de plantas
medicinais a praticas terapéuticas e de prevencdo em saude (saude
preventiva), bem como, buscar a valorizacdo da cidadania pelo saber popular
(Brasil, 2007).

No contexto historico das recomendacdes e resolugbes de entidades
internacionais na area da saude, destaca-se a resolugdo 3.049 da Assembleia
Mundial de Saude, que recomenda para os paises membros a utilizagdo de
plantas medicinais em seus sistemas tradicionais de medicina (Rossato &
Krtger, 2005).

Outro avango ocorreu com as diretrizes obtidas na Confederagao
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Internacional de Cuidados Primarios &4 Saude (OMS/UNICEF) — Alma Ata,
realizada na antiga Unido Soviética em 1978. Nesse documento, houve um
grande incentivo a utilizacdo de plantas medicinais nos sistemas de saude de

paises em desenvolvimento (Rossato & Krlger, 2005).

Acompanhando essa tendéncia, o Brasil criou em 1982 o Programa de
Plantas Medicinais da Central de Medicamentos (CEME), que dentre outros
objetivos previa o desenvolvimento de uma terapéutica alternativa e
complementar com embasamento cientifico. Também pretendia a elaboracao
de medicamentos originados a partir do valor farmacologico das preparacfes

de uso popular & base de plantas medicinais (Brasil, 2006).

Sua estratégia de acdo consistia em submeter as preparagbes de
espécies vegetais, tais quais sdo utilizadas pela populacdo, a uma completa
bateria de testes farmacolégicos, toxicoldgicos, pré-clinicos, clinicos, buscando
a confirmacdo, ou nado, da propriedade terapéutica que lhes era atribuida
(Brasil, 2006).

Destaca-se ainda, com relacdo aos aspectos histéricos em politicas
publicas com plantas medicinais, a 10® Conferéncia Nacional de Saude,
ocorrida em 1998, na cidade de Brasilia (DF). No relatério final constam as
seguintes deliberacdes: incorporar no SUS em todo pais praticas de saude
como a Fitoterapia, Acupuntura e Homeopatia, contemplando as terapias
alternativas e praticas populares; O Ministério da Saude (MS) deve incentivar a
Fitoterapia e a Homeopatia na Assisténcia Farmacéutica Publica, e elaborar
normas para sua utilizacdo, amplamente discutidas com trabalhadores em
saude e os especialistas, nas cidades onde existir maior participagdo popular,
com gestores mais empenhados com a questdo da cidadania e dos

movimentos populares (Rossato & Krtiger, 2005).

Em 2001 foi divulgado pelo Secretario de Politicas de Saude, Claudio
Duarte da Fonseca (MS), uma “Proposta de Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Medicamentos Fitoterapicos”. Nesse instrumento, o poder publico
federal estabelece diretrizes para utilizagdo, pesquisa e implementacdo de
fitoterapicos no SUS, destacando ainda que cabera aos gestores municipais,
entre outros compromissos, estabelecer parcerias com instituicbes de pesquisa

e sociedade organizada com a finalidade da validar e acompanhar o uso clinico
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de medicamentos fitoterapicos dentro da rede do SUS, como também
coordenar e executar a assisténcia farmacéutica com plantas medicinais e

medicamentos fitoterapicos no seu ambito (Brasil, 2007).

Como resultados dessa iniciativa, foram publicadas pelo governo federal
em maio de 2006, a Portaria 971 e a Resolucédo 5.813 que aprovam a Politica
Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC), bem como a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF). Esses
instrumentos legais sdo elementares para manutencdo e criacdo de inumeros
programas de fitoterapia nas redes basicas de saude do Brasil inteiro (Marques
et al., 2007).

Para embasar ainda mais as acfes de fitoterapia nas politicas publicas
de saude, a Anvisa lancou em fevereiro de 2009 a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) que contempla 71 espécies
medicinais. Dessa maneira, espera-se que a utilizacdo dessas plantas bioativas
seja realizada de maneira mais racional e padronizada (Brasil, 2009).

Na lista de plantas medicinais da RENISUS, h& vérias nativas de nosso
pais e outras aclimatadas como, a Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M.
Sm. (Zingiberaceae), Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) e a Eugenia

uniflora L. (Myrtaceae).

2.4 Aspectos gerais de Alpinia zerumbet

A espécie A. zerumbet é originaria do leste asiatico, sendo muito
abundante na China e ilhas do continente (Almeida, 1993).

Esse vegetal é classificado segundo a nomenclatura cientifica
(Albuquerque, 2004) em:

Classe: Equisetopsida C. Agardh.

Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.

Superordem: Lilianae Takht.

Ordem: Zingiberales Griseb.

Familia: Zingiberaceae Martinov

Género: Alpinia Roxb.

Espécie: A. zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.
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Zingiberaceae é a maior familia da ordem Zingiberales, constituida de 53
géneros e mais de 1.200 espécies nativas de regifes tropicais, especialmente
do sul e sudeste da Asia expandindo-se através da Africa tropical até a
América do Sul e Central. Suas espécies, principalmente da floresta primaria,
crescem em locais sombreados, ricos em humus (Albuguerque et al., 2004).

Entre as sinonimias cientificas, destacam-se Alpinia speciosa (J.C.
Wendl.) K. Schum.; Zerumbet speciosum J.C. Wendl.; Languas speciosa (J.C.
Wendl.) Small e Costus zerumbet Pers. (Lorenzi & Matos, 2002).

Em outros paises é conhecida popularmente como flor del paraiso,
paraiso, ilusion (Venezuela); boca de dragén (Republica Dominicana), shell
ginger, shell flower, ginger lily (em paises de lingua inglesa) (Almeida, 1993).

No Brasil essa espécie é conhecida popularmente na regido Nordeste
como falso-cardamomo, pacova e colénia. No Rio de Janeiro é chamada de
gengibre-concha e jardineiro. No Para recebe o nome de louro-de-baiano,
alpinia, falsa-noz-moscada e vindiva (Lorenzi & Matos, 2002).

Apresenta-se como herbacea, perene, rizomatosa com caule aéreo curto
gue pode alcancar até 3 m de altura (Figura 2 A). As flores sdo campanuladas,
coloridas de réseo, marrom e branco, dispostas em belas inflorescéncias
semipendentes (Figura 2 B). Suas folhas sé&o lisas, aromaticas de consisténcia
coriacea, com coloracdo verde escura na face ventral e verde clara na face
dorsal e quando desidratadas, apresentam coloracdo amarelo-acastanhada
(Figura 3). (Lorenzi & Matos, 2002, Albuquerque & Neves 2004; Correa et al.,
2010).

Krieck et al. (2008) e Barcelos et al. (2010) relataram que essa espécie
pode ter chegado ao Brasil por acaso, vindo 0s seus rizomas misturados a
areia que servia como lastro as caravelas portuguesas que voltavam das
indias, ou proposital, j& que a mesma foi trazida ao Jardim Boténico do Rio de
Janeiro para presentear a Princesa Isabel apos a abolicdo da escravatura.

Conforme levantamentos etnofarmacoldgicos, folhas, flores e rizomas
sao utilizados para fins medicinais no tratamento da hipertenséo, no combate a
males cardiacos, nos reumatismos, nos disturbios gastricos, na ansiedade, na
inflamac&o e Uteis no tratamento anti-histeria. (Almeida, 1993; Lorenzi & Matos,
2002).
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Figura 2. Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae): A.
Aspectos gerais no habitat; B. Inflorescéncia.

Figura 3. Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae):
caracteristicas do material vegetal desidratado.

2.4.1 Constituintes quimicos

Mpalantinos et al. (1998) isolaram das folhas de A. zerumbet rutina (1),
canferol-3-O-rutinosideo (2), canferol-3-O-glucoronideo (3), catequina (4),
epicatequina (5), di-hidro-5,6-de-hidrocavaina (DDK) (6) e 5,6-de-hidrocavaina
(DK) (7).
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Zoghbi et al. (1999) identificaram o terpeno-4-ol dentre os principais
componentes do Oleo essencial das folhas e flores de A. speciosa. Nas folhas
além do terpeno-4-ol, que corresponde a 22,7% dos compostos, ha presenca
do limoneno (25,1%) e do terpineno (17,4%). Para as flores os terpenos

majoritarios identificados foram o 1,8-cineol (23,1%) e sabineno (14,5%).
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Elzaawely et al. (2007) descreveram que a A. zerumbet possui nas
folhas aproximadamente 1% de Oleo essencial com diferentes componentes
(mono e sesquiterpenos), sendo abundantes o terpeno-4-ol, 1,8-cineol e metil-
eugenol. Cardamonina (8) e alpinetina (9) foram detectadas nas sementes.
Nestas os autores identificaram como constituintes volateis mais abundantes o
a-cadinol, T-murolol, o-terpineol, d-cadineno, terpinen-4-ol e DK. No Oleo
essencial das flores, 1,8-cineol (10), canfora, metil-cinamato e borneol se
destacaram como as substancias em maior quantidade. O extrato hexanico
dessa parte do vegetal apresentou ainda, DDK. O extrato acetato de etila das
flores e sementes revelaram por CLAE &cido p-hidroxibenzoico, &cidos feralico
e siringico.

Das sementes de A. zerumbet extraidas por Soxhlet utilizando metanol
como solvente, foram isolados por Xu et al. (1996) os diterpenos zerumina A e
zerumina B, juntamente com a coronarina E. Murakami et al. (2009)
descreveram que 0s monoterpenos estdo presentes em 95% do 6leo essencial
e 0 p-cimeno é o composto majoritario seguido pelo 1,8-cineol e o terpeno-4-ol
(11). Os sesquiterpenos estdo presentes no 6leo em pequenas quantidades

representados por o e B cariofilenos.

CHj
HO 0 HO O

OH O OCH,0
8 9

OH
11

10



37

2.4.2 Atividades farmacoldgicas

O efeito antinociceptivo do 6leo essencial de A. zerumbet foi avaliado em
camundongos pelos métodos de chapa aquecida, inducdo com acido acético e
formalina. Observou-se efeito dose-dependente somente em elevadas
concentragbes e 0 mecanismo de acdo proposto parece envolver a
participacdo de receptores opioides (Aradjo-Pinho et al., 2005).

A atividade antioxidante utilizando o 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)
foi aplicada para o 6leo essencial das flores e sementes da planta (Elzaawely
et al., 2007) e a atividade bioldgica foi relacionada ao contelldo de compostos
fendlicos (&cido ferdlico, siringico, p-hidroxibenzoico) presentes na fracao
acetato de etila.

Jantan et al. (2008) observaram para alpinetina e cardamonina
presentes no extrato metandlico dos frutos de Alpinia mutica Roxb., espécie
que possui substancias quimicas semelhantes a A. zerumbet, atividade de
inibicdo de agregacdo plaquetéaria in vitro, utilizando aspirina como controle
positivo.

Em estudo clinico realizado por Laranja et al. (1992) com o cha das
folnas de A. zerumbet obtido por decoccgéo, foi observado pequena diurese
com efeito hipotensor sem afetar as func¢des renais.

Mpalantinos et al. (1998) descreveram que as atividades hipotensoras
do extrato aquoso dessa planta ndo podem ser atribuidas as acoes
autondmicas periféricas, mas parecem estar relacionadas aos antagonistas da
atividade transmembrana para fluxos de célcio e relataram que os flavonoides
podem ser 0s responsaveis por esse efeito biolégico.

Lahlou et al. (2002) contribuiram para o conhecimento do mecanismo de
acao hipotensora de A. zerumbet ao administrar via intravenosa em ratos, o
Oleo essencial da planta e terpeno-4-ol (constituinte do 6leo essencial). Os
autores concluiram que o Oleo essencial e terpeno-4-ol promoveram
significativa hipotensdo em ratos anestesiados ou conscientes e que esse
efeito pode estar relacionado a uma acéo vasorrelaxante direta, independente
das atividades do sistema nervoso simpatico. Lahlou et al. (2003) também
analisaram as respostas hipotensivas do 6leo essencial e terpeno-4-ol em ratos
com hipertensdo induzida por sal de deoxicorticosterona (DOCA-sal). Os

resultados mostraram que o tratamento intravenoso com oOleo essencial de
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Alpinia ou com terpeno-4-ol dose dependente, diminuiram a pressdo sanguinea
nos ratos hipertensos. Moura et al. (2005) utilizando o0 mesmo modelo de
hipertensdo DOCA-sal, mas empregando como tratamento o0 extrato
hidroalcodlico de A. zerumbet, verificaram efeito anti-hipertensivo crénico.

O efeito vasorrelaxante para 6leo essencial de A. zerumbet e 1,8-cineol,
um dos componentes majoritarios do 6leo, foi observado em aorta de ratos com
endotélio intacto. O potente efeito vasorrelaxante parece estar relacionado ao
Oleo essencial e ndo somente ao 1,8-cineol. Essa atividade biol6gica depende
da integridade da fungéo vascular do endotélio e, segundo Pinto et al. (2009),
esses dados corroboram o uso popular da espécie medicinal para o tratamento
da hipertensao.

Lin et al. (2008) relataram a atividade hipolipidémica de extratos aquosos
e alcodlicos das sementes de A. zerumbet, e observaram um aumento da taxa
de HDL-colesterol. Os autores relacionaram esse efeito biolégico in vivo, ao
conteudo fendlico e de fibras presentes nas sementes.

Mendoncga et al. (1991) destacaram que as preparacdes aquosas de A.

zerumbet geralmente utilizadas na medicina popular séo praticamente atéxicas.

2.5 Aspectos gerais de Solidago chilensis

A origem do nome Solidago € do latim solidus = sélido e ago = fazer. Ou
seja, “fazer solido” uma expressao antiga equivalente a curar. Uma alusdo de
longa data ao uso medicinal desse género. JA o0 epiteto chilensis esta
relacionado ao pais Chile, onde o vegetal é facilmente encontrado (Kissmann &
Groth, 1999).

Essa planta é nativa do chamado Cone da América do Sul ocorrendo na
Argentina e Chile, Uruguai, Paraguai, Bolivia e Brasil, podendo ser encontrada
na maior parte do nosso pais, principalmente nas regides Sul e Sudeste
(Lorenzi & Matos, 2002).

Segundo a nhomenclatura botanica esse vegetal é classificado como:
Classe: Equisetopsida C. Agardh.

Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Asteranae Takht.

Ordem: Asterales Link.

Familia: Asteraceae Bercht. & J. Presl.
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Género: Solidago
Espécie: S. chilensis Meyen

A familia Asteraceae € a maior das familias botanicas, compreendendo
1535 géneros e aproximadamente 23.000 espécies. Segundo levantamentos
floristicos no Brasil, aproximadamente 10% das espécies vasculares estdo
classificados nela. Entre as sinonimias cientificas observa-se referéncia a
Solidago linearifolia DC.; Solidago linearifolia var. brachypoda Speg. e Solidago
microglossa var. linearifolia (DC.) Baker (Kissmann & Groth, 1999).

Essa planta é mais conhecida no Brasil pela sinonimia Solidago
microglossa, nome gque lhe foi atribuido por De Condole em 1836. Pelas regras
de nomenclatura botanica hoje estabelecidas, quando ocorrerem sinGnimos
emprega-se sempre o nome mais antigo em conformidade e, nesse caso,
Solidago chilensis foi nome dado ao vegetal por Meyen em 1834 e por isso € 0
nome valido. Ocorrem duas variedades de Solidago, a chilensis Meyen que se
apresenta como planta glabra (Figura 4 A) e a variedade megapotanica (DC.)
Cabrera, com ramos e folhas densamente pubescentes (Kissmann & Groth,
1999).

Vérias espécies de Solidago sdo encontradas em diferentes areas do
planeta, dentre as mais representativas destacam-se Solidago virgaurea L. na
Asia e Europa, Solidago canadensis L., Solidago odora Ait. e Solidago gigantea
L. na América do Norte (Kissmann & Groth, 1999).

Esse vegetal € conhecido popularmente nas diversas regides brasileiras
como arnica, arnica-brasileira, arnica-do-campo, arnica-silvestre, erva-de-
lagarto, erva-lanceta, espiga-de-ouro, marcela-mitda, rabo-de-rojao e sapé-
macho (Lorenzi & Matos, 2002).

E um subarbusto ereto, perene, ndo ramificado, rizomatoso, levemente
aromatico, de 80 a 100 cm de altura (Figura 4 B) (Alonso, 2006).

O caule é ereto geralmente simples, cilindrico com consisténcia fibro-
lenhosa. Em alguns individuos observa-se ramificacdo ascendente a partir das
partes baixas e em exemplares maiores pode ocorrer ramificagcdo na parte mais
elevada. Suas folhas séo inteiras, simples, alternas, sésseis em toda extenséo
do caule, separadas a curta distancia entre si e inseridas de forma helicoidal. O
tamanho das folhas é variado. Na parte inferior da planta as folhas sdo maiores
com tamanho em torno de 8 a 10 cm de comprimento e 3 cm de largura. A
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consisténcia das folhas € membranacea, apresentando tonalidade violacea
guando jovem. Em geral a coloracdo verde mais intensa predomina na face
adaxial e observa-se tonalidade verde mais clara na face abaxial (Silva, 1929;
Kissmann & Groth, 1999).

Conforme Chicourel et al. (1998), a folha pode atingir até 10 cm e a
inflorescéncia até 20 cm. A folha apresenta-se lanceolada, com apice agudo e
base atenuada. Suas margens sdo lisas, mas proximo ao apice, pode
apresentar 2 a 4 minusculos dentes agudos de ponta voltada para frente
(Figura 4 C).

Figura 4. Solidago chilensis Meyen (Asteraceae): A. Caule e folhas
pubescentes; B. Aspectos gerais e habitat; C. Forma das folhas.

Pedroso et al. (2009) descreveram que na parte terminal dos caules
observa-se inflorescéncia paniculada em forma de cone apresentando flores de
cor amarelo intenso (Figura 5 A). Na parte apical ocorrem capitulos isolados e
sucessivamente para baixo, capitulos florais sobre racemos de comprimentos
crescentes dispostos de forma helicoidal a volta do eixo. Os racemos maiores
podem apresentar cinquenta a sessenta capitulos que se dispdem em linha
com o eixo do pedunculo filiforme. Junto a base de cada pedunculo ocorre
minuscula bréactea foliar, com alguns milimetros de comprimento. A abertura
das flores é escalonada, sendo o periodo de florescimento relativamente longo.

As flores possuem formato campanulado, com cerca de 8 mm de altura,
invllucro verde-amarelado formado por duas séries de filarias. No capitulo
ocorrem flésculos periféricos femininos e flésculos centrais hermafroditos
(Oliveira et al., 1996). Ap0s a desidratacdo, as partes aéreas apresentam
coloracdo amarela-acinzentada (Figura 5 B).
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Figura 5. Solidago chilensis Meyen (Asteraceae): A. Inflorescéncia; B. Material
vegetal desidratado.

Na medicina popular, essa planta tem sido utilizada como diurético,
analgésico, anti-inflamatério, antirreumatico, cicatrizante e no tratamento de
queimaduras. E empregada externamente no combate das escoriacdes,

ferimentos, traumatismos e contusbes em substituicdo a arnica-verdadeira

(Arnica montana L.) (Lorenzi & Matos, 2002).

2.5.1 Constituintes quimicos

A partir das inflorescéncias de S. chilensis, Soares-Valverde et al. (2009)
identificaram por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o diterpeno
solidagenona e propuseram o0 mesmo como parametro nas analises de controle
de qualidade. Torres et al. (1987) isolaram na fragdo hexénica das partes
aéreas, isolaram o B-farneseno e a o-amirina e no extrato etanolico, os autores
obtiveram o flavonoide quercetrina (12) em maior quantidade, também a-

epinasterilglicopiranosideo, acido cafeico e clorogénico.
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2.5.2 Atividades farmacoldgicas

O extrato aquoso das inflorescéncias de S. chilensis apresentou
atividade gastroprotetora em modelo de lesdo gastrica induzida por &cido
cloridrico e etanol em camundongos na concentracdo de 100 mg/kg (Schmeda-
Hirschmann et al.,, 2002). Bucciarelli et al. (2010) observaram atividade
gastroprotetora do extrato aquoso das inflorescéncias sem sinais de toxicidade
aguda, nas concentragdes de 125 a 2000 mg/kg.

A atividade antioxidante utilizando-se ensaios in vitro foi relatada por
Apéti et al. (2006). Do extrato aquoso dessa planta obtido por decoccao,
Facury-Neto et al. (2004) descreveram atividade cicatrizante em ratos tratados
durante 14 dias com auséncia de hepatotoxicidade.

Morel et al. (2006) observaram atividade antimicrobiana para 6leo
essencial das folhas e do extrato metandlico das raizes em concentracdes
superiores a 1 mg/mL. Bagatini et al. (2009) relataram para infusdes de S.
migroglossa atividade antiproliferativa na maior concentracdo testada (14
mg/mL). A atividade anti-inflamatéria para a espécie foi descrita por Tamura et
al. (2009) utilizando os métodos de edema de pata e migracdo de células
polimorfonucleares.

Silva et al. (2010) realizaram um estudo clinico com dez pacientes
tratados com pomada a base de extrato hidroalcodlico obtido por percolacao
(5%) das partes aéreas da planta, e observaram uma melhora no tratamento do
lumbago.

Martins et al. (2009) ndo descreveram citotoxicidade para tintura de S.

microglossa em fibroblastos cultivados de mucosa bucal humana.

2.6 Aspectos gerais de Eugenia uniflora
A espécie E. uniflora pertence a familia Myrtaceae, que €& bem

distribuida na Australia, no leste asiatico e nas Ameéricas. A classificagdo
taxondmica proposta para esse vegetal indica a presenca de duas subfamilias,
Myrtoideae e Leptospermoideae. A classificacdo mais usual segundo Auricchio
& Bacchi (2003) é a seguinte:

+ Classe Magnoliopsida

* Subclasse Rosidae

* Ordem Myrtales
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« Familia Myrtaceae
* Subtribo Eugeniinae
+ Género: Eugenia

O género Eugenia € um dos maiores da familia Myrtaceae, com mais de
500 espécies, das quais cerca de 400 encontram-se no Brasil e assumem
destaque especial por serem utilizadas como plantas medicinais. Nesse género
encontra-se Eugenia uniflora L. que se apresenta como um arbusto ou arvore
semidecidua de 4 a 10 m de altura, com copa estreita, de tronco liso com
coloracao parda clara (Figura 6 A) (Lorenzi & Matos, 2002).

E uma espécie que cresce na Argentina, no Uruguai, Paraguai e Brasil,
sendo cultivada na América Central, nas Antilhas, nos Estados Unidos, na
China, Argélia, Tunisia, Franca e no Sri Lanka, devido a sua grande
capacidade de adaptacdo. No Brasil ocorre de forma abundante nas regides
Centro-Oeste, Nordeste, Sudeste e Sul, onde é conhecida popularmente como
pitanga, pitanga-rosea, pitanga-do-mato, pitangueira-vermelha, ginja e jinja
(Lorenzi & Matos, 2002; Fiuza et al., 2008).

De acordo com a F. Bras. IV (1988-2005) e Auricchio et al. (2003) as
folnas de E. uniflora sdo simples, cartaceas, ovalado-lanceoladas de apice
acuminado e base aguda ou obtusa, com margem inteira lisa de 2 a 6 cm de
comprimento e 1 a 2,5 cm de largura. Apresentam-se glabras, membranosas,
com pontos translicidos mais visiveis na face abaxial. A face adaxial € verde-
escura, brilhante, e a face abaxial um pouco mais clara, opaca (Figura 6 B). As
nervuras secundarias e terciarias terminam em uma nervura préxima ao bordo
da lamina. Quando amassadas, exalam um forte aroma caracteristico e o
vegetal desidratado apresenta coloracéo verde-acinzentado (Figura 6 C).

Auricchio et al. (2003) descreveram que as flores de E. uniflora séo
brancas e pequenas, e os frutos sdo do tipo drupa, globosos, sulcados,
brilhantes e de cor vermelha, amarela ou preta, com polpa carnosa e agridoce,
contendo uma ou duas sementes.

Na medicina popular, E. unifora é utilizada como antidiarreica, febrifuga,

hipotensora, antirreumatica e vermifuga (Lorenzi & Matos, 2002).
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Figura 6. Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): A. Habitat; B. Folhas com destaque

para as faces abaxial e adaxial; C. Material vegetal desidratado.
Abreviaturas: ab — abaxial, ad — adaxial.

2.6.1 Constituintes quimicos

Auricchio & Bacchi (2003) descreveram um rendimento para o 6leo
essencial em torno de 1,8% e a presenca de germacreno B (13) e cis trans
curzerenos (14), como substancias mais abundantes na folha. Apontaram
ainda, a presenca de taninos macrociclicos hidrolisaveis, alcaloides, saponinas
e flavonoides quercetina (15) e miricetina como substancias bioativas
majoritarias para essa espécie.

Galhiane et al. (2006) avaliaram o rendimento dos 6leos essenciais e
isolaram linalol das folhas frescas de E. uniflora por meio de técnicas

cromatograficas.
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2.6.2 Atividades farmacoldgicas

O extrato aquoso da planta (8 mg/dL; i.p) reduziu a pressédo sanguinea
em ratos normotensos utilizando modelo de inducdo com epinefrina. Os
mecanismos de acao propostos foram o antagonismo o adrenérgico e a acéo
vasodilatadora direta. A diurese observada pode estar relacionada, a um
aumento no fluxo renal (Consolini, 1999).

Consolini et al. (2002) observaram efeitos inotropico e cronotrépicos no
musculo cardiaco de ratos tratados com extrato aquoso de E. uniflora (0,6 e
1,2% respectivamente). Essas atividades foram relacionadas a liberacdo de
catecolaminas com acdo [ adrenérgica e bloqueio de calcio. Essas acles
farmacoldgicas podem estar relacionadas a hipotensdo ja descrita para o
vegetal, sendo importante também para as reacfes adversas e interacfes
medicamentosas que 0s extratos aquosos de E. uniflora podem apresentar.

Velazquez et al. (2003) descreveram atividade antioxidante para extrato
metandlico frente a peroxidacdo lipidica enzimatica e ndo enzimatica em
membranas microssomais de ratos. Também relataram efeitos antioxidantes
nos métodos de superdxido desmutase e DPPH.

Coelho de Souza et al. (2004) relataram efeito antimicrobiano com
inibicdo do crescimento de S.aureus, B. subtilis e Micrococcus luteus em agar
solido, utilizando extrato metandlico das folhas E. uniflora.

A atividade antinociceptiva foi avaliada por Amorim et al. (2009)
empregando o Oleo essencial das folhas de E. uniflora. Observaram-se efeito
hipotérmico no método de chapa quente e diminuicdo nas contor¢des
abdominais induzidas por acido acético nas doses de 100 e 200 mg/kg (p.0).
Ambas as atividades parecem envolver os compostos conhecidos como furano-

sesquiterpenos.

2.7 Parametros de qualidade e pesquisa fitoquimica

Os ensaios de controle de qualidade tém por objetivo avaliar as
caracteristicas morfoanatdémicas, fisicas, quimicas e microbiolégicas das
matérias-primas, embalagens, produtos em processo e produtos acabados. A
conformidade das especificagfes deve ser vista como um requisito necessario
para a garantia da qualidade, seguranca e eficacia do produto, e ndo somente

como exigéncia regulatoria (Marques, 2001; Leite, 2009).



46

Partindo do principio que uma planta € um ser vivo, seus metabdlitos
secundarios responséveis pelas atividades farmacologicas estdo presentes em
uma forma dinamica. Por essa razéo, fatores como clima, solo, local, e hora da
colheita podem alterar significativamente o teor de substancias de determinada
planta. Portanto, é de extrema importancia que seja realizada a analise da
qualidade da droga vegetal e do material fitoterapico que se pretende usar na
terapéutica (Calixto, 2000; Leite, 2009).

Dentre os ensaios preconizados nas farmacopeias para drogas vegetais
e extratos, encontram-se caracteristicas organolépticas ou sensoriais,
macroscopia e microscopia, identificacdo de marcadores quimicos, ensaios de
pureza (matéria organica estranha, cinzas totais, cinzas insoluveis em acido e
perda por dessecacdo), doseamento e ensaios fisico-quimicos (pH, residuo
seco, densidade relativa e solubilidade) (Farias, 2001).

Os principais problemas relacionados a qualidade da matéria-prima
vegetal sdo as falsificagbes, sendo comum a troca da espécie Panax ginseng
C.A. Mey. por espécies do género Pfaffia (ginseng brasileiro); as substituicbes
realizadas com espécies de atividade farmacoldgica semelhante, por exemplo,
as passifloras; e as sofisticacfes quando se acrescenta substancias sintéticas
a extratos de plantas com o objetivo de enganar o controle de qualidade. Esta
tltima j& foi observada em extratos de guarand com adi¢do de cafeina ou de
Ginkgo biloba L. com misturas de rutina (Leite, 2009).

Esse quadro desfavoravel vem configurando na area de fitoterapicos um
panorama semelhante ao que ja ocorre no mercado de produtos farmacéuticos
em geral, com enorme dependéncia da importagcdo de drogas e alto custo para

as empresas e consumidores (Guilhermino et al., 2010).

