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A busca e utilizagdo de produtos naturais na promogao da saude, € uma
pratica muito antiga atestada em varios registros através da histéria humana, o que
nos leva a considerar a importancia desta pratica (KINGHORN, 2002; KOHEN;
CARTER, 2005).

A grande quantidade de informacdes sobre o uso de produtos naturais,
principalmente as plantas como medicamento em todos os lugares do mundo, leva a
necessidade de se desenvolver métodos que facilitem a enorme tarefa de avaliar
cientificamente o valor terapéutico das espécies vegetais com possiveis indicagdes
(MONTANARI; BOLZANI, 2001; SIMOES; SCHENKEL, 2001).

Geralmente, a primeira e principal estratégia na investigacado de plantas
medicinais é a abordagem etnofarmacoldgica que consiste na busca de informagdes
junto a consumidores que fazem uso medicinal da flora direto da natureza. Os
passos seguintes sdo os estudos quimicos, farmacoldégicos e toxicolégicos
realizados em laboratérios especializados (MIGUEL; MIGUEL, 2000; NIERO ,
2003; GILANI; RAHMAN, 2005).

Atualmente estima-se que aproximadamente 28% dos farmacos empregados
nos paises industrializados foram obtidos do isolamento e/ou sintese de substancias
que tiveram sua origem em matérias-primas de produtos naturais (NEWMAN;
CRAGG; SNADER, 2003).

Avaliando-se os fatores que afetam na obtencdo de novos farmacos
derivados de produtos naturais, observa—se que um dos principais aspectos que
distingue os produtos de origem natural dos sintéticos € a diversidade de estruturas
moleculares, o que gera a necessidade de um controle de qualidade eficaz (YUNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001; LESNEY, 2004; DI STASI, 2005).

Além deste fator, podemos citar outras dificuldades encontradas para se
realizar uma produgao padronizada de medicamentos a partir de produtos naturais,
que sao: a falta de identificacdo botanica, a composicdo quimica sem uniformidade,
presenga de contaminantes. Podemos destacar ainda que os principios ativos
existentes nas plantas, seja ela terapéutica ou toxica, podem estar espalhados por
toda planta, ou ainda concentrarem-se em algum 6rgao dela e ainda ser afetado por
fatores ambientais como a fertilidade e umidade do solo, pH, temperatura, altitude e
estacbes climaticas, que afetam decisivamente a expressdo de determinados
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principios ativos (SILVA JR.; VIZZOTTO, 1996; CECHINEL FILHO; YUNES 1998;
BRESCIANI; CECHINEL FILLHO; YUNES, 2000; BRESCIANI , 2004; CASTRO
, 2004).

Todas estas questdes demonstram a necessidade de se estabelecer métodos
que melhorem e verifiguem a qualidade desde o cultivo da planta, de onde se retira
a matéria-prima, até o produto acabado. Desta forma, observou-se na

uma perspectiva de avaliagdo dos fitoconstituintes com atividade bioldgica
presentes em diferentes partes coletadas em estagdes climaticas distintas nas
plantas cultivadas na regido de llhota, SC. Este fato fundamenta-se no importante
perfil fitoquimico e farmacolégico encontrado em estudos anteriores realizados em
nossos laboratérios com esta espécie (NAVARRO , 2002).

Diante do exposto, este trabalho pretende viabilizar parametros que permitam
realizar um controle quantitativo de dois fitoconstituintes ativos considerando seu

promissor efeito antinociceptivo, antifungico e possivel uso como futuro fitoterapico.
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Quantificar por Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo dois
fitoconstituintes, curcumenol e deidrocurdiona, na planta

tendo como variaveis as diferentes partes (rizoma mae,
rizoma rugoso e raiz) coletadas em diferentes estagcbes (outono,
inverno, primavera, verao) e avaliar a atividade biolégica dos extratos

diclorometano obtidos.

" 1
Isolar e purificar os fitoconstituintes utilizados como padrdo de
referéncia através de procedimentos cromatograficos usuais (CC e
CCD);
Quantificar os compostos isolados nas diferentes partes e estagbes do
ano, através de cromatografia gasosa de alta resolugao, utilizando o
meétodo de curva de calibracdo com padrao externo de referéncia;
Avaliar a atividade antinociceptiva dos extratos de diclorometano no
modelo de dor induzida pelo acido acético em camundongos;
Analisar os possiveis efeitos antifungicos dos extratos de

diclorometano em modelos , contra distintos fungos patogénicos.
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Desde a pré-historia o homem teve nos vegetais uma fonte de tratamento
que necessitava para combater as doengas e para manter uma vida saudavel.
Velhos textos babildnicos e egipcios ja faziam referéncia a determinados vegetais,
ligados a Medicina, a rituais religiosos, condicdo esta que ainda hoje ocorre em
varias seitas e cultos. A Biblia, tanto no Antigo como no Novo Testamento, faz
referéncia as plantas curativas, como o aloés, o benjoim, a mirra e a varios
balsamos. Uma das primeiras descricdes sobre plantas medicinais feitas pelo
homem foi o papiro de Ebers, onde séo citadas mais ou menos 100 doencgas e é
descrito um grande numero de drogas de natureza animal e vegetal (FABRICANT;
FARNSWORTH, 2001; PINTO ., 2002).

Durante o periodo anterior a era crista, que ficou conhecido como civilizagao
grega, varios filosofos podem ser destacados por suas obras sobre historia natural.
Dentre esses, sobressaem-se Hipdcrates, considerado o pai da Medicina moderna,
que se caracterizou por tomar a natureza como guia na escolha dos remédios
( ) e Teofrasto (372 aC), discipulo de Aristoteles reconhecido como
pai da botanica, que escreveu varios livros sobre a histéria das plantas. E seu o
registro da utilizagdo da espécie botanica , planta cujo principio
ativo é a morfina (PHILLIPSON, 2001).

Na Idade Moderna a relacdo entre a Medicina e a Quimica permitiu o
desenvolvimento maior do conhecimento dos produtos naturais. Nesta época, os
quimicos que estudavam as plantas medicinais, cujos recursos ainda eram
extremamente limitados, se dedicavam especialmente, a isolar e determinar a
estrutura de compostos ativos de plantas, ja conhecidas e experimentadas pelo uso
popular ao longo do tempo e, geralmente, incorporadas nas farmacopéias da época.
As plantas eram de uma importancia fundamental na area médica, sendo uma
referéncia a publicagdo do tratado de Quimica Organica aplicada a Fisiologia e
Patologia por Justus Von Liebig (YUNES; CECHINEL FILHO, 2001; MONTANARI;
BOLZANI, 2001).

Logo em seguida o que se observou, foi um declinio na busca de produtos de
origem natural devido o aparecimento de novos farmacos de origem sintética. O

marco inicial pdde ser caracterizado com a sintese do acido acetilsalicilico, realizada
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por Kolbe em 1897 inspirado na salicilina, tida como substancia ativa da planta
. A partir deste momento a consolidagdo do paradigma ocidental da
terapéutica, onde o farmaco € uma molécula pura geralmente oriunda de sintese,
cujo modelo foi a aspirina. Entretanto, o processo de descobrimento de farmacos,
através de sintese organica ao acaso, mostrou uma série de problemas como: o
ao acaso, exigindo um grande numero de amostras além do custo
associado ao tempo (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

Neste contexto, na década de oitenta do século passado, com o
desenvolvimento da quimica e sabendo da grande diversidade existente no planeta
e, ressaltando que apenas uma pequena porcentagem foi estudada (cerca de 15%)
voltou-se o interesse novamente para os produtos de origem natural. Desta forma,
observa-se nos ultimos anos um grande avancgo cientifico envolvendo os estudos
quimicos e farmacologicos de plantas medicinais visando obter novos compostos
com propriedades terapéuticas. O isolamento de substancias € ainda uma das mais
importantes ferramentas de obtengdo de medicamentos empregados na clinica
médica (KINGHORN, 2002; NIERO ., 2003).

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da
maior floresta tropical umida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacao para os
produtos naturais. Entre os primeiros médicos portugueses que vieram para o Brasil
podemos destacar o médico portugués Bernardino Antonio Gomes, que em Lisboa
isolou a cinchonina das cascas da quina. No Brasil fez valiosas observagbes
botanico-médicas sobre plantas locais que |he conferiram grande notoriedade.
Atualmente na area do estudo dos produtos naturais, se observa um
desenvolvimento, ainda que timido, tendo como um dos maiores incentivos o valor
potencial da biodiversidade nacional, tornando-se um tema recorrente na ciéncia
brasileira. Nos ultimos 25 anos a evolugao cientifica da quimica de produtos naturais
no Brasil teve um marco histérico na fitoquimica classica (isolamento e determinagao
estrutural), implantada e estruturada por inumeros pesquisadores de exceléncia
(PINTO ., 2002; CALIXTO, 2005).

$ % 1t D> 1L x4 ),

A Europa desenvolveu uma longa tradicdo no campo das plantas medicinais,
devido ao fato de ter a mais completa documentagao sobre o uso das plantas no
tratamento de doencgas. A utilizacido de fitoterapicos se da principalmente em paises
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que tem acesso ao que ha de mais moderno no setor farmacéutico como Alemanha,
Franca, Italia e Suica. Os dados econdmicos demonstram que cinquenta por cento
das vendas mundiais de remédios fitoterapicos acontecem na Europa, com um
volume de vendas a varejo que ascende a US$ 6 bilhdes/ano. A Unido Européia por
ter desenvolvido um mercado de fitoterapicos com melhores critérios para registro e
controle de qualidade, apresenta um consumo por cada habitante em média de US$
17,4/ano, sendo que dentro da Europa, a Alemanha lidera o consumo, com vendas
anuais de US$ 2,5 bilhdes e despesas por individuos de US$ 37. Os fitoterapicos
mais freqientemente prescritos na Alemanha sédo o , a Castanha da
india, o Crataegus e a Erva de S&o Jo&o ( ) (MARTINS, 2003;
VEIGA JR.; PINTO; MACIEL, 2005).

Segundo dados da Organizagdo Mundial de Saude 80% da populacao ou 4
bilhbes de habitantes no mundo recorreram a medicina tradicional em relagdo a
atencdo primaria de saude, principalmente de espécies nativas de seus proprios
paises (SCHIMIDT, 2000; DI STASI, 2005).