2.8 Extratos de plantas medicinais frente as atividades biolégicas
hipolipidémica, ansiolitica, antidepressiva, antioxidante e antimicrobiana
2.8.1 Atividade hipolipidémica

Durante os Uultimos anos, um numero crescente de estudos tem
relacionado os flavonoides aos promissores farmacos naturais, uma vez que
tém sido atribuidos a esses a capacidade de modificar a biossintese de
eicosanoides (resposta anti prostoide e anti-inflamatoria), proteger o colesterol
LDL da oxidacdo (inibindo a formacdo da placa aterosclerética), prevenir a
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agregacao plaquetaria (efeitos antitromboéticos) e promover o relaxamento de
musculo liso (efeito anti-hipertensivo e anti-isquémico). Dietas ricas em
flavonoides podem resultar numa variedade de efeitos produzidos por
diferentes mecanismos, protegendo contra doencas cardiovasculares,
necessitando, portanto, de maiores investigacfes e entendimentos cientificos
(Oliveira et al., 2010).

Dentre os diversos alvos farmacologicos dos flavonoides pode-se citar a
reducdo das dislipidemias. As dislipidemias sdo caracterizadas por distarbios
nos niveis de lipideos (colesterol, triacilglicérides, fosfolipideos e acidos graxos
livres) com ou sem repercussdo sobre o territdrio vascular, associadas a
manifestacbes clinicas diversas. Em adultos, a concentracdo aumentada de
colesterol total (CT), triacilglicérides (TG) e da fracdo de colesterol ligada a
lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol) aliada com a diminuicdo da
fracdo de colesterol de lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol), a
hipertenséo arterial, o diabetes, o tabagismo e a obesidade estdo associados a
lesbes avancadas de aterosclerose e maior risco de manifestacdes clinicas da

doenca aterosclerdtica (Coelho et al., 2005).

Triacilglicérides

Os triacilglicerideos obtidos da alimentacéo sdo transportados do intestino
para o figado, onde sado transformados em &acidos graxos. Os acidos graxos
sdao armazenados principalmente no tecido adiposo na forma de
triacilglicérides, que sao definidos como ésteres de glicerol ligados a acidos
graxos. O glicerol pode ser esterificado por uma, duas ou até trés moléculas de
acidos graxos diferentes (Devlin, 2007).

Uma vez que os triacilglicérides s&o totalmente hidrofobicos e ndo podem
formar micelas estaveis por si proprios, eles coalescem dentro dos adipocitos
para formar gotas oleosas, quase anidras. Essas gotas de lipideos depositadas
no citosol das células do tecido adiposo séo as principais reservas de energia
do organismo e, se necessario, essas moléculas podem ser liberadas pelas
enzimas lipases para uso no figado e nos musculos (Baynes & Dominiczak,
2007), quando o corpo requer combustivel. No figado, pouco triacilglicerideo é

armazenado e, em vez disso, a maior parte é exportada, embalada em
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colesterol e ésteres de colesterila, fosfolipideo e proteina para formar particulas

de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) (Champe et al., 2009).

Colesterol

O colesterol € um composto aliciclico, cuja estrutura inclui o nudcleo
ciclopentanoperidrofenantreno, com seus quatro anéis fundidos, uma Unica
hidroxila, uma cadeia hidrocarbonica ramificada de oito membros e dois grupos
metilas (16). E o componente essencial das membranas estruturais de todas as
células, sendo um intermediario chave na biossintese de uma série de
esteroides importantes, incluindo os &cidos biliares, hormodnios adrenocorticais,

estrogenos, andrégenos e a progesterona (Devlin, 2007).

/,/'

16

Aproximadamente 70% do colesterol do organismo originam-se de sua
biossintese, sendo o restante fornecido pela dieta. A sintese de colesterol
ocorre em quase todas as células, porém a capacidade € maior no figado,
intestino, cortex da adrenal e tecidos reprodutores. Os atomos de carbono séo
derivados do acetato e o poder redutor na forma de NADPH é fornecido
principalmente pela glicose-6-fosfato desidrogenase e 6-fosfogluconato
desidrogenase. A velocidade dessa rota de sintese responde a mudancas na
concentracdo de colesterol. Um desequilibrio nessa regulacdo pode elevar os
niveis de colesterol plasmatico na circulacdo, com risco potencial de doenca
coronariana (Devlin, 2007, Champe et al., 2009).

Em humanos a estrutura ciclica do colesterol ndo pode ser degradada,
dessa forma o nucleo € convertido em acidos e sais biliares excretados nas
fezes, ou transportado para a vesicula biliar pela secrecdo da bile, até a

eliminacdo (Champe et al., 2009). Um nivel plasmatico inferior a 200 mg/dL de
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colesterol total é considerado desejavel, enquanto acima de 240 mg/dL requer
a andlise das lipoproteinas, uma vez que had uma relacdo direta entre o
aumento dos niveis de lipoproteinas de baixa densidade e doencgas
coronarianas (Champe et al., 2009).

Lipoproteinas

Como os triacilglicérides e o colesterol sédo relativamente insollveis em
agua e, consequentemente também no sangue, eles sdo encontrados no
plasma na forma de lipoproteinas (particulas esféricas que possuem superficie
exterior composta principalmente por proteinas hidrossoltveis) ou, no caso dos
acidos graxos livres, ligados a albumina (Quintdo, 1992).

As lipoproteinas sdo complexos macromoleculares sintetizados no
figado e no intestino delgado, cuja funcdo € transportar o colesterol e os
triacilglicérides pela corrente circulatéria. Sao formadas por quatro constituintes
basicos, os triacilglicérides, ésteres de colesterol, fosfolipideos e
apolipoproteinas (Figura 7) (Henry, 2008).

Apoproteina Triacilglicérides

Colesterol

Fosfolipideos —/

Figura 7. Constituintes das lipoproteinas: apolipoproteina, fosfolipideos,
colesterol e triacilglicérides.
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As partes proteicas das lipoproteinas sdo compostas de varias proteinas
denominadas de apolipoproteinas. Cada fracdo de lipoproteina possui uma
composi¢cdo particular e relativamente constante de apolipoproteina. As
apolipoproteinas exercem importante papel no metabolismo das lipoproteinas,
ativando ou inibindo enzimas e/ou ligando as lipoproteinas a receptores
celulares (Baynes & Dominiczak, 2007).

As apoproteinas encontram-se divididas em varias fragbes, sendo
algumas destas ainda, subdivididas em: Apo A (I, Il e Ill), Apo B (48 e 100),
Apo C (I, I e 11), Apo D e Apo E (Garcia & Kanaan, 2008).

Segundo as suas caracteristicas fisico-quimicas, as particulas de
lipoproteinas se dividem em quilomicrons, as lipoproteinas de densidade muito
baixa (VLDL), as lipoproteinas de densidade baixa (LDL) e as lipoproteinas de
densidade alta (HDL) (Champe et al., 2009).

Quilomicrons sdo grandes particulas produzidas pelas células
intestinais, compostas por aproximadamente 90% de triacilglicerideos
origindrios da dieta (exégeno), pequena quantidade de colesterol livre,
fosfolipidios, e 1 a 2% de proteinas (Champe et al., 2009).

As lipoproteinas VLDL séo produzidas no figado, apresentando-se como
particulas grandes, porém menores do que as particulas dos quilomicrons. Sdo
constituidas por 50% de triacilglicerideos, 40% de colesterol e fosfolipidios, e
10% de proteinas, principalmente Apo B-100, Apo C e alguma Apo E. Tém
como funcao o transporte dos triacilglicerideos endégenos e do colesterol para
os tecidos periféricos para serem armazenados ou utilizados como fonte de
energia (Gianinni, 1998).

A LDL representa 50% da massa total de lipoproteinas circulantes. Séo
particulas bem menores, tdo pequenas, que mesmo quando em grande
quantidade ndo s&do capazes de turvar o plasma. O colesterol representa
metade da massa da LDL. Cerca de 25% séao proteinas, especialmente Apo B-
100 e pequenas quantidades de Apo C; o restante é constituido de fosfolipidios
e triacilglicerideos. E a lipoproteina que mais carrega colesterol. Tem a funcgéo
de transporta-lo para locais onde ele exerce uma funcgéao fisioldégica, como por
exemplo, a sintese de esteroides. Sdo, em sua maior parte, produzidas a partir
das lipoproteinas VLDL. Sua concentracdo sérica guarda relacao direta com o

aumento do risco de aterogénese (Champe et al., 2009).
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As HDL séo pequenas particulas constituidas por cerca de 50% de
proteina, especialmente Apo A | e Il, e pouca quantidade de Apo C e Apo E,
20% de colesterol, 30% de triacilglicerideos e tracos de fosfolipidio. A HDL
pode ser separada em duas subclasses principais: HDL 2 e HDL 3, que diferem
em tamanho, densidade e composicdo, especialmente em relacdo ao tipo de
apoproteinas. Cumprem o importante papel de levar o colesterol até o figado
diretamente ou transferindo ésteres de colesterol para outras lipoproteinas,
especialmente as VLDL. E atribuido & fracdo HDL 2 o papel de protecédo do

desenvolvimento da aterosclerose (Champe et al., 2009).

Metabolismo lipidico

Inclui trés fases interligadas que para melhor entendimento podem ser
divididas em fase exodgena, enddgena e de transporte metabdlico reverso
(Gianinni, 1998).

A fase exdgena inicia-se pela absor¢ao intestinal de gorduras ingeridas
da dieta e sua incorporacdo nos quilomicrons (QM). Os QM caracterizam-se
por transportar o colesterol da dieta e serem ricos em triacilglicérides (TG),
tendo como apolipoproteina fundamental a B 48. Os QM entram na circulacéo
linfatica e depois na corrente circulatoria através do ducto toracico, podendo
receber apolipoproteinas (A, C e E). Nos capilares os QM sofrem acéo da
enzima lipase lipoproteica (LLP), que ativada pela apo C I, age
especificamente sobre os triacilglicérides (TG), cindindo-os em acidos graxos
livres e glicerol. Essa acao reduz o conteudo de TG dos QM, tornando-os
particulas menores chamadas de quilomicrons remanescentes (R-QM). Os R-
QM possuem na sua estrutura apoproteinas (apo B 48 e apo E), que séo
reconhecidas por receptores presentes nas células hepaticas. Desse modo, 0s
QM séo retirados da circulacéo e seu catabolismo fornece as células colesterol,
TG e acidos graxos provenientes do meio exterior (Forti & Diament, 2006).

A fase endodgena é representada pela sintese hepatica das VLDL, as
guais contém TG e as apos B 100, E e C, que transportam TG produzidos no
figado. As VLDL na circulacdo também sofrem acdo das LLP com diminuicédo
do conteudo de TG, resultando na formacdo de VLDL remanecentes ou
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL). Essas particulas seguem dois
caminhos: cerca de dois tercos das IDL podem ser captadas no figado pelos
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receptores de apo (B e E) e sofrerem degradacdo em seus componentes. O
terco restante sofre acdo da lipase hepatica, formando as LDL. Tanto as LDL
como as IDL sao retiradas da circulacdo pelos receptores celulares BJ/E,
existentes principalmente no figado. Vale salientar que as LDL sédo as
principais carreadoras de colesterol para os tecidos periféricos (Figura 8)
(Leanca et al., 2010).

Lipideos
da dieta
v Vaso
Sanguineo
Intestino l Figado
Q ¥ Colesterol Colesterol
Q da dieta Endégeno
= .
Tefldc:‘s . Triacilglicerois
extra-hepaticos Endogenos
(RQ) —%
VLDL ) < VLDL
Acidos
Graxos
([ IDL 4
4 (LDL) 4
.

Figura 8. Transporte de lipideos aos tecidos pelas lipoproteinas plasmaticas.
Abreviaturas: Os quadrados brancos no limem do vaso representam a enzima lipase
lipoproteica. Q — quilomicrom, RQ — quilomicrom remenescente, VLDL - lipoproteina de
densidade muito baixa, IDL - lipoproteina de densidade intermediaria, LDL - lipoproteina de
baixa densidade.

Uma vez no interior das células, essas lipoproteinas sao fragmentadas,
liberando colesterol e aminoacidos. A sintese de colesterol e dos receptores
B/E pela célula varia na raz&o inversa da concentragdo de colesterol livre
intracelular. A sintese de colesterol se inicia com a utilizacdo de moléculas de

acetilcoenzima A e trés dessas dao origem a 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima
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(HMGCoA). A HMGCoA por sua vez, se transforma em acido mevaldnico por
acado da enzima HMGCOA redutase e, a partir dele, sucede uma cascata de
reacOes que d& origem ao colesterol. A atividade dessa enzima é importante na
regulacédo da biossintese do colesterol, pois o bloqueio de sua acao resulta da
reducdo na sintese do esteroide (Fluxograma 2). O aumento da concentracao
de colesterol livre dentro da célula ap6s o catabolismo das LDL ativa
mecanismos importantes, que objetivam reduzir a sintese de colesterol por
inibicdo da HMGCoA redutase, armazenar o excesso de colesterol sob a forma
de ésteres utilizando a enzima acil-colesterol-acil transferase (ACAT), e
diminuir a formacdo de LDL-receptores evitando maior influxo de colesterol
(Quintao, 1992; Leanca, et al., 2010) (Figura 9).

LDL Esteres de Colesterol

Sintese de :

Colesterol ‘
Sintese dos \
Receptores

HMGCoA re{tase Lis6s80mo

Inibe / 33
Inibe

Colesterol \
Membrana Citoplasmatica,
Horménios e

Acidos Biliares
Superfornecimento
de
Colesterol

Armazenamento
dos Esteres de Colesterol

Figura 9. Captacao e a regulacao exodgena do colesterol.

Parte do material liberado pela acédo da LLP sobre os QM e as VLDL é
utilizada na fabricagcdo de outra lipoproteina: HDL (lipoproteinas de alta

densidade). As particulas de HDL tém como componentes principais a apo A |
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(adquirida principalmente no figado) e os fosfolipideos. As HDL tém grande
importancia no transporte de colesterol dos tecidos periféricos para o figado

(transporte reverso de colesterol) (Gianinni, 1998).

Acetil-Coa (2C)
+

Acetoacetil-CoA (4 C)

l <+— HMGCOoA sintetase

[ 3-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMGCoA) (6 C) ]

l +— HMGCOoA redutase

[ Acido mevalénico (6 C) ]

A
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A
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A
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A
[ Colesterol (27 C) ]
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Fluxograma 2. Via metabdlica para sinteses de colesterol e &cidos biliares.
Fonte: Quintdo (1992).

Na fase do transporte metabdlico reverso de colesterol, as HDL

nascentes captam colesterol ndo esterificado dos tecidos periféricos pela agéo
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da enzima lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT), formando as HDL
maduras. Estas levam o colesterol para o figado por duas vias: 1) diretamente
e 2) transferindo os ésteres de colesterol para outras lipoproteinas
(principalmente as VLDL), pela acdo de uma proteina de transferéncia de
ésteres de colesterol (CETP — cholesterol ester transfer protein). Uma vez no
figado, o colesterol proveniente dos tecidos pode ser reaproveitado,
participando de outras vias metabdlicas, ou excretado na bile (principal via de
eliminacdo), com reabsorcédo de cerca de dois tercos do mesmo (ciclo éntero-
hepatico) (Forti & Diament, 2006).
As desordens no metabolismo lipidico sdo denominadas de dislipidemias
e podem estar diretamente relacionadas com incidéncia de doencas
cardiovasculares, obesidade, diabetes, hipertensédo e esteatose hepéatica. De
acordo com o documento IV Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e de
Prevencao da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade
Brasileira de Cardiologia, publicado em 2007, as dislipidemias podem obter
classificacdo fenotipica ou bioquimica considerando os valores do CT, LDL,
TG e do HDL (Quadro 1) (Sposito et al., 2007).

Quadro 1. Classificacao das dislipidemias.

Hipercolesterolemia isolada Caracteriza-se pela elevacao isolada do
LDL
Hipertrigliceridemia isolada Caracteriza-se pela elevacéo isolada dos

TG, que reflete no aumento do volume de
particulas ricas em TG como VLDL, IDL e

quilomicrons

Hiperlipidemia mista Caracteriza-se pelos valores aumentados
de LDL e TG. Nestes individuos, pode-se
também utilizar a diminuigdo do LDL

como indicador e meta terapéutica

HDL Reduzido Caracteriza-se pela diminuicdo do HDL
isolado ou associado com aumento de
LDL ou de TG

Segundo Sposito et al. (2007) as dislipidemias podem ainda ser

classificadas quanto a sua etiologia, sendo divididas em primarias e
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secundarias. As dislipidemias primarias possuem consequéncia genética e

podem se manifestar em funcdo da influéncia de fatores ambientais, devido a

dieta inadequada e/ou ao sedentarismo. Essas englobam as hiperlipidemias

(aumentos nos niveis plasmaticos de lipideos) e as hipolipidemias (diminuicdes

nos niveis plasmaticos de lipideos). As dislipidemias secundarias possuem trés

etiologias diferentes:

¢ Dislipidemias secundarias a doencas (diabetes melito tipo I, hipotireoidismo,
sindrome nefrética, hepatopatias, entre outras);

¢ Dislipidemias secundarias a medicamentos (anti-hipertensivos,
corticosteroides, estrégenos, entre outros);

¢ Dislipidemias secundarias a habitos de vida inadequados (dieta, tabagismo

e etilismo).

Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria crénica de origem
multifatorial que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre
(Batlouni, 1997).

A formacdo da placa aterosclerética tem inicio com a agressdo ao
endotélio vascular, devido a diversos fatores de risco como elevacdo de
lipoproteinas aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, R-QM), hipertensédo arterial e
tabagismo. Dessa forma, pode ocorrer disfuncdo endotelial aumentando a
permeabilidade da intima as lipoproteinas aterogénicas favorecendo assim a
retencdo das mesmas no espaco subendotelial (Sposito et al., 2007; Garcia &
Kanaan, 2008).

Nos vasos sanguineos, as particulas de LDL retidas poderdo sofrer
oxidacdo, causando assim exposicdo de diversos neoepitopos, que as tornam
imunogénicas. O depoésito de lipoproteinas na parede arterial promovera a
adesdo leucocitaria na superficie endotelial, processo estimulado pela
presenca de LDL oxidada. As moléculas de adesdo sao responsaveis pela
atracdo de mondcitos e linfocitos para a parede arterial induzidas por proteinas
quimiotaticas. Os mondcitos migram para o espaco subendotelial onde se
diferenciam em macréfagos, que por sua vez captam as LDL oxidadas. Os

macrofagos repletos de lipideos sdo chamados células espumosas e sdo o
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principal componente das estrias gordurosas, lesdes macroscopicas iniciais da
aterosclerose. Essas lesdes podem acabar obstruindo as artérias coronarias
ocasionando uma isquemia, que poderd levar ao infarto agudo do miocéardio, ou
poderdo se desprender do vaso obstruindo veias de menor calibre formado

assim émbolos (Sposito et al., 2007) (Figura 10).
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Figura 10. Representacdo esquematica da hipotese oxidativa e do papel das
LDL-oxidadas no processo de aterogénese. LDL-oxidada estimula a
guimiotaxia de mondcitos e macrofagos favorecendo a formacédo de células
espumosas e ateromas. CE: célula endotelial; LEl: lamina elastica interna;
CML: célula muscular lisa; MM-LDL: LDL minimamente oxidada; LDL-OX: LDL
oxidada; VCAM-1: molécula de adesdo das células vasculares; ICAM-1:
molécula de adesdo da célula intracelular; MCP-1: proteina quimiotatica para
mondcitos (entrada na intima); MCSF: fator estimulador das colbnias de
monaocitos (diferenciacdo); CAP-RR: captacdo pelos receptores removedores

dos macrofagos; RLD: radicais livres de oxigénio.
Fonte: adaptado de Batlouni (1997).

Terapia medicamentosa

Varios farmacos reduzem o LDL plasmatico sendo utilizados juntamente
com a préatica de exercicios fisicos e dieta recomendada (Rang et al., 2007). Os
principais agentes usados clinicamente sdo: estatinas (Inibidores da 3-hidroxi-
3metilglutaril-coenzima (HMGCOoA redutase) os fibratos, Inibidores da absorcéo

do colesterol e os derivados do 6leo de peixe.
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As estatinas sdo os agentes mais efetivos e mais bem tolerados para o
tratamento das dislipidemias. Esses farmacos sdo responsaveis pela inibicao
enzimatica competitiva da HMGCoA redutase, que catalisa a conversdo de
HMGCoA a acido mevalénico, sendo uma etapa limitante na sintese de
colesterol. A diminuicdo da sintese hepatica de colesterol regula para cima a
sintese do receptor LDL, aumentando a remog¢édo do mesmo do plasma para o0s
hepatocitos. Portanto, sua principal funcéo é reduzir o LDL plasméatico (Rang et
al., 2007).

As estatinas mais potentes como a sinvastatina e atorvastatina, em
doses mais altas, podem reduzir os niveis de triacilglicérides originados pela
elevagdo da VLDL plasmatica (Witztun, 1996).

As estatinas afetam os niveis de colesterol ao inibirem a sintese
hepatica de colesterol, resultando em um aumento da expressdo do gene do
receptor de LDL. O maior numero de receptores LDL sobre a superficie dos
hepatécitos resulta em remocdo aumentada das LDL do sangue, diminuindo
assim os niveis de LDL (Witztun, 1996).

Os triacilglicérides sdo consideravelmente reduzidos pelas estatinas
sendo o percentual semelhante dos niveis de LDL (Witztun, 1996).

Entre os efeitos adversos das estatinas pode-se destacar a
hepatoxicidade, miopatia, rabdomiélise. Esses aumentam proporcionalmente
com as concentracdes plasmaticas de estatinas e o uso concomitante de
outros farmacos, como fibratos, macrolideos, warfarin, ciclosporina,
antifingicos imidazolicos e digoxina (Witztun, 1996).

O mecanismo de miopatia induzida por estatina ainda n&o foi bem
esclarecido. Existem varias hipoteses na literatura sobre o exato mecanismo da
miotoxicidade, como inducdo de apoptose celular, deplecdo de metabdlitos
intermediarios da sintese de colesterol e alteracées nos canais de condutancia
ao cloro dentro dos midécitos. Uma consequéncia grave da miopatia € a
rabdomidlise, que pode levar a 6bito se o quadro evoluir para insuficiéncia
renal. A deplecdo de volume resulta em isquemia renal, obstru¢ao tubular,
devido aos cilindros pigmentados e ao ferro livre e quelado (Siqueira et al.,
2008)

Para destacar a importancia da hiperlipidemia na populagao brasileira,

um estudo conduzido em nove capitais, envolvendo 8045 individuos com idade



59

mediana de 35110 anos, no ano de 1998, revelou que 38% dos homens e 42%
das mulheres possuem colesterol e triacilglicérides maior que 200 mg/dL. A
pesquisa concluiu ainda que os valores de colesterol total foram mais altos no
sexo feminino e nas faixas etarias mais elevadas (Henry, 2008).

De acordo com Wegener (2002), um efeito favoravel sobre os lipidios
séricos pode ser obtido pelo emprego de plantas medicinais ou derivados
fitoterdpicos, mas estes devem ser administrados em dosagem suficientemente
elevada e por um periodo de tempo longo. Sua eficacia € menor se comparada
a dos medicamentos sintéticos, mas sua tolerabilidade é maior.

Alguns fitoterdpicos s&o Uteis na prevencdo ou no tratamento
sintomético de aterosclerose e suas sequelas, que estdo intimamente
relacionadas com a taxa elevada de colesterol e triacilglicérides no sangue. Um
valor especial é atribuido a espécie Allium cepa L. que além de agir no
combate aos ateromas, também apresenta efeitos pleiotrépicos com acgbes

vasodilatadoras e redutoras dos niveis de lipideos (Schulz et al., 2001).

2.8.2 Transtornos da ansiedade e do humor

Transtornos da ansiedade

De forma sumarizada, tem sido sugerido que os transtornos de
ansiedade sdo causados por uma deteccdo falha e, por consequéncia, a
expressao inadequada de comportamentos defensivos, gerando respostas
fisiolégicas (ex. taquicardia, sudorose e midriase) e psicologicas intensas
(medo, por exemplo). Uma classificagdo por meio das caracteristicas
sintomatoldgicas divide os transtornos de ansiedade em: transtorno de
ansiedade generalizada, transtorno de panico, transtorno obsessivo-
compulsivo, transtorno de estresse pos-traumatico, transtorno de ansiedade
social e fobia simples (Carobrez, 2003).

Dentre os tratamentos atuais para o transtorno da ansiedade s&o
utilizados os benzodiazipinicos e a buspirona. Para os benzodiazipinicos, o
mecanismo de agao parece envolver o receptor mega no sistema nervoso
central (SNC) e o acido gama-amino-butirico (GABA,). Este dltimo ao ser
estimulado facilita a acdo de GABA no receptor neuronal, promovendo
hiperpolarizagéo celular devido a um influxo de cloro. No Brasil, a buspirona,

Unica droga ansiolitica pertencente a classe das azapironas comercializada,
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tem seu mecanismo de acdo explicado pelo agonismo parcial junto aos
receptores 5-HTia pré e pos-sinépticos, reduzindo os disparos neuronais de
serotina e consequentemente sua eficacia na estimulacdo nervosa (Andreatini
et al., 2001).

Os transtornos de ansiedade, assim como outras patologias
neuropsiquiatricas, sdo de carater multifatorial, prevaléncia elevada e alta
morbidade, e se manifestam na maioria das vezes de forma crbnica. Dessa
forma, tem crescido a necessidade de se pesquisar novos tratamentos que
sejam eficazes em reduzirem os sintomas (Ravindram & Stein, 2010).

No entanto, um fator limitante na pesquisa da ansiedade é a auséncia de
analogos no animal. Isso porque a ansiedade € um conceito que descreve um
estado subjetivo, sendo este uma caracteristica humana. Por isso, nha melhor
das hipoteses, ela pode ser apenas modelada e ndo reproduzida em animais.
Porém, com o objetivo de mimetizar caracteristicas comportamentais e
patologicas da sindrome da ansiedade, varios modelos animais tém sido
validados farmacologicamente utilizando benzodiazipinicos como padrdo de
ansioliticos frente a drogas testes (Andreatini et al., 2001).

Recentemente plantas medicinais incluindo Ginkgo biloba L., Hipericum
perforatum L. e Piper methysticum G. Forst. tém sido amplamente investigadas
e utilizadas para o tratamento de desordens mentais. Dentre as patologias
tratadas estdo os distlrbios do humor (depressao) e transtornos da ansiedade
(Aradjo et al., 2009).

Transtorno do humor

Os transtornos de humor sdo desordens psiquiatricas em que ha um
predominio de alteracbes de humor e sintomas vegetativos associados
(mudancas no apetite, sono, peso e na libido), que perduram por semanas a
meses. Entre os transtornos de humor, encontram-se aqueles em que
predominam sintomas de tristeza e anedonia (depressao), e aqueles em que
h& excitacdo e euforia (mania). Na depresséo, segundo critérios internacionais,
deve haver obrigatoriamente presenca de humor depressivo ou perda de
interesse ou prazer durante pelo menos duas semanas, além de uma série de

outros sintomas relacionados, tais como alteragbes psicomotoras e de sono,
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reducdo no grau de concentracdo, variacdo de peso corporal e perda de
energia (Vismari et al., 2008).

Por mais de trés décadas a etiologia da depressado tem sido explicada
pela hip6étese monoaminérgica. Essa teoria propde que a depressdo seja
consequéncia de uma menor disponibilidade de aminas biogénicas cerebrais
em particular de serotonina, noradrenalina e dopamina (Vismari et al., 2008).

O primeiro grupo farmacos utilizado para o tratamento dessa patologia
surgiu na década de 1960 e foi demominado de triciclicos (imipramina,
amitriptilina etc). Na sequéncia, surgiram os inibidores da monoamina oxidase
(por exemplo, iproniazida) e no ano de 1987 foi lancada no mercado a
fluoxetina, droga pioneira cujo mecanismo de acdo estad relacionado com
atividade inibidora seletiva da recaptagdo de serotonina (Campigotto et al.,
2008).

Apesar do recente progresso no desenvolvimento de drogas
antidepressivas com relevancia clinica, as terapias disponiveis ndo séao
totalmente eficazes e também estdo associadas a indesejaveis efeitos
colaterais (Whooley & Simon, 2000). Além disso, somente 60% dos pacientes
sdo responsivos ao tratamento com os antidepressivos disponiveis atualmente
no mercado (Gareri et al.,, 2000). Por esta razdo, pesquisas por novas
substancias que controlem os sintomas associados com as desordens

depressivas sdo imprescindiveis.

2.8.3 Atividade antioxidante

Uma substancia antioxidante pode ser definida como uma substancia
quimica que inibe o processo de oxidacdo. Do ponto de vista biolégico, pode-se
definir antioxidantes como compostos que protegem sistemas biolégicos contra
os efeitos potencialmente danosos de processos ou reacdes, que promovem a
oxidacdo de macromoléculas ou estruturas celulares (Sousa et al., 2007; Lima,
2008).

2.8.4 Atividade antimicrobiana
Atividade antibacteriana
A investigacdo sobre determinadas espécies vegetais com propriedades

antimicrobianas tem sido amplamente divulgada no meio cientifico. Em baixas
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concentracfes essas amostras vegetais exercem inibicdo sobre o crescimento
de bactérias tanto Gram positivas como Gram negativas, sendo ativas também
frente a leveduras e fungos filamentosos. Assim, extratos vegetais apresentam
perspectivas na producdo de novos e eficientes produtos farmacéuticos, que
possam ser usados na terapéutica de processos infecciosos (Edeltrudes,
2001).

Atividade antifungica

O tratamento das infec¢Bes flngicas, especialmente em pacientes
imunocomprometidos, representa um grande desafio para a clinica. Os
farmacos disponiveis ho mercado até 0 momento possuem além da toxicidade
marcante (ndo diferencia célula-alvo de outras ndo infectadas), tendéncia a
resisténcia. Essas sao razdes pelas quais permanentemente se prospectam
novos agentes antiflingicos mais potentes, mas, sobretudo, menos téxicos que
os utilizados atualmente (Edeltrudes, 2001). Seguindo essa linha de raciocinio,

varias substancias bioativas sdo constantemente avaliadas.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais, equipamentos e solventes

Na microscopia vegetal foi utilizado micrétomo Leica® modelo 2145 no
preparo das laminas permanentes. Na analise ultraestrutural de superficie
utilizou-se o equipamento Bal-Tec® modelo CPD 030 para realizagcado do ponto
critico (CO;) e a metalizacdo com ouro foi realizada em equipamento SCD-030
Balzers Union® FL 9496. A observacdo dos fragmentos foi realizada em
microscoépio eletrénico de varredura Jeol JSM-6360LV.

Nas analises cromatogréficas por CLAE utilizou-se cromatografo
Varian® Pro-Star com injetor manual (alca de 20 ulL), gradiente ternario de
bombas, detector UV/Vis e coluna Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18
(250 x 4,5 mm). Os padr6es analiticos utilizados foram rutina (CLAE = 94%),
quercetrina (CLAE = 78%) e quercetina (CLAE = 95%) adquiridos da empresa
Sigma-Aldrich®, USA.

Na extracdo em fase soélida foram utilizados cartuchos de extracdo SPE
Phenomenex® Stracta C18-E (500 mg/3 mL).

No processo de filtracdo de amostras e solventes foram utilizados filtros
Micropore® de teflon (0,45 um).

Os solventes (MeOH, H3PO,4, AcOH e HCO,H) utilizados para as
analises em CLAE foram adquiridos da J.T. Baker® grau HPLC. A &gua foi
obtida por ultrapurificador de agua Milli-Q A10 Gradiente. Os solventes MeOH,
AcOEt, n-hexano, DCM, EtOH e CHCI3 utilizados na analises fitoquimicas foram
adquiridos da Tedia®, USA.

As analises espectroscopicas de ressonancia magnética nuclear de
prétons (400 MHz) e de carbono (100 MHz) foram realizadas em equipamento
Bruker® modelo DRX 400. A identificacdo das substancias em espectrometria
de massas foi obtida por meio de andlise por infusdo direta em um
espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo (Applied Biosystems®
modelo APl 3200) equipado com uma bomba seringa (Harvard Apparatus®,
modelo Harvard 22 Dual) e fonte de ionizacao por eletrospray (ESI).

Os métodos espectrofotométricos de radiagdo ultravioleta e visivel foram
realizados (UV/Vis) em fotdmetro digital semiautomatico (BioSystems®, modelo
BTS 310).



3.2 Desenvolvimento dos métodos

3.2.1 Coleta dos materiais vegetais e preparacéo de exsicatas
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Realizou-se a coleta de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.

(Zingiberaceae), Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) e Eugenia uniflora L.

(Myrtaceae) em diferentes cidades (Chapeco, Pinhalzinho, Seara, Serra Alta e

Abreu e Lima), meses e anos (Quadro 2).

Quadro 2. Locais e épocas das coletas para 0os materiais vegetais.

Planta Cidade/latitude e longitude Mes/ano | Amostra
medicinal
A. zerumbet Chapect (26° 58' 36,06" S e 52° 44' 27,18" O) out/2009 AZ1
Pinhalzinho (26° 49' 19,16" S e 53° 00' 59,52" O) | fev/2010 AZ2
Chapect (26° 58' 36,06" S e 52° 44' 27,18" O) jan/2011 AZ3
Seara (26° 58' 36,06" S e 52° 44' 27,18" O) ago/2011 AZ4
Chapeco (26° 58' 36,06" S e 52° 44' 27,18" O) ago/2011 AZ5
Seara (26° 58' 36,06" S e 52° 44' 27,18" O) jan/2012 AZ6
Chapeco (26° 58' 36,06" S e 52° 44' 27,18" O) jan/2012 AZ7
S. chilensis Chapeco (27° 06' 38,83" S e 52° 34' 26,52" O) abr/2010 SC1
Chapeco (26° 56' 57,76" S e 52° 31' 47,76" O) abr/2010 SC2
Chapeco (26° 59'31,03" S e 52° 41' 17,89" O) abr/2011 SC3
Chapeco (27° 06' 38,83" S e 52° 34' 26,52" O) abr/2012 SC4
Chapecé (26° 59' 31,03" S e 52° 41' 17,89" O) abr/2012 SC5
E. uniflora Chapecé (27° 05' 26,30" S e 52° 36' 19,46" O) out/2009 EU1
Serra Alta (23° 43' 07,95" S e 52° 58' 51,88" O) nov/2010 EU2
Chapecé (27° 05'41,43" S e 52° 39' 39,19" O) ago/2011 EU3
Chapecé (27° 05'41,43" S e 52° 39' 39,19" O) jan/2012 EU4
*Abreu e Lima (54° 42' 42" S e 34° 54' 10" O) jan/2012 EUS

*Abreu e Lima esta localizada no estado do Pernambuco. As demais cidades
localizam-se no estado de Santa Catarina

Os materiais vegetais coletados foram identificados no Herbéario do

Museu Botanico Municipal de Curitiba-PR, por Osmar dos Santos Ribas e as

exsicatas estdo depositadas sob o registro MBM 306196 (A. zerumbet), MBM
356792 (S. chilensis) e MBM 316818 (E. uniflora). O material foi devidamente

preparado para a realizacdo dos estudos morfoanatémico, fitoquimico e de

atividades bioldgicas.
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3.2.2 Estudo morfoanatdémico

Folhas desenvolvidas a partir do quarto n6 de A. zerumbet, S. chilensis e
E. uniflora juntamente com fragmentos dos caules obtidos entre 5 a 30 cm do
apice caulinar de S. chilensis e E. uniflora foram fixados em FAA 70 (formol:
acido acético: etanol 70% v/v 5:5:90 v/v) (Johansen, 1940) e estocados em

etanol a 70% (v/v) em temperatura ambiente (Berlin & Miksche, 1976).

Preparo de laminas semipermanentes

Laminas semipermanentes foram obtidas a partir de seccles
transversais e longitudinais realizadas a méao livre, dos caules e do terco
inferior das folhas (Quintas, 1963). Os cortes foram corados com azul de Astra
e fucsina basica (Roeser, 1972) e montadas com glicerina a 50% (v/v)

utilizando como lutagem esmalte incolor (Becak & Paulete, 1976)

Preparo de laminas permanentes

As laminas permanentes foram obtidas a partir dos materiais vegetais
desidratados em série etandlica (70 a 100% v/v) e emblocados em glicol-
metacrilato (Leica Historesin®). Os cortes obtidos no micr6tomo foram corados
com azul de toluidina e montados com Entellan® (Kraus & Arduin, 1997).

Microscopia eletronica de varredura

Para a andlise ultraestrutural de superficie (microscopia eletrénica de
varredura — MEV), foram utilizadas as amostras fixadas dos fragmentos
vegetais que sofreram desidratacdo com concentragcdes crescentes de etanol
pelo ponto critico de CO,. Na sequéncia, estas foram aderidas em suporte e
realizou-se a metalizagdo com ouro. As amostras metalizadas foram

submetidas a alto vacuo e avaliadas em microscopio eletronico (Souza, 1998).

3.2.3 Preparo dos materiais vegetais para analises quimicas e farmacologicas

Os materiais vegetais coletados (folhas de A. zerumbet e E. uniflora e as
partes aéreas vegetativas e reprodutivas de S. chilensis) foram transferidos
para o Laboratorio de Farmacognosia da Universidade Comunitaria da Regiao
de Chapecé. Estes foram reduzidos a pequenos fragmentos e submetidos a
secagem em temperatura ambiente, protegidos da luz direta e umidade. Na
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sequéncia as espécies vegetais desidratadas foram trituradas em moinho de
facas, selecionados em tamis de 425 ym (35 Tyler/Mesh), identificados e
armazenados ao abrigo da luz.

Com esses materiais vegetais realizaram-se pesquisas divididas em
quatro etapas: 1) Andlises de pureza para amostras vegetais (Fluxograma 3);
2) Elaboragdo e parametros de qualidade para o0s extratos vegetais
(Fluxograma 4); 3) Andlises fitoquimicas (Fluxograma 5); 4) Ensaios bioldgicos

in vitro e in vivo (Fluxograma 6).

[ Andlises de pureza para amostras vegetais ]

[ [ [
[ Determinacéo de agua ] [ Cinzas totais ] [ Cinzas insoluveis em &cido ]

Fluxograma 3. Analises de pureza para as amostras vegetais.

Preparacéo de extratos e
estabelecimento de pardmetros de

qualidade
Caracteristicas organolépticas Residuo seco pH Densidade relativa
e densidade de
massa

Fluxograma 4. Preparacdo dos extratos e determinacdo de parametros de
qualidade.
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Analise fitoquimica Cromatografia liquida
preliminar de alta eficiéncia
Doseamento por Anélises fitoquimicas Fracionamento
UV/Vis em coluna
cromatografica
Identificacéo e Cromatografia em
isolamento de camada delgada

substancias

Fluxograma 5. Analises fitoquimicas.

[ Atividade hipolipidémica Atividades ansioliticas e
antidepressivas
Ensaios bioldgicos
[ Atividade antibacteriana Atividade antioxidante ]

Fluxograma 6. Ensaios biolégicos in vitro e in vivo.

3.2.4 Andlises de pureza para amostras vegetais

Determinacéo de 4gua em drogas vegetais

Para cada amostra utilizou-se material vegetal (2 g) pulverizado com
granulometria de 425 um e realizaram-se oito repeticdes. Essas analises foram
desenvolvidas por meio de método gravimétrico utilizando-se pesa-filtros
previamente mantidos a estufa a 105 °C por duas horas e estocados em
dessecador (FB 5, 2010). A percentagem do teor de agua foi obtida com

relacdo ao material vegetal seco.

Determinacé&o de cinzas totais

Para a determinacdo do teor de cinzas pesaram-se em triplicata as
amostras vegetais (3 g) em cadinho de porcelana e realizou-se a analise
conforme método farmacopeico (FB 5, 2010). A percentagem do teor de cinzas

foi obtida com relacdo ao material vegetal seco.
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Determinacéo de cinzas insoluveis em acido

Nessa etapa ferveu-se o material obtido na determinagdo de cinzas
totais e realizou-se andlise conforme método farmacopeico (FB 5, 2010).
Calculou-se a quantidade de cinzas insoluveis em relacdo ao material vegetal

SecCo.

3.2.5 Preparacdo e determinacdo de parametros de qualidade para os
extratos vegetais

Os extratos fluidos foram obtidos por percolacéo hidroalcodlica (etanol a
70% v/v) utilizando material vegetal dessecado de A. zerumbet (AZ1), S.
chilensis (SC1) e E. uniflora (EU1) (500 g, 500 g e 200 g respectivamente)
conforme preconizado pela FB 5 (2010). Com o mesmo método foram
elaborados extratos fluidos para S. chilensis utilizando diferentes partes do
vegetal dessecado (10 g de inflorescéncias, caules e folhas).

Ao final foram retiradas algumas aliquotas dos extratos fluidos obtidos
para andlises de controle de qualidade e o restante de cada extrato foi
concentrado em rotavapor na pressao reduzida, liofilizado, pesado, identificado

e estocado em freezer a -20 °C para posteriores ensaios.

Caracteristicas organolépticas e sensoriais

Os extratos (10 mL) foram avaliados quanto aos aspectos sensoriais
(cor, odor e sabor) utilizando fitas de papel-filtro (10 cm) impregnadas com as
amostras (FB 5, 2010).

Determinacgédo do residuo seco

Nessa etapa os extratos (2 mL) foram transferidos para pesa-filtros
previamente pesados e as amostras foram evaporadas até secura em estufa a
105 °C por trés horas segundo método farmacopeico (FB 5, 2010) com cinco
repeticdes para cada extrato. Calculou-se o residuo seco em percentagem

sobre o volume inicial.

Determinacéo do potencial hidrogeniénico (pH)
A determinacéo do pH foi realizada em equipamento Quimis® Q-400A
utilizando solugdes calibradas (Quimis®) de pH 4,0, 6,8 e 11,4 para ajuste do
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aparelho. Realizou-se avaliacdo com cinco repeticbes para cada extrato (10
mL) (FB 5, 2010).

Determinacéo da densidade relativa e densidade de massa

Para determinacdo da densidade relativa (Dyo) utilizou-se picnémetro
volumétrico (10 mL) Dist® e o experimento foi realizado sob temperatura
controlada de 20 °C com trés repeticfes para cada extrato. O método consiste
em determinar inicialmente a massa de agua e apds a massa dos extratos
fluidos (FB 5, 2010).

A densidade relativa (D2o) de cada extrato foi obtida pela férmula:

D2 = massa do extrato/massa de agua

Com os valores de densidade relativa obtidos, determinaram-se as

respectivas densidades de massa (p2o) pela equacéo:

P20-0,99703 . Dy + 0,0012

3.2.6 Andlises fitoquimicas

Analise fitoquimica preliminar

Realizou-se andlise fitoquimica para o0s seguintes grupos quimicos:
flavonoides, antraquinonas, cumarinas, saponinas, alcaloides, fendis, taninos,

glicosideos cardiotbnicos e 0leos essenciais (Matos, 1997).

Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) para todos os extratos
fluidos vegetais foi realizada aplicando-se 20 uL em placa de gel de silica 60
Fos4 Merck® (lote HX772843) juntamente com 5 uL dos padrdes analiticos
(quercetrina, acido clorogénico, quercetina, rutina, apigenina, acido tanico e
acido cafeico) diluidos em MeOH. O sistema eluente utilizado foi uma mistura
das solugbes: AcCOEt:HCO,H: AcOH:H,0O (100:11:11:27 v/v). As placas foram
secas em temperatura ambiente, reveladas com difenilboriloxidietilamina a 1%
em MeOH (m/v) e as bandas foram observadas em 366 nm em camara de
UV/Vis (Wagner & Bladt, 1996).
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Para o extrato de A. zerumbet realizou-se também CCD aplicando-se 20
uL em placa de gel de silica 60 F2s54 Merck® (lote HX772843) juntamente com 5
uL dos padrbes. O sistema eluente utilizado foi composto pela mistura das
seguintes soluc¢des: ACOEt:HCO,H:H,0 (90:5:5 v/v). A placa foi seca ao ar em
capela de exaustdo e revelada com anisaldeido (1% v/v) e aguecida em estufa
a 100 °C por 5 min (Wagner & Bladt, 1996).

Doseamento por espectrofometria no UV/Vis

Doseamento de flavonoides nas amostras de A. zerumbet e E. uniflora

A quantificacdo de flavonoides nas diferentes amostras de A. zerumbet
(AZ1 a AZ7) e E. uniflora (EU1 a EU5) foi realizada de acordo com Harnafi et
al. (2007) com adequacdes. Nesse método 1 g das amostras vegetais de
mesma granulometria (425 um) e 75 mL da solucdo MeOH:H,O:AcOH
(140:50:10 v/v) foram submetidos a extracdo sob refluxo (30 min). Apds a
filtrag&o os filtrados foram completados em baldo volumétrico de 100 mL com o
mesmo solvente. Uma aliquota de 5 mL dessa solucdo foi homogeinizada com
2,5 mL de solucao de cloreto de aluminio (0, 5 g de cloreto de aluminio e 0,1 g
de acetato de sédio diluidos em 100 mL de metanol) e a solucdo foi protegida
da luz direta. Apds 30 min realizou-se leitura em espectrofotdbmetro de UV/Vis a
425 nm utilizando como branco 5 mL da solucdo analisada misturada com 2 mL
de &gua. Os resultados foram representados como mg de quercetina/100 g de

material vegetal seco com seis repeticdes para cada amostra vegetal.

Doseamento de flavonoides nas amostras de Solidago chilensis

Realizou-se doseamento de flavonoides para todas as amostras de S.
chilensis (SC1 a SC5) e para diferentes partes da planta (folhas,
inflorescéncias e partes aéreas), da amostra SC1 conforme método
farmacopeico (F. Bras IV, 1988-2005) com trés repeticbes e obteve-se a

porcentagem de flavonoides totais segundo a formula:

_ Abs.62,500
500.m.(100 — PD)

(%; p/ p)
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Em que

Abs = absorvancia;

m = massa da droga (9g);

PD = perda por dessecacao (%; p/p)

O resultado é fornecido em porcentual (p/p) de flavonoides totais

calculados como hiperosideo (C,1H20012).

Determinacédo de fendis totais de Alpinia zerumbet, Solidago chilensis e
Eugenia uniflora

A determinacdo do teor de fendis totais foi realizada conforme Souza et
al. (2007). Dessa forma, para os extratos fluidos das espécies estudadas,
empregou-se o método de Folin—Ciocalteu na regido do visivel com
modificacdes. Os extratos liofilizados (0,1 g) foram dissolvidos em MeOH e
transferidos quantitativamente para um baldo volumétrico de 100 mL e o
volume final nos balBes foi completado com o mesmo solvente. Uma aliquota
de 7,5 mL de cada solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 50 mL
e esta segunda solucdo foi completada com MeOH. Uma aliquota de 100 uL
desta ultima solugao foi agitada com 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6
mL de agua destilada por 1 min e na sequéncia, 2 mL de Na,CO3 a 15% (m/v)
foram adicionados a mistura que foi agitada por 30 s. Por fim, a solucdo teve
seu volume acertado para 10 mL com agua destilada.

Ap6s 2 h, as absorvancias das amostras foram medidas a 750 nm
utilizando-se cubetas de quartzo, tendo como controle o MeOH e todos os
reagentes, menos os extratos. O teor de fendis totais (FT) foi determinado por
interpolacdo das absorvancias das amostras em curva analitica obtida com
padrao de acido galico (2,5 a 50 ug/mL) e expresso como miligramas de EAG

(equivalentes de acido galico) por grama de extrato com trés repeticoes.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para os extratos fluidos

Andlise cromatografica por CLAE de Alpinia zerumbet

O extrato fluido obtido de A. zerumbet foi submetido & particdo com
solventes de polaridade crescente (n-hexano e AcOEt). As analises
cromatograficas foram realizadas com amostras da fracdo AcOEt de acordo

com Victério et al. (2009) com modificacdes. Utilizou-se cromatografo Varian®
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Pro-Star com injetor manual (20 plL), gradiente ternario de bombas, detector
UV/Vis e coluna Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18 (250 x 4,5 mm) em
temperatura de 24+2 °C.

Duas misturas de solventes foram utilizadas: H,O:H3PO,4 (0,1% v/v)
(solvente A) e MeOH (solvente B). O gradiente utilizado foi 70% de A por 5
min, 60% de A 10 min e 100% de B por 20 min. A vazéo foi de 1 mL/min. A
deteccdo foi realizada em 254 nm e os resultados foram comparados com
padrdo externo auténtico com tempos de retencdo seguidos de espectro de
uVv.

Para elaboracdo de curva analitica foram utlizadas as solucdes
metandlicas de rutina (Sigma-Aldrich® 294% USA, lote: BCBB6174) nas
concentracbes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL, sendo as andlises
cromatograficas em CLAE realizadas em triplicata.

Como amostras, além da fragdo AcOEt (FAC) que foi dissolvida em
MeOH (10 mg/mL), também foi utilizada fragdo AcOEt (10 mg/mL) submetida a
cartucho de extracdo por fase sélida SPE Phenomenex® Stracta C18-E (500
mg/3 mL) (FAFSA) com eluente de solvatacéo e limpeza MeOH 5% (v/v) e de
extracdo MeOH 100%. As amostras e solventes foram filtradas em filtros

Micropore® (0,45 um) antes de serem injetadas no cromatografo.

Analise cromatografica por CLAE de Solidago chilensis

Foram realizadas analises por CLAE para extratos fluidos das
inflorescéncias (INF), partes aéreas (PA), folhas e caules (FC), obtidos de
amostras do vegetal seco (10 g). Os ensaios foram realizados de acordo com
Apéti et al. (2006) com modificacdes e utilizou-se cromatdgrafo Varian® Proé-
Star com injetor manual (20 uL), gradiente ternario de bombas, detector UV/Vis
e coluna Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18 (250 x 4,5 mm) em
temperatura de 24+2 °C.

Dois sistemas de solventes foram utilizados, H,O:AcOH (40:1 v/v)
(solvente A) e CH3CN (solvente B). A andlise foi realizada em temperatura de
22 °C com vazao de 1 mL/min. O gradiente utilizado foi 86% de A por 15 min,

65% de A por 30 min e 100% de B por 2 min. A deteccéo foi realizada em 360
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nm e os resultados foram comparados com padrdo externo auténtico com
tempos de retencao seguido de espectro de UV.

Para obtencgdo de curva analitica foram utilizadas solu¢bes metandlicas
do padrao quercetrina (78%= Sigma-Aldrich®) nas concentracdes de 12,5; 25;
50; 100; 200 e 450 pg/mL sendo o perfil cromatografico em CLAE realizado em
triplicata.

As amostras foram dissolvidas em metanol (1 mg/mL) filtradas como os

solventes em filtros Micropore® (0,45 um) antes da analise.

Analise cromatografica por CLAE de Eugenia uniflora

As andlises cromatogréficas foram realizadas conforme Hoffmann-Ribani
& Rodrigues-Amaya (2008) com adequacbes e utilizou-se a fracdo AcOEt (10
mg/mL) obtida da particAo com o extrato fluido. Essa amostra foi submetida a
extragdo por fase sélida em cartucho SPE Phenomenex® Stracta C18-E (500
mg/3 mL) (FAFSE) e utilizou-se como eluente de aplicacdo e limpeza MeOH a
5% (v/v) e de extracdo de MeOH. Os cromatogramas foram obtidos em
cromatodgrafo Varian® Pro-Star com injetor manual (20 ul), gradiente ternario
de bombas, detector UV/Vis e coluna Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18
(250 x 4,5 mm) em temperatura de 24+2 °C.

Dois sistemas de solventes foram utilizados, MeOH (solvente A): H,O
(HCO2H 0,3% v/v) (solvente B). O gradiente utilizado foi 20% de A por 6 min,
52% de A por 15 min, 72% de A por 27 min e 10% de A por 30 min. A vazao foi
de 0,8 mL/min. A deteccao foi realizada em 370 nm e foi utilizado padré&o
externo auténtico com tempos de retencéo seguido de espectro de UV.

Para elaboracdo de curva analitica foram utilizadas solugcbes
metandlicas do padrdo quercetina (anidra Sigma-Aldrich® USA, Iote:
020M1566) nas concentracdes de 3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 ug/mL, sendo as
analises cromatograficas em CLAE realizadas em triplicata.

Todos os extratos e solventes foram filtrados em filtros Micropore® (0,45

um) antes do perfil cromatogréfico.

Fracionamento dos extratos em colunas cromatograficas

Fracionamento de Alpinia zerumbet
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Uma amostra vegetal (500 g) com granulometria de 800 pm foi
adicionada ao percolador (Permution®) e foi realizada extracdo com etanol a
70% (v/v). ApGs a exaustdo, o extrato obtido foi concentrado até o volume de
500 mL em rotavapor sob pressao reduzida e realizada particdo em funil de
separacdo com n-hexano e AcOEt. A fracdo AcOEt foi concentrada até residuo
(6,7 g) e uma amostra dessa fracao (5,2 g) foi submetida a fracionamento em
coluna cromatogréfica utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria e
MeOH como eluente.

Foram obtidas cinco subfracdes que foram reunidas por apresentarem
semelhanca através da analise em CCD utilizando fase mével DCM e MeOH
(90:10 v/v) com visualizagdo em camara de UV 254 nm.

A subfracdo 2 (0,102 g) apresentou bandas em CCD com extin¢do de
fluorescéncia a 254 nm e foi submetida a fracionamento em coluna
cromatografica utilizando como fase estacionéria gel de silica e eluente o DCM.
Foram reunidas duas subfragbes 2.2 (0,040 g) e 2.3 (0,050 g) que foram
submetidas a analises espectroscépicas de RMN-'H, RMN-*C (Bruker® 400
MHz e 100 MHz, respectivamente) e EM (ESI).

A subfracdo 4 (0,200 g) analisada por CCD e revelada com cloreto de
aluminio a 1% (m/v) em MeOH com posterior analise em camara de UV a 366
nm, indicou banda fluorescente (Rf+0,9) evidenciando substancias fendlicas.
Essa subfracdo foi submetida a fracionamento em coluna cromatogréafica
utilizando como fase estacionaria gel de silica e como eluente mistura em
polaridade crescente de DCM e MeOH (2,5 a 50% v/v). Foram reunidas por
semelhanca em CCD 6 subfracdes. A subfracdo 4.4 (0,060 g) evidenciou perfil
cromatografico de apenas uma substancia e foi encaminhada para analises
espectroscopicas de RMN-'H e RMN-'3C. Uma observacdo mais didatica desta
etapa de fracionamento pode ser observada no esquema 1.
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Esquema 1. Fracionamento da fracdo acetato de etila das folhas de Alpinia
zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) e obtencédo de
subfracdes.

Fracionamento de Solidago chilensis

Uma amostra do extrato fluido liofilizado (50 g) das partes aéreas foi

diluida em béquer com agua (500 mL) e agitada por 20 min. Posteriormente a

solucéao foi transferida para o funil de separacdo e efetuaram-se particoes

(n=10) com solventes de polaridade crescente (n-hexano e AcOEt). Observou-

se na fracdo AcOEt formag&o de um precipitado amarelo que foi lavado com o

mesmo solvente e submetido a anélises espectroscépicas de RMN-'H, RMN-
13C e EM (ESI).
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Uma amostra de 1,0 g da fracdo AcOEt foi dissolvida em quantidade
suficiente de CHCI; e submetida a cromatografia em coluna utilizando como
fase estacionéria gel de silica (Merck®).

A eluicdo da coluna foi realizada com aliquotas de 50 mL de CHCI; e
EtOH em polaridade crescente até EtOH 50% (v/v). As subfracbes foram
reunidas por semelhanca em CCD empregando como fase movel
AcOEt:MeOH:H,0 (100:13,5:10 v/v) e analisadas em camara de UV/Vis a 366
nm. Obtiveram-se sete subfracdes que foram concentradas em rotavapor sob
pressédo reduzida, pesadas e acondicionadas em frasco ambar.

A subfracdo 6 (6= 0,600 g) foi fracionada em coluna cromatogréfica
utilizando como fase estacionaria Sephadex LH-20 (Fluka®) e fase movel
MeOH. O monitoramento das subfracdes foi efetuado por CCD com analises
em camara de UV/Vis a 366 nm. Obteve-se por semelhanca cromatogréafica
duas subfragbes denominadas 6.1 e 6.2.

A subfracdo 6.1 (0,200 g) foi submetida para coluna cromatogratica
(flash) e o fracionamento foi obtido com a fase mével AcCOEt e MeOH em
polaridade crescente. A subfracdo 6.1.1 (0,020 g) foi encaminhada para
anélises espectroscépicas de RMN-'H, RMN-*3C e EM (ESI).

A subfracdo 6.2 (0,400 g) foi fracionada a coluna cromatogafica (flash) e
realizou-se o fracionamento com a mistura dos solventes AcCOEt e MeOH em
polaridade crescente. A subfracdo 6.2.1 (0,062 g) foi encaminhada para
anélises espectroscépicas de RMN-'H, RMN-*3C e EM (ESI).

Uma visdo mais didatica do fracionamento da fracdo AcOEt de S.

chilensis pode ser obtida no esquema 2.
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Esquema 2. Fracionamento da fracdo acetato de etila das partes aéreas de
Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) e obtencéo de subfragdes.
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3.2.7 Ensaios biolégicos in vitro e in vivo

Atividades antimicrobianas

As atividades biologicas antibacterianas e antifingicas in vitro visando
determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracfes
Bactericidas e Fungicidas Minimas (CBM e CFM) foram realizadas em triplicata
e estdo de acordo com o método preconizado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI/NCCLS, 2005) e Holetz et al. (2002). Para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), os extratos fluidos
liofilizados das espécies medicinais (folhas para A. zerumbet e E. uniflora e
partes aéreas de S. chilensis) (10 mg) foram diluidos em DMSO (2% v/v),
filtrados e novamente diluidos em 1/5 em caldo Mueller-Hinton (CMH),
resultando em uma concentracdo final de 2 mg/mL (Solucdo Méae - SM).
Utilizaram-se placas de microdiluicdo estéreis com 96 orificios, contendo em
cada orificio 100 uL de CMH.

Na sequéncia adicionaram-se 100 yL de SM ao primeiro orificio (1
mg/mL). Ap6s a homogeinizacdo da amostra, transferiram-se 100 pL do
primeiro para o segundo orificio (500 ug/mL) e assim, sucessivamente até o
sétimo orificio. As concentracdes finais, do primeiro até o sétimo orificio foram
as seguintes: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 ug/mL. O oitavo orificio
foi destinado ao controle positivo de crescimento (CMH e o micro-organismo
avaliado) e o ultimo orificio recebeu solu¢cdo de DMSO (2% v/v). Em todos os
orificios foram adicionados 5 pL da suspensdo de micro-organismos teste
padronizada e, em seguida a placa foi incubada a 37 °C em estufa
bacteriol6gica por 24 e 48 h.

A CIM foi evidenciada pela auséncia de 80% do crescimento no orificio
da placa de microdiluicdo, onde se observou a menor concentracdo da
amostra teste comparado com o padrdo de crescimento.