No Brasil, seguindo a tendéncia mundial, segundo a Associagao Brasileira da
Industria de Fitoterapicos (ABIFITO), esse segmento movimentou cerca de US$ 500
milhées no ano de 2001. Em maio de 2003, secretarios de saude e representantes
de faculdades de Medicina de S&o Paulo se reuniram no | Congresso Brasileiro de
Fitomedicina, promovido pela Sociedade Brasileira de Fitomedicina (SOBRAFITO) o
gue denota a preocupacgao e o interesse da classe médica em regularizar o consumo
e a valorizagdo da fitoterapia como terapia com eficacia comprovada (MARTINS,
2003).

$$. - DY - * > / > # > 10, !

A natureza de forma geral tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Entretanto, € o Reino Vegetal que tem contribuido de forma mais
significativa para o fornecimento de substéncias uteis ao tratamento de doengas que
acometem os seres humanos. A fantastica variedade e complexidade de metabdlitos
especiais biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluido como
mecanismo de defesa desses vegetais as condigcbes ambientais ricas em
microorganismos, insetos, animais e também as condi¢des de adaptacéo e
regulagcado (MONTANARI; BOLZANI, 2001).
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A descoberta de substancias ativas presentes nas plantas medicinais tornou-
se o fundamento de grande parcela do arsenal terapéutico. Entre os diversos
exemplos de substancias oriundas de plantas e de importancia atualmente,
podemos mencionar a forscolina, obtida de , que apresenta
promissores efeitos contra hipertensdo, glaucoma, asma e certos tumores. A
artemisina, presente em ! , que exerce potente atividade antimalarica
e o diterpeno anticancerigeno taxol, isolado de plantas do género ™ , que possui
sua sintese em escala industrial e é utilizado no tratamento de céncer nos ovarios e
pulmées (NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

Desta forma, podemos afirmar que apesar do desenvolvimento nas areas de
sintese organica, microbiologia industrial e biologia molecular, uma grande parte dos
farmacos continuam sendo obtidos a partir de matérias primas de origem vegetal,
seja pela dificuldade em obter sinteticamente moléculas com a mesma
estereoquimica, ou pela inviabilidade econémica, no caso de substancias para as
quais a sintese total ja foi desenvolvida em laboratério, como o caso do paclitaxel
(SIMOES; SCHENKEL, 2001)

Além disto, muitas substancias obtidas de fontes naturais tornaram-se
modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos, tais como
procaina, cloroquina, vimblastina, vincristina, podofilotoxina e os analogos
etoposideo e teniposideo e mais recentemente a camptotecina e derivados
(KINGHORN, 2002; OLIVEIRA; BRAGA, 2003).

Os resultados aqui descritos comprovam que o emprego de produtos naturais
na sintese de substancias de interesse farmacéutico compreende uma estratégia util
para se obterem novos compostos bioativos, desde que o planejamento molecular
seja adequadamente realizado, respeitando as caracteristicas estruturais
farmacoféricas das classes terapéuticas eleitas. Representando uma atraente
alternativa para a descoberta de novos protétipos, que otimizados, viabilizardo a
identificacdo de novas e atraentes entidades quimicas bioativas (BLOCK 3
1998; CRAGG; NEWMAN, 2005).

$12 -1 + 34
A OMS define planta medicinal como sendo “todo e qualquer vegetal que
possui, em um ou mais orgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins

terapéuticos ou que seja precursores de farmacos semi-sintéticos”. O Estado



20

brasileiro observando o aumento do consumo de fitoterapicos pela populacédo e o
desenvolvimento de empresas voltadas para a demanda do consumo destes
produtos, procurou estabelecer uma legislagdo especifica para esta area produzindo
e publicando através da Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) a Portaria
6/SVS de 31/1/1995. A portaria 6/SVS/95 determinou em sua ementa as definicbes
utilizadas na area de fitomedicamentos e também como uma empresa deveria se
estruturar e realizar sua produgéao, além de especificar prazos para a realizagao de
estudos de eficacia e toxicidade para os produtos ja existentes no mercado. Neste
sentido, buscou-se a implantagdo desta legislagdo com o objetivo de estabelecer
bases para uma maior aceitagao e credibilidade dos produtos fitoterapicos junto ao
consumidor e a classe prescritora (VEIGA JR; PINTO; MACIEL, 2005).

A legislagao de fitoterapicos foi atualizada pela resolugdo RDC 48 de 2004
que tras a definicdo de fitoterapico como “todo medicamento obtido empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento
da eficacia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia
de sua qualidade. Sua eficacia e seguranga é validada através de levantamentos
etnofarmacoldgicos de utilizagdo, documentagdes tecnocientificas em publicagdes
ou ensaios clinicos fase 3. Nao se considera medicamento fitoterapico aquele que,
na sua composigao, inclua substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as

associagdes destas com extratos vegetais. “

$5. 1 *) - , 0 * =34 * 1)

O conhecimento popular tem oferecido informacdes valiosas e se constitui no
mais importante critério de escolha para o estudo fitoquimico de plantas, que
poderao vir a ser utilizadas como novos medicamentos. A literatura mostra que é
muito mais provavel encontrar atividade bioldégica em plantas orientadas pela
etnomedicina do que escolhidas ao acaso (PINTO %, 2002).

A anadlise de substancias ativas é algo complexo e demorado sendo
necessaria a colaboragédo entre quimicos e farmacologos para analise de extratos.
Neste sentido, torna-se indispensavel a analise da poténcia das fracbes e das
substancias puras em relacdo a sua concentragcdo. O fundamento basico deste
procedimento consiste no fato de que toda substancia, independente de sua

propor¢gao na planta, conhecida ou ndo, pode ser um principio ativo (YUNES;
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CECHINEL FILHO, 2001). Um procedimento geral para a obtengdo de compostos

biologicamente ativos encontra-se no fluxograma da Figura 1.

Planta

K™

Testes <«

Biologicos

Extrato —
bruto

Extratos
Semipuros

Testes
Biologicos

N

Procedimentos cromatograficos

J

Elucidacao
estrutural

- Fragbes
- Compostos Puros

- Testes
bioldgicos

K™

Modificagao
estrutural

Sintese de
Analogos

K™

K™

Testes PN
Bioldgicos

Relagao estrutura-
atividade

PN Testes
Bioldgicos

. Procedimento geral para obtengdo de compostos biologicamente ativos (CECHINEL

FILHO & YUNES, 1998; 2001).

No desenvolvimento de uma pesquisa de plantas medicinais a coleta € um
passo muito importante. Com a escolha da planta definida o local de coleta
estabelecido, o levantamento bibliografico efetuado e o projeto de pesquisa
elaborado, parte-se para a coleta. A coleta, portanto deve constar de duas etapas:
uma coleta prévia para a identificacdo botanica da espécie e a coleta definitiva
quando se tratar de grande quantidade de material destinada para o estudo
., 2002).

O estudo fitoquimico consiste em varias etapas: a primeira € o manuseio da

fitoquimico e/ou farmacolégico (MACIEL

planta para definir o material botanico a ser estudado, ou seja, qual parte da planta
deve estudada (caule, folhas, raizes, rizomas, flores, frutos, cascas, caule, galhos) e
a quantidade de material utilizada no estudo; em segundo lugar a determinacdo do
melhor método de extragcdo sendo que o principal método utilizado € a maceracéo,
seguida pelo processo de particdo liquido-liquido com solventes de polaridades

crescentes, e terceiro a escolha da metodologia de anadlise através de
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procedimentos cromatograficos e espectroscopicos. A identificagdo dos compostos
organicos deve ser feita através das seguintes analises espectroscépicas: 1)
Espectroscopia na regidao do Infravermelho (IV) — o espectro IV é interpretado em
termos de presenca ou auséncia de grupos funcionais; 2) Espectroscopia na regido
do ultravioleta (UV) — o espectro de UV define a presengca de compostos que
possuem dupla conjugacéo; 3) Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN 'C) determina a natureza e o
ambiente quimico de hidrogénios e carbonos, respectivamente. E a técnica mais
importante para investigagdo da estrutura molecular; 4) espectrometria de massa
(EM) — fornece dados sobre o peso e a formula molecular e possibilita ainda a
identificacdo de fragmentos caracteristicos da molécula (DELLE MONACHE, 2001;
MACIEL ., 2002).

Por outro lado, no estudo da atividade biologica de extratos vegetais € importante
a selecao de bioensaios para a deteccao do efeito especifico. Os sistemas de ensaio
no estudo de plantas medicinais devem ser simples, sensiveis e reprodutiveis,
devido ao grande numero de amostras, que normalmente ocorre, buscando-se
modelos experimentais também rapidos, de baixo custo e com mecanismos
especificos previamente definidos. Os principais modelos experimentais utilizados
sdo: atividade antifungica e antibacteriana (método de difusdo em agar, método da
concentragdo inibitéria minima); atividade analgésica (modelo de contorgdes
abdominais utilizando acido acético em camundongos, modelo de dor induzida pela
formalina, modelo da placa quente); atividade antiinflamatoéria (modelo de edema de
pata, em ratos). Um procedimento utilizado como forma preliminar no estudo de
extratos e metabdlitos é o ensaio de letalidade de organismos simples, como o
micro-crustaceo marinho Leach, que permite a avaliagédo toxicologica
geral (DE SOUZA #, 1998; CECHINEL FILHO; YUNES, 2001).

Uma das ultimas etapas é a etapa clinica, realizada na espécie humana, que
esta dividida em 4 fases sequenciais realizadas apenas se existirem indicagdes
seguras de que os beneficios do uso medicinal do novo produto suplantam os riscos
de uma possivel agao téxica (MIGUEL; MIGUEL, 2000).

A introducdo das novas tecnologias tornou a quimica medicinal mais ampla
em sua concepg¢ao, ampliando seu carater interdisciplinar. Métodos computacionais
modernos permitem que se determinem quali - e quantitativamente as diferentes

contribui¢des das distintas sub-unidades estruturais dos farmacos, tanto aquelas de
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natureza eletrdbnica como estérica, quando de seu reconhecimento molecular pelos
sitios receptores. Ademais, fatores farmacocinéticos e toxicoforicos das substancias
candidatas a novos farmacos podem ser simuladas virtualmente através de
ferramentas computacionais modernas, especialmente através da quimica
computacional que permite estudos de modelagem e dindmica molecular. Desta
forma, podem se planejar, virtualmente, candidatos a novos ligantes de
determinados sitios receptores, em trés dimensdes (3D), através da construcao de
mapas farmacoforicos (BARREIRO, FRAGA; 2001)

A pesquisa por novas entidades quimicas bioativas (bioNCEs) pelos
laboratorios de pesquisa industriais tem utilizado novas técnicas, como o uso da
quimica combinatéria, para se obter maior numero de substdncias onde
paralelamente ocorreu o desenvolvimento de métodos de “screening” bioldgicos
automatizados (“high throughputscreening”™~ HTS), que passaram a permitir a
avaliagao de milhares de substancias por experimento. Sendo uma destas
técnicas a pesquisa genética onde ocorre o isolamento e a purificagdo de muitas
enzimas, receptores diretamente associados a processos patologicos,
representando auténticos alvos-moleculares para novos farmacos (VEIGAS JR,
BOLZANI, BARREIRO; 2006)

$ 92 - * - s * *

Entende-se por qualidade o conjunto de critérios que caracterizam a matéria-
prima para o uso ao qual se destina. A partir do estabelecimento de parametros de
qualidade para a matéria-prima, e considerando-se um planejamento adequado e
um controle de processo de produ¢cao do medicamento, a qualidade do produto final
estara grande parte, assegurada.

Os fatores criticos para o emprego clinico dos medicamentos fitoterapicos
envolvem, especialmente, dificuldades de controle de qualidade e da estabilidade
desses produtos. Sabe-se que algumas plantas podem possuir centenas de
constituintes, alguns deles presentes em concentragdes minimas. E também bem
estabelecido que alguns componentes presentes nas plantas sdo sensiveis a altas
temperaturas, requerendo, portanto métodos adequados de preparo dos extratos.
Além disso, existem nas plantas muitos sistemas enzimaticos préprios que, mesmo

depois da coleta das mesmas, podem continuar ativos e degradar os principios
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ativos, afetando a qualidade e a eficacia dos medicamentos fitoterapicos (KOHEN,
2005)

Todavia, com avangos ocorridos nos procedimentos analiticos que permitem
o isolamento e a caracterizagdo de metabdlitos secundarios de plantas, é
atualmente possivel estabelecer critérios para padronizar e manter, adequadamente
o controle de qualidade. Muitas industrias estdo utilizando técnicas como a
cromatografia liquida de alta pressdo (CLAE), cromatografia de camada delgada
(CCD), espectrometria de massas, ressonancia magnética nuclear, espectrometria
de ultravioleta e infravermelho, usadas isoladamente ou em combinacdo, para
estabelecer critérios analiticos visando o controle de qualidade e a padronizagao
principalmente dos medicamentos fitoterapicos (YUNES, PEDROSA; CECHINEL
FILHO, 2001).

Em uma época em que as exigéncias de seguranga, eficacia e qualidade, sdo
estabelecidas pelas agéncias reguladoras de medicamentos, torna-se mais dificil a
permanéncia ou entrada no mercado desses produtos. Neste sentido, estudos
cientificos objetivando a obtencdo de matérias primas controladas, e o
desenvolvimento de uma tecnologia apropriada para a obtengéo de extratos vegetais
se tornaram uma luta diaria nas instituicbes e empresas deste ramo (SIMOES;
SCHENKEL, 2001)

Dentro desta ¢ética, alguns parametros podem ser seguidos, no sentido de
obtermos um método de analise quali/quantitativa experimental eficaz. Assim os
parametros podem ser seguidos de acordo com a Resolugdo n. 899 de maio de
2003 s&o:

Seletividade: a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias
em exame na presengca de componentes que podem interferir com a sua
determinacdo em uma amostra complexa. A seletividade avalia o grau de
interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas e
produtos de degradacédo, bem como outros compostos de propriedades similares
que possam estar, porventura, presentes. A seletividade garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do composto de interesse;

Linearidade: Corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragao da substancia em exame, dentro de uma

determinada faixa de aplicagdo. A correlagao entre o sinal medido (area ou altura do



25

pico) e a massa ou concentragcao da espécie a ser quantificada na maior parte dos
casos necessita de uma relagcdo matematica chamada de curva analitica;

Precisdo: representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrboes, sob
condigdes definidas. A precisdo é avaliada pelo desvio padrao absoluto (o), que
utiliza um numero significativo de medi¢des. Na pratica, em validagdo de métodos, o
numero de determinagdes € geralmente pequeno e o que se calcula é a estimativa

do desvio padréo absoluto (s);

Limite de deteccdo: representa a menor concentracdo da substéncia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental, podendo se utilizar método visual para
se determinar este parametro. Além dos métodos colocados acima podemos citar
outros parametros utilizados para validar um método que s&o: reprodutibilidade,
exatidao, limite de quantificag&o, robustez, etc.

3.6.1 Cromatografia aplicada ao controle de qualidade

Atualmente os métodos cromatograficos s&o os procedimentos de separagao
e isolamento mais amplamente utilizados no estudo de produtos naturais. Servem
para fins de identificagdo e analise de misturas e isolamento de substancias
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998; CATAPAN #,2000).

Por definicdo podemos colocar que cromatografia € um método fisico-quimico
de separacdo dos componentes de uma mistura realizada através da distribuicao
destes componentes entre duas fases que estdo em contato intimo. Durante a
passagem da fase movel sobre a fase estacionaria os componentes da mistura sao
distribuidos entre as duas fases de tal forma que cada um dos componentes é
seletivamente retido pela fase estacionaria, resultando em migragédo diferenciada
destes compostos (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

As técnicas cromatograficas se destacam na quimica analitica pela
capacidade de realizarem analises qualitativas e quantitativas em amostras
ambientais, farmacéuticas, biolégicas e em alimentos. Podemos citar os seguintes
métodos cromatograficos utilizados atualmente: cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia de adsor¢do, cromatografia por afinidade, cromatografia
gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (RIBANI ., 2004).
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Devido a versatilidade e facilidade no preparo um dos principais métodos
utilizados é o da cromatografia em camada delgada (CCD), que consiste na
separagao de uma mistura através da migracédo diferencial sobre uma camada
delgada de adsorvente retido em uma superficie plana. Na fitoquimica € util na
caracterizacao de extratos brutos e para avaliar o resultado de um processo de
separacgao (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1995).

Outro método de cromatografia de adsorgédo, geralmente empregada é a
cromatografia em coluna aberta (CC), usando-se silica gel como fase estacionaria.
Com fins preparativos o objetivo € gerar uma separacédo de componentes de uma

mistura com base na afinidade destes com o solvente eluido e a fase estacionaria.
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7+, 8 .Esquema dos componentes basicos de um cromatograma gasoso. a — cilindros de gas; b
— injetores, ¢ — coluna, d — detectores, e — registrador.

A cromatografia a gas, principalmente a acoplada a espectroscopia de
massas, tem enorme potencialidade devido a sua eficiéncia, alto poder de resolugao,
onde se detectar compostos em escala nano a picogramas (10°- 1072 g), facilidade
na realizagcao das analises, baixo custo e possibilidade de analisar misturas volateis
de alta complexidade, como: acgucares, gorduras, inseticidas residuais, O6leos
essenciais, etc (VILEGAS; LANCAS, 1994; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

A aplicagdo deste método tem se tornado muito abrangente, entre elas
podemos citar seu uso na avaliagdo da consténcia e homogeneidade de compostos
em frutiferas (JANZANNTTI; FRANCO; LANCAS, 2000; FRANCO; LANCAS, 2004,
RODRIGUES # 2005), determinacdo de métodos de quantificagdo para controle
de qualidade de d6leos como o 6leo de copaiba, 6leo de canela (KOKETSU ,
1997; TAPPIN, 2004), controle de qualidade de novos compostos com atividade
biolégica (CORDEIRO; VILEGAS; LANCAS, 1999; DUSCHATZKY #, 2005).

A quantificacdo de terpenos obtidos de extratos brutos ou pré-fracionados
pode ser realizada através da utilizagdo de cromatografia gasosa de alta resolugao
(CGAR) tendo padrdes auténticos como referéncia (PATITUCCI #,1995).

Existem muitos trabalhos na literatura sobre a composicdo do o6leo volatil
presente na plantas do género , principalmente a cultivada na india.
Entretanto poucos trabalhos foram desenvolvidos até o momento com relagado aos
compostos volateis da brasileira. Desta forma, evidenciamos a importancia
deste trabalho por esta planta ter um potencial bioldgico significativo no tratamento
da dor e inflamag&o (NAVARRO , 2002).
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A familia Zingiberaceae é a maior familia da ordem Scitamineae pertencente
a classe das $ # Tendo uma ampla dispersdo nos tropicos e
subtrépicos de todo mundo, contendo 49 géneros com 1500 espécies, sendo que o
maior centro de dispersdo encontra-se na Asia tropical. Representada por plantas
herbaceas perenes, aromaticas, geralmente com rizomas dos quais nascem caules
aéreos, que transportam folhas com larga bainha na base e que envolve o caule
(VIMALA; NORHANOM; YADAYV, 1999; SCHIMIDT, 2000).

Uma das plantas mais conhecidas deste género é o Gengibre %&

), uma especiaria ja utilizada a mais de dois mil anos que chegou a ser

considerado o mais importante condimento na Asia. Sob sua epiderme ou casca,

encontra-se um tecido constituido por numerosas glandulas de éleo resinosas onde

se encerra a maior parte do principio ativo que a planta contém (PENNA , 2003)
$= 0- Curcuma
O género pertence a familia Zingiberaceae e possui mais de 70

espécies. Sendo um género endémico das regides Indo-Malaias, onde s&o
cultivadas suas espécies e utilizada terapeuticamente pela populagao,
principalmente na india, China e Indonésia (NETTO JR., 1999; CAO #, 2001;
NICOLETTE, 2002; MATA #, 2004; MURNIGSIH #, 2005).

As plantas, deste género, sdo grandes herbaceas aromaticas, possuindo
folhas grandes oblongo-lanceoladas e obliquo-nervadas, o limbo se reune na base
formando um pesudocaule. Possuem flores dispostas em espiga contendo bracteas
cbncavas e tubérculos taxonomicamente denominados rizomas. O rizoma principal
ou central é arredondado, com ramificacdes laterais compridas também tuberizadas
(KATO; FISHER, 1996; CECILIO FILHO 4 2000; SCHIMDT, 2000; CECILIO
FILHO # 2004).