Os micro-organismos da American Type and Culture Collection (ATCC)
utilizados no teste antibacteriano foram: Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis (ATCC 6623) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) disponibilizados pelo Laboratério de
Microbiologia da UNOCHAPECO.

Na padronizagcdo dos micro-organismos foram acrescidas aliquotas de
caldo Mueller-Hinton a um tubo de ensaio contendo solucdo salina até
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obtencéo de turvacéao igual a solucéo referéncia (escala Mcfarland: suspenséo
de BaSO, 1,5 x 10® UFC/mL). O passo seguinte foi diluir 100 L da solugéo
salina em 900 pL de caldo Mueller-Hinton.

Os antibidticos de referéncia foram: penicilina (Sigma®) para S. aureus.
(5 pg/mL); tetraciclina e vancomicina (Sigma®) para B. subtilis, E. coli e P.

aeruginosa (25 ug/mL).

A concentracdo bactericida minima (CBM) foi realizada apos a
observacdo da CIM caracterizada pela auséncia de crescimento no orificio da
microplaca de diluicdo, na menor concentragcdo da amostra teste. O passo
seguinte foi realizar plaqueamento da concentracdo da droga teste, com o0
orificio que apresentar a menor CIM, e de dois orificios posteriores sem
crescimento microbiano, em placa com meio agar Mueller-Hinton (AMH). Para
tanto com auxilio de alca de semeadura cerca de 10 yL de amostra foram
transferidas do orificio isento de crescimento para placa de petri com meio
nutriente. Apés incubacao da placa em estufa bacteriologica por 24 e 48 h a 37
°C realizou-se a leitura da mesma considerando a CBM, quando ocorre morte
de 99,9% do micro-organismo.

Na avaliacdo da atividade antifungica para os extratos liofilizados
amostras (10 mg) foram diluidas em solvente adequado (DMSO 2% v/v), e em
seguida novamente diluidas em caldo dextrose Sabouraud (CDS), originando
uma concentracdo final de 2 mg/mL (Solucdo Mde - SM). A todos os 96
orificios da placa estéril de microdiluicdo foram adicionados 100 uL de CDS. Na
sequéncia foram adicionados 100 yL da SM para o primeiro orificio contendo
100 pL de CDS. Realizou-se homogeneizacgéo e transferiram-se 100 pL para o
segundo orificio (500 pg/mL) e assim, sucessivamente até o sétimo orificio
obtendo-se as respectivas concentracdes: 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e
15,62 pg/mL. O oitavo orificio foi destinado ao controle positivo de crescimento,
onde se encontra apenas o CDS e o micro-organismo teste e o ultimo orificio
recebeu solucdo de DMSO (2% v/v). Em todos os orificios foram adicionados
5 pyL da suspensao de microrganismo padronizada. Em seguida a placa foi
incubada a 37 °C em estufa bacteriologica por 24 e 48 h.

A CIM foi observada apos o periodo de tempo, pela auséncia de

crescimento no orificio da microplaca de diluigdo na menor concentracdo da
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droga. O micro-organismo utilizado no teste antifangico foi Candida albicans,
fornecida pelo Laboratorio de Microbiologia da Unochapeco.

Para a padronizagdo do micro-organismo as amostras foram cultivadas
em CDS por 24 h a 37 °C, a partir de colbnia isolada em placa de petri.
Realizou-se padronizacéo do tubo a 0,5 da escala Mcfarland 1,5 x 10° UFC/mL
e consequente diluicdo 1/10 (v/v) da suspenséao de fungos em CDS.

Para o padrdo com antibiotico utilizou-se Micostatin® (Nistatina). Pesou-
se 1 mg da amostra e dilui-se em 50 yL de DMSO acrescentando-se 950 uL de
agua destilada, denominada de solucdo A (concentracdo de 1 mg/mL). A
solucdo A foi novamente diluida 1/20 (v/v) em CDS originando a solucdo B
(concentragédo de 50 pg/mL). A solugao B foi diluida a 50% (v/v) com meio de
crescimento no orificio, com concentracao de 25 ug/mL. Micostatin® (Nistatina)
possui valor de referéncia para CIM de 1,56.

Determinou-se a concentracdo fungicida minima (CFM) pela subcultura
do orificio sem crescimento no teste de determinacdo do CIM, que foi
transferida com auxilio de uma algca de semeadura (cerca de 10 uL) para placa
de petri contendo &gar dextrose Sabourand (ADS). As amostras foram
incubadas a 37 °C em estufa bacterioldégica por 48 h. Considera-se a
concentragdo fungicida minima quando essa subcultura com amostra mata

99,9% do micro-organismo.

Atividade antioxidante

Neste trabalho optou-se pelo método baseado na transferéncia de
elétrons de uma substancia antioxidante para o radical livre 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH) que ao se reduzir, perde a sua coloracdo purpura, tornando-
se amarelo. Os ensaios realizados em triplicata seguiram a metodologia
descrita na literatura (Bianco & Santos, 2010; Sousa et al., 2007) e 0 consumo
de DPPH foi monitorado através da medida do decréscimo da absorvancia das
solugcdes das amostras, em um espectrofotdmetro UV-1601 Shimadzu a 518
nm. Os extratos fluidos foram diluidos em etanol, obtendo-se solu¢cbes nas
concentracbes: 1,25; 2,5; 5,0; 12,5; 25; 50; 100 e 150 ug/mL que foram
adicionadas (2,5 mL) a solugdo de DPPH/etanol (1,0 mL; 0,3 mmol/L). O
controle se deu apenas pela reacdo de etanol (2,5 mL) com a solucéo de

DPPH/etanol (1,0 mL; 0,3 mmol/L), enquanto que o branco apenas pela mistura
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de etanol (1 mL) com as solu¢bes tratamentos (2,5 mL), de modo que, para
cada concentracdo existiu um branco. Todas as reacfes foram realizadas em
triplicatas e nas mesmas condi¢des de analise (30 min; 25 °C) e os resultados

foram expressos a partir da seguinte base de calculo:

AAY= { [(Abscontrole - (Absamostra - Absbranco)] .100 }/Abscontrole

Onde:

Abs = absorvancia. Para comparacao foram utilizados como controles positivos
os padrbes de quercetina e rutina.

A concentracdo eficiente (CEsp), quantidade de antioxidante necesséria
para decrescer a concentracdo inicial de DPPH em 50% foi determinada
usando o programa GraphPad Prism®, a partir de uma curva exponencial de
primeira ordem, obtida plotando-se na abscissa as concentracfes da amostra

(mg/mL) e na ordenada, a porcentagem de DPPH remanescente.

Atividade hipolipidémica

O protocolo experimental foi aprovado junto ao comité de ética no uso de
animais (CEUA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parana (n° 574) (Anexo 1). Os ratos com aproximadamente 80 dias de vida
foram acondicionados individualmente em gaiolas biolégicas de 17 x 33,5/40,5
cm na sala de experimentacdo. Estes foram mantidos em fotoperiodo de 12
horas (claro/escuro), com ruidos minimos, temperatura ambiente de
aproximadamente 22 °C+2 °C, e umidade mantida por sistema de ar
condicionado. Os animais foram alimentados com racédo balanceada para
roedores Nutrilab CR1 (Nuvital®) e agua ad libitum.

Protocolo experimental

A populagdo de animais utilizados foi de 48 ratos (Rattus norvegicus) da
linhagem Wistar (albinus), machos, jovens, pesando aproximadamente 250 g.
Esse numero de animais se justifica, pois 0 modelo biolégico escolhido pode
possibilitar variagdes nos parametros bioquimicos alcancados em virtude da

fisiologia de cada animal (Pankaj et al., 2010).
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As gaiolas contendo os animais foram distribuidas de modo randémico
na sala de experimentacao e por sorteio simples, trés destas formaram o grupo
normal (N) que prosseguiu se alimentando com racdo Nuvilab® e agua. Os
animais das demais gaiolas formaram o grupo induzido (1) e foram alimentados
com dieta hipercolesterolémica (racéo acrescida de 1% de colesterol + 0,1% de
acido colico Sigma-Aldrich®).

No primeiro e 15 dias ap0s o inicio do experimento, retirou-se dos
animais de ambos os grupos através da veia caudal, aproximadamente 1 mL
de sangue para realizacdo de analises bioquimicas.

Apos 15 dias de alimentac@o os animais do grupo | foram divididos de
forma randémica em sete grupos de seis animais cada grupo. Os tratamentos
nos grupos (com administracdo via oral, intragastrica) tiveram duracdo de 30
dias e foram os seguintes: controle (Agua destilada 0,5 mL) (C), extratos fluidos
de S. chilensis (150, 300 e 600 mg/kg respectivamente) (HE 150, HE 300 e HE
600), quercetrina (10 mg/kg) (QRT), extrato fluido de A. zerumbet (300 mg/kg)
(ALP) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV).

O quadro 3 apresenta uma observacdo mais didatica do modelo

experimental proposto.

Quadro 3. Modelo experimental hipolipidémico: tratamentos (n=6) com
administracao oral intragatrica por 30 dias.

Dieta dos animais Grupos Tratamento por 30 dias
Normal N -
Hipercolesterolémica C Agua

(racdo Nuvilab® acrescida HE 150 Extrato S. chilensis (150 mg/kg)
de 1% de colesterol + 0,1% HE 300 Extrato S. chilensis (300 mg/kg)
de &cido cdlico) HE 600 Extrato S. chilensis (600 mg/kg)

QRT Quercetrina (10 mg/kg)
ALP Extrato A. zerumbet (600 mg/kg)

SINV Sinvastatina (4 mg/kg)

O tempo total em que os animais foram submetidos a pesquisa foi de 45
dias e apos o encerramento do protocolo de experimentacao, todos os animais

foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p) com uma mistura na mesma
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seringa de quetamina e xilasina (75 e 10 mg/kg, respectivamente) e foram
retiradas amostras de sangue por puncdo cardiaca e imediatamente foi
realizada eutanasia com superdosagem do anestésico.

As aliquotas de sangue foram centrifugadas (3000 x g) para a obtencéo
do soro e avaliacdo de parametros bioquimicos como triacilglicérides (TG),
colesterol total (CT), lipoproteinas de alta densidade colesterol (HDL-C) e
alanina aminotransferase (ALT). Lipoproteinas de baixa densidade colesterol
(LDL-C) foram calculadas a partir da equacdo de Friedewald LDL-C = TC —
HDL-C - (TG/5) e as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) foram
calculadas a partir do colesterol total (CT — HDL-C — LDL-C = VLDL) (Sposito et
al., 2007). O indice aterogénico (lA) foi calculado segundo o método descrito
por Xia et al. (2011) (CT/HDL-C). Esses ensaios foram realizados com Kits
comerciais Labtest® através de métodos espectrofotométricos de radiacao
ultravioleta e visivel (UV/Vis) em fotbmetro digital semiautomético
(BioSystems®, modelo BTS 310) disponivel no laboratério de Bioquimica da
UNOCHAPECO. Aliquotas de soro também foram empregadas na
quantificacdo de interleucinas (IL-1, IL-6, IL-10), fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interferon gama (INF-y), proteina C reativa (PCR), LDL-colesterol
oxidada (LDL-0x) e auto-anticorpos anti LDL-oxidada (anti LDL-0x).

Foram retirados de todos os animais, apds procedimento de eutanasia,
os figados para pesagem, analises histopatolégicas, antioxidantes e a
avaliacdo de atividade da enzima 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A
(HMGCoA) redutase.

Atividade da HMGCOoA redutase

A atividade da HMGCoA redutase foi indiretamente mensurada nos
termos da razdo entre HMCoA e mevalonato (Rao & Ramakrishnan, 1975).
Amostras dos tecidos hepaticos foram rapidamente removidas dos animais e
preparadas em homogenato (solucdo de salina arseniato 10% massa/volume).
A HMGCoA foi determinada pela reagdo com hidroxilamina em pH alcalino e
subsequente analise colorimétrica do acido hidroxanico resultante da formacéo
de complexos com sais de ferro em 540 nm. O mevalonato foi estimado pela
reacdo com o mesmo reagente, mas em pH 2,1. Neste pH a forma lactona do

mevalanato reage rapidamente com hidroxilamina para formar o hidroxamato.
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A razéo entre HMGCOA e mevalonato € inversamente proporcional a atividade

da enzima HMGCOoA redutase.

Analise do colesterol fecal

O material fecal foi coletado nos ultimos trés dias do experimento e o
meétodo utilizado esta de acordo com Kaiek et al. (1984) com modificacbes. As
fezes foram secas em estufa a 60 °C por 24 h e as amostras pulverizadas (0,5
g) foram adicionadas de isopropanol. O material foi submetido a agitacéo e foi
estocado a -20 °C por 24 h com subsequente centrifugacédo (12000 x g). O
sobrenadante foi entdo analisado quanto a concentracdo de colesterol total de

modo semelhante ao soro em 500 nm.

Quantificagao de citocinas, LDL-ox e anti LDL-0x

A quantificacdo de citocinas foi avaliada por ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), utilizando kits comerciais para uso humano, IL-1, IL-6,
IL-10, TNFa e IFNy, (eBioscience, San Diego, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante e os niveis de homocisteina ensaiadas pelo analisador
Immulite (Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, Califérnia).

LDL-ox foi determinada por ELISA de acordo com as instrugbes do
fabricante (Mercodia AB, Uppsala, Suécia) e como descrito anteriormente por
Wu & Lefvert (1995). As amostras de soro foram adicionadas a orificios de
microplacas revestidas com anticorpos de elevada afinidade para LDL-ox. Um
anticorpo conjugado com peroxidase e tetrametilbenzidina (TMB) como
substrato para a peroxidase foram utilizados. A intensidade da cor amarela,
que é diretamente proporcional a concentracdo de LDL-ox, foi observada a 450
nm. Uma curva padrado foi gerada a partir padrdo LDL-ox. Anti LDL-ox foi
determinada utilizando ELISA, como descrito por Wu & Lefvert (1995) e Holvoet
et al. (1998). As amostras de soro foram adicionadas a poc¢os de microplacas
revestidas com anticorpos de alta afinidade (LDL-ox). A metodologia foi
semelhante ao utilizado para quantificar LDL-ox e a intensidade da cor
amarela, que foi diretamente proporcional a concentracdo anti LDL-ox que foi
observada a 450 nm. Uma curva padréo foi gerada a partir do padréo anti LDL-

OX.
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Atividades farmacoldgicas no SNC

O projeto foi aprovado pelo CEUA da Universidade Regional Integrada
com numero de protocolo 091/PGA/2011 (Anexo 2). Foram utilizados
camundongos machos albinos (Mus musculus) da linhagem CF1 (25-30 g; n=6
cada grupo teste). Os camundongos foram mantidos com agua e comida ad
libitum, ciclo de luz de 12 h (das 7 as 19 h) e temperatura controlada de 22+1
°C. Os grupos testados foram: controle (C) (Agua destilada 10 mL/kg), extratos
padronizados de A. zerumbet (200, 400 e 800 mg/kg) (AZ 200, AZ 400 e AZ
800, respectivamente), diazepan (DZP 1) e imipramina (IMI 20) (1 mg e 20
mg/kg via oral e intraperitonial, respectivamente) 60 min antes dos

experimentos (Araujo et al., 2009).

Atividade exploratoria

Os grupos de animais: C, DZP 1, AZ 200, AZ 400 e AZ 800 foram
submetidos por 5 min ao teste de campo aberto (open field) para avaliacdo de
atividade exploratoria. O aparato consiste em uma arena dividida em doze
quadrantes, localizado em ambiente de baixa intensidade luminosa. Avaliaram-
se a laténcia (tempo em que o animal apds ser inserido no centro do aparato,
inicia a locomocéo), a ambulac&o (nUmero de cruzamentos), levantar das patas
(rearing), autolimpeza (groming), numero de bolos fecais e periodo de

imobilidade. Diazepan (1 mg/kg) foi utilizado como padréo ansiolitico.

Atividade ansiolitica

Utilizou-se o teste de transicéo claro-escuro (light/dark Box) que consiste
em um aparato de madeira com dois compartimentos (branco e preto) que se
comunicam por uma abertura. Na avaliacdo, os camundongos foram inseridos
no centro do compartimento claro e a laténcia para entrada no compartimento
escuro foi anotada. Os animais dos grupos C, DZP 1, AZ 200, AZ 400 e AZ 800
foram observados por 5 min e avaliou-se também a ambulacdo em cada
compartimento, que é caracterizada quando o animal coloca as quatro patas
em determinado espaco. Diazepan administrado por via intraperitoneal 30 min

antes da experimentacéo foi utilizado como padrao ansiolitico.
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Avaliacdo da atividade antidepressiva

Modelo de suspenséo pela cauda

Os animais pertencentes aos grupos C, IMI 20, AZ 200, AZ 400 e AZ 800
foram suspensos pela por¢éo terminal de suas caudas a uma altura de 90 cm
da superficie. A duracdo da imobilidade foi anotada em segundos durante 6
min. A imipramina administrada por via intraperitoneal 30 min antes da

experimentacéo foi utilizada como padr&o antidepressivo.

3.2.8. Andlises estatisticas

Os dados foram analisados pelos programas de estatistica SigmaPlot 11
(Systat Software, Inc., Germany) e GraphPad Prism V.4 (GraphPad Software,
Inc., San Diego, CA). Realizaram-se analises estatisticas por meio das analises
de variancia uma via (ANOVA) seguidas post hoc pelo teste de Tukey e os
valores foram representados pelas médias + desvio padrao (DP). Os resultados

para p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo morfoanatdmica

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. (Zingiberaceae) — folha:

As folhas sdo simples, lanceoladas em disposi¢cdo distica, e possuem
cerca de 73 cm de comprimento por 12 cm de largura. A base é aguda e o
apice é cuspidado (Figura 11 A, B). O peciolo é curto, com longa bainha aberta
e ligula desenvolvida. A sobreposicao das bainhas origina um pseudocaule.

Em vista frontal de ambas as superficies epidérmicas, as células
possuem formato poligonal com paredes espessadas e séo revestidas por uma
cuticula lisa (Figura 11 C). Ocorrem tricomas tectores unicelulares, de base
alargada e ponta aguda, voltados para o &pice foliar (Figura 11 D, E).
Estdbmatos paraciticos e tetraciticos distribuem-se de modo enfileirado em
ambas as faces epidérmicas, caracterizando a folha como anfiestoméatica
(Figura 11 F).

Em seccao transversal, a epiderme é unisseriada e recoberta por uma
cuticula delgada. Os estdmatos se inserem no mesmo nivel das células
adjacentes e exibem cristas cuticulares externas (Figura 12 C, D). Subjacente a
face adaxial da epiderme, encontram-se cerca de duas a seis camadas de
células parenquimaticas relativamente grandes com imensos vacuolos (células
buliformes), cujas paredes anticlinais podem ser sinuosas (Figura 12 A). Na
sequéncia, em organizacao caracteristica de mesofilo dorsiventral, ocorrem
aproximadamente quatro estratos de parénquima palicadico e seis estratos de
parénquima esponjoso. Este corresponde a 40% da altura dos clorénquimas.
Nestes distribuem-se regularmente feixes vasculares, do tipo colateral, envoltos
sequencialmente por wuma bainha parenquimatica e uma bainha
esclerenquimatica. Esta é praticamente completa nos feixes de porte mediano
e pode alcancar as células buliformes. Junto a face abaxial, o nimero de
camadas de células buliformes pode variar, chegando a cerca de trés ou quatro
estratos nas regides foliares de maior espessura (Figura 12 B).

A regido central, em seccao transversal, exibe leve concavidade na
superficie adaxial e é convexa na face abaxial. Observam-se epiderme
unisseriada e varias camadas de células buliformes, além de numerosos feixes

vasculares colaterais, distribuidos em cerca de trés niveis no parénquima
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fundamental (Figura 13 A). Aqueles proximos a face abaxial sdo maiores e
mostram calotas esclerenquimaticas mais desenvolvidas junto ao floema. Nos
niveis seguintes, a seérie de feixes progressivamente diminui de tamanho,
localizando-se os menores na superficie adaxial. Os feixes de meédio e

pequeno porte apresentam calotas esclerenquimaticas apostas ao xilema e ao
floema (Figura 13 B, C).
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Figura 11. Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae): A.
Aspecto geral das partes aéreas vegetativas; B. Folhas, faces adaxial e
abaxial; C. Face abaxial da epiderme foliar, em vista frontal; D. Detalhe de
tricomas tectores na face adaxial da epiderme foliar; E. Numerosos tricomas
tectores na face abaxial da epiderme foliar; F. Estdmatos distribuidos em

fileiras.
Abreviaturas: ab — abaxial, ad — adaxial, es - estbmato; tt - tricoma tector.
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Figura 12. Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae).
Folha: A. Vista frontal da face abaxial da epiderme com detalhe de um
estdbmato; B, C. Seccao transversal do limbo onde se observa organizacao
dorsiventral do mesofilo, com destaque para células buliformes, estbmato e

feixes vasculares; D. Pormenor de estdmato e feixe vascular.
Abreviaturas: cb — célula buliforme, ce — calota esclerenquimatica, ct — cuticula, ep — epiderme,
es — estbmato, fx - feixe vascular, pe — parénquima esponjoso, pp — parénquima paligadico.
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Figura 13. Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae),
seccao transversal da regido central foliar: A. Destaque para os trés niveis de
feixes vasculares e as camadas de células buliformes; B. Xilema, floema e
calota esclerenquimética; C. Detalhe da bainha esclerenquimética praticamente

completa ao redor dos feixes vasculares.
Abreviaturas: be - bainha esclerenquimatica, cb — célula buliforme, ce - calota
esclerenquimatica, ep — epiderme, fi — fibra, fl — floema, fx — feixe vascular, tt — tricoma tector, xi

— xilema.
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No estudo anatomico das folhas de A. zerumbet, Albuquerque & Neves
(2004) observaram que o0s estdbmatos paraciticos e tetraciticos sdo pouco
frequentes na epiderme da face adaxial da lamina foliar, distribuindo-se
preferencialmente, na regidao intercostal da face abaxial, em concordancia com
o estudo de Tomlinson (1969). Segundo Esau (1977), 0 niumero de estdmatos
por unidade de superficie é tdo variado, que possui pouco valor taxonémico.
Entretanto, o aspecto destes em vista frontal, especialmente com referéncia a
natureza e orientacdo das células subsidiarias, serve como caracteristica
taxonOmica. Metcalfe (1963) relatou que os tricomas tectores de A. zerumbet
estdo posicionados no bordo da lamina foliar e na face abaxial préximos da
nervura central e que os mesmos em geral, ndo s&o ramificados.

Tomlinson (1956) registrou para o género Alpinia a presencga de células
buliformes apenas na face adaxial. Porém, na espécie avaliada por
Albuquerque & Neves (2004) e também descrita neste trabalho observaram-se
ndo somente células buliformes na face adaxial, como também na abaxial,
embora nesta a camada ndo seja continua e as células mostrem menores
dimensdes. Segundo os autores estas células possuem a funcédo de armazenar
agua e na nervura mediana estdo associadas com o desenrolar da folha,
atuando como células de expanséao.

Para Albuquerque & Neves (2004), A. zerumbet tem sido descrita como
planta rizomatosa, apresentando folhas diferenciadas em lamina, peciolo curto,
ligula e bainha. A maioria das laminas das monocotiledéneas tem organizacao
histolégica homogénea do mesofilo, carater que reforca a origem peciolar da
estrutura. A espécie A. zerumbet, no entanto, possui organizacao dorsiventral,
tipica das laminas das dicotiledéneas e que pode ser explicada em relagédo ao
posicionamento das folhas, visto que se apresentam patentes, propiciando a
especializacdo em parénquima palicadico e esponjoso.

A folha de A. zerumbet revelou muitas caracteristicas comuns as
mencionadas por Tomlinson (1956; 1959) e Metcalfe (1963) e como as
monocotiledoneas sao relativamente pouco estudadas, conclui-se que o
reconhecimento dos caracteres anatdbmicos aqui analisados torna-se relevante
para o conhecimento da morfologia da espécie, bem como da taxonomia da

familia.
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Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) — folha e caule:

As folhas sé@o simples, lanceoladas, alternas, sésseis, e possuem cerca
de 8 a 10 cm de comprimento por 2 cm de largura. Apresentam apice agudo e
base atenuada com coloracéo verde intensa na face adaxial e tonalidade clara
na face abaxial. O caule é ndo ramificado (Figura 14 A, B).

Com relacdo a anatomia foliar, observa-se em vista frontal que as
células da epiderme apresentam formato poligonal e séo revestidas por
cuticula lisa. Estdbmatos do tipo anomocitico estdo presentes em ambas as
faces epidérmicas (folha anfiestomatica). Ha tricomas tectores pluricelulares,
constituidos de trés a oito células em série Unica, com apice agudo e base
alargada (Figura 14 C-F).

Em seccdo transversal, a epiderme compde-se de uma camada de
células alongadas periclinalmente, revestidas por uma cuticula delgada. Os
estbmatos estdo localizados no mesmo nivel em relacdo as células
circunvizinhas (Figura 15 A). O mesofilo é isobilateral, consistindo de trés a
cinco estratos de parénquima palicddico subjacente a ambas as faces
epidérmicas e de uma camada de parénquima esponjoso na posicdo mediana.
As células do parénquima palicadico sédo relativamente curtas e as do
esponjoso possuem poucos cloroplastos e grandes vacuolos. Percorrendo o
mesofilo, ha feixes vasculares colaterais, envoltos por bainha parenquimatica
transcurrente. Junto ao floema de alguns feixes, encontram-se dutos
secretores, cujo epitélio é unisseriado (Figura 15 B).

A nervura central possui contorno biconvexo, com leve curvatura na face
adaxial. Mergulhado no parénquima fundamental, nota-se um Uunico feixe
vascular, do tipo colateral, de formato ovalado e com zona cambial evidente
(Figura 15 C). Incipientes calotas esclerenquimaticas apostas ao xilema e ao
floema sdo observadas. Na direcdo do floema, ha duto secretor, com
caracteristicas similares as previamente descritas (Figura 15 D).

O caule em seccao transversal € praticamente circular. A epiderme é
uniestratificada e longos tricomas tectores pluricelulares e unisseriados estao
presentes (Figura 16 A, B). No cortex, ocorrem colénquima lamelar e
parénquima cortical. No cilindro vascular, varios feixes vasculares colaterais,
com calotas esclerenquimaticas junto ao floema, dispdem-se em circulo e

delimitam a regido medular, que é parenquimatica (Figura 16 C).
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Figura 14. Solidago chilensis Meyen (Asteraceae): A. Aspecto geral das partes
aéreas vegetativas e reprodutivas; B. Folhas, faces adaxial e abaxial; C, D.
Vista frontal das faces adaxial e abaxial da epiderme foliar, respectivamente; E.
Estdbmatos anomociticos na face adaxial da epiderme; F. Destaque para o

tricoma tector e estbmatos.
Abreviaturas: ab — abaxial, ad — adaxial, es — estbmato, tt — tricoma tector.
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Figura 15. Solidago chilensis Meyen (Asteraceae), seccao transversal do
limbo: A, B. Organizacdo isobilateral do mesofilo, indicando sistema de
revestimento, clorénquimas, feixes vasculares e duto secretor; C, D. Nervura

central com destaque para feixe vascular colateral e duto secretor.

Abreviaturas: bp — bainha parenquimatica, ce - calota esclerenquimatica - ct — cuticula, ds —
duto secretor, ep — epiderme, es — estdbmato, fl — floema, fx — feixe vascular, pe — parénquima
esponjoso, pp — parénquima palicadico, tt — tricoma tector, xi — xilema.



Figura 16. Solidago chilensis Meyen (Asteraceae), seccao transversal do
caule; A. Aspecto geral da organizacdo caulinar; B. Epiderme uniestratificada,
cambio e sistema vascular com destaque para floema e xilema; C. Cortex,

colénquima e duto secretor.
Abreviaturas: co — colénquima, cx — cOrtex, cv — cambio vascular, ds — duto secretor, ep —
epiderme, fl — floema, me — medula, tt — tricoma tector, xi - xilema.
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A folha de S. chilensis apresentou alguns caracteres anatémicos comuns
a familia Asteraceae, tais como epiderme uniestratificada, ocorréncia de
estbmatos frequentemente anomociticos em ambas as faces epidérmicas e
feixes vasculares do tipo colateral (Metcalfe & Chalk, 1950; 1988). Com relacao
as demais caracteristicas da espécie, que foram relatadas por Oliveira et al.
(1996) e Smolarek et al. (2009), de um modo geral, as mesmas foram
confirmadas nesta andlise.

Comparativamente a outros representantes medicinais da familia a
exemplo das populares arnicas (Porophyllum ruderale (Jacq.) Cass., Chaptalia
nutans (L.) Pohl.) estudadas por Duarte et al. (2007), merecem destaque como
estruturas diagndsticas aquelas relativas ao sistema de revestimento, ao tipo
de mesofilo, as estruturas secretoras internas e a disposicdo do sistema
vascular na nervura central. Diferindo de S. chilensis, P. ruderale possui folha
glabra, cuticula lisa e levemente estriada, mesofilo dorsiventral e grandes
estruturas secretoras nos bordos foliares, enquanto que C. nutans, mostra
numerosos tricomas longos na face abaxial, cuticula estriada, mesofilo
dorsiventral, e nervura central percorrida por varios feixes vasculares nédo
associados as estruturas secretoras. Segundo Metcalfe & Chalk (1988) a
ornamentacdo cuticular, que se revela de forma diversa nos géneros, é
apontada como uma informacédo taxonémica relevante.