O fato dos rizomas deste género serem utilizados de forma popular e
tradicionalmente em diversas patologias despertou o interesse para sua
investigacdo, sendo que alguns autores relacionam parte da sua atividade a
presenca de Oleos essenciais representando em média de 3 — 5% de sua
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composicao. Estes d6leos possuem em sua constituicdo principalmente terpendides

na forma de cetonas sesquiterpenicas e diarilheptandides (NETTO JR., 1999; HONG
#, 2002; SASAKI # 2003; MATA #,2004).

Dentro da grande variedade de espécies deste género podemos dar destaque

a algumas ja estudadas até o momento como:

3.8.1 Curcuma zedoaria
A (Christm.) Roscoe é conhecida popularmente por
" ou “gajitsu”, sendo uma planta herbacea, aromatica e perene de ocorréncia
espontanea na India, Celido e Indochina. Introduzida no Brasil vem sendo cultivada
no sentido de se avaliar a manutengcdo de sua composigao e utilizacdo (TESKE;
TRENTINI, 2001; NAVARRO #, 2002; PEREIRA #,2004).

As partes vegetais empregadas com fins terapéuticos s&o os rizomas, ricos
em terpendides, sendo bastante conhecida na medicina popular e tradicional como
expectorante, demulcente, diurético, rubefaciente, estimulante do processo de
digestao, colagogo, hepatoprotetor, no tratamento da gastrite e como profilatico na
odontologia (RANA; AVADHOOT, 1992; SANDRINI # 1997; MELLO; AMARAL,;
MELO, 2000; NICOLETTI, 2002; APPEL; REUS, 2003; BATISTIC; NICOLETTI,
AURICCHIO, 2004).

Externamente a planta apresenta folhas grandes, peciolo tdo comprido como
o limbo, obliquo-lanceoladas reunidas na base; flores pequenas, dispostas em
espigas compridas e com bracteas concavas verde-palidas; as superiores também
com uma mancha résea. Os tubérculos ou rizomas, em uma descricdo macroscopica
o0 parénquima demonstrou a presenca de graos de amido oval-eliptico e células
oleiferas (KATO; FISCHER, 1996).

Possui um rizoma principal ou central, arredondado ou ovoide (b), com
ramificagcbes secundarias laterais (c), compridas tuberizadas (d) ou n&o. Estes
crescem agrupados no solo, organizados numa estrutura normalmente denominada
‘mao”, onde os rizomas menores, “‘dedos”, agrupam-se ao redor de um maior
chamado “pido”. Partindo desta estrutura surgem raizes (e), denominadas raizes
adventicias (CECILIO FILHO #, 2000). Uma foto ilustrativa encontra-se na figura
3.
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(e)

(a)

(d)

7+, 8%. Fotos das diferentes partes (a) folha; (b) rizoma mée; (c) rizoma rugoso; (d) rizoma liso; (e)
raiz.

Indmeros trabalhos sobre a composicdo quimica e atividade biolégica sao
encontrados na literatura, no entanto a quantificacdo destas substancias é bastante
carente. Através da analise por CG/MS dos extratos obtidos das folhas, de origem
indiana, demonstrou-se a presenga de vinte e trés compostos sendo 75%
proveniente da fracdo oleosa. Os principais constituintes obtidos foram: mono e
sesquiterpenos, monoterpenos acetilados (2,3%), monoterpenos oxigenados (26%),
sesquiterpeno acetilados (38%), sesquiterpenos oxigenados (13,5%). a-Terpinil
acetato (8,4%), isoborneol (7%), deidrocurdiona (9%) e selina-4 (15), 7-dien-8-ona
(9,4%) (SAKUI # 1992; MA; YU; HAN, 1995).

Da mesma forma extratos metandlicos obtidos dos rizomas da #
apresentaram uma série de compostos entre eles podemos destacar a germancrona
( ), curdiona ( ), neocurdiona ($), procurcumenol (1), ar-tumerona (5), B-tumerona,
curcumin-(1,7-bis(4-hidroxifenil)-1,4,6,heptatrien-3-ona, e epiprocurcumenol (9), nos
extratos etandlicos curcumina (;), demetoxicurcumina (=) e bisdemetoxicrucurmina
(>), nos extratos acetato de etila pode-se isolar os composto 1,7-bis-(4-hidroxifenil)-
1,4,6-heptrien-3-ona, zedoarondiol ( 8), curcumenona ( ), zederona ( ),
furanodieno, 13-hidroxigermacrano ( $), aerugidiol ( 1), isocurcumenol ( 5),
curcumenol ( 9) e deidrocurdiona (1;), estando os dois ultimos compostos também
presentes no extrato diclorometano (HIKINO; AGATSUMA, TAKEMOTO, 1968,
SHIOBARA, #, 1985, JANG; SOH; RYU, 2001, JANG, #, 2004; MORIKAWA

#, 2002, MATSUDA %, 2004).
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cancerigenas de ovario humano, na dose de 4,4; 3,8 e 3,1 ug/mL respectivaemente
(Syu #,1998).

A administragéo oral do extrato acetona/agua 80%, obtido da maceragcdo em
assim como dos compostos isolados (germacrona, furanodieno, curdiona,
neocurdiona, deidrocurdiona, 13-hidroxigermacrona, curcumenol, isorcurcumenol,
aerugidiol, curcumenona) demonstraram efeito hepatoprotetor por inibirem os niveis
de alanina aminotransaminase e aspartato aminotransaminase na dose de 12,5 — 50
mg/kg. Além desta atividade, os fitoconstituintes apresentaram potente efeito contra
o fator de necrose tumoral, quando administrado na mesma concentragédo
(MORIKAWA #,2002).

Por outro lado, o extrato metandlico obtido da raiz mostrou ser ativo na
inibicdo da produgéo de prostaglandina E,; (PGE;) e os compostos foram ativos, a-
turmerora e B-turmerona, nas doses de 7,3 e 24,0 uM, respectivamente. Em outro
estudo, estes fitoconstituintes apresentaram potente agdo supressora da proteina
COX-2, sendo a concentracdo inibitoria estabelecida em 1,6 pg/mL e 3,2 ug/mL
respectivamente, além da importante atividade inibitéria da 6xido nitrico sintetase
nas doses de 4,6 ug/mL e 3,2 pg./mL. Estes resultados sugerem que estes
compostos podem se tornar alvo de estudos posteriores para se obter atividade
preventiva do cancer e como antiinflamatorio justificando o uso desta planta contra
males estomacais, coagulagao sanguinea e protecao hepatica (HONG t 2002;
LEE ., 2002).

Estudos, realizados em nossos laboratérios, sobre a analise fitoquimica dos
caules e rizomas da # encontrada no Brasil mostraram a presenga de um
componente majoritario identificado como curcumenol ( 9). Este composto
apresentou importante atividade analgésica (dose-dependente) quando avaliado em
diferentes modelos de dor em camundongos, incluindo contor¢des abdominais
induzidas pelo acido acético, formalina e capsaicina. O curcumenol foi varias vezes
mais potente do que outros medicamentos de referéncia quando avaliadas nos
mesmos modelos experimentais. Os valores IC5¢ calculados foram de 22,0; 29,0 e
12,0 umol/Kg, # ., respectivamente. A analise fitoquimica também indicou que a
composicao quimica desta espécie presente no Brasil € similar aquela existente em
outros paises. Estes resultados confirmaram e justificaram o uso popular desta

planta no tratamento de processos dolorosos (NAVARRO #,2002).
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Outras atividades biolégicas apresentadas por esta espécie foram como
vasodilatador podendo ser utilizado como agente redutor da agregacéo plaquetaria
sanguinea e como agentes hipocolesteromiante por inibir a enzima HMG-Co A (3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A) esta atividade pbde ser verificada através do
método de inibicdo do mevalonato (LIU ., 2002; SASAKI #,2002).

A aplicacédo topica da planta na terapéutica antifungica foi demonstrada frente
aos microrganismos  ( , ) ) e

com resultados satisfatorios, podendo ser utilizad
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Embora tenham inumeros trabalhos sobre esta espécie, o estudo para se
verificar a produgédo sazonal dos fitoconstituintes curcumenol ( 9) e deidrocurdiona

( ;) esta sendo realizado pela primeira vez.

$= Curcuma amada

, também conhecida como mangoginger possui 0s rizomas
caracteristicos de seu género com odor de manga fresca, sendo utilizada como
flavorizante em alimentos. Os constituintes ativos dos rizomas sdo compostos
fendlicos conhecidos como curcumendides. As principais aplicagbes estudadas sao
como antioxidante, antimicrobiano, antiinflamatério, anticancer, hepatoprotetor,
antialérgico, antitumor, antiespasmaédico e anti-HIV. Através do método de difuséo
em agar, extratos de # apresentaram atividade antibacteriana significativa
contra bactérias Gram negativas * ) ) e Gram positivas ,
(CHANDARANA; BALUJA; CHANDA, 2005).

Tradicionamente usada como carminativa e estomaquica, apresenta também
referéncias de sua utilizagdo como estimulante do SNC, hipocolesteremiante efetivo
em coelhos, além de demonstrar atividade antifungica contra o e
) ) . O uso de extratos etandlicos demonstraram atividade
antiinflamatoria em processos cronicos, quando avaliados em modelos de edema de
pata de ratos (MUJUNDAR %, 2000).

Os extratos metandlicos demonstraram através de métodos espectroscépicos
na sua composicdo a presencga do fitoconstituinte curcumina um composto que
provavelmente |he confere atividade antioxidante (CHIRANGINI; SHAMA; SINHA,
2004).

Outros fitoconstituintes isolados desta espécie sdo curcumanggosido, labda-
8, 12-dieno-15, 16-dial, calcaratina A, scopoletina, 1,7-bis (4-hidroxifenil)-1,4,6-
heptatrien-3-ona, acido p-hidrocindmico, zerumina B, demetoxicurcumina e
bisdemetoxicurcumina, sendo que os trés ultimos apresentam pronunciada atividade
citotoxica e antitumoral (ABAS #, 2005).

$ =$ Curcuma aromatica
Utilizada popularmente no Jap&o e China com atividade colagoga, digestiva e
como estimulante da circulacao, é alvo de estudos moleculares devido a dificuldade

de identificagdo botanica, resultante da similaridade das espécies (CAO , 2001).
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Possui como composto majoritario o demetoxicurcumina, sendo que este
demonstou atividade quimiopreventiva através do mecanismo de inibicdo da
metilproteinase-9, enzima envolvida no inicio da angiogénese (KIM , 2002).

A partir da fragédo de cloroférmio dos rizomas frescos foi isolado e identificado
por métodos espectroscopicos 0s sesquiterpenos germacrona, curdiona,
neocurdiona, deidrocurdiona, isoprocurcumenol, zedoarondiol, metilzedoarondiol
( =), curcumenona, %- . )- germacrona 4,5-epoxido, isozedoarondiol (MASANORI

, 1987, KUROYANAGI, , 1987).

@

Nesta espécie também foi detectada a presenga do curcumenol ( 9) o qual
demonstrou importante atividade antiinflamatoria (YANG; CHEN, 1980; LI, 1985).

Estudos realizados com extratos etandlicos demonstraram resultados
positivos como repelente na concentragao de 25% contra o (vetor da

filariose), em voluntarios humanos, sem causar irritagdo (PITASAWAT #, 2003).

$ =1 Curcuma caesia

Esta espécie é utilizada popularmente como carminativo, no tratamento de
enxaquecas e dores reumaticas. Estudos recentes demonstraram um rendimento de
0,8% de oOleos presentes nas folhas, sendo os compostos majoritarios: 8-cineol
(27%), canfor (16,8%), boniel (8,7%), alfa-terpineol (5,2%) e beta-pineno (6,3%)
(BEHURA; SRIVASAVA, 2004).

$ =5 Curcuma comosa
Utilizada pela populagdo como estimulante na liberagdo da bile e no
tratamento de processos inflamatérios. Em estudo realizado com extrato metandlico
promoveu a acdo nematocidal quando testado contra o nematoéide )
enquanto que extratos hexano demonstraram atividade hepatoprotetora
(JURGENS #,1994; PIYACHATURAWAT £, 2004).
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Da mesma forma, administra¢des intragastricas de extrato acetato de etila dos
rizomas reduziram de forma significativa os niveis de colesterol e triglicerideos em
testes realizados com animais. O mecanismo proposto baseia-se essencialmente no
fato do extrato elevar os niveis de HDL no plasma favorecendo a excreg¢do do LDL
através da bile. Os resultados sugerem que # possui atividade
hipocolesterolemica por acelerar a mobilizagdo de lipideos dos tecidos
extrahepaticos, favorecendo a liberagdo do colesterol via bile para excregéo
(PIYACHATURAWAT # 1997; 1999).

$ = 9 Curcuma malabarica
A atividade antimicrobiana de extratos desta espécie obtidos de tubérculos
foram testados contra bactérias e fungos através do método de difusdo em agar,
apresentando resultados significativos nas concentragcées de 0,01 a 0,94 mg/mL,
destacando-se a inibicdo do desenvolvimento da bactéria Gram positiva
) (WILSON %, 2005).

= ; Curcuma phaeocaulis
A ¢ ) apresenta as caracteristicas do seu género quanto a
estrutura, sendo caracteristica desta espécie a coloracdo azulada dos tubérculos.
Estudos realizados demonstraram atividade hemostatica, por prolongar o tempo de
coagulagao sanguinea e inibir a agregacgao plaquetaria (LI #, 1998).
Em outro estudo realizado para se avaliar o aprendizado, memoria e
envelhecimento os dados obtidos demonstraram uma reducdo da peroxidacao

lipidica quando comparado ao grupo controle (MAO; XIE; LU, 2000).

$ = = Curcuma xanthorrhiza
) ) popularmente conhecida como rizoma de Java é
cultivada e utilizada na medicina popular na India, parte do sul de China, Africa e
sudeste Asiatico. As principais indicagdes terapéuticas sdo como colagogo,
analgésico, antipirético, hepatoprotetor, antiinflamatério, em constipacéo, diabetes e
como ténico geral (CHOI # 2005).
A partir de extratos obtidos dos rizomas, macerados em hexano, conseguiu-

se isolar e identificar os compostos germancrona, curzerenona, cinamaldeido, trans-
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trans-1,7-difenil-1,3-heptadien-4-ona (alnustone), trans-1,7-difenil-1-hepten-5-ol e
trans, trans-1,7-difenil-1,3-heptadieno-5-ol. Os trés ultimos compostos apresentaram
atividade anti-inflamatéria significativa quando testados em ratos, utilizando o
método de edema de pata induzido por carragenina (CLAESON ., 1996).

O composto majoritario, aproximadamente 65%, do Odleo essencial foi
identificado como alfa-curcumeno. Fragcbes hexano, contendo este fitoconstituinte,
reduziram a concentragdo dos triglicerideos hepaticos por evitarem a sintese de
acidos graxos em culturas primarias hepaticas de ratos. Outros compostos isolados
foram o curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina (YASNI # 1994;
LECHTENBERG, QUANDT; NAHRSTEDT 2004).

Um composto isolado dos rizomas que vem apresentando atividade clinica é
o xantorrizol por inibir significativamente o COX-2 (ICso = 0,2 ug/mL) e a atividade do
INOS (ICso = 1,0 g/mL), desta forma atuando sobre a prostaglandina PGE; e na
producao de 6xido nitrico, respectivamente (LEE ., 2002).

Outros estudos citam sua utilizacdo no controle do desenvolvimento de
microorganismos orais como potente agente redutor do
(HWANG; SHIM; PYUN, 2000).

O xantorrizol também demonstrou atividade anti-metastica quando usado em
modelos animais por inibir drasticamente a formag¢ado do nédulo tumoral nos tecidos
pulmonares e intra-abdominais. O mecanismo proposto consiste no fato deste
composto reduzir os niveis de COX-2, MMP-9 e evitar a fosforilacdo extracelular do

sinal que ativa esta quinase (CHOI # 2005)

$ = > Curcuma longa
, conhecida popularmente como “acafrdo da india”, é a espécie
mais estudada deste género, extensamente cultivada na China, india, Indonésia,
Tailandia e regides tropicais, inclusive no sudeste da Africa. Foi introduzida no Brasil
nos tempos coloniais, sendo mencionada sua monografia na Farmacopéia Brasileira
segunda edi¢cdo (NETTO JR., 1999).
Planta herbacea que apresenta as caracteristicas gerais do género,
possuindo odor semelhante ao da pimenta, sabor amargo, coloracdo amarelada,
devido principalmente a presenga da curcumina. Largamente utilizado como

condimento na culindria e como corante na industria de alimentos, € um dos
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principais componentes da tradicional bebida “curry” (PINO # 2003; CECILIO
FILHO #,2004; LANTZ %, 2005).

Utilizada tradicionalmente na forma oral como anti-inflamatério, agente
antiflatulento, estomaquico, ténico, hepatoprotetor, purificador do sangue, e
topicamente em conjuntivites, infecgées, cancer de pele, contusdes, artrites,
hemorréidas e eczemas (ARAUJO; LEON, 2001; CHANDARANA; BALUJA;
CHANDA, 2005).

Os rizomas apresentam em sua composi¢cao aproximadamente 6,0% de 6leos
constituidos principalmente por monoterpenos e sesquiterpenos, sendo o principal
constituinte a ar-turmerona (59%), seguido pelo zingibereno (25%) ( >
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aterogénicas do colesterol, propdée um mecanismo de acéo efetivo para manutengéo
da homeostasia e redugcdo do progresso de doengas cardiovasculares (ZAID;
HUSSAIN; FAHIM, 2005).

Em outro estudo, procurou-se estabelecer o potencial de prote¢cédo cardiaca
gerado pela administragao de +# . A administragdo diaria em camundongos de
100 mg/kg durante trinta dias demonstrou reduzir os danos isquémicos gerados no
miocardio. Esta acdo foi resultado da supressdo do stress oxidativo, devido a
atividade antioxidante e a melhora da fungdo ventricular, confirmado através de
exames histologicos cardiacos dos animais tratados (MOHANTY #,2004).

O efeito contraceptico da # pode ser verificado através da
administragao oral de extratos hidro-alcoolicos 70%, em ratos, na concentragao de
500 mg/kg, uma dose ao dia durante 60 dias. Como resultado pode-se observar uma
reducdo da motilidade e da densidade do liquido seminal. Desta forma concluiram
que o extrato afetou a sintese androgénica inibindo a fungdo das células de Leydig
ou a fungao pituitaria hipotalamo evitando a espermatogénese (ASHOK, 2004).

O fitoconstituinte curcumina isolado desta espécie, demonstrou atividade anti-
inflamatodria por inibir um grande numero de substancias envolvidas no processo
inflamatorio como a fosfolipase, lipooxigenase, ciclooxigenase 2, leucotrienos,
tromboxanos, prostaglandinas, oxido nitrico, colagenase, elastase, hialuronidase,
fator de necrose turmoral (TNF), interleucina-12 (IL-12) (CHAINANI, 2003).

O ar-turmerona, isolado dos rizomas, foi efetivo como agente inibidor da
agregacao plaquetaria induzida pelo colageno na concentragdo de 14,4 yM e pelo
acido aracddnico na concentragao de 43,6 uM, demonstrando ser o seu mecanismo
de agao o mesmo do acido acetil salicilico (LEE, 2005).

Fracbes, do extrato hexano, obtidas da # apresentaram como
constituintes quimicos majoritarios tumerona e curlona. Estas fragbes quanto
testadas demonstraram atividade antifungica contra #

0 (JAVAPRAKASHA #,2001).

Fracbes contendo curcumindides e sesquiterpenos, obtidos de extratos
alcoodlicos e hexano reduziram os niveis de agucar sanguineo em camundongos de
forma significativa nas concentragdes de 0,1 — 1,0 %, indicando que a associagao
destes compostos apresenta efeito hipoglicemiante na diabetes tipo IlI, sendo um
mecanismo de agao proposto via ativagdo do fator de transcricdo PPAR-gama
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma) (NISHIYAMA #, 2005).
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4.1.1 Material vegetal

Considerando os objetivos propostos de se determinar a melhor parte da
planta a ser utilizada, para se obter uma maior concentragéo de fitoconstituintes, e a
estacdo do ano mais propicia para a coleta, foram realizadas quatro coletas
(maio/2001, julho/2001, outubro/2001, janeiro/2002). O material vegetal coletado foi
fracionado nas trés partes: raiz, rizoma mae e rizoma rugoso. As coletas foram
realizadas no municipio de Ilhota, Santa Catarina no sob a orientagdo do professor e
MSc. René Artur Ferreira. A exsicata encontra-se no herbario Barbosa Rodriguez —
ltajai — Santa Catarina sob N° VC Filho 023.