Oliveira et al. (1996) descreveram que o caule de S. chilensis apresenta
na epiderme anexos semelhantes aos descritos para folha e a regido
colenquimética subepidérmica é pouco desenvolvida. Os feixes vasculares sado
distribuidos em anel do tipo colateral aberto relacionados com dutos secretores
e protegidos por grupo de fibras. As regibes parenquimaticas sdo bem
desenvolvidas e estas consideracdoes estdo de acordo com os resultados

observados neste trabalho.
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Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) — folha e caule:

As folhas sé@o simples, ovalado-lanceoladas, de apice acuminado e base
aguda, sésseis, cartaceas e possuem cerca de 2 a 8 cm de comprimento por 1
a 3 cm de largura. A face adaxial da epiderme € verde-escura e a face abaxial
mais clara. O caule é liso, tortuoso e ramificado. (Figura 17 A, B).

Em vista frontal, ambas as superficies epidérmicas sao revestidas por
uma cuticula lisa. A lamina é lisa e hipoestomatica, formada por células com
paredes anticlinais sinuosas. Os estdmatos sdo predominantemente do tipo
anomocitico (Figura 17 C, D).

Em seccao transversal, a epiderme é unisseriada e recoberta por uma
cuticula delgada. Os estdbmatos se inserem no mesmo nivel das células
adjacentes. Junto a ambas superficies epidérmicas, encontram-se cavidades
secretoras arredondadas revestidas por epitélio uniestratificado, formado por
cerca de seis células (Figura 17 E, F). Ocorre mesofilo dorsiventral, contendo
uma camada de parénquima palicadico e varios estratos de parénquima
esponjoso. Nestes distribuem-se regularmente idioblastos contendo drusas e
cristais prismaticos. Os feixes vasculares de menor calibre séo do tipo colateral
(Figura 17 F).

A nervura principal, em secg¢éo transversal, exibe leve concavidade na
superficie adaxial e é convexa na face abaxial. Observa-se epiderme
unisseriada (Figura 18 A) e as cavidades secretoras estdo préximas ao sistema
vascular em ambas as faces da lamina foliar. Cristais prismaticos e drusas sdo
observados no parénquima fundamental. O feixe vascular é bicolateral em
forma de arco aberto, envolto por uma bainha esclerenquimética completa
(Figura 18 B, C).

O caule, em seccéao transversal, apresenta forma oval, com epiderme
uniestratificada, parénquima cortical e colénquima lamelar com até duas
camadas de células. O sistema vascular apresenta floema localizado

externamente e internamente ao xilema (Figura 18 D-F).
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Figura 17. Eugenia uniflora L. (Myrtaceae): A. Aspecto de ramo apical; B.
Folhas, faces adaxial e abaxial; C. Face adaxial da epiderme foliar com cuticula
lisa; D. Face abaxial da epiderme foliar mostrando estébmatos; E, F.
Organizacdo foliar mostrando cuticula, epiderme e mesofilo dorsiventral,
cavidades secretoras proximas a epiderme, feixes vasculares e cristais
prismaticos.

Abreviaturas: ab — abaxial, ad — adaxial, be — bainha esclerenquimatica, cs — cavidade
secretora, ct — cuticula, ep — epiderme, es — estdmato, fx — feixe vascular, pe - parénquima
esponjoso, pp — parénquima palicadico, pr — cristal prismatico.
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Figura 18. Eugenia uniflora L. (Myrtaceae); A. Seccao transversal da nervura
central e regido internervural com destaque para epiderme, mesofilo
dorsiventral, cavidades secretoras e feixe vascular; B. Detalhe do feixe vascular
bicolateral; C. Cavidade secretora e drusa; D. Seccao transversal do caule
revelando a organizacéo estrutural. E. Cilindro vascular e medula; F. Destaque

para colénquima, floemas externo e interno, e xilema.
Abreviaturas: co — colénquima, cs — cavidade secretora, cx — cértex, dr — drusa, ep — epiderme,
es — estbmato, fle — floema externo, fle — floema externo, fx — feixe vascular, me — medula, pe —
parénquima esponjoso, pp — parénquima paligadico, xi — xilema.
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A analise morfoanatdomica da folha de E. uniflora realizada neste estudo
esta de acordo com a descricdo encontrada na FB 5 (2010) e revelou a
presenca de caracteristicas gerais para a familia Myrtaceae, como epiderme
uniestratificada, folhas hipoestomaticas, estbmatos predominantemente
anomociticos, cavidades secretoras em ambas as faces, mesofilo dorsiventral e
nervura central com feixes vasculares bicolaterais acompanhados por uma
bainha de esclerénquima. Essas estruturas anatbmicas sdo comuns no taxon e
foram verificadas em diferentes géneros, tais como Campomanesia
adamantium (Camb.) O. Berg., Myrcia cordiifolia DC., M. decrescens O. Berg e
M. torta DC. (Gomes et al., 2009).

Segundo Fiuza et al. (2008), as cavidades secretoras sdo circundadas
radialmente por duas ou, raramente, por um conjunto de até seis células
epidérmicas. Na FB 5 (2010), h4 descricdo de cavidades secretoras do tipo
esquizolisigenas, com gotas de Oleo e distribuidas em ambos os parénquimas.
De acordo com Donato & Morretes (2007), o conteudo das cavidades
secretoras subepidérmicas no mesofilo das Myrtaceae é tipico para espécie,
sendo constituido por Oleos essenciais importantes para farmacologia e

producado de esséncias.

4.2 Parametros de pureza para as amostras vegetais

Teores de agua nas amostras de materiais vegetais dessecados

Utilizou-se método gravimétrico para determinacdo de agua. Para A.
zerumbet obteve-se teores de agua que variaram de 10,04 a 10,84%, em S.
chilensis de 10,24 a 10,48% e para E. uniflora de 8,05 a 8,22% (Tabela 1).
Esses resultados estdo de acordo com o preconizado pela F. Bras. IV (1988-
2005) e Solis et al. (2005) que estabeleceram um limite para a quantidade de
umidade em materiais vegetais que pode variar de 8 a 14%.

Para A. zerumbet e S. chilensis, ndo ha descricdo farmacopeica ou de
trabalhos cientificos revelando valores de umidade. Para E. uniflora a FB 5
(2010) preconiza um maximo de 10% de umidade avaliada pelo método
gravimétrico. Os valores reduzidos estabelecidos para as plantas pesquisadas
podem estar relacionados ao adequado processo de secagem e estocagem em

temperatura ambiente.
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A avaliacdo deste parametro é importante em analises de controle de
qualidade pois, a presenca excessiva de 4gua em materiais vegetais propicia o
desenvolvimento de micro-organismos, insetos e hidrélise com consequente
deterioracdo de constituintes da droga (F. Bras. IV, 1988-2005).

Segundo a FB 5 (2010), trés métodos sdo empregados para
determinacdo de 4gua em drogas vegetais: método gravimétrico (dessecacao),
método azeotropico (destilacdo com tolueno) e o método volumétrico (Karl
Fischer). O primeiro mais simples e rapido ndo deve ser aplicavel quando a
droga possuir substancias volateis.

Entretanto, Borges et al. (2005), que compararam metodologias para
determinacdo de agua em drogas vegetais, relatam que mesmo com
dificuldades na reprodutibilidade e outras limitacbes, o método gravimétrico
pode ser utilizado devido suas vantagens relacionadas a quantidade de
amostra utilizada e equipamento necessario.

Solis et al. (2005) destacaram que se o material vegetal possuir mais
que 10 mL/kg (1%) de 6leo essencial ndo deve ser realizada a perda por
secagem e deve-se determinar o conteudo de agua por destilacdo. Como néo
ha descricdo da quantidade de 6leo essencial presente nas folhas de A.
zerumbet e partes aéreas de S. chilensis e a presenca destes constituintes
para as folhas de E. uniflora é de 0,8% (FB 5, 2010) optou-se pela
determinacdo de umidade pelo método gravimétrico. Esse método € de fato o
mais utilizado e observa-se que apesar da FB 5 (2010) preconizar outros
métodos de determinacdo de umidade para plantas medicinais com
constituintes volateis além da &agua, das 42 monografias farmacopeicas
somente Peumus boldus Molina. Datura stramonium L. e Citrus aurantium L.

possuem doseamento de agua por destilacdo azeotropica.
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Tabela 1. Determinacéo de agua para as amostras de Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas), Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (partes aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas) por
meétodo gravimétrico (n=8).
Espécies medicinais Amostras Teor de 4gua
Média + DP (CV%)

A. zerumbet AZ1 10,84 £ 0,17 (1,57)
AZ2 10,61 + 0,36 (3,39)

AZ3 10,66 + 0,53 (4,88)

AZ4 10,78 £ 0,20 (1,85)

AZ5 10,63 £ 0,30 (2,82)

AZ6 10,70 £ 0,35 (3,27)

AZ7 10,04 £ 0,41 (3,94)

S. chilensis SC1 10,28 + 0,19 (1,85)
SC2 10,24 + 0,22 (2,15)

SC3 10,31 + 0,16 (1,55)

SC4 10,36 £ 0,27 (2,61)

SC5 10,48 £ 0,22 (2,10)

E. uniflora EU1l 8,08 £ 0,12 (1,48)
EU2 8,05 + 0,07 (0,87)

EU3 8,13 + 0,16 (1,97)

EU4 8,19 + 0,21 (2,56)

EU5 8,22 + 0,17 (2,07)

Teores de cinzas totais

Nessa etapa do trabalho para as trés espécies medicinais realizaram-se
ensaio em cadinhos de porcelana e mufla conforme a FB 5 (2010). Observou-
se para A. zerumbet valores de 7,14 a 7,34%, em S. chilensis 6,40 a 6,74% e
para E. uniflora valores de 7,93 a 8,03%. Nao ha dados na literatura indicando
a quantidade de cinzas totais para A. zerumbet e S. chilensis. Na farmacopeia
(FB 5, 2010) as folhas de E. uniflora devem conter no maximo 11% de cinzas
totais. O conteudo de cinzas totais estabelece a quantidade de substancia
residual ndo volatili no processo de incineracdo, contemplando as cinzas
derivadas de tecido vegetal (fisioldgicas) e de materiais estranhos como, areia
e terra aderidos a droga (néo fisiologicas) (FB 5, 2010). A determinacao do teor

de cinzas totais permite a verificacdo de impurezas inorganicas ndo volateis
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que podem estar presentes como contaminantes (Farias, 2003) geralmente
relacionadas aos processos de coleta e armazenamento (Rocha, 2000). A
pequena variagao percentual observada entre as amostras vegetais analisadas
(Tabela 3) pode estar relacionada com as diferentes épocas e locais de coleta
porém, fornece subsidios para o estabelecimento de um limite para este

parametro de qualidade.

Teores de cinzas insoluveis em acido

Para as espécies medicinais realizou-se ensaio em mufla conforme FB 5
(2010). Os valores variaram em A. zerumbet de 0,70 a 0,83%, em S. chilensis
0,32 a 0,34% e para E. uniflora de 0,58 a 0,62% (Tabela 2).

Quando as cinzas totais sdo acrescidas de &cido cloridrico as cinzas
fisiolégicas ou organicas sdo consumidas restando constituintes silicosos no
material. O método destina-se portanto, a determinacdo de silica e constituintes
silicicos da droga (FB 5, 2010) como, terra, areia e outros materiais que podem
comprometer a qualidade do farmacdégeno pesquisado (Farias, 2003)
evidenciando adulteracdo ou condi¢des inadequadas de cultivo.

Nao existem teores maximos de cinzas insollveis em acido descritos
oficialmente para as espécies A. zerumbet e S. chilensis. Porém, Solis et al.
(2005) verificaram que para materiais vegetais os valores ndo devem exceder a
2%. Avaliando parametros de qualidade para quatro espécies de Asteraceae, a
mesma familia de S. chilensis, e utilizando também as partes aéreas dos
vegetais, Budel et al. (2004) obtiveram valores que variaram de 0,75 a 1,06%.
Para folhas E. uniflora coletadas em Goiania (Goias) nos meses de fevereiro a
abril de 2005, Fiuza et al. (2008) descreveram resultados em torno de 0,57% e
a Farmacopeia Brasileira (FB 5, 2010) preconiza um limite maximo de cinzas
sulfatadas de 12%. Essas percentagens descritas sdo maiores ou semelhantes
as obtidas para as espécies medicinais pesquisadas e os baixos valores
encontrados quando comparados com outras monografias farmacopeicas
utilizando os mesmos farmacégenos, demonstram baixa presenca de materiais
silicosos originalmente presente nas amostras e os cuidados obtidos na

obtencédo das matérias-primas vegetais.
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Tabela 2. Determinacao dos teores de cinzas totais (n=5) e insollUveis em acido
(n=3) para as amostras de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.

(Zingiberaceae) (folhas),

aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas).

Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) (partes

Espécies Amostras Cinzas totais Cinzas
medicinais Média = DP (CV) insoltveis em acido

Média + DP (CV%)

A. zerumbet AZ1 7,14 + 0,09 (1,26) 0,76 + 0,12 (15,79)
AZ2 7,22 + 0,06 (0,83) 0,78 + 0,11 (14,10)

AZ3 7,25+ 0,19 (2,62) 0,78 £ 0,22 (28,20)

AZ4 7,29 + 0,12 (1,65) 0,75 + 0,20 (26,70)

AZ5 7,25 + 0,20 (2,76) 0,73 £ 0,19 (26,20)

AZ6 7,33 +0,13 (1,77) 0,70 + 0,11 (15,71)

AZ7 7,34 + 0,10 (1,36) 0,83 + 0,12 (14,46)

S. chilensis SC1 6,58 + 0,78 (11,85) 0,34 + 0,02 (5,88)
Sc2 6,51 + 0,63 (9,68) 0,35 + 0,01 (2,86)

SC3 6,40 £ 0,73 (11,41) 0,32+ 0,01 (3,12)

SC4 6,70 £ 0,40 (5,97) 0,33 + 0,02 (6,06)

SC5 6,74 + 0,54 (8,01) 0,33 + 0,02 (6,06)

E. uniflora EU1 8,03 + 0,37 (1,95) 0,58 + 0,05 (7,02)
EU2 8,01 + 0,27 (3,37) 0,58 + 0,04 (6,90)

EU3 8,04 + 0,32 (3,98) 0,59 + 0,04 (6,78)

EU4 7,95 + 0,33 (4,15) 0,62 + 0,07 (11,29)

EU5 7,93 + 0,25 (3,16) 0,62 + 0,05 (8,06)

4.3 Parametros de qualidade para os extratos fluidos

Foram utilizados extratos fluidos (item 3.2.5) elaborados com as

amostras de niumero 1 de cada espécie medicinal (AZ1; 500 mL, SC1; 500 mL

e EUL; 200 mL).

Caracteristicas organolépticas para extratos

Fitas de papel filtro medindo 10 x 2 cm foram impregnadas com extratos

fluidos e esses foram avaliados quanto a cor, odor e sabor (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas organoléticas dos extratos fluidos de Alpinia
zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas), Solidago
chilensis Meyen (Asteraceae) (partes aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae)
(folhas).

Cor Odor Sabor
Extratos Intensidade
A. zerumbet Mistura de amarelo e verde Aromético Amargo
(fraco) (semelhante a
noz-moscada)
S. chilensis Laranja (fraco) Aromatico Amargo
E. uniflora Mistura de verde com Aromético Amargo,
amarelo (forte) citrico

Segundo Cardoso (2009) as caracteristicas organolépticas e sensoriais
fornecem dados simples, porém bastante relevantes, sobre o material
analisado. Farias (2003) destacou que este método pode auxiliar no
estabelecimento de parametros de qualidade relacionados a identidade e
pureza das amostras e que muitas vezes, a analise organoléptica permite a

verificacdo da decomposicao das apresentacoes.

Teores de residuo seco

Aliguotas dos extratos (2 mL) foram submetidas a estufa (100-105 °C)
por 3 h até peso constante (FB 5, 2010). Os valores obtidos podem ser
observados na tabela 4.

Tabela 4. Teores de residuo seco para os extratos fluidos de Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas), Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (partes aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas) (n=5).

Extratos das espécies medicinais Teores de residuo seco
Média + DP (CV%)

A. zerumbet 11,48 £ 0,32 (2,78)
S. chilensis 29,42 + 0,55 (1,87)
E. uniflora 14,28 + 1,26 (8,82)

Esse ensaio é aplicado a extratos liquidos e esta relacionado a
guantidade de particulas dissolvidas ou em suspensdo e tem por finalidade
verificar se o residuo seco encontra-se dentro dos limites farmacopeicos. Para

extratos fluidos o valor minimo preconizado € de 5% (Cardoso, 2009).
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Avaliando extratos de Arnica montana L. Lychnophora pynaster Mart. e
Lychnophora rupestris Semir & Leitdo-Filho, plantas pertencentes a familia
Asteraceae, Maciel et al. (2006) obtiveram valores de 5,66, 5,47 e 5,49%
respectivamente. Resultados considerados baixos quando comparados aos
obtidos com as espécies medicinais desse trabalho, evidenciando para esse

estudo, um método extrativo eficiente.

Potencial hidrogeniénico (pH) dos extratos
Determinou-se os valores de pH dos extratos utilizando-se o método do

potenciometro (Tabela 5).

Tabela 5. Valores do pH para os extratos fluidos de Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas), Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (partes aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas) (n=5).

Extratos das espécies medicinais Valores de pH
Média + DP (CV%)
A. zerumbet 6,26 + 0,005 (0,08)
S. chilensis 5,71 £ 0,007 (0,12)
E. uniflora 5,09 £ 0,001 (0,16)

Os extratos de S. chilensis e E. uniflora apresentaram resultados mais
acidos, que podem estar relacionados com uma maior presenca de compostos
fendlicos. O valores de pH representam convencionalmente a concentracao
dos ions hidrogénio em solu¢des aquosas e possiveis alteracbes comparadas
a um extrato padréo, podem sugerir degradacfes quimicas. Essa determinagéo
simples e importante, ndo € comum para matérias-primas vegetais. Portanto, o
valor de pH raramente aparece nas monografias farmacopeicas vegetais. A
United States Pharmacopeia, por exemplo, cita valor de pH apenas para o
extrato fluido de alho (Cardoso, 2009).

Valores da densidade relativa e densidade de massa
Na andlise dos extratos utilizou-se o0 método do picnédmetro (FB 5, 2010)
com trés repeticdes (Tabela 6).
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Tabela 6. Densidade relativa para os extratos fluidos de Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas), Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (partes aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas) (n=3).

Extratos das espécies medicinais Determinacédo da
densidade relativa (D%)
Média + DP (CV%)

A. zerumbet 0,9738 + 0,0031 (0,32)
S. chilensis 0,9594 + 0,0027 (0,29)
E. uniflora 0,9054 + 0,0014 (0,16)

Com os dados da densidade relativa foi possivel estabelecer a

densidade de massa (Tabela 7) pela equacgéao:
p20 = 0,99703 (densidade da agua a 20°C) . D?° (extratos fluido) + 0,0012

Tabela 7. Densidade de massa para os extratos fluidos de Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas), Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (partes aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas) (n=3).

Extratos das espécies medicinais Determinacéo da densidade de massa
Média = DP (CV%)
A. zerumbet 0,9738 + 0,0031 (0,32)
S. chilensis 0,9577 + 0,0027 (0,29)
E. uniflora 0,9039 + 0,0014 (0,16)

A densidade relativa é a comparacao entre a massa especifica de duas
substancias. Na avaliacdo de extratos é tomada em relacéo a 4gua e tem como
finalidade comparar os resultados com os estabelecidos nas farmacopeias
(Cardoso, 2009). Nos extratos fluidos avaliados, tanto a densidade relativa
como a densidade de massa, os menores valores foram observados para E.
uniflora e os maiores para A. zerumbet indicando que nesta Ultima espécie, 0s

constituintes quimicos possuem maior peso molecular.

4.4  Caracterizacao fitoquimica
Andlise fitoquimica preliminar
Essas andlises possibilitaram o conhecimento dos grupos quimicos

presentes nos extratos. A. zerumbet, S. chilensis e E. uniflora apresentaram
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presenca de fendis, flavonoides, taninos e 06leos essenciais. Em S. chilensis

observou-se também, a positividade para saponinas (Tabela 8)

Tabela 8. Resultados da analise fitoquimica preliminar para os extratos fluidos
de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas),
Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) (partes aéreas) e Eugenia uniflora L.
(Myrtaceae) (folhas) (n=3).

Grupos quimicos A. zerumbet S. chilensis E. uniflora
Fendis (+) (+) (+)
Flavonoides +) (+) (+)
Taninos (+) (+) (+)
Saponinas ) (+) )
Oleos essenciais (+) (+) (+)

(+) positivo; (-) negativo.

Lorenzi & Matos (2002), Elzaawely et al. (2007) e Victorio et al. (2009)
confirmaram a positividade em A. zerumbet de flavonoides, taninos, terpenos e
Oleos essenciais. Chicourel et al. (1998) e Pedroso et al. (2009), corroboram a
presenca de substancias polifenélicas (flavonoides, taninos), triterpenos e 6leos
essenciais para S. chilensis. Para este vegetal, Torres et al. (1987) reforcaram
a presenca de saponinas. Consolini et al. (2002) e a F. Bras. IV (1988-2005)
ratificam para E. uniflora os grupos quimicos, taninos, flavonoides e 6leos

essenciais.

Andlise dos extratos fluidos em cromatografia de camada delgada (CCD)
Foi possivel estabelecer perfis cromatograficos em CCD para os extratos
fluidos de S. chilensis, A. zerumbet e E. uniflora (Figuras 19 a 22).
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Figura 19. Cromatografia em camada delgada para extrato fluido de Solidago
chilensis Meyen (Asteraceae) (partes aéreas) e padrdes analiticos: 1, 2 e 3
amostras de extratos; 4. Quercetrina; 5. Acido clorogénico; 6. Quercetina; 7.
Rutina; 8. Apigenina; 9. Quercetrina, rutina e acido clorogénico. Eluente:
AcOEt:HCO,H:AcOH:H,0 (100:11:11:27 VIv) e revelacao com
difenilboriloxidietilamina a 1% em MeOH (m/v) com consequente observacéo

em 366 nm.

Figura 20. Cromatografia em camada delgada para extrato fluido de Alpinia
zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas) e padrdes
analiticos: 1, 2, 3, 4 e 5 amostras de extratos; 6. Rutina; 7. Acido clorogénico;
8. Quercetrina; 9. Canferol. Eluente: AcOEt:HCO,H:AcOH:H,O (100:11:11:27
v/v) e revelacdo com difenilboriloxidietilamina a 1% em MeOH (m/v) com
consequente observagdo em 366 nm.
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Figura 21. Cromatografia em camada delgada para extrato fluido de Alpinia
zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas) e padrdes
analiticos: 1 e 2 amostras de extratos; 3. Rutina; 4 e 7. Quercetina; 5. Acido
clorogénico; 6. Acido cafeico. Eluente: AcOEt:HCO;H:H,O (90:5:5 v/v) e
revelacdo com anisaldeido (1% v/v) seguido de aquecimento em estufa a 100
°C por 5 min.

-

Figura 22. Cromatografia em camada delgada para extrato fluido de Eugenia
uniflora L. Myrtaceae (folhas) e padrdes analiticos: 1, 2 e 3. Amostras de
extratos; 4. Quercetina; 5. Acido tanico; 6. Acido clorogénico; 7. Rutina; 8.
Quercetrina. Eluente: AcCOEt:HCO,H:AcOH:H,0 (100:11:11:27 v/v) e revelagéo
com difenilboriloxidietilamina a 1% em MeOH (m/v) com consequente
observacdo em 366 nm.

Para o extrato fluido de S.chilensis observou-se bandas cromatogréaficas
com deslocamento semelhante aos padrdes de quercetrina e acido
clorogénico. Maciel et al. (2006) ao avaliarem tinturas a base de arnicas (Arnica
montana L., Lychnophora rupestris Semir & Leitdo e Lychnophora pinaster
Mart.) pertencentes a Asteraceae, também destacaram a presenca de
flavonoides em perfil cromatogréafico. Para o extrato fluido de A. zerumbet
Victorio et al. (2009) citaram que para melhor visualizacdo de rutina, o perfil
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cromatografico adequado seria obtido com eluente AcOEt:HCO,H:H,O
(65:20:15 v/v). Porém, somente se observou rutina nos extratos desse vegetal,
utilizando os sistemas de solventes citados neste trabalho. Para o extrato fluido
de E. uniflora foi possivel detectar a positividade para o flavonoide rutina. Fiuza
et al. (2008) utlizando eluente CH3COCH3;:MePh:HCO,H (3:3:1 Vv/v)

confirmaram a presenca de flavonoides além dos taninos.

Quantificacdo de flavonoides e fendis totais por espectrofometria no
UVIVIS

Quantificacéo de flavonoides de Alpinia zerumbet e Eugenia uniflora

Através do método proposto por Harnafi et al. (2007) determinou-se para
as amostras de A. zerumbet e E. uniflora a concentracdo de flavonoides

representados como quercetina (Tabela 9).

Tabela 9. Concentragbes de flavonoides representados por quercetina
quantificados por espectrometria de UV/Vis nas diferentes amostras de folhas
de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) e Eugenia
uniflora L. (Myrtaceae) (n=6).

Espécies medicinais Quercetina
(mg/100 g de material
vegetal)
Média + DP
A. zerumbet
AZ1 37,0+ 0,01
AZ2 12,0+ 0,00
AZ3 9,0 £ 0,02
AZ4 40,0 £ 0,00
AZ5 42,0 £ 0,03
AZ6 51,0 £ 0,03*
AZ7 54,0 £ 0,02*
E. uniflora
EU1 183,0 £ 0,01
EU2 142,3 + 0,00
EU3 90,0 £ 0,00
EU4 169,1 + 0,03
EU5 189,3 + 0,02*

*p< 0,05 comparado com as amostras da mesma planta.
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As concentracdes de flavonoides expressos como quercetina variaram
nas amostras de A. zerumbet. E importante ressaltar que as amostras com
menores valores (AZ2 e AZ3) foram constituidas de folhas jovens. As amostras
com folhas adultas (AZ6 e AZ7) foram coletadas nos meses de janeiro e
revelaram as maiores concentracdes dos flavonoides sendo estatisticamente
diferentes (p<0,05) das demais amostras (AZl, AZ4 e AZ5) coletadas nos
meses de outubro e agosto respectivamente.

Para as amostras de E. uniflora, observou-se diferencas (p<0,05) nas
concentraces de quercetina entre todas as amostras. Porém, a amostra EU3
coletada no inverno apresentou 0 menor valor e a amostra EUS no verédo o
maior valor. As variacdes encontradas para as amostras das espécies
medicinais podem evidenciar diferencas relacionadas a sazonalidade e
também, aos fatores edafico-climaticos. Para Zuanazzi & Montanha (2003)
diversas funcdes sdo atribuidas aos flavonoides nos vegetais dentre elas, a
protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel que sado mais
intensos no verdo. Esse fato pode ajudar a justificar a maior presenca destas
substancias quimicas nas plantas analisadas, nessa época do ano.

Marques et al. (2011) relataram que diversas técnicas sdo empregadas
para o doseamento de flavonoides em materiais vegetais uma delas, a
espectrometria de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV/Vis) alcanca
grande destaque devido a sua simplicidade, rapidez, baixo custo de execucédo
e ampla disponibilidade nos laboratérios de controle de qualidade. Nesse
trabalho, este método apresentou resultados representativos e reproduziveis.

Harnafi et al. (2007) utilizando o0 mesmo método de doseamento para A.
zerumbet e E. uniflora obtiveram para Erica multiflora L. (Ericaceae) a
concentracdo de 13 mg/100 g de material vegetal. Valor considerado baixo
pelos autores. Nesse estudo, os valores considerados baixos foram
evidenciados somente para amostras de A. zerumbet com folhas jovens
(amostras EU2 e EU3 com 12,0 e 9,0 mg de quercetina/100 g de planta seca
respectivamente). Os demais valores encontrados nas duas espécies variaram
de 37,0 a 189,3 mg de quercetina/100 g de planta seca. Dessa forma, os
resultados foram considerados elevados para flavonoides representados por

quercetina. Cabe salientar, que para E. uniflora a farmacopeia (F. Bras. IV,
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1988-2005) preconiza por outro método de determinagdo, uma concentracao

minima de 2% de flavonoides representados como quercetina.

Quantificagéo de flavonoides de Solidago chilensis

Através do método farmacopeico proposto nos procedimentos
metodoldgicos foi possivel determinar os teores de flavonoides totais (TFT)
para todas as amostras (Tabela 10) e para as folhas e caules (FC),
inflorescéncias (INF) e partes aéreas (PA) da amostra SC1 (Tabela 11).

Para as amostras de S.chilensis, observou-se diferencas (p< 0,05) nas
concentracbes de flavonoides representados como hiperosideo, com relagédo
aos locais e datas das coletas. Os valores mais elevados foram observados
nos anos de 2010 e 2012 (amostras SC1, SC4 e SC5) e os menores em 2010
e 2011 (amostras 2 e 3, respectivamente). Também se verificou diferencas no

teor de flavonoides (p< 0,05) para as diferentes partes da planta.

Tabela 10. Teores de flavonoides representados por hiperosideo nas diferentes
amostras das partes aéreas de Solidago chilensis Meyen (Asteraceae)
guantificados por espectrometria de UV/Vis (n=3).

Amostras de Solidago chilensis Teor de flavonoides totais
Média + DP (%)
SC1 4,49 + 0,068*
SC2 2,32 +0,37
SC3 3,20 £ 0,27
SC4 5,33 + 0,25*
SC5 5,20 + 0,61*
*p< 0,05.

Tabela 11. Concentracdo de flavonoides representados por hiperosideo nas
diferentes partes da planta para amostra SC1 de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) quantificados por espectrometria de UV/VIS (n=3).

Partes da planta de Solidago chilensis Teor de flavonoides totais
Média + DP (%)
Folhas e caules (FC) 4,98 + 0,04*
Inflorescéncias (INF) 4,39 + 0,02
Partes aéreas (PA) 4,41 + 0,03

*p< 0,05.
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Os valores determinados para todas as amostras podem ser
considerados elevados se comparados a Persea americana Mill. (Laureaceae)
e a Calendula officinalis L. (Asteraceae), plantas que nas respectivas
monografias farmacopeicas (FB 5, 2010) devem conter no minimo 0,4% de
flavonoides representados como hiperosideo. Borella & Fontoura (2002)
analisaram oito amostras de Baccharis trimera (Less.) DC. (Asteraceae)
também por método espectrofotométrico e obtiveram valores que oscilaram de
0,12 a 0,66%. Esses dados corroboram a informacdo que S. chilensis possui
grande quantidade dessas substancias nas partes aéreas. As variacdes nas
concentragdes de flavonoides nas amostras coletadas nos diferentes locais e
periodos de tempo, podem estar relacionadas com fatores como clima e solo
de origem e ao contrario do que se estimava, as folhas e caules possuem um
incremento no teor de flavonoides em comparacdo com as inflorescéncias de

forte coloracdo amarela de S. chilensis.

Fenais totais de Alpinia zerumbet, Solidago chilensis e Eugenia uniflora

Conforme Sousa et al. (2007), elaborou-se curva analitica com padrdes
de &cido gélico (2,5 a 50 ug/mL) e obteve-se a equacdo da reta (y= 0,0351x +
0,0063) e coeficiente de correlacdo de 0,9998 (Figura 23). Com essas

informacdes quantificou-se o teor de fendis totais nos extratos (Tabela 12).

y=0,0351x + 0,0063
R?= 0,9997

Absorvancia (nm)
=
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Figura 23. Curva analitica para o padrdao acido galico (2,5 a 50 ug/mL em
MeOH) utilizando método de Folin—Ciocalteu e absorvancia apos 2 h em 750
nm (n=3).
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Tabela 12. Contetdo de fendis totais (FT) representados por equivalentes de
acido galico (EAG) para os extratos fluidos de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.
Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas), Solidago chilensis Meyen,
(Asteraceae) (partes aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas) (n=3).

Extratos das Peso (g) dos FT (mg EAG/g de FT (mg EAG/g de
espécies extratos extrato) material vegetal seco)
medicinais liofilizados apés Média + DP (CV%)
extracao
A. zerumbet 38,18 80,16 + 1,93 (2,41) 6,12
S. chilensis 110,84 102,00 £ 2,26 (2,22) 22,61
E. uniflora 41,11 144,59 + 2,74 (1,89) 29,70

Sousa et al. (2007) avaliaram o teor de fendis totais utilizando o mesmo
método, obtiveram para extratos etandlicos de cinco espécies de plantas
medicinais valores que variaram de 250 a 763,63 mg de EAG/g de extrato.
Andrade et al. (2007), com metodologia semelhante descreveram para o
extrato bruto e fracdes de Acacia pedalyriipholia A. Cunn. ex G. Don.
(Leguminosae-Mimosidae) cujo género € reconhecido como fonte de
compostos fendlicos, concentracdes de 206,4 a 338,5 mg de EAG/g de extrato.
Elzaawely et al. (2007) observaram para extrato aquoso das flores e sementes
de A. zerumbet 56,7 e 13,7 mg de EAG/g de extrato, respectivamente. Dessa
forma, constata-se que os extratos das espécies deste estudo apresentam
concentracdes consideraveis de substancias fendlicas.

No entanto, Bueno et al. (2012) destacaram que a concentracdo de
polifendis se modifica quando alteracfes sdo realizadas no tempo de reacao
nas absorvancias escolhidas, no pH das solu¢cdes e nos padrdes utilizados
sendo portanto necessaria, a padronizacdo ou validacdo do método para cada

material vegetal.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia para os extratos vegetais

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de Alpinia zerumbet

Realizou-se varredura de UV/Vis (200 a 800 nm) de uma solucéo
metandlica de rutina (200 ug/mL) obtendo-se absorvancias maximas nos

comprimentos de onda de 250 e 360 nm caracteristicos de flavonoides.
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Para curva analitica em CLAE utilizou-se rutina diluida em metanol como
padrdo externo nas concentracdes de 12,5; 25; 50; 100 e 200 pg/mL com

namero de repeti¢cdes igual a trés (Figura 24).

y =357771x + 760219
R2=0,9996
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Figura 24. Curva analitica do padrao rutina (12,5 a 200 ug/mL em MeOH) em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Cromatografo Varian®, coluna
Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18 (25 x 4,5 mm) em temperatura de
24+2 °C. Solventes utilizados: H,O:H3PO4 (0,1% v/v) (solvente A) e MeOH
(solvente B). O gradiente utilizado foi 70% de A por 5 min, 60% de A 10 min e
100% de B por 20 min com vazao de 1 mL/min e deteccdo em 254 nm (n=3).

A analise cromatografica em CLAE de A. zerumbet foi realizada para a
fracdo acetato de etila (AcOEt) das folhas do vegetal (FAE).

Com o objetivo de obter uma andlise cromatografica mais especifica
para observacdo de compostos fendlicos, também se realizou CLAE para
fracdo AcCOEt submetida a extracdo em fase soélida (SPE Phenomenex®
Stracta C18-E; 500 mg/3 mL) (FAFSA). Ambas as cromatografias podem ser
observadas na Figura 25.
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Figura 25. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para fracdo acetato
de etila das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (10 mg/mL em MeOH): A. Padrao rutina (100 pg/mL em
MeOH) (Rf: 16,9 min); B. Fracdo acetato de etila das folhas de Alpinia
zerumbet; C. Fracdo acetato de etila das folhas de Alpinia zerumbet submetida
a extragdo em fase sdlida. Cromatografo Varian®, coluna Kromasil® ODS (5
um) fase reversa C-18 (25 x 4,5 mm) em temperatura de 24+2 °C. Solventes
utilizados: H,O:H3PO, (0,1% v/v) (solvente A) e MeOH (solvente B). O
gradiente utilizado foi 70% de A por 5 min, 60% de A 10 min e 100% de B por
20 min com vazéo de 1 mL/min e detecgdao em 254 nm.

Substituindo os valores das absorvancias das amostras na equacao da
reta (y= 357771x + 760219), quantificou-se o flavonoide rutina nas fracoes,

extrato total e folhas secas de A. zerumbet (Tabela 13).
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Tabela 13. Concentragdo de rutina obtida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) nas fracdes acetato de etila, extrato fluido e nas folhas secas
de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae).

Amostras Concentragdo Rutina(mg)na  Rutina (mg) Rutina (mg)

(10 mg/mL) (Mg/mL) fracdo acetato no extrato na planta
total seca (100 g)
Fracao 96,00 9,40 35,93 7,19
AcOEt (FAE)
Fracao 81,45 7,98 30,47 6,09
AcOEt em
extragao por
fase solida
(FAFSA)

Para a fracdo AcOEt das folhas de A. zerumbet, ndo se observou
melhora representativa da cromatografia em CLAE quando a mesma foi
submetida a extracdo em fase sélida. A extracdo por fase sélida proporcionou
ainda, um decréscimo na quantificacdo de rutina em torno de 15%.

Lin et al. (2008) obtiveram 3,76 e 6,06 mg rutina a cada 100 g de
extratos aquoso e etandlico das sementes de A. zerumbet. Por meio do método
de extragdo e solventes utilizados neste estudo o valor obtido para de rutina
para as folhas de A. zerumbet € de 94 mg a cada 100 g de extrato, um
aumento de aproximadamente 90%. Victorio et al. (2009) avaliando a
concentracdo de rutina em extratos hidroalcodlicos (70% v/v) de A. zerumbet,
conseguiram valores de 1,5 e 1,0 mg/g em folhas secas quando o material
vegetal foi extraido por ultrassom e microondas, respectivamente. Em outro
estudo, Victério et al. (2009) detectaram na fragcdo AcOEt das folhas de Alpinia
purpurata (Vieill.) K. Schum. 17,8 mg/g de rutina um valor semelhante ao

encontrado neste trabalho.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de Solidago chilensis

Realizou-se uma varredura em espectrofotbmetro de UV/Vis com uma
solugéao de quercetrina (200 pg/mL) com o objetivo de verificar a sensibilidade
da substancia. Observaram-se absorvancias representativas em comprimento
de onda de 250 e 360 nm caracteristico dos flavonoides. A curva analitica em
CLAE foi realizada utilizando-se quercetrina diluida em MeOH como padrédo

externo nas concentracdes de 12,5; 25; 50; 100; 200 e 450 ug/mL com namero
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de repeticdes igual a trés (n=3) (Figura 26). A cromatografia em CLAE para o

padrao quercetrina (200 ug/mL em MeOH) pode ser visualizada na figura 27.
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R2 = 0,9999

200000000
180000000
160000000
140000000
120000000
100000000
80000000
60000000
40000000
20000000
0

Absorvancia (mAU)

100 200 300 400 500
Quercetrina (ug/mL)

o

Figura 26. Curva analitica do padréao quercetrina (12,5 a 450 ug/mL em MeOH)
em cromatografia liquida de alta eficiciéncia (CLAE). Cromatografo Varian®,
coluna Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18 (25 x 4,5 mm) em
temperatura de 24+2 °C. Solventes utilizados: H,O:AcOH (40:1 v/v) (solvente
A) e CH3CN (solvente B). O gradiente utilizado foi 86% de A por 15 min, 65%
de A por 30 min e 100% de B por 2 min com vazéo de 1 mL/min e deteccdo em
360 nm (n=3).

Figura 27. Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE) para padréo
quercetrina (200 ug/mL em MeOH) (Rf: 27,6 min). Cromatografo Varian®,
coluna Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18 (25 x 4,5 mm) em
temperatura de 24+2 °C. Solventes utilizados: H,O:AcOH (40:1 v/v) (solvente
A) e CH3CN (solvente B). O gradiente utilizado foi 86% de A por 15 min, 65%
de A por 30 min e 100% de B por 2 min com vazéo de 1 mL/min e deteccdo em
360 nm (n=3).
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Os cromatogramas para os extratos fluidos das inflorescéncias (INF),

caules e folhas (CF) e partes aéreas (PA) de S. chilensis estdo representados
na figura 28.
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Figura 28. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para extrato fluido

de Solidago chilensis Meyen (Asteraceae) (1 mg/mL em MeOH):

Inflorescéncias (INF); B. Folhas e caules (FC); C. Partes

A.
aéreas (PA).

Cromatografo Varian®, coluna Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18 (25 x
4,5 mm) em temperatura de 24+2 °C. Solventes utilizados: H,O:H3zPO4 (0,1%
v/v) (solvente A) e MeOH (solvente B). O gradiente utilizado foi 70% de A por 5
min, 60% de A 10 min e 100% de B por 20 min com vazado de 1 mL/min e

deteccdo em 360 nm.
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Substituindo as absorvancias das amostras na equacéo da reta da curva
analitica (y= 411167x - 190316), quantificou-se o flavonoide quercetrina nos

extratos. Os resultados estéo expressos na tabela 14.

Tabela 14. Concentracdo de quercetrina obtida por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) nos extratos fluidos e planta seca de Solidago chilensis
Meyen (Asteraceae).

Extratos fluidos Concentracdo Quercetrina(g) no  Quercetrina (g) na

(1 mg/mL) (Mg/mL) extrato total planta seca (100 g)
Inflorescéncia (INF) 177,49 0,5290 5,29
Folhas e caules (FC) 410,30 1,2144 12,1
Partes aéreas (PA) 291,65 0,6473 6,47

Apati et al. (2006) ao avaliarem as partes aéreas de Solidago
canadensis L. (Asteraceae) obtiveram 5,75 g de quercetrina a cada 100 g de
planta, resultado muito proximos aos apontados nesse trabalho. Devido as
inflorescéncias amarelas e abundantes poderia se pensar, que 0 maior
contetdo de flavonoides estaria nessa parte do vegetal no entanto, a maior
guantidade dessa substancia estd presente nas folhas e caules. Zuanazzi &
Montanha (2003) relatam que muitas vezes os flavonoides encontrados nas
folnas podem ser diferentes daqueles presentes nas flores, nos caules ou
ramos, raizes ou frutos das plantas. Descrevem ainda, que 0 mesmo composto
pode ocorrer em diferentes concentracdes, dependendo do 6rgao vegetal em
gue se encontra e que este fato pode estar relacionado, as diversas funcdes

bioldgicas que estes metabdlitos exercem nas plantas.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de Eugenia uniflora

A Varredura em espectrofotbmetro de UV/Vis com uma solugéo
metandlica de quercetina (50 pug/mL) demonstrou absorvancias em 250 e 360
nm caracteristicas de flavonoides. Solugbes metandlicas de quercetina (3,12;
6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL) foram utilizadas para elaboragdo de uma curva

analitica em CLAE por meio de padrao externo (Figura 29).
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Figura 29. Curva analitica para o padrdo quercetina (3,12 a 50 ug/mL em
MeOH) em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Cromatégrafo
Varian®, coluna Kromasil® ODS (5 um) fase reversa C-18 (25 x 4,5 mm) em
temperatura de 24+2 °C. Solventes utilizados, MeOH (solvente A): H,O
(HCO2H 0,3% v/v) (solvente B). O gradiente utilizado foi 20% de A por 6 min,
52% de A por 15 min, 72% de A por 27 min e 10% de A por 30 min. A vazéo foi
de 0,8 mL/min. A deteccéo foi realizada em 370 nm (n=3).

Para as folhas de E. uniflora realizou-se CLAE utilizando a fracdo AcOEt
submetida a extracdo por fase solida (SPE Phenomenex® Stracta C18-E; 500
mg/3 mL) (FAFSE) (Figura 30).
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Figura 30. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para fracdo acetato
de etila das folhas de Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (10 mg/mL em MeOH): A.
Destaque para a presenca de quercetina na fracdo acetato de etila submetida a
extracdo em fase sdlida; B. Padrdo quercetina (12,5 ung/mL em MeOH) (Rf: 20,6
min); C. Fracdo acetato de etila; submetida a extragdo em fase solida; D.
Fracdo acetato de etila. Cromatoégrafo Varian®, coluna Kromasil® ODS (5 um)
fase reversa C-18 (25 x 4,5 mm) em temperatura de 24+2 °C. Solventes
utilizados MeOH (solvente A): H,O (HCO,H 0,3% v/v) (solvente B). O gradiente
utilizado foi 20% de A por 6 min, 52% de A por 15 min, 72% de A por 27 min e
10% de A por 30 min. A vazéo foi de 0,8 mL/min. A deteccéo foi realizada em
370 nm.

Aplicando-se a equacao da reta (y= 12,085x - 6,8861) determinou-se a
concentracéo de quercetina na fracdo AcOEt, no extrato fluido e na planta seca
(Tabela 15).
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Tabela 15. Concentracao de quercetina obtida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) na fracdo acetato de etila, extrato fluido e planta seca de
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae).

Amostras Concentragao Quercetina Quercetina Quercetina
(10 mg/mL) (Mg/mL) (mg) (mg) (mg) na
na fracéo no extrato planta seca
acetato fluido (100 g)
FAFSE 25,41 8,28 34,08 17,04

N&o ha descricdo na literatura consultada da utilizacdo de CLAE para
quantificacdo de flavonoides em extratos de E. uniflora. Na maioria dos estudos
encontram-se a métodos de cromatografia gasosa em conjunto com a
espectrometria de massas (CG-MS) para identificacdo e quantificacdo de
constituintes volateis. Nesse sentido, Ogunwande et al. (2005) destacaram a
presenca majoritaria de curzerenos (19,7%) no Oleo essencial de folhas da
planta. Cole et al. (2007) relataram que podem ocorrer variacbes na
quantificacdo de substancias quimicas volateis nas folhas de espécies de
Eugenia em funcdo da complexidade filogenética. Assim sendo, se justifica a
pesquisa de novos métodos como a CLAE para o doseamento de compostos
bioativos em E. uniflora que podem auxiliar a estabelecer parametros de

controle de qualidade.

Fracionamento do extrato fluido de Alpinia zerumbet em coluna
cromatografica

O extrato fluido de A. zerumbet obtido da extracdo por percolacéo
utilizando solvente hidroalcodlico (16,5 L; EtOH 70% v/v) e 500 g de material
vegetal, rendeu ap0s liofilizagédo 38,2 g (7,6%). Essa amostra foi dissolvida em
agua (500 mL) sob agitacéo e submetida a particdo em funil de separacédo com
solventes em polaridade crescente (n-hexano e AcOEt). A fracdo AcOEt foi
concentrada até residuo (6,7 g) e uma amostra dessa fracdo (5,2 g) foi
submetida a fracionamento em coluna cromatografica utilizando Sephadex LH-
20 (Fluka®) como fase estacionaria e MeOH como eluente. Foram obtidas 5
subfracdes reunidas por semelhanca através de CCD.

A subfracdo 2 (0,1 g) apresentou bandas em CCD com extingao de
fluorescéncia e foi submetida a fracionamento em coluna cromatografica com

rendimento de 2 subfracdes (2.2 e 2.3) que foram submetidas a analises
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espectroscopicas de RMN de *H, RMN de *C e EM (ESI). Nas andlises de
RMN de 'H para 2.2 observou-se deslocamentos quimicos préximos a 7,0 ppm
(7,19, 7,26 e 7,34) caracteristicos de anel aromatico monossubstituido.
Também se verificou, sinais na regido de 2 ppm (2,79 e 2,96 (t; J = 8 Hz))
relacionados a radicais etilénicos e 5 ppm (5,51 e 596 (d; J = 2,2 Hz))
caracteristicos de sistema ciclico contendo lactona insaturada dissubstituida.
Destaca-se ainda, sinal em 3,81 ppm (s) com caracteristicas de metoxila
(Figura 31 e Tabela 16). Sinais de RMN de *C em 167,8 e 173,7 ppm
evidenciam a presenca de carbonos carbonilicos e sinais de 129,4 a 141,2 ppm
destacam os carbonos aromaticos. Observou-se também, sinal em 56,8 ppm
indicando presenca de metoxila (Figura 32 e Tabela 16). Esses dados em
comparacdo com espectros da literatura (Itokawa et al., 1981) permitiram
identificar a substancia como, di-hidro-5,6-de-hidrocavaina (DDK) (17). Com
relacdo as andlises em espectrometria de massas (EM-ESI) observou-se que a
férmula molecular para DDK (C14H1403) indica uma relacdo m/z de 230,26 Da.
Nesse trabalho obteve-se em modo positivo o resultado de [M+ H]'= 231,1 que

corresponde ao valor esperado para o analito (Figuras 33 e 34).
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Figura 31. Espectro de RMN de *H (400 MHz; CDsOD) para di-hidro-5,6-de-
hidrocavaina (DDK) relativo ao TMS.
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Figura 32. Espectro de RMN de **C (100 MHz; CDs0OD) para di-hidro-5,6-de-
hidrocavaina (DDK) relativo ao TMS.

Tabela 16. Deslocamentos quimicos de RMN de *H (400 MHz; CD3;0D) e RMN
de *3C (100 MHz; CD;0D) para di-hidro-5,6-de-hidrocavaina (DDK).
Posicbes Deslocamentos de RMN Deslocamentos de  Deslocamentos de

dos atomos de 'H (5= ppm) RMN de **C (5= RMN de *C (5=
(acoplamentos spin-spin) ppm) ppm em CDCls)
Itokawa et al.
(1981)
1 - - -
2 - 167,8 164,2
3 5,51 (d; J = 2,25 Hz; 1-H) 88,2 87,6
4 - 173,7 171,0
5 5,92 (d; J = 2,24 Hz; 1-H) 101,9 100,1
6 - 166,2 164,7
7 2,79 (t; J =8 Hz; 2-H) 36,1 35,8
8 2,96 (t; J =8 Hz; 2-H) 33,7 32,8
9 - 141,2 139,8
10 7,19 (m; 1-H) 129,4 128,2
11 7,26 (m; 1-H) 129,5 128,5
12 7,34 (m; 1-H) 128,5 126,3
13 7,26 (m; 1-H) 129,5 128,5
14 7,19 (m; 1-H) 129,4 128,2
4-OMe 3,81 (s; 3-H) 56,8 55,8

Nota: Em parénteses, s: singleto, d: dupleto; t: tripleto; m: multipleto e constante de
acoplamento, J em Hz.
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Figura 33. Espectro de varredura (EM-ESI) para di-hidro-5,6-de-hidrocavaina
(DDK) obtido por infusdo direta. Destaque para o ion molecular m/z 231,1 Da.
Infusdo com acetonitrila (0,1% de acido fdérmico). Fonte de ionizacdo
eletrospray operada no modo positivo de ionizagdo. Varredura de 200 e 300
Da. Vazdo 10 pL/min. Posi¢cdo do capilar 10 mm na vertical e 5 mm na
horizontal, voltagem 5500 V, gas de dessolvatacdo: 15 psi, declustering
potential (DP): 40, entrance potential (EP): 10.
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Figura 34. Espectro de massa/massa (ESI) para di-hidro-5,6-de-hidrocavaina
(DDK) obtido por infusdo direta. Destaque para os principais fragmentos de
ions (91,1, 105,1 e 140,2 Da). Infusdo com acetonitrila (0,1% de acido formico)
(colision energy = 30). Fonte de ionizacdo eletrospray operada no modo
positivo de ionizacdo. Varredura de 200 e 300 Da. Vazao 10 pL/min. Posicdo
do capilar 10 mm na vertical e 5 mm na horizontal, voltagem 5500 V, gas de
dessolvatacao: 15 psi, declustering potential (DP): 40, entrance potential (EP):
10.
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A subfracdo 2.3 apresentou deslocamentos quimicos proximos a 7,0
ppm (7,36 a 7,59) -caracteristicos de substancia quimica aromatica
monossubstituida. Sinais em 6,86 e 7,43 ppm (d; J = 16,1 Hz) estdo
relacionados a radicais etilénicos insaturados e sinais em 5,62 e 6,24 (d; J =
2,2 Hz) possuem caracteristicas de sistema ciclico contendo lactona insaturada
dissubstituida. Observou-se também, sinal em 3,87 ppm (s) com caracteristicas
de metoxila (Figura 35 e Tabela 18). Sinais de RMN de *C em 160,5 e 173
ppm permitem evidenciar a presenca de carbonos carbonilicos e sinais na
regido de 128,1 a 136,3 ppm possuem caracteristicas de carbonos aromaticos.
Foi observado ainda, sinal em 56,6 ppm indicando presenca de metoxila
(Figura 36). Essas informacdes comparadas com estudos de Itokawa et al.
(1981) permitiram identificar a substancia como sendo 5,6-de-hidrocavaina
(DK) (18). Nas anélises em espectrometria de massas (EM-ESI) observou-se
que a formula molecular para DK (C14H1203) indica uma relacdo m/z de 230,26
Da. A anélise em modo negativo apresentou o resultado de [M - H]'= m/z 229,1
Da de acordo com valor esperado para a substancia (Tabela 17 e Figuras 37 e
38).
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Figura 35. Espectro de RMN de 'H (400 MHz; CDs;OD) para 5,6-de-
hidrocavaina (DK) relativo ao TMS.
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Figura 36. Espectro de RMN de **C (100 MHz; CDs;OD) para 5,6-de-
hidrocavaina (DK) relativo ao TMS.
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Tabela 17. Deslocamentos quimicos de RMN de *H (400 MHz; CD;0D) e RMN
de *3C (100 MHz; CD;0D) para 5,6-de-hidrocavaina (DK).
Posicbes  Deslocamentos de RMN-  Deslocamentos de  Deslocamentos de

dos atomos 'H (8= ppm) RMN-'*C (8= ppm)  RMN-"*C (8= ppm
(acoplamentos spin-spin) em CDCl,)
Itokawa et al.
(1981)
1 - - -
2 - 160,5 158,5
3 5,62 (d; J = 2,2 Hz: 1-H) 89,5 88,8
4 - 173,0 171,0
5 6,24 (d; J = 2,2 Hz; 1-H) 102,7 101,3
6 - 166,6 163,9
7 7,43 (d; J = 16,1 Hz; 1-H) 120,0 118,5
8 6,86 (d; J = 16,1 Hz; 1-H) 136,7 135,6
9 - 136,3 135,1
10 7,36 (m; 1-H) 128,4 127,4
11 7,59 (m; 1-H) 129,5 128,8
12 7,59 (m; 1-H) 130,2 129,3
13 7,40 (m; 1-H) 129,4 128,8
14 7,39 (m; 1-H) 128,1 127,4
4-OMe 3,87 (s; 3-H) 56,6 55,9

Nota: Em parénteses, d: dupleto; m: multipleto; s: singleto; e constante de acoplamento, J em
Hz.
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Figura 37. Espectro de varredura (EM-ESI) para 5,6-de-hidrocavaina (DK)
obtido por infusdo direta. Destaque para o ion molecular m/z 229,1 Da. Infusdo
com acetonitrila (0,1% de acido férmico). Fonte de ionizacdo eletrospray
operada no modo positivo de ionizac¢do. Varredura de 200 e 300 Da. Vazao 10
uL/min. Posicdo do capilar 10 mm na vertical e 5 mm na horizontal, voltagem
5500 V, gas de dessolvatacdo: 15 psi, declustering potential (DP): 40, entrance
potential (EP): 10.
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Figura 38. Espectro de massa/massa (ESI) para 5,6-de-hidrocavaina (DK)
obtido por infuséo direta. Destaque para os principais fragmentos de ions (91,1,
103,2 e 141,2 Da) Infusdo com acetonitrila (0,1% de acido férmico). Fonte de
ionizacao eletrospray operada no modo positivo de ionizac&o (colision energy =
50). Varredura de 200 e 300 Da. Vazao 10 pL/min. Posi¢cao do capilar 10 mm
na vertical e 5 mm na horizontal, voltagem 5500 V, gas de dessolvatacao: 15
psi, declustering potential (DP): 40, entrance potential (EP): 10.
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As cavalactonas di-hidro-5,6-de-hidrocavaina (DDK) e 5,6-de-
hidrocavaina (DK) relatadas neste trabalho, apresentam as mesmas
caracteristicas quimicas ja descritas por Itokawa et al. (1981) nos rizomas de
Alpinia speciosa K. Schum. Mpalantinos et al. (1998) isolaram DK e DDK das
folnas de A. zerumbet e relataram que estas substancias apresentaram
atividades biolégicas antiulcerogénicas e antitrombdticas. Chompoo et al.
(2011) descreveram que essas moléculas bioativas juntamente com o0s
compostos fendlicos demonstraram atividades antioxidantes e que estes
compostos presentes em A. zerumbet podem estar relacionados, com efeitos
de inibicdo da neuraminidase e integrase frente ao HIV.

A subfragdo 4 (0,2 g) foi submetida a CCD e revelada com cloreto de
aluminio a 1% em MeOH (p/v) com observacdo em camara de UV a 366 nm. A
placa apresentou banda fluorescente evidenciando substancias fenélicas. Essa
subfrac@o foi submetida a fracionamento em coluna cromatogréfica utilizando
como fase estacionaria gel de silica e como eluente mistura em polaridade
crescente de DCM e MeOH (2,5 a 50%). Foram reunidas por CCD 6
subfracdes. A subfracdo 4.4 apresentou perfil cromatografico de apenas uma
substancia e foi encaminhada para anélises espectroscépicas de RMN de 'H e
RMN de **C. O espectro de RMN de *H (CDsOD) revelou sinais em 6,89 (d; J =
9,0 Hz, 2H) e 8,07 ppm (d; J = 9,0 Hz, 2H) caracteristicos de anel aromatico
dissubstituido. O dupleto em 8,07 ppm esta relacionado aos hidrogénios H-2' e
H-6' e o dupleto em 6,89 ppm esta relacionado com os hidrogénios H-3' e H-5'".
Dupletos em 6,17 (d; J = 2,1 Hz, 1H) e 6,37 (d; J = 2,1 Hz, 1H) ppm foram
relacionados aos hidrogénios meta H-6 e H-8 do anel A da estrutura
fundamental dos flavonoides (Figura 39) (Tabela 18). Sinais de RMN de *3C na
regido de 40 a 170 ppm evidenciaram carbonos carbonilicos e aromaticos
(Figura 40). Comparando esses dados com 0s espectros obtidos por Markham
et al. (1978) foi possivel identificar a substancia como canferol (C15H1006) (19).
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Figura 39. Espectro de RMN de *H (400 MHz; CD3;OD) para o canferol relativo
ao TMS.
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Figura 40. Espectro de RMN de **C (100 MHz; CD3;OD) para o canferol relativo
ao TMS.
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Tabela 18. Deslocamentos quimicos de RMN de *H (400 MHz; CD3;OD) e RMN
de *3C (100 MHz; CDs0OD) para o canferol.

Posicoes dos  Deslocamentos de RMN-'H Deslocamentos Deslocamentos

atomos (5= ppm) (acoplamentos de RMN-*C (3= de RMN-*C (5=
Spin-spin) ppm) ppm em CD3;OD)
Markham et al.