4.1.2 Preparo do extrato

Os extratos foram obtidos através do processo de maceracdo tendo como
solvente diclorometano, considerando que em trabalhos anteriores apresentaram
perfis quimicos e farmacoldgicos importantes no que se refere a agao antinociceptiva
(CALIXTO %, 2000; SCHIMIDT, 2000).

As diferentes partes da planta foram pesadas (100g de cada), trituradas
frescas e deixadas por 7 (sete) dias em maceragdo em diclorometano. Apds este
periodo, os extratos obtidos foram filtrados, e o solvente totalmente eliminado em um
evaporador rotatorio sob pressao reduzida. Os rendimentos finais foram calculados
apos alcancar massa constante. As amostras obtidas foram acondicionadas em
dessecador, contendo silica ativada e na sequéncia submetidas aos ensaios de
atividade bioldgica, isolamento, identificacdo e quantificagdo dos compostos,

conforme mostra a figura 4.
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100g de parte especifica

da planta fresca rasurada

(raiz, rizoma méae, rizoma
rugoso)

Maceraciao em diclorometano
por 7 dias a temperatura

ambiente
Filtracao e evaporacao de
solvente sob pressao
reduzida
| |

Cromatografia Gasosa Isolamento e identificagao TeSteS.farmaC’OI_égicos e
Injecdes de solugdes de dos compostos utilizados microbiologicos
1uL das diferentes partes como padrao
em diferentes épocas nas

concentracgoes de
33,3 mg/mL

7 +, 81. Esquema de preparo de amostras para analise fitoquimica e bioldgicat

4.1.3 Isolamento e elucidagao estrutural dos compostos

Com o objetivo de realizar a separagdo dos compostos para quantificagao,
sucessivas colunas cromatograficas (CC) foram realizadas a partir de um extrato
obtido do rizoma mé&e. As CC foram empacotadas silica gel 60 (70 - 230 mesh)
Merck e eluidas com um sistema de solvente polaridade crescente (hexano/acetona)
onde as fragcdes foram coletadas em frascos de 30 mL. O diametro e a altura das
colunas foram variados, sendo proporcional a quantidade de material a ser
adsorvido (aproximadamente a razdo 0,1 g de material a ser adsorvido / 10 g de
silica).

A cromatografia em camada delgada (CCD), para evidenciar a presenca dos
compostos de interesse, foi utilizada como monitoramento das fracdes. O revelador
utilizado foi uma solugdo de anisaldeido sulfurico a 0,1%, seguido de aquecimento
das placas a temperatura de aproximadamente 100°C.

ApOs a realizacdo da eluicdo e revelagdo das placas, as fragdes que
obtiveram perfis semelhantes foram reunidas e caracterizadas através de Co-CCD e
dados espectroscopicos, em comparagao com padrdes auténticos.

A elucidagcdo e caracterizagdo quimica foram realizadas através de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H e ™C) em um
espectrofotometro VARIAN GEMINI 300 pelo professor Dr. Franco Delle Monache,
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em Roma na ltalia. Utilizou-se como referéncia interna o tetra metilsilano (TMS) ou o

préprio solvente deuterado.

4.1.4 Cromatografia gasosa

10,0 mg de cada extrato foram dissolvidos em 0,3 mL de acetona
(concentragdao 33,3 mg/mL) e 1 uL de amostra foi injetado manualmente em
triplicata, com ao auxilio de uma micro seringa tipo Hamilton (VILEGAS ., 1994).
O equipamento utilizado foi um cromatégrafo Shimadzu, modelo CG 14B, provido
de Detector de lonizagdo de Chama (DIC) e equipado com uma coluna capilar J & W
(DB1) com um didmetro interno de 0,25 mm, comprimento 30 m, espessura do filme
de dimetilpolioxano de 0,249 mm .

A programagao que possibilitou a melhor resolugdo cromatografica dos picos
de interesse foi na seguinte condi¢cao de analise:
- Temperatura inicial da coluna: 100°C com rampa de aquecimento de 10°C/min;
- Temperatura final da coluna: 300°C;
¢ Temperatura do detector: 300°C;
- Temperatura do injetor: 290°C;
- Divisao de fluxo: split 1:30.
- Programacéo de tempo: tempo inicial 2 minutos e isoterma final de 20 minutos.
- Gas de arraste: hidrogénio (1 ml/min).
- O processamento de conversdo de dados analogicos para digital foi realizado

através do software Microquimica.

4.1.5 Curvas de calibragao com padrao externo

Existem varios métodos para quantificar as substancias numa amostra. Como
exemplo, cabe ressaltar o método da calibracdo externa, utilizada neste
experimento. Este método consiste em comparar a area da substancia a ser
quantificado na amostra com as areas obtidas desta mesma substancia em solucdes
padrdo de concentragdes conhecidas. Prepararam-se varias solugbes das
substancias a serem quantificada nas concentragbes de 0,03 a 0,93 mg/mL para o
curcumenol e 0,021 a 0,75 mg/mL para a deidrocurdiona. Para obter o
cromatograma correspondente a cada uma delas realizou-se um grafico

relacionando as areas obtidas com as concentragdes (COLLINS; BRAGA, 1995).
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Cada curva foi construida com a média de trés valores das areas encontrando
para cada concentracdo de curcumenol ( 9) e deidrocurdiona ( ;). Assim, com o
auxilio do software Grapher plotou-se um grafico da area média do pico versus
concentragdes dos constituintes nas respectivas solugdes padrdes. A linearidade foi
determinada através de regressédo linear onde se determina o coeficiente de
correlacao (r), levando-se em consideragao que um coeficiente de correlagdo acima
de 0,9 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal para a linha de regresséo
(PAPPA ., 2002).

Todas as amostras foram cromatografadas em diferentes condi¢des
experimentais até apresentar o melhor perfil cromatografico, utilizando acetona como

solvente.

4.1.6 Limite de detecgcao

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentragdo do composto de
interesse que pode ser detectada, porém nao necessariamente medida. Foi utilizado
o método da relacado sinal-ruido (RIBANI %, 2004).

Amostras dos padrdes contendo baixa concentragao foram obtidas a partir de
diluicdes sucessivas e, posteriormente injetadas no cromatografo até a relagéo sinal
— ruido de 3:1.

4.1.7 Limite de quantificagao

O limite de quantificagdo (LQ) representa a menor concentragdo do composto
que pode ser medido utilizando um determinado procedimento experimental. Neste
trabalho, foi determinado através da escolha de uma concentracdo que se diferencia

da linha base e que apresente reprodutibilidade na resposta (RIBANI %, 2004).

1 % x> (+1

4.2.1 Atividade antinociceptiva

Para avaliar a atividade antinociceptiva utilizou-se o modelo experimental das
contor¢gdes abdominais induzidas pela injecao intraperitoneal de acido acético a
0,6%.

Na realizagdo do experimento foram utilizados camundongos machos (25 —
30 g) que permaneceram sob temperatura e iluminagdo controladas, com ragéo e
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agua a vontade. Os animais foram pré-tratados com diferentes extratos na
concentragdo de 10 mg/kg., # ., 30 minutos antes da injecao de acido acético. O
grupo controle recebeu volume semelhante de NaCl 10 mL/Kg. Todos os
experimentos foram realizados a 20 - 22°C. As contorgbes abdominais foram
quantificadas durante 20 minutos. A atividade analgésica foi determinada tomando-
se como base a inibigdo do numero das contorgdes abdominais em relagdo ao grupo
controle (COLLIER ., 1968; DE SOUZA, #,1998; NIERO ., 1999).

4.2.2 Atividade antifangica
A atividade antifungica foi realizada na Universidade Nacional (Rosario,
Argentina) pela Prof?. Dra. Suzana Zacchino. Os ensaios foram realizados conforme
descrito por Sartori e cols. (2003). As amostras foram preparadas em DMSO ja que
nao produzem inibicdo dos cultivos quando utilizados em concentragdes de 2%. No
método de diluicdo em agar, as amostras foram homogeneizadas em concentragbes
250 a 1000 pg/mL no meio de cultivo, o qual se inocularam os microrganismos. Este
meétodo quantitativo € utilizado para determinagdo da concentrag&o inibitéria minima
(CIM). A CIM foi considerada como sendo a menor concentragéo do extrato de #
que inibiu o crescimento visivel dos microrganismos ensaiados apos
incubacgédo. Para cada fungo testado, um tubo contendo somente o meio de cultura e
um tubo contendo 30 ug/mL de cetoconazol, foram utilizados como controles positivo
e negativo respectivamente. Apds solidificagdo do meio de cultivo, foram inoculados
os fungos sobre a superficie do agar. Os tubos foram incubados a 28°C por 24, 48 e
72 horas. A leitura foi baseada na observagao visual do crescimento ou nao dos

fungos estudados.
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Embora estudos anteriores relativos as agdes bioldgicas e analise fitoquimica da
# tenham sido reportados, a analise quali/quantitativa sazonal em
diferentes partes esta sendo demonstrada pela primeira vez.

Considerando dados obtidos de estudos, onde foi demonstrado que o extrato
de diclorometano obtido dos rizomas apresentavam curcumenol ( 9) e
deidrocurdiona ( ;) em quantidades razoaveis, este foi selecionado para
fracionamento, no intuito de separar além destes padrbes, algum outro composto
que pudesse servir de marcador quimico num possivel controle de qualidade rapido
e eficiente (YOSHIOKA %, 1998; NAVARRO #,2002).

O extrato submetido ao processo de fracionamento em coluna, obteve as
fragbes 7 - 12 (7 mq), 14 - 17 (10 mg), sendo que estas se apresentaram na forma
de cristais incolores. Apds analise por CCD e Co-CCD com uma amostra padrao e
utilizando anisaldeido sulfurico como revelador especifico foi observado que se
tratava de deidrocurdiona e curcumenol, respectivamente.

Da mesma forma, a fragdo 20 - 23 (14 mg) denominada (CZ 20 - 23), se
apresentou na forma de um O6leo amarelo a qual foi submetida a analise
espectroscopica de Ressonéncia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono 13
(RMN "H e ®C). O espectro de RMN 'H (Figura 5), mostra trés sinais em & 1,30,
1,93 e 2,13 caracteristicos de grupos metilas e atribuidos ao H-14, H-13 e H-15,
respectivamente. Quatro sinais na forma de singletos em § 7,0; 5,80; 3,69 e 2,17
atribuidos aos hidrogénios H-5; H-12; H-1 e H-9, respectivamente. Um duplo dublete
em o 5,15 e 5,21 relacionados aos hidrogénios H-2 e H-3. Analisando o espectro de
RMN 'C (Figuras 6 e 7), observa-se um sinal em & 189,70 tipico de carbono
carbonilico de cetonas, atribuido ao carbono C-6. Outros sinais em 145,70 ppm (C-
4); 56 156,44 (C-8); & 137,90 (C-12); 6 130,38 (C-1); & 121,90 (C-11), atribuidos ao
respectivos carbonos. Trés sinais em & 9,40; 15,58 e 18,81 ppm atribuidos as

metilas C-13; C-14 e C-15 respectivamente.