(1978)

1 - -

2 - 148,0 146,8

3 - 137,0 135,6

4 - 177,4 175,6

5 - 162,5 160,7

6 6,17 (d; J = 2,1 Hz; 1-H) 99,3 98,2

7 - 165,6 163,9

8 6,37 (d; J = 2,1 Hz; 1-H) 94,5 93,5

9 - 158,3 156,2

10 - 104,6 103,1

1' - 123,7 121,7

2 8,07 (d; J = 9,0 Hz; 1-H) 130,7 129,5

3 6,89 (d; J =9,0 Hz; 1-H) 116,3 1154

4 - 160,6 159,2

5' 6,89 (d; J = 9,0 Hz; 1-H) 116,3 115,4

6' 8,07 (d; J = 9,0 Hz; 1-H) 130,7 129,5

NOTA: Em parénteses, d; dupleto e constante de acoplamento, J em Hz.

O canferol esta classificado no grupo dos flavonois sendo um flavonoide
de ocorréncia comum em diversas plantas medicinais. Victorio (2011) relatou
que a familia Zingiberaceae € rica nesses compostos indicando que os
mesmos s&o inclusive, marcadores quimiotaxondmicos para ordem
Zingiberales. Descreve ainda, que em virtude da presenca de outros
polifendlicos, varias sdo as atividades terapéuticas relatadas as inuUmeras
espécies. A autora cita também, que dentre os constituintes quimicos de A.
zerumbet encontra-se o canferol isolado por Mpalantinos et al. (1998). No
entanto, o autor citado isolou outros heterosideos de flavonoides, taninos e
cavalactonas mas, ndo o canferol. Dessa forma, este é o primeiro estudo que
de fato conseguiu isolar essa substancia quimica pura nas folhas de A.

zerumbet.
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Fracionamento do extrato fluido de Solidago chilensis em coluna
cromatografica

O extrato obtido da extracdo por percolagcédo da droga vegetal (500 g) e
solvente hidroalcodlico (17 litros; etanol 70% v/v) rendeu 110, 8 g (22,2%). Uma
amostra deste extrato (20 g) foi solubilizada em H,O (500 mL; sob agitacéo) e
realizaram-se particoes em funil de separacdo com solventes de polaridade
crescente (n-hexano e AcOEt). Nessa etapa observou-se a formacédo de um
precipitado (ppt) amarelo na fracdo AcOEt que foi encaminhado para analises
espectroscopicas de RMN de 'H e RMN de '3C. A fracdo AcCOEt apés
liofilizac&o rendeu 3,1 g (15,5%). A fragado AcOEt (1 g) foi fracionada em coluna
cromatografica contendo gel de silica (Merck®) como fase estacionaria e
mistura de solventes CHCI3:EtOH (v/v) em polaridade crescente e rendeu sete
subfracdes que foram reunidas por semelhanca através de CCD com eluente
AcOEt:MeOH:H,0 (100:13,5:10 v/v) e observadas em camara de UV/Vis a 366
nm.

A subfracao 6 (0,6 g) apresentou positividade para substancias fenélicas
guando revelada com cloreto de aluminio (1% em metanol, p/v) e foi submetida
a fracionamento em coluna cromatogréfica utilizando Sephadex LH-20 como
fase estacionaria e MeOH como eluente. As subfracBes foram monitoradas em
CCD e obtiveram-se duas com maior grau de pureza (6.1 e 6.2). A subfracéo
6.1 (0,2 g) foi submetida a fracionamento em coluna cromatogréfica de gel de
silica (flash) com eluente AcOEt:MeOH com polaridade crescente e
monitoramento por CCD. A subfracdo 6.1.1 evidenciou foi encaminhada para
anélises espectroscopicas de RMN de *H e RMN de *3C.

A subfragdo 6.2 (0,200 g) foi submetida a fracionamento em coluna
cromatografica de gel de silica (flash) com eluente AcOEt:MeOH com
polaridade crescente e monitoramento por CCD. A subfracdo 6.2.1 foi
encaminhada para andlises espectroscépicas de RMN de *H e RMN de **C.

Todas as amostras (ppt, 6.1.1 e 6.2.1) apresentaram espectros de RMN
de 'H semelhantes, com dupletos na regigo de 6,20, 6,37 até 7,31 ppm (J =
8,3: 2,1 Hz) caracteristicos de anel aromaticos substituidos. Também se
observaram, sinais na regiao de 0,94 a 5,35 ppm relacionados a presenca de
acucar (0,94 ppm: d; J = 6,1 Hz tipico de ramnose). Os sinais de RMN de *3C
na regido de 17 a 180 ppm evidenciaram carbono metinico, metilénicos e
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carbonilas que comparados com a literatura (Correia et al., 2008) auxiliaram a
definir a substancia quimica isolada como quercetina-3-O-a-L-ramnosideo
(quercetrina) (20) (Tabela 19 e Figuras 41 e 42). Os espectros de massas (EM-
ESI) sugerem a formula (C»1H20011) € peso molecular de 448,3 Da. Neste
trabalho em modo negativo verificou-se o resultado de [M - H]'= 447,0 Da que
esta de acordo com Santos et al. (2005) sendo considerado o valor esperado

para a substancia (Figuras 43 e 44).
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Figura 41. Espectro de RMN de 'H (400 MHz; CDs;OD) para quercetrina
relativo ao TMS.

L A N [ A |

2(;0 ‘ ‘ 15'0 ‘ ‘ I 1(')0 ‘ ‘ I I 5‘0 I ‘ ‘ ‘ (I) I[ppm]
Figura 42. Espectro de RMN de **C (100 MHz; CDsOD) para quercetrina
relativo ao TMS.
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Tabela 19. Deslocamentos quimicos de RMN de *H (400 MHz; CD3;OD) e RMN
de *3C (100 MHz; CD;0D) para quercetrina.

Posicoes Deslocamentos de RMN de 'H  Deslocamentos Deslocamentos

dos (5= ppm) (acoplamentos spin-  de RMN de **C de RMN de **C
hidrogénios spin) (= ppm) (&= ppm em
CDCl;) Correia et
al. (2008)

1 - - -

2 - 150,0 158,4

3 - 136,4 136,1

4 - 179,8 179,5

5 - 163,4 163,0

6 6,20 (d; J = 2,1 Hz; 1-H) 100,0 100,0

7 - 166,0 166,3

8 6,37 (d; J = 2,1 Hz; 1-H) 94,9 94,9

9 - 158,7 158,2
10 - 106,0 105,7

1 - 123,1 122,9

2' 7,34 (d; J = 2,1 Hz; 1-H) 117,1 116,4

3 - 146,5 146,4

4 : 159,4 149,8

5 6,91 (d; J = 8,3 Hz; 1-H) 116,5 116,9

6' 7,31 (dd; J=8,3: 2,1 Hz; 1-H) 123,0 122,9

1" 5,35(d; J=1,5Hz; 1-H) 103,7 103,5

2" 4,23 (dd; J = 3,4: 1,5 Hz; 1-H) 72,0 71,9

3" 4,76 (dd; J = 9,4: 3,4 Hz; 1-H) 72,2 72,1

4" 3,35 (dd; J =9,4: 9,4 Hz; 1-H) 72,2 73,2

5" 3,43 (dg; J =9,4: 6,1 Hz; 1-H) 73,4 71,9

6" 0,94 (d; J = 6,1 Hz; 3-H) 17,8 17,6

Nota: Em parénteses, d: dupleto; dd: duplo dupleto; dg: duplo quarteto e constante de
acoplamento, J em Hz.
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Figura 43. Espectro de varredura (EM-ESI) para quercetrina obtido por infusdo
direta. Destaque para o pico do ion molecular m/z 447,0 Da. Infusdo de 200
ng/mL com acetonitrila:agua (70:30 v/v) contendo 5 mM de formiato de amdnio.
Fonte de ionizacdo eletrospray operada no modo negativo de ionizagao.
Varredura de 400 a 500 Da. Vazéao 10 pL/min. Posi¢cdo do capilar 10 mm na
vertical e 5 mm na horizontal, voltagem -4500 V, géas de dessolvatacdo: 15 psi,
declustering potential (DP): -30, entrance potential (EP): -10.
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Figura 44. Espectro de massa/massa (ESI) para quercetrina obtido por infusdo
direta. Destaque para o ion molecular m/z 447,0 Da. Infusdo de 200 ng/mL com
acetonitrila:agua (70:30 v/v) contendo 5 mM de formiato de aménio. Fonte de
ionizacao eletrospray operada no modo negativo de ionizagdo. Varredura de
400 a 500 Da. Vazéo 10 pL/min. Posicao do capilar 10 mm na vertical e 5 mm
na horizontal, voltagem -4500 V, gas de dessolvatacdo: 15 psi, declustering
potential (DP): -30, entrance potential (EP): -10.

A primeira descricdo do isolamento de quercetrina em Solidago
microglossa DC. foi realizada por Torres et al. (1987). No artigo os autores
descreveram ainda, o isolamento de [-farneseno, o-espinasteril
glicopiranosideo e a-amirina. Conforme Apati et al. (2006), a quercetrina possui
atividades anti-inflamatdrias e seus mecanismos de acédo envolvem atividades
antioxidantes. Nesse trabalho, a quercetrina se mostrou a substancia
majoritaria para as partes aéreas de S. chilensis sendo isolada como
precipitado na fragdo acetato e em outras duas subfragcbes obtidas por

fracionamentos em colunas cromatograficas.
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4.6  Avaliacdo das atividades bioldgicas

Atividade antimicrobiana

As propriedades antimicrobianas de espécies medicinais tém sido
comprovadas através de intensas pesquisas em todo o mundo. Estas
geralmente sé@o avaliadas e confirmadas ou n&o, primeiramente por ensaios in
vitro.

Apés a incubacdo dos micro-organismos Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella sp e Staphylcococus
aureus observou-se diferentes resultados para os extratos de A. zerumbet, S.

chilensis e E. uniflora.

Atividade antimicrobiana de Alpinia zerumbet

O extrato de A. zerumbet apresentou concentracdo inibitéria minima
(CIM) em 1000 pg/mL frente a S. aureus. Ndo se observou concentracéo
bactericida minima (CBM) nessa concentragdo (Tabela 21). Em levantamento
de publicacbes farmacoldgicas e quimicas para A. zerumbet no periodo de
1987 a 1998 Corréa et al. (2010), citaram os trabalhos desenvolvidos por
Lobato et al. (1989) que avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial
de A. zerumbet sendo o mesmo ativo frente a oito das nove bactérias testadas.
Dentre elas Staphylococus aureus, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Escherichia coli, Edwardsiella tarda, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
aerogenes e Salmonella sp. com halos de inibicdo variando de 7 a 14 mm. Ha
referéncia ao estudo de Sa et al. (1994), que verificaram o efeito antimicrobiano
de dez extratos medicinais frente a bactérias causadoras de conjuntivite como
Streptococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Neisseria
gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes. Os
extratos de A. zerumbet, bem como os de Laurus nobilis, Cymbopogon citratus,
Pimpinella anisum e Eugenia uniflora apresentaram atividade antimicrobiana
produzindo halos de inibicdo acima de 10 mm de diametro. Costa et al. (2008)
testaram os extratos metandlico e acetonico de A. zerumbet nos quais
observaram bons resultados para o extrato acetdnico do rizoma frente a S.
aureus, B. subtilis, E. faecalis, M. luteus, para os quais foram obtidos halos de
inibicdo superiores a 20 mm. A CIM do extrato acetdnico do rizoma frente a S.

aureus, B. subtilis e M. luteus foi equivalente a 125 pug/mL.
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Esses dados corroboram a inibicdo do extrato fluido hidroalcodlico frente

a S. aureus, encontrada neste trabalho.

Atividade antimicrobiana de Solidago chilensis

Observou-se para o extrato fluido CIM frente a todos os micro-
organismos testados na concentracdo de 1000 pg/mL. Para P. aeruginosa, K.
pneumoniae, E. coli e C. albicans obteve-se CIM em 500 pug/mL. Observou-se
CBM somente na concentragdo de 1000 pug/mL frente a P. aeruginosa (Tabela
20).

Morel et al. (2006) relatam a auséncia de atividade antimicrobiana para
extrato metandlico das raizes e partes aéreas de Solidago microglossa DC.
bem como, para compostos isolados da planta frente a micro-organismos Gram
positivos e Gram negativos até a concentracdo de 1000 pg/mL entretanto, o
Oleo essencial extraido apresentou atividade em concentracdes de 0,625 a
1,25 mg/mL frente a micro-organismos Gram positivos, Gram negativos e C.

albicans.

Atividade antimicrobiana de Eugenia uniflora

O extrato fluido da planta apresentou CIM em 1000 pg/mL frente a P.
aeruginosa e S. aureus. A CBM foi observada para P. aeruginosa em 1000
pug/mL (Tabela 21).

Holetz et al. (2002) observaram para extrato hidroetandlico (90% v/v) de
E. uniflora atividade antimicrobina moderada contra S. aureus (250 pg/mL) e P.
aeruginosa (500 pg/mL) e baixa frente a C. albicans ( acima de 1000 pg/mL).
Este resultado é especialmente importante considerando que S. aureus € uma
das principais bactérias causadoras de infeccbes no homem, podendo atingir
diversos tecidos e oOrgaos, com manifestacfes das mais brandas as mais
invasivas e severas. Coelho de Souza et al. (2004), observaram atividade
antimicrobiana para preparacfes caseiras a base de E. uniflora frente aos
micro-organismos S. aureus, B. subtilis e Micrococcus luteus com halos de
inicdo de 8-11 e 16-20 mm, respectivamente.

Auricchio et al. (2003) relataram que varios extratos preparados de E.

uniflora, com matérias-primas oriundas de diversos locais e épocas do ano
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foram testados. No entanto, a bactéria mais sensivel foi P. aeruginosa. Essa

informacao est4 de acordo com os resultados encontrados neste trabalho.

Tabela 20. Avaliacdo da atividade antimicrobiana para os extratos fluidos das
folnas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) e
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) e partes aéreas de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae).

Extratos Micro-organismos Concentracao Concentracéo
vegetais sensiveis inibitéria minima bactericida minima
(ug/mL) (ug/mL)
A. zerumbet S. aureus 1000 -
S. chilensis Salmonella sp 1000 -
P. aeroginosa 500 1000
S. aureus 1000 -
K. pneumoniae 500 -
E. coli 500 -
C. albicans 500 -
E. uniflora P. aeruginosa 1000 1000
S. aureus 1000 -

Nota: (-) auséncia de atividade antimicrobiana.

As propriedades antimicrobianas de substancias e 6leos essenciais que
as plantas contém tém sido utilizadas empiricamente durante séculos, mas
foram confirmadas de modo cientifico apenas recentemente. E fato também,
gue 0S micro-organismos que causam prejuizos a saude humana estdo se
mostrando resistentes a maioria dos antimicrobianos conhecidos, o que
incentiva ainda mais a procura por antibiéticos de ocorréncia natural (Duarte,
2006).

N&o existe um consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para
produtos naturais quando comparados com antibiéticos padrdes, tanto que
alguns autores consideram somente resultados similares aos de antibioticos
classicos, enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles
com niveis de inibigdes inferiores (Duarte, 2006). Dessa forma, Aligianis et al.
(2001) propuseram uma classificagdo para materiais vegetais com base nos
resultados de MIC, considerando como: forte inibicdo CIM até 500 pg/mL;
inibicdo moderada CIM entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibicdo CIM
acima de 1600 pg/mL.

Dessa forma, podemos concluir que o extrato fluido de S. chilensis
apresentou forte inibicdo frente a micro-organismos Gram negativos e fungo, e

inibicdo moderada com relagdo aos Gram positivos corroborando sua utilizacao
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popular para o tratamento anti-infeccioso. Para A. zerumbet e E. uniflora
observou-se apenas resultados moderados frente a micro-organismos Gram

positivos e Gram negativos.

Atividade antioxidante

Utilizou-se o método do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH),
amplamente descrito na literatura para avaliar atividade de antioxidantes
naturais (taninos, flavonoides, catequinas, lignanas, fucoxantinas, &cidos
fendlicos e terpenos). Os valores obtidos, para os extratos de A. zerumbet, S.
chilensis e E. uniflora, confirmam a atividade antioxidante em relacdo aos
padrées quercetina e rutina. O melhor resultado foi alcancado pela E. uniflora
com atividade antioxidante em torno de 45% (25 pug/mL) e ECso em cerca de 21

ug/mL. (Figura 45 e Tabela 21)
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Figura 45. Concentracdo dos padrbes quercetina, rutina e dos extratos fluidos
de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas),
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas) e Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (partes aéreas) (1,25-150 ug/mL) com as respectivas atividades
antioxidantes (%). Resultados expressos em média * desvio padréo (n=3).
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Tabela 21. Atividades antioxidantes para os padrbes e extratos fluidos de
Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (folhas),
Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas) e Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (partes aéreas) (1,25-150 pg/mL). Resultados expressos em
meédia + desvio padrao (n=3).

Padrbes/extratos Atividade antioxidante% (25 pg/mL) ECso (ug/mL)
(média * desvio padréo) (média * desvio
padréo)

quercetina 100 7,24 + 0,08
rutina 23,35+ 0,64 35,43+ 0,04

A. zerumbet 12,13+ 0,15 58,96 + 0,04
S. chilensis 9,85+0,51 61,22 £ 0,03

E. uniflora 45,35+ 1,39 21,27 £ 0,04

ECso = concentracao efetiva

Elzaawelly et al. (2007) observaram ECs, de 80 pg/mL para fracdo
AcOEt das sementes e flores de A. zerumbet. Lin et al. (2008) relataram
atividade antioxidante de 64 a 86% para extratos aquosos e etandlicos das
sementes A. zerumbet utilizando concentragdes consideradas elevadas (2 a 6
mg/mL). Dessa forma, o resultado encontrado para este vegetal neste trabalho,
pode ser considerado representativo.

Apati et al. (2006) destaca diferentes valores para atividade antioxidante
de tinturas, infusdes e decoctos de Solidago canadensis L. No entanto, os
melhores resultados ocorreram em concentracdes mais elevadas. Neste
experimento, com extrato fluido obtido por percolacédo obteve-se um resultado
considerado satisfatorio para S. chilensis. A melhor atividade antioxidante para
0s extratos avaliados foi observada para o extrato fluido de E. uniflora que na
concentracéo de 25 pg/mL apresentou o dobro da atividade obtida pela rutina e
50% da atividade estabelecida para quercetina. Velasquez et al. (2003)
avaliando extratos metandlicos da planta, também descrevem resultados
elevados de atividade antioxidante para o vegetal. Os valores detectados neste
experimento sdo importantes, pois estdo diretamente relacionados com o
conteudo fendlico nos extratos e podem ajudar a propor mecanismos de acao

para as avalia¢des in vivo.
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Atividade hipolipidémica

Peso corporal e peso dos figados dos animais

Todos o0s animais apresentaram um ganho representativo de peso
corporal do inicio ao final do experimento. Porém, durante todo periodo ndo se
observou diferenca de pesos entre os grupos testados. A tabela 22 mostra que
o grupo controle (C) formado por ratos alimentados com a dieta hipercaldrica
(dieta normal acrescida de colesterol 1% e &cido cdlico 0,5%) apresentou peso
dos figados significativamente maior quando comparado com o0 grupo normal
(N) (alimentados somente com dieta recomendada para ratos) (F (7, 3s) = 11,73;
p<0,05). O restante dos grupos de ratos que foram alimentados com a dieta
hipercalorica e que receberam algum tipo de tratamento (extrato fluido de S.
chilensis (HE) (150, 300 e 600 mg/kg), quercetrina (10 mg/kg) (QRT), extrato
fluido de A. zerumbet (300 mg/kg) (ALP) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV))
apresentaram pesos dos figados diferentes (p<0,05) quando comparados com
o grupo C. Na relagcdo peso dos figados/peso corporal, os grupos QRT, ALP e
SINV apresentaram resultados diferentes (F (7, 35 = 27,84; p<0,05) em

comparacao com C e N (Tabela 22).

Tabela 22. Peso corporal e pesos dos figados dos animais submetidos a
avaliacéo de atividade hipolipidémica (média + DP) (n=6).

Grupos Peso Peso dos Razéo peso
Experimentais corporal (g) figados (g) dos
figados/peso
inicial 15 dias 45 dias corporal
N 274,1+17,9 337,4+25,5 397,8+31,2 12,7+1,4 3,2+0,3
C 254,7+28,8 325,3+39,1 383,1+50,1 20,1+2,0* 4,9+0,3*
HE 150 258,9+18,9 320,3+34,6 346,7+41,0 16,7+1,4*# 4,9+0,3*
HE 300 266,6+20,4 337,5+29,9 360,3+28,3 16,8+1,1*# 4,7+0,2*
HE 600 259,2+18,4 326,9+28,3 356,0+28,9 16,7+1,0*# 4,7+0,2*
QRT 270,9+18,7 337,9+28,5 392,4+38,4 16,6+1,3*# 4,3+0,1*#
ALP 274,5£19,6 342,7+28,8 394,9+42,3 16,0+1,1*# 4,3+0,2*#
SINV 251,0+20,6 322,5+26,8 375,8+48,8 15,6+1,1*# 4,3+0,1*#

Grupos experimentais: N (normal); C (controle); Extrato fluido das partes aéreas de Solidago
chilensis Meyen (Asteraceae) (HE) (150,300 e 600 mg/kg); quercetrina (10 mg/kg); Extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (ALP)
(300mg/kg); sinvastatina (SINV) (4mg/kg).

*p<0,05 Comparado com o grupo N. "p<0,05 Comparado com grupo C.
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Efeitos dos tratamentos nos parametros lipidicos do soro

A figura 46 revela que ao final das quatro semanas de tratamento 0s
grupos C, HE 150 e HE 300 apresentaram valores diferentes de colesterol total
(CT) quando comparados com o grupo N (F (7, 45y = 16,57; p<0,05). Todos os
ratos hiperlipidémicos tratados (HE 150, HE 300, HE 600, QRT, ALP e SINV)
reduziram significativamente o CT (-19,9, -27,5, -31,0, -39,4, -39,7 e -34,2%,
respectivamente) com relacdo ao grupo C (p<0,05) e os grupos QRT e ALP
demonstraram diferencas na reducéo de valores de colesterol total comparados
com o grupo HE 150 (p<0,05).

2501
g %
S 200+
£ L *#
= | Hoo#
S 1504 T H* HHx
o N [ T
= N & =T
S 100- I T T
Q
8 50-
o
@)
0

N C 150 300 600 QRT ALP SINV
Grupos avaliados

Figura 46. Efeitos dos tratamentos nos valores de colesterol total (média + DP)
(n=6). Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercalérica mais
tratamentos: agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis
Meyen (Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT), extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. *p<0,05 Comparado com o grupo C. **p<0,05
Comparado com HE 150.

Na figura 47 observa-se que os grupos C, HE 150, HE 300, HE 600 e
SINV apresentaram valores de lipoproteinas de baixa densidade colesterol
(LDL-colesterol) diferentes do grupo N (F (7, 45y = 17,60; p<0,05). Todos os
tratamentos (HE 150, HE 300, HE 600, QRT, ALP e SINV) diminuiram
significativamente os valores de LDL-colesterol comparados ao grupo C (-36,0,
-37,5, -43,3, -59,4, -55,4 e -44,2%, respectivamente) (p<0,05).
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Figura 47. Efeitos dos tratamentos nos valores de LDL-colesterol (média *
DP). Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercalérica mais
tratamentos: agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis
Meyen (Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/Kkg;
extrato fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. *p<0,05 Comparado com o grupo C.

A figura 48 mostra que somente o grupo C apresentou valores de
triacilglicerideos (TG) diferentes do grupo N (F (7, 45y = 8,61; p<0,0001). Os
grupos tratados (HE 300, HE 600, QRT, ALP e SINV) reduziram
significativamente as taxas de TG (-23,5, -29,8, -27,2, -32,5 e -32,4%,
respectivamente) em relagéo ao grupo C (p<0,05).

A tabela 23 revela, que na avaliacdo do indice aterogénico (CT/HDL-
colesterol) somente HE 150 e QRT néo se diferenciaram do grupo N (F (7, a1y =
18,68; p<0,05). Todos os grupos tratados foram diferentes do grupo C (p<0,05).
Para os valores de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) observou-se
que todos os grupos tratados apresentaram valores diferentes do grupo N (F 7,
45y = 7,68; p<0,05) e somente o grupo HE 150 nao foi diferente do grupo C
(p<0,05). Na dosagem das enzimas alanina aminotransferase (ALT) n&o foi

observada diferenca estatistica entre os grupos.
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Figura 48. Efeitos dos tratamentos nos valores de triacilglicerideos (média *
DP) (n=6). Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercalérica mais
tratamentos: agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis
Meyen (Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/Kkg;
extrato fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,0001
Comparado com o grupo N. *p<0,05 Comparado com o grupo C. **p<0,05
Comparado com o grupo HE 150.

Tabela 23. Efeitos dos grupos experimentais nos valores do indice aterogénico,
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e alanina aminotransferase
(ALT).

Grupos indice aterogénico VLDL (mg/dL) ALT (U/L)
experimentais

N 1,8+0,2 16,5+1,0 43,2+2,8
C 4,5+0,3* 21,7+1,7* 42,7+7,8
HE 150 2,6+0,3# 18,420,5* 41,5+4,6
HE 300 2,8+0,5*# 17,0+1,4%# 43,5+6,0
HE 600 2,8+0,5*# 15,7+2,2%# 45,3456
QRT 2,5+0,5# 16,0+1,5*# 42,0452
ALP 2,7+0,4*# 14,842 6*# 39,248,0
SINV 3,00,3*# 14,043,9*# 41,2453

Grupos experimentais: N (normal); C (controle); Extrato fluido das partes aéreas de Solidago
chilensis Meyen (Asteraceae) (HE) (150,300 e 600 mg/kg); quercetrina (10 mg/kg); Extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (ALP)
(300mg/kg); sinvastatina (SINV) (4mg/kg).

*p<0,05 Comparados com o grupo N. #p<0,05 comparado com C.

Efeitos dos tratamentos na atividade da enzima HMGCOoA redutase
Todos os grupos tratados apresentaram valores diferentes do grupo N (F (7, 23
= 32,50; p<0,05). Todos os grupos testados demonstraram decréscimos
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significativos de atividade enzimatica quando comparados com o grupo C

(p<0,05) (Figura 49).
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Figura 49. Efeitos dos tratamentos na atividade da enzima HMGCoA redutase
(média £ DP) (n=6). Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercalérica
mais tratamentos: agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago
chilensis Meyen (Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10
mg/kg; extrato fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S.
Sm. (Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV).
*p<0,05 Comparado com o grupo N. *p<0,05 Comparado com o grupo C.

Excrecao fecal de colesterol

Na determinacéo de colesterol fecal, os grupos tratados foram diferentes
do grupo N (F (7, 23) = 65,79; p<0,05). Todos os grupos tratados apresentaram
maior valor de excrecdo de colesterol e foram diferentes quando comparados
com o grupo C (p<0,05). Os maiores valores foram oservados no grupo HE 600
gue foi diferente de QRT e HE 150 (Figura 50).
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Figura 50. Efeitos dos tratamentos no colesterol fecal (média + DP) (n=6).
Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercal6rica mais tratamentos:
agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/kg; extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. *p<0,05 comparado com o grupo C. **p<0,05
Comparado com os grupos HE 150 e QRT.

Marcadores para aterosclerose

A figura 51 representa os valores de interleucina 1 (IL-1) e se observa
que os grupos QRT e SINV néo se diferenciaram do grupo N (F (7, 46y = 459,1;
p<0,05). Todos os tratamentos HE (150, 300 e 600), QRT, ALP e SINV
reduziram a quantidade de IL-1 em comparagéo com o grupo C.

Na quantificacdo da interleucina 6 (IL-6) (Figura 52) todos 0s grupos
tratados foram diferentes do grupo N e todos os tratamentos HE (150, 300 e
600), QRT, ALP e SINV foram diferentes do grupo C (F (7, 45y = 1576; p<0,05).

Com relacéo aos dados do fator de necrose tumoral (TNFa) (Figura 53)
o grupo C apresentou valores diferentes quando comparados com o grupo N (F
7, 46) = 70,60; p<0,05) e os grupos tratados foram diferentes em relagéo ao
grupo C (p<0,05).

Percebe-se na avaliacdo das Interleucinas que os grupos HE 600, QRT
e SINV foram mais eficientes em decrescer as concentracdes de IL-1, IL-6 e
TNFa.



151

250+

200-

*H#

150 # #

*#**
1004 — & &

IL -1 (pg/mL)
1

H

H
H

50+

N C 150 300 600 QRT ALP SINV
Grupos avaliados

Figura 51. Efeitos dos tratamentos nos valores de IL-1 (média £ DP) (n=6).
Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercal6rica mais tratamentos:
agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/kg; extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. *p<0,05 comparado com o grupo C. Sinais
diferentes (p<0,05).
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Figura 52. Efeitos dos tratamentos nos valores de IL-6 (média £ DP) (n=6).
Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercal6rica mais tratamentos:
agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/kg; extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. *p<0,05 comparado com o grupo C. Sinais
diferentes (p<0,05).
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Figura 53. Efeitos dos tratamentos nos valores de TNFa (média + DP) (n=6).
Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercal6rica mais tratamentos:
agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/kg; extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. p<0,05 comparado com o grupo C. Sinais
diferentes (p<0,05).