47

|
; .
| 3 uy
A !
i A
P . :.' IFI
i '! 1 ] L!‘
.
I
!
|
"
i
[\
7+, 85 Espectro de RMN 'H 300 MHz do composto CZ 20 - 23 em (CDCly).

7+, 89 Espectrode RMN "



48

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e e T S— =
. & ] 1 " 1 -

7+, 8;.Espectro de RMN °C / APT do composto CZ 20-23 em CDCl; na regido entre 120 e 190
ppm.

Estes dados estdo de acordo com aqueles reportados por Kuroyanagi e Cols.
(1987) e Dekebo e Cols. (2001), no estudo realizado com a planta )
) , como sendo uma furanodienona denominada (1*,4*)-8,12-
Epoxigermacra-1(10),4,7,11-tetraen-6-ona ().
O

No intuito de encontrar a melhor estacdo do ano e parte da planta em que a
producdo seria maxima dos fitoconstituintes, uma analise quantitativa através de
cromatografia gasosa foi realizada (BLOCK ., 1998; BRESCIANI ., 2000,
2004).

Primeiramente os resultados se mostram muito promissores no que diz
respeito ao rendimento em massa dos diferentes extratos. Como pode ser
observado no apéndice A e figura 8 a 10. A estagdo que obteve melhor rendimento
foi o outono, em todas as partes, sendo que em praticamente todas as estagdes o
rizoma rugoso apresentou os maiores resultados, exceto no outono onde o rizoma
mae se destacou (1,89).

Ao realizarmos a somatoria dos valores de rendimento obtidos durante o ano

observamos claramente que o outono (figura 9) apresenta o maior rendimento



49

(4,02g) com um decréscimo no inverno (1,89g) e tornando a aumentar novamente e
se manter estavel na primavera (2,14g) e verdo (2,09g). A tendéncia do grafico
demonstra que os extratos obtidos estdo em menor proporgdo em estacbes com
baixo fotoperiodo, no caso o inverno, onde ocorrrem dias curtos e noites longas,
enquanto que a maior producéo esta correlacionada com estagcdes que apresentam
diferengas menos nitidas na duragao dos dias e noite como a primavera e outono.
Esta variagdo pode ser atribuida a fatores bidticos (intensidade da luz) e climaticos
(temperatura) relacionados a estacéo (YARIWAKE #, 2005).

Em relac&o as partes da planta (figura 10), o rizoma mae (4,22 g) e o rizoma
rugoso (4,15 g) apresentaram praticamente o mesmo rendimento de massa, sendo
que para as raizes o valor foi praticamente a metade (1,77 g). Estes dados
confirmam o que Oliveira e Cols. (1991) afirmam, ou seja, que raizes, rizomas e
tuberas devem ser coletados geralmente na primavera ou outono, estando as
plantas bem desenvolvidas e antes da floragdo, sendo indicado preferencialmente a

coleta no outono, pois nesta época os processos vegetativos entram em fase

estacionaria.

2,
@ . 1,51
D E 88+ * 1 Raiz
- 05 _ B Rizoma méae
ol 7 | E Rizoma rugoso
Outono Inverno  Primavera Verao
3F * -
7 +, 8=. Rendimento total de extrato obtido de diferentes partes de # em diferentes

estagdes do ano.
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7+, 8> Somatéria do rendimento de todos os extratos DCM em 100g de # nas

diferentes estagdes do ano.

@ *
D [ 88+
Raiz Rizoma mae  Rizoma rugoso
# -
7+, 8. Somatdria do rendimento de todos os extratos DCM em 100g de # nas

diferentes partes da planta.

A multiplicidade dos constituintes quimicos das plantas, a ocorréncia de
pequenas quantidades de compostos interessantes con
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Neste sentido a determinacdo quantitativa utilizando padrdo externo de
referéncia mostrou-se uma ferramenta importante. Neste trabalho, como pode ser
observado nas figuras 11 e 12 e apéndices B e C, ambas as curvas apresentam boa
linearidade e precisao com coeficientes de correlagao de 0,999, desvio padrao entre
01 - 02 e valores de p < 0,0001 (LEITE, 1998).

1 6J H 4
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2 -1 - 34 )+)&H
7+, Curva de calibragdo do curcumenol com concentragdes entre 0,03 — 0,93 mg/mL.
16 —
14
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| 6J H L
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L ]
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o T T T 1 T — T T T T T 1
a0 01 0z 03 0.4 05 [xN] or oz
2 -1 - 34 H+D)&
7+, . Curva de calibragéo da deidrocurdiona com concentragées entre 0,021 0,75 mg/mL.

Da mesma forma, o limite de deteccdo encontrado tanto para a
deidrocurdiona como para o curcumenol foi de aproximadamente 0,0103 mg/mL.
Quanto ao limite de quantificacdo (LQ), os valores encontrados foram de 0,03 e

0,021 mg/mL para o curcumenol e deidrocurdiona, respectivamente.
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Nas tabelas 1 e 2 encontram-se os valores médios das areas dos picos e as
concentragdes referentes ao curcumenol e deidrocurdiona, respectivamente. Nestas
tabelas, observa-se que tanto nas raizes quanto no rizoma mae, o outono e o
inverno sdo as estagdes que mais produzem ambos os constituintes analisados. No
caso do curcumenol, os valores de area encontrados foram de 5,30 e 4,51 e
concentracdes de 0,721 e 0,613 mg/mL, respectivamente. E importante observar
que embora as raizes tenham um rendimento de massa relativamente baixo, o
rendimento do curcumenol em mg/mL é maior do que nos rizomas mae e rugoso.
Por outro lado, as concentragdes de deidrocurdiona seguem a mesma ordem, porém
em menores concentragdes, com valores de 0,391 e 0,465 mg/mL para a coleta no

outono das raizes e rizoma mae, respectivamente (Tabela 2).

8 . Areas médias e concentragdo em mg/mL do padrdo curcumenol.

Amostra Area média Concentragao (mg/mL)
1RA 5,30 £ 0,14 0,721
2RA 4,90 + 0,15 0,666
3RA 4,80+0,12 0,653
4 RA 2,50+0,10 0,341
1 RM 4,51+0,12 0,613
2 RM 3,20 £ 0,08 0,436
3RM 1,80 £ 0,05 0,246
4 RM 1,58 £ 0,01 0,217
1RR 1,71+ 0,03 0,233
2RR 1,22 + 0,03 0,168
3RR 0,55 + 0,04 0,076
4 RR 0,53+0,03 0,074

1 = outono; 2 = inverno; 3 = primavera; 4 = verdo; RA = raiz ; RM = rizoma méae; RR = rizoma rugoso.
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. Areas médias e concentragdo em mg/mL do padrdo deidrocurdiona.

Amostra Area média Concentragao
(mg/mL)
1 RA 8,12+ 0,27 0,391
2RA 4,80+0,15 0,232
3RA 6,78 + 0,06 0,327
4 RA 7,50+ 0,10 0,361
1 RM 9,67 + 0,25 0,465
2 RM 9,38 + 0,17 0,451
3 RM 5,20+ 0,15 0,251
4 RM 5,52+0,14 0,266
1 RR 3,10 £ 0,03 0,150
2RR 2,70 £ 0,08 0,132
3RR 1,15+ 0,06 0,058
4 RR 1,02 + 0,03 0,051

1 = outono; 2 = inverno; 3 = primavera; 4 = verdo; RA = raiz ; RM = rizoma mae; RR = rizoma rugoso.

Ao se analisar as concentracbes dos constituintes em funcdo das massas
obtidas nos extratos vegetais, nas diferentes partes e épocas de coleta, a relagéo
massa do principio ativo pela massa de planta estudada prevalece. Como pode ser
observado no apéndice D e figura 13, a coleta do outono dos rizomas méae
apresenta cerca de duas vezes mais curcumenol do que nas raizes e trés vezes o
valor encontrado para o rizoma rugoso com valores de 33,1, 15,7 e 10,4 mg/100g de
planta fresca, respectivamente. Estes valores sofrem um declinio na sequéncia de
estagbes coletadas (inverno, primavera e ver&do). As figuras 14 e 15 mostram
também que além do rizoma mae possuir a maior concentracido de curcumenol, o
outono passa a ser a melhor época de coleta. Além disso, as coletas de todas as
partes estudadas no outono demonstraram uma concentragdo de curcumenol de
59,2 mg, podendo ser uma alternativa de rendimento e comercializagdo. O apéndice

D mostra também a inviabilidade das coletas principalmente no verao.
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Uma analise similar com a deidrocurdiona pode ser observada no apéndice E
e nas figuras 16 — 18, onde as estagdes seguem a mesma sequéncia encontrada
para 0 curcumenol, com uma maior concentracdo no outono tendo um declinio no

inverno, primavera e verdao. Em relacdo as partes da planta coletada, observa—se
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uma reducdo na concentracdo de cerca de duas vezes quando comparado ao
curcumenol com valores de 8,50; 2540 e 6,70 mg/100g de planta fresca,
respectivamente.

No apéndice E e figura 16, pode-se observar que a concentragao de
deidrocurdiona presente no rizoma mae no outono foi praticamente trés vezes
superior levando-se em consideragcao tanto a parte da planta como a época de
coleta. Realizando a somatdria das concentracbes de deidrocurdiona os dados
obtidos no rizoma mae (figura 17), assim como no curcumenol, se destacam nesta
parte da planta com um rendimento aproximadamente trés vezes superior.

No outono (figura 18), a somatoria demonstrou um rendimento praticamente
quatro vezes superior as outras estagdes climaticas. Desta forma, nossos resultados
mostram que a coleta de todas as partes no outono passa a ser viavel
economicamente também para a deidrocurdiona com uma concentragcao de 40,6
mg/100g de planta fresca. Isto nos chama a atengcdo novamente, confirmando o
quanto é importante a época de coleta pois tende a refletir diretamente ndo s6 na
massa de extratos mas também na constituicdo quimica dos metabdlitos

secundarios.
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5.2.1 Atividade antinociceptiva

Diversas sé&o as estratégias de planejamento de farmacos disponiveis,
sendo uma delas baseada no mecanismo de acgado farmacoldgico pretendido,
também denominado de abordagem fisiolégica. Uma vez comprovada a atividade
farmacolégica por meio de protocolos farmacolégicos tem-se a possibilidade
de um candidato a novo farmaco. O modelo utilizado foi o das contorgdes
abdominais induzidas pelo acido acético a 0,6%, # ., que é largamente utilizado
para a avaliagdo da atividade antinociceptiva periférica. Embora considerado
inespecifico devido ser susceptivel a outros agentes medicinais, como alguns anti-
histaminicos e anticolinérgicos, € comumente empregado para a analise/triagem de
compostos de origem natural ou sintética (DE SOUZA ., 1998; CALIXTO, 2000).

Além disso, € muito sensivel e capaz de detectar efeitos antinociceptivos em doses
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que demonstram serem inativas em outros métodos experimentais . Na resposta da
contragdo abdominal postula-se que os receptores peritoneais locais estao
associados com prostandides em geral, por exemplo, 0 aumento dos niveis de PGE>
e PGF,, em fluidos peritoneais, como também produtos da lipooxigenase. Entdo os
resultados deste método sugerem que a acgédo destes compostos podem estar
associadas em parte a ciclooxigenase e/ou a lipooxigenase (VONGTAU; ABBAH,;
NGAZAL, 2004).

Neste sentido, procurou-se neste trabalho fazer uma analise preliminar na
tentativa e relacionar a atividade analgésica com a quantidade dos principios ativos
existentes nas diferentes partes e época de coleta. Como pode ser observado na
figura 19, os extratos obtidos do rizoma mé&e coletados no outono e inverno,
causaram inibigao significativa no numero de contorgdes induzidas pelo ac. acético
a 10 mg/kg, com inibicdes de 91,1 e 93,4%, respectivamente. Por outro lado, o
extrato oriundo da planta coletada na primavera inibiu apenas 11,1 % e
apresentando um aumento na ac¢ao antinociceptiva na coleta feita no verdo com
inibicdo de 44,4%. Se compararmos com alguns farmacos usados clinicamente,
como a aspirina (35%) e o paracetamol (38%), observa-se que a as coletas
realizadas no outono e inverno foram cerca de trés vezes mais ativas. Estes
resultados reforcam e confirmam a relacdo entre atividade e quantidade dos
componentes avaliados.

Em estudos anteriores realizados por Navarro e Cols. (2002), o
fitoconstituinte curcumenol apresentou uma inibicdo das contor¢gdes de 64%, a
deidrocurdiona 46%, comparando estes dados com a atividade observada no rizoma
mae se verifica que a inibicdo no verdo € semelhante a atividade do segundo
fitoconstituinte, porém uma inibicdo mais acentuada no outono e inverno leva a se
considerar que seje decorrente de outros fitoconstituintes produzidos pela planta

nestas estagoes.
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7+, >. Efeito do extrato de DCM obtido do rizoma m&e em diferentes estagdes do ano (10 mg/kg;
i.p.) no modelo de contorgdes abdominais induzidas pelo acido acético. Asteriscos indicam diferencgas
significantes (** p < 0,05) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do
teste Dunnet.

A figura 20 mostra o potencial analgésico do extrato obtido dos rizomas
rugoso. Como pode ser observado, este extrato mostrou um perfil farmacologico
semelhante ao encontrado para o rizoma mae com inibicdes de 80,8 e 92,1% para o
outono e inverno respectivamente. Por outro lado, observa-se uma mudanca no
perfil quando se analisa a coleta referente a primavera, no qual mostra um efeito
analgeésico significativo com valor de inibicdo de 89,3%.

De forma semelhante ao rizoma mae o rizoma rugoso apresentou valores
superiores na inibicdo das contor¢coes quando comparado aos valores obtidos dos
fitoconstituintes isolados, sendo que no verdao novamente a atividade foi similar ao
fitoconstituinte deidrocurdiona. Comparando-se novamente com a aspirina (35%) e o
paracetamol (38%), observa-se que este extrato foi cerca de duas vezes mais eficaz.
Isto leva a sugerir que, nesta estagdo, esta parte da planta provavelmente
biosintetize outras substdncias com maior potencial analgésico do que os
constituintes estudados, abrindo novas perspectivas de futuros estudos nesta

direcao.
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7+, 8. Efeito do extrato de DCM obtido do rizoma rugoso em diferentes estagdes do ano (10
mg/kg; i.p.) no modelo de contor¢des abdominais induzidas pelo acido acético. Asteriscos indicam
diferencgas significantes (** p < 0,05) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se ANOVA
seguida do teste Dunnet.

Na figura 21 estdo indicados os resultados obtidos com o extrato das raizes.
Como pode ser observado, a coleta do inverno mostram melhor perfil farmacolégico
com inibigcdes de 89,3. Considerando que os compostos quantificados neste trabalho
encontram-se em maiores quantidades no outono, outros constituintes presentes e
ainda nao identificados, principalmente no inverno e primavera devem ser 0s
responsaveis pelos efeitos observados.

Ao observarmos que as estagdes do outono e primavera obtiveram um perfil
semelhante entre si e também em relacado ao fitoconstituinte deidrocurdiona, porém
em relagao ao inverno a atividade desta foi praticamente o dobro quando comparada
a estas duas. Demonstrando desta forma a provavel presenca de outros biotivos
produzidos pela planta nesta estacéo.

Ao compararmos com os medicamentos de referéncia, a aspirina (35%) e o

paracetamol (38%), observamos uma relagdo semelhante as outras partes da planta.
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7+, Efeito do extrato de DCM obtido das raizes em diferentes estagdes do ano (10 mg/kg; # .)
no modelo de contor¢bes abdominais induzidas pelo acido acético. Asteriscos indicam diferencas
significantes (** p < 0,05) quando comparadas com o grupo controle, utilizando-se ANOVA seguida do
teste Dunnet.

522% ** - #K-+1
Dando continuidade a procura de substancias com potencial antifungico, um
preliminar em cooperagao com um programa de pesquisa vinculado ao
Cyted (Ciéncia e Tecnologia para el Desarrollo), foi realizado com os diferentes
extratos de diclorometano obtidos das diferentes partes em todas as estagdes do
ano. Neste ensaio, extratos com valores de Concentracdes Inibitérias Minimas
maiores que 250 ug/mL foram considerados inativos. Observando-se a tabela 3,
todas as partes se mostraram inativas frente aos microorganismos testados. Isto ndo
descarta a possibilidade da planta apresentar outros compostos bioativos, mais
polares, uma vez que as extracdes foram feitas em diclorometano.

Podemos sugerir, desta forma, que compostos nesta faixa de polaridade
(compostos de baixa polaridade) sao inativos neste método. Por outro lado, esta
espécie deve conter compostos com um maior grau de polaridade, os quais
permaneceram no material vegetal em fungdo do processo de extragdo. Tal fato
pode ser complementado por outros dados, podemos citar um trabalho realizado
com o extrato etandlico onde um composto denominado etil- -metoxicinamato
apresentou agao contra determinados tipos de fungos como ** ) )

) (GUPTA #,1976).
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Outro estudo, que faz referéncia a atividade antifungica com extratos polares,
desenvolvido por Nicolette (2002) utilizando extratos fluidos obtidos da #
conseguiu-se verificar atividade frente aos fungos " )

) # Wilson e cols. (2005) realizaram uma
comparagao entre os diferentes extratos polares e apolares confirmando os valores
obtidos neste trabalho referente ao fungo ( , OU seja, sem atividade

nos extratos apolares.

$ Atividade antifungica através do método da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM em
ug/mL) dos extratos obtidos das diferentes partes de # em diferentes estagdes do ano.

1 $ [ " [

1RA | >250 |>250 |>250 |NT >250 |>250 |>250 |>250 |>250 |>250

2RA | >250 |>250 |>250 |NT >250 |>250 |>250 |>250 |>250 |>250

3RA | >250 |>250 |>250 |>250 |>250 |=>250 |=>250 |>250 |>250 |>250

4RA | >250 |[>250 |>250 |NT >250 |>250 |>250 |>250 |=>250 |>250

1RM | >250 | >250 |>250 |>250 |>250 |>250 |>250 |=>250 |=>250 |>250

2RM | >250 | >250 |>250 |>250 |>250 |>250 |>250 |NT NT NT

3RM | >260 | >250 |>250 |>250 |>250 |>250 |=>250 |>250 |>250 |>250

4RM | >250 | >250 |>250 |NT >250 | >250 |>250 |>250 |=>250 |>250

1RR | >250 |>250 |>250 |>250 |=>250 |>250 |>250 |=>250 |>250 |>250

2RR | >250 |>250 |>250 |NT >250 |>250 |>250 |>250 |=>250 |>250

3RR | >250 |>250 |>250 |>250 |>250 |=>250 |=>250 |>250 |>250 |>250

4RR | >250 |>250 |>250 |NT >250 | >250 |>250 |>250 |=>250 |>250

* 1= outono; 2 = inverno; 3 = primavera; 4 = verao; RA =raiz ; RM = rizoma méae; RR = rizoma rugoso;
2 32 2 ) 2
2 2 $ 2%
2" ) ) 2T ) ) )  3NT =nao testados.
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Os resultados obtidos no presente estudo permitiram concluir que:

Através de técnicas espectroscopicas e cromatograficas convencionais foi
possivel isolar e identificar, além dos padrdes (curcumenol e deidrocurdiona),
um outro composto dos rizomas de # que podera vir a se tornar um

composto com atividade bioldgica;

A analise quantitativa mostrou que tanto o curcumenol quanto a
deidrocurdiona estao presente em maior concentragao nos rizomas mae e no
outono nas concentragbes de 33,1 mg/100 g e 254 mg/100 ¢

respectivamente;

Os perfis antinociceptivo dos extratos sugerem que outros compostos com

atividade possam estar presentes, principalmente no inverno e primavera;

Embora os extratos tenham revelado importante efeito analgésico e os
extratos etandlicos terem apresentado efeito antifungico, os extratos de

diclorometano foram inativos contra diferentes tipos de fungos testados;

Sugere-se a continuidade