Todas as substancias testadas reduziram a concentragéo do interferon
gama (INFy) em comparag¢éo com o grupo C (F (7, 46) = 149,2; p<0,05). O grupo
HE 150 apresentou resultado menor (-39,0%) e diferente (p<0,05) dos demais
grupos que proporcionaram uma reducdo mais representativa (-50,0%,
aproximadamente) (Figura 54).

Na quantificacdo da interleucina 10 (IL-10) todas as substancias testes
apresentaram aumentos nos valores em comparag¢&o com o grupo C (F (7, 46) =
187,5; p<0,05). O resultado mais expressivo foi observado no grupo HE 600
(+76,0%) (Figura 55).

A quantidade de proteina C reativa (PCR) foi elevada no grupo C e
bastante reduzida nos demais grupos avaliados (F (7, 44y = 82,44, p<0,05). Os
melhores resultados foram observados nos grupos QRT e SINV (-92%)
seguidos de HE 600, ALP, HE 150 e HE 300 em comparacdo com o grupo C
(p<0,05) (Figura 56).
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Figura 54. Efeitos dos tratamentos nos valores de INFy (média = DP) (n=6).
Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercal6rica mais tratamentos:
adgua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/kg; extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. “p<0,05 comparado com o grupo C. **p<0,05
Comparado ao grupo HE 150.
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Figura 55. Efeitos dos tratamentos nos valores de IL-10 (média + DP) (n=6).
Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercalorica mais tratamentos:
agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/kg; extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. *p<0,05 comparado com o grupo C. Sinais
diferentes (p<0,05).
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Figura 56. Efeitos dos tratamentos nos valores de PCR (média = DP) (n=6).
Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercal6rica mais tratamentos:
agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis Meyen
(Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/kg; extrato
fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. *p<0,05 comparado com o grupo C.

Na avaliacdo de LDL-oxidada observaram-se maiores valores para o
grupo C comparados aos demais tratamentos (F (7, 42 = 88,38; p<0,05). Os
melhores resultados foram obtidos nos grupos HE 600 (-95,9%), QRT e SINV (-
88,6%) HE 150, HE 300 e ALP (-69,1%) (Figura 57).

Na determinacdo de anti LDL-oxidada registrou-se os maiores valores
para o grupo C em comparagéo com o grupo N (F (7, 46) = 336,5; p<0,05) e as
maiores reducdes foram observadas nos grupos HE 600 (-97,3%), QRT e SINV
(-97,1%) (Figura 58).
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Figura 57. Efeitos dos tratamentos nos valores de LDL-oxidada (média + DP)
(n=6). Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercalérica mais
tratamentos: agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis
Meyen (Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/Kkg;
extrato fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. *p<0,05 comparado com o grupo C.
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Figura 58. Efeitos dos tratamentos nos valores de anti LDL-oxidada (média +
DP) (n=6). Ratos com dieta normal (N), ratos com dieta hipercalérica mais
tratamentos: agua (C); extratos fluidos das partes aéreas de Solidago chilensis
Meyen (Asteraceae) (HE) 150, 300 e 600 mg/kg; quercetrina (QRT) 10 mg/Kkg;
extrato fluido das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (ALP) (300 mg/kg) e sinvastatina (4 mg/kg) (SINV). *p<0,05
Comparado com o grupo N. “p<0,05 comparado com o grupo C. **p<0,05
Comparado com o grupo HE 150.
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Esta amplamente estabelecido que niveis elevados de lipideos no
sangue se constituem como o maior fator de risco para aterosclerose e que a
pesquisa com novos compostos capazes de inibirem ou regularem essas
substéancias receberam a contribuicdo dos agentes naturais (Martinello et al.,
2006). No periodo experimental, ndo se observou diferenca de peso corporal
entre os grupos avaliados dessa forma, ha evidencias de que a dieta
hipercaldrica proposta néo foi capaz de promover sobrepeso nos animais e 0s
extratos e substancias testadas ndo apresentaram atividade significativa na
reducdo de peso. O peso dos figados nos ratos com dieta hipercalorica foi
maior no grupo C comparado com todos 0Ss grupos provavelmente, em
resposta ao incremento de lipideos e esse efeito foi controlado com a
administracdo dos tratamentos, principalmente QRT, ALP e SINV quando
observada a relacdo peso dos figados/peso corporal. Lin et al. (2008) relataram
em seu estudo hipolipidémico com extrato hidroalcodlico das sementes e 6leo
essencial de A. zerumbet que ocorreu diferenca de peso, somente entre o
grupo hiperlipidémico e os demais grupos testados. Os autores destacaram
ainda, que foram observadas diferencas quanto aos pesos dos figados de
todos os grupos com relagcédo ao grupo normal. Resultados semelhantes foram
obtidos com relacédo peso dos figados/peso corporal e esse efeito pode estar
relacionado com atividades hepatoprotetoras exercidas pelas substancias
testadas.

O decréscimo nas taxas de CT observado em todos os tratamentos em
comparacao com o grupo C foi mais pronunciado nos grupos QRT e ALP que
foram diferentes de HE 150. Utilizando metodologia semelhante Pankag et al.
(2010) encontraram valores para os grupos N, C e SINV de 84,4, 196,8 e 99,2
mg/dL. Resultados muito proximos aos obtidos neste trabalho (95,2, 173,5 e
114,2 mg/dL, respectivamente). Para os extratos de Moringa oleifera Lam. os
autores descrevem valores de 183,5, 142,6 e 121,2 mg/dL (150, 300 e 600 mg
de extrato/kg de animal). Para os extratos de HE avaliados neste estudo
obteve-se para as mesmas dosagens, melhores resultados 139,0, 125,8 e
119,7 mg/dL. Para ALP (300 mg/kg) observou-se 104,8 e para QRT 105,1
mg/dL. Hirunpanich et al. (2006) estudando a atividade hipocolesterolémica

para partes da flor do Hibiscus sabdariffa L. obteve resultados representativos
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(118,6 e 115,1 mg/dL), apenas nas concentracfes mais elevadas dos extratos
(500 e 1000 mg/kg, respectivamente).

Os valores de LDL-colesterol do grupo C foram diferentes dos demais
grupos avaliados corroborando os resultados das anélises de colesterol total. A
diminuicdo dos valores de LDL-colesterol e VLDL sé&o alvos farmacologicos de
diversas drogas hipolipidémicas e dentre 0os mecanismos de acdo possiveis
para explicar esse efeito, sugere-se o aumento da atividade da enzima lecitina-
colesterol aciltransferase (LCAT) presente na superficie do HDL-colesterol que
transporta o0 colesterol extra-hepatico para o figado acelerando a
metabolizacdo (Sudheesh et al., 1997). Outra possibilidade para reducdo do
colesterol é o r4pido catabolismo do LDL-colesterol realizado pelos receptores
hepaticos e consequente eliminagcdo na forma de conjugados com &cidos
biliares, como demonstrado por Khanna et al. (2002).

Os extratos HE 300, HE 600, QRT, ALP e SINV promoveram o
decréscimo dos valores de TG em comparacdo com o grupo C. Estes
resultados sugerem que 0s extratos e substancias teste sdo habeis em
restaurar pelo menos parcialmente, o catabolismo dos triacilglicérides por meio
da estimulacdo lipolitica envolvendo a lipoproteina lipase do plasma (LPL)
como demonstrado por Xie et al. (2007). Para auxiliar no entendimento dos
mecanismos de acao responsaveis pelos efeitos hipolipidémicos observados
nesse estudo, Odbayar et al. (2006) relatam que flavonoides como a quercetina
exercem efeito de diminuicdo da atividade e também dos niveis de mRNA de
varias enzimas envolvidas nas sinteses de acidos graxos hepaticos.

A razdo HMGCoA/mevalonato estd inversamente relacionada com a
atividade da enzima HMGCOoA redutase. Resultados desse estudo indicam que
a atividade da enzima foi decrescida pelo grupo C em funcdo da alimentacéo
rica em colesterol. Todos os tratamentos demonstraram inibir ainda mais, a
atividade da HMGCoA redutase sugerindo uma possivel interacdo com a
enzima e assim diminuir os niveis de colesterol. Tal efeito foi demonstrado por
flavonoides isolados de Emblica officinalis Gaertn. em ratos
hipercolesterolémicos (Anila & Vijayalakshmi, 2002). Park et al. (2002)
destacam que os flavonoides glicosilados como a rutina podem reduzir o
colesterol, e triacilglicerdis bem como, os niveis de produtos oxidativos no soro

nao somente suprimindo a atividade de HMGCOoA redutase mas, inibir ainda, a
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atividade da acetilcoenzima A colesterol aciltransferase (ACAT) que esterifica 0
colesterol.

Em todos os grupos avaliados, apés quatro semanas de tratamento ndo
se observou elevacao nas taxas de HDL-colesterol mas, os extratos HE em
todas as concentracbes bem como, QRT e ALP reduziram o indice aterogénico
(CT/HDL-C) em comparacdo com o grupo C. O indice aterogénico (IA) é
reconhecido como melhor marcador para aterosclerose se comparado com 0s
niveis lipidicos avaliados isoladamente (Silva, 2002).

Na determinacao de colesterol nas fezes observou-se um incremento do
metabdlito nos materiais fecais dos ratos tratados com extratos HE, QRT e ALP
comparados ao grupo C. O melhor resultado foi obtido no grupo HE 600
diferente dos demais grupos. Isto pode ser explicado, através do decréscimo
na reabsorcao do colesterol ou aumento na taxa de excrecao dessa substancia
no meio intestinal ou até mesmo, uma associacdo desses efeitos (Vasu et al.,
2005).

Em todos os grupos de animais ndo foram observadas diferencas nos
valores de ALT. Niveis de ALT sédo indicadores Uuteis e poderosos para
deteccdo de possiveis danos a células hepaticas isto porque, estdo presentes
em concentracdes elevadas nos hepatécitos e passam para a circulagédo
guando as membranas celulares sdo rompidas (Kew, 2000). Dessa forma pode
se pensar que extratos HE, QRT e ALP ndo promoveram hepatoxicidade nas
doses testadas.

Assim sendo, percebe-se que as atividades hipolipidémicas observadas
para os ratos com dieta hipercal6rica tratados com extratos HE, QRT e ALP
podem ser explicadas pela associacdo de efeitos bioldgicos complexos como,
catabolismo de LDL e TG, reducao dos niveis de mRNA e HMGCOoA redutase,
inibicAo da ACAT, atividades antioxidantes bem como, interferéncias na
reabsorcgéo e excrecgao intestinal de colesterol.

Atualmente entende-se 0 processo aterosclerético ndo apenas como
decorréncia do acumulo de lipides nas paredes dos vasos mas também, como
consequéncia da disfuncdo endotelial e da ativagcdo do sistema inflamatorio
(Libby, 2002). A associacdo da aterosclerose com inflamacdo € bem
estabelecida e nos orienta a investigar marcadores envolvidos no processo

inflamatoério que possam predizer o risco de doenca arterial coronariana (DAC).
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Um marcador pode refletir a fisiopatologia subjacente a doenca e prever
eventos futuros, indicar a presenca da afeccdo ou danos aos 6rgdos, além de
avaliar o progresso do tratamento (Filho et al., 2003).

Observou-se neste experimento, que o grupo de ratos alimentados com
dieta hipercaldrica e tratados com agua (C) apresentou maiores concentracdes
de IL-1, IL-6, TNFa e INFy, citocinas e quimiocinas envolvidas nas primeiras
fases da resposta inflamatéria que culminam com o desenvolvimento do
processo aterosclerético (Corréa-Camacho et al.,, 2007). IL-1 e IL-6
desempenham um papel importante na mediacdo da via de sinalizacdo da
inflamac&o vascular (Brasier, 2010) e o incremento de suas concentracdes tem
sido associado com uma variedade de doencas incluindo a aterosclerose e
doencas cardiovasculares (Wykretowicz et al., 2004). TNFa € um classico
mediador proé-inflamatério induzindo efeitos deletérios em varias doencas
inflamatdrias (Sarzi-Puttini et al., 2005). E sugerido que TNFa esta diretamente
envolvida na patofisiologia vascular e que a sua inibicdo pode conferir uma
vantagem generalizada ao organismo (McKellar et al., 2009). O INFyé
considerado como uma das principais citocinas pro-aterogénicas que por
ativarem macrofagos favorecem a participacdo dessas células na resposta
inflamatéria (Song et al., 2001; Groyer et al., 2006).

Todas as substéancias testadas (HE 150, HE 300, HE 600, QRT, ALP e
SINV) foram habeis na reducédo desses fatores de risco como 0s observados
por Xu et al. (2011) avaliando vegetal rico em polifendis. Também se observou
gue o grupo C apresentou valores bastante elevados de PCR um marcador
largamente utilizado para evidenciar o processo inflamatorio crénico na
aterosclerose. Durante a resposta inflamatoria da aterosclerose observa-se o
envolvimento da PCR no processo de disfungdo endotelial, induzindo a
producdo de moléculas de adesdo e quimiocinas pelas células endoteliais,
favorecendo o processo de ligacdo de mondcitos ao endotélio, com
consequente aumento da formacédo de células espumosas. Assim, a PCR
participa diretamente da ampliacdo da resposta imune levando ao aumento do
dano tecidual (Pasceri et al., 2000). Dessa forma percebe-se, que o papel da

PCR na aterosclerose é mais complexo e que essa proteina esta realmente
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envolvida na progressao da doenca, ndo sendo simplesmente um marcador
inflamatorio, mas um fator de risco (Maat & Trion, 2004).

Todas as substancias avaliadas reverteram a concentragdo de PCR com
resultados semelhantes ao grupo normal (N). Valores semelhantes foram
encontrados por Li et al. (2011) e dentre 0os mecanismos propostos para
justificar estas atividades destaca-se a inativagdo exercida por polifenois de
fatores de transcricdo (STAT1) e fator nuclear kappa B (NF-xB) precursores do
processo inflamatério (Valerio & Awad, 2011).

Todavia os processos inflamatérios podem apresentar-se regulados por
citocinas anti-inflamatérias como a interleucina-10 (IL-10). A funcéo reguladora
da IL-10 foi demonstrada através de sua expressdo em algumas lesdes
aterocleréticas, bem como na observacdo de que a IL-10 exdgena inibe a
liberacdo de IL-12 induzida por LDL. Essa citocina pode atuar inibindo a acao
do NF-xB, com consequente diminuicdo da producdo de citocinas pro-
inflamatorias, inibicAo da apoptose de macréfagos, da expressao do fator
tecidual, do fibrinogénio e da proliferacdo de células musculares lisas,
mecanismos esses, diretamente relacionados com a progressdo da
aterosclerose (Heeschen et al., 2003; Zimmerman et al.,2004). Como 0 grupo
experimental C revelou valores bastante reduzidos dessa citocina em
comparacao com os demais tratamentos pode-se concluir que as substancias
testadas auxiliaram na protecéo tecidual.

Quando ocorre um aumento dos niveis de LDL-colesterol, estas
particulas sdo depositadas nas artérias com consequente oxidacdo e formagéo
da LDL-oxidada (LDL-ox). Essas substancias oxidadas sdo citotoxicas para
células endoteliais resultando em lesdes, que estimulam mondcitos e
macrofagos os quais irdo originar células espumosas e consequentemente
ateromas (Groyer et al., 2006). Nesse estudo, todas as substancias avaliadas
diminuiram os niveis de LDL-ox em comparacdo com o grupo C. Uma das
hipoteses para essa atividade biologica € diminuigdo dos estresse oxidativo
promovido pelos compostos polifendlicos presentes nos extratos ou nas
substancias teste. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
Fuhrman et al. (2000) que avaliaram o efeito do extrato etandlico de Zingiber
officinale Roscoe. na inibicdo das LDL-ox. Para corroborar essas informacdes

foi observado que todos os grupos tratados com substancias ou extratos
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apresentaram valores de auto-anticorpos anti LDL-oxidada em comparacéo
com o grupo C. Segundo Sanches et al. (2008) resultados elevados desses
anticorpos possuem um potencial indicador bioquimico de risco para sindrome
metabdlica.

Observados como um todo, os resultados indicam que a funcdo dos
extratos e das substancias testadas em antagonizar o processo aterosclerotico
em ratos correlaciona-se com a inibicdo do conjunto de citocinas, PCR, e
efeitos antioxidantes. E fato também, que flavonoides e demais compostos
polifendlicos exibem diferentes atividades farmacoldgicas, incluindo efeitos
hipolipidémicos e antiaterogénicos (Harnafi et al., 2008) e ha amplas evidéncias
para sugerir que QRT como substancia majoritaria no extrato de S. chilensis é
responsavel em grande parte pelas atividades biolégicas observadas para o

vegetal.

Atividades no sistema nervoso central (SNC)

Open field (campo aberto)

Nesse método avaliou-se a atividade exploratoria e o comportamento
ansioso de camundongos submetidos a administracdo de controle negativo
agua (C), controle positivo diazepan (1mg/kg) e de extrato fluido das folhas de
A. zerumbet nas concentracbes de 200, 400 e 800 mg/kg. Nao se observou
diferenca (p<0,05) entre os grupos testados quanto ao tempo de imobilidade na
parte central do aparelho, numero de crossings (cruzamentos) e groomings

(comportamento de autolimpeza) (Figuras 59, 60 e 61).
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Figura 59. Efeitos dos tratamentos no tempo de imobilidade dos camundongos
submetidos ao campo aberto (open field) (média + DP) (n=6). Tratamentos:
agua (C); diazepam (1 mg/kg) (DZP 1); extratos fluidos das folhas de Alpinia
zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e 800 mg/kg,
respectivamente).
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Figura 60. Efeitos dos tratamentos no numero de cruzamentos dos
camundongos submetidos ao campo aberto (open field) (média + DP) (n=6).
Tratamentos: agua (C); diazepam (1 mg/kg) (DZP 1); extratos fluidos das folhas
de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e
800 mg/kg, respectivamente).
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Figura 61. Efeitos dos tratamentos no comportamento de autolimpeza dos
camundongos submetidos ao campo aberto (open field) (média + DP) (n=6).
Tratamentos: agua (C); diazepam (1 mg/kg) (DZP 1); extratos fluidos das folhas
de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e
800 mg/kg, respectivamente).

O grupo diazepan apresentou menor numero de rearings (respostas de
orientagdo ou levantar as patas dianteiras) em comparacao ao grupo C (F @4, 24
= 16,21; p<0,05) e todos os grupos tratados com extrato fluido de A. zerumbet
revelaram valores diferentes em comparagédo ao grupo DZP (p<0,05) (Figura
62).

O numero de bolos fecais foi maior no grupo C comparado aos demais
grupos tratados (F @4 24y = 4,45; p<0,05). Ndo Houve diferenga entre os
tratamentos AZ 200, AZ 400, AZ 800 e o padrao positivo DZP.
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Figura 62. Respostas de orientacdo dos camundongos submetidos ao campo
aberto (open field) (média £ DP) (n=6). Tratamentos: agua (C); diazepam (1
mg/kg) (DZP 1); extratos fluidos das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.
Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e 800 mg/kg,
respectivamente).*p<0,05 Comparado com o grupo C. “p<0,05 Comparado
com o grupo DZP.
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Figura 63. Numero de bolos fecais nos camundongos submetidos ao campo
aberto (open field) (média £ DP) (n=6). Tratamentos: agua (C); diazepam (1
mg/kg) (DZP 1); extratos fluidos das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.
Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e 800 mg/kg,
respectivamente).*p<0,05 Comparado com o grupo C.
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Light/dark box test ( teste caixa claro-escuro)

O grupo C apresentou menor tempo de laténcia para o primeiro
cruzamento comparado aos demais grupos avaliados (F @, 48) = 7,25; p<0,05)
(Figura 64). Os extratos fluidos de A. zerumbet nas concentracées de 400 e
800 mg/kg (AZ 400 e AZ 800) apresentaram resultados semelhantes ao
diazepam (DZP) em relacdo ao tempo de permanéncia dos animais no lado
claro e foram diferentes dos grupos C e AZ 200 (F (4, 49y = 6,77; p<0,05) (Figura
65). Os grupos diazepam, AZ 400 e AZ 800 demonstraram resultados
semelhantes também, quanto ao numero de cruzamentos claro-escuro com
resultados diferentes do controle e do grupo AZ 200 (F (4, 49) = 8,67; p<0,05)
(Figura 66).
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Figura 64. Tempo de laténcia (s) para os camundongos submetidos a caixa
claro-escuro (Light/dark box) (média + DP) (n=6). Tratamentos: agua (C);
diazepam (1 mg/kg) (DZP 1); extratos fluidos das folhas de Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e 800 mg/kg,
respectivamente).*p<0,05 Comparado com o grupo C.
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Figura 65. Tempo de permanéncia no lado claro para os camundongos
submetidos a caixa claro-escuro (Light/dark box) (média + DP) (n=6).
Tratamentos: agua (C); diazepam (1 mg/kg) (DZP 1); extratos fluidos das folhas
de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e
800 mg/kg, respectivamente).*p<0,05 Comparado com o grupo C.
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Figura 66. Numero de cruzamentos para 0s camundongos submetidos a caixa
claro-escuro (Light/dark box) (média + DP) (n=6). Tratamentos: agua (C);
diazepam (1 mg/kg) (DZP 1); extratos fluidos das folhas de Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e 800 mg/kg,
respectivamente).*p<0,05 Comparado com o grupo C. *p<0,05 Comparado
com os grupos DZP e AZ 800.

Teste da suspensao pela cauda (tail suspension test)
Nesse método avaliou-se o tempo de imobilidade dos animais
suspensos pela cauda. As substancias testes imipramina, AZ 200, AZ 400 e AZ
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800 apresentaram resultados diferentes (p<0,05) em compara¢do com o grupo
C. O padréo imipramina revelou resultados semelhantes a AZ 800 e diferentes
de AZ 200 e AZ 400 (Figura 67).
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Figura 67. Tempo de imobilidade para os camundongos submetidos a
suspensao pela cauda (tail suspension) (média £ DP) (n=6). Tratamentos: agua
(C); imipramina (20 mg/kg); extratos fluidos das folhas de Alpinia zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm. (Zingiberaceae) (200, 400 e 800 mg/kg,
respectivamente).*p<0,05 Comparado com o grupo C. *p<0,05 Comparado
com os grupos IMI e AZ 800.

Estudos comportamentais desempenham um papel importante na
avaliacdo e desenvolvimento de novas substancias que agem em nivel do
sistema nervoso central (SNC) (Xu et al., 2008). Dentre os modelos biologicos
mais largamente utilizados estdo o teste de campo aberto (open field test),
caixa claro-escuro (dark/light box) e teste de suspensdo pela cauda (tail
suspension test) (Cryan et al., 2005).

Observaram-se atividades significativamente diferentes no teste de
suspensao de cauda para os extratos de A.zerumbet nas concentracdes de
200, 400 e 800 mg/kg (AZ 200, AZ 400 e AZ 800) (-36,4, -28,8 e -56,7%,
respectivamente) em comparagao com o controle. O tratamento de A. zerumbet
na concentracdo mais elevada (AZ 800) apresentou efeito comparavel a
imipramina (-64,2%) nos termos de agao antidepressiva podendo-se propor

gue os extratos possivelmente compartilham de alguns mecanismos de acéo
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farmacoldgicos como os estabelecidos para droga antidepressiva utilizada
neste trabalho.

No entanto, agentes habeis em aumentar a atividade locomotora como
0s estimulantes, convulsivantes e anticolinérgicos, juntamente com o fenémeno
de hipercinesia tendem a produzir resultados falsos positivos no teste de
suspensao pela cauda (Bourin et al., 2001, Takahashi et al., 2008). Com o
objetivo de excluir esses possiveis falsos resultados, utilizou-se o teste de
campo aberto. Neste teste, a principal diferenca entre antidepressivos e
psicoestimulantes é que 0s primeiros provocam incrementos na atividade
motora (Borsini & Meli, 1988).

Apés a realizacdo do teste de campo aberto, observou-se que o
diazepan apresentou um menor nimero de respostas de orientacdo em relacéo
aos demais tratamentos talvez relacionado a uma mais rapida adaptacdo ao
ambiente. Todos os grupos tratados tiveram menor niumero de bolos fecais
quando comparados com o controle revelando indicios de atividade ansiolitica.
N&o foram observadas diferencas entre os tratamentos no teste de campo
aberto quanto ao tempo de imobilidade, nUmero de cruzamentos e autolimpeza
permitindo propor que as substancias utilizadas n&do foram capazes de
promover efeitos psicoestimulantes e de hipercinesia.

O modelo de transicdo claro-escuro € amplamente utilizado para a
avaliacdo de atividades ansioliticas e ansiogénicas. O método baseia-se na
aversao natural dos roedores a ambientes iluminados. Dessa forma, espera-se
que as substancias ansioliticas reduzam este comportamento e aumentem o
namero de cruzamentos entre os dois compartimentos incrementando a
atividade exploratéria (Ankitkumar et al., 2011).

No teste da caixa claro-escuro AZ 200, AZ 400 e AZ 800 tiveram o
tempo de laténcia no lado claro incrementado com relagédo ao grupo C (+39,9,
+36,0 e +40,6%, respectivamente) e os valores obtidos néo diferiram do grupo
DZP 1. Nas maiores concentracdes testadas de A. zerumbet (AZ 400 e AZ 800)
observou-se um aumento no tempo de permanéncia no lado claro (+46,9 e +
59,5%, respectivamente) e também no numero de cruzamentos (+41,2 e +
53,6, respectivamente) comparados ao grupo controle. Esses resultados foram
semelhantes aos obtidos com a droga padrdao DZP 1 e a auséncia de efeitos

estimulantes no campo aberto sugerem para essas doses, um efeito ansiolitico
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provavelmente relacionado a presenca de cavapironas no extrato da planta
estabelecido nas andlises fitoquimicas desse trabalho. Essas substancias
presentes em plantas como a Piper methysticum G. Forst. parecem promover
um aumento na atividade dos receptores GABA. apresentando efeitos

ansioliticos e relaxantes (Schulz et al., 2001).



5. CONCLUSOES

Por meio de analise morfoanatdmica (laminas semipermanentes,
permanentes e microscopia eletrénica de varredura) foi possivel caracterizar as
amostras vegetais de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.S. Sm.
(Zingiberaceae) (folhas), Solidago chilensis Meyen, (Asteraceae) (partes
aéreas) e Eugenia uniflora L. (Myrtaceae) (folhas).

Foram realizadas analises fisico-quimicas com o0s materiais vegetais
desidratados e com os extratos fluidos obtidos. Os dados obtidos servirdo de
parametros de qualidade para programas de fitoterapia e colaboram para o
estudo dos produtos naturais.

Na abordagem fitoquimica, foi possivel caracterizar os principais grupos
quimicos das espécies estudadas através de andlise fitoquimica preliminar e
cromatografia em camada delgada. Flavonoides e polifendis foram
quantificados nos extratos fluidos através de analises em espectrofotometria na
regido do ultravioleta e visivel (UV/Vis).

Foi possivel obter para os extratos fluidos, cromatogramas em
cromatografia liquida de alta eficiéncia identificando e quantificando rutina para
A. zerumbet, quercetrina para S. chilensis e quercetina para E. uniflora que
podem ser utlizados como marcadores em analises de controle de qualidade.

Através do fracionamento dos extratos fluidos em colunas
cromatogréficas e analises espectroscépicas de RMN de *H, RMN de *C e EM
(ESI) obteve-se na fracao acetatato de etila de A. zerumbet, a identificacdo e o
isolamento das cavalactonas di-hidro-5,6-dehidrocavaina (DDK) e 5,6-
dehidrocavaina (DK) substancias ja descritas na literatura e também, canferol
um flavonoide com certa abundancia no reino vegetal mas, que pela primeira
vez foi descrito para espécie. Aléem das técnicas cromatograficas e
espectroscopicas mencionadas utilizou-se a recristalizacdo para o isolamento
de quercetina-3-O-a-L-ramnosideo (quercetrina) na fracdo acetato de etila de
S. chilensis.

Nos ensaios biologicos os extratos fluidos das espécies avaliadas
apresentaram atividades antimicrobianas somente em concentracfes elevadas

nao possuindo portanto, perfis como promissores fitomedicamentos. Porém, as
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atividades de S. chilensis frente a micro-organismos Gram positivos, Gram
negativos e fungos podem corroborar a utilizagéo popular desse vegetal.

A atividade hipolipidémica observada para os extratos fluidos de S.
chilensis, A. zerumbet e quercetrina provavelmente envolva a inibicdo da
enzima HMGCOoA redutase e a diminuicdo da reabsor¢cdo ou aumento da
excrecdo de colesterol via intestinal, estimulada pelo conteudo fenodlico dos
tratamentos.

O efeito biolégico de prevencdo a aterosclerose verificado para os
extratos fluidos de A. zerumbet, S. chilensis e para a quercetrina esta
relacionado com a inibicdo de citocinas pro-inflamatdrias e possivelmente
envolva além dos efeitos alostéricos de interacao, atividades antioxidantes que
neste trabalho foram verificadas in vitro.

Andlises realizadas através da dosagem da enzima alanina
aminotransferase (ALT) nao indicaram toxicidade para as substancias
avaliadas.

As atividades ansioliticas e antidepressivas descritas para os extratos de
A. zerumbet por meio dos métodos de caixa claro-escuro e de suspenséo pela
cauda, possivelmente estejam relacionadas com a ligacdo das cavalactonas

com receptores gaba e com a inibicdo da recaptacdo de monoaminas no SNC.
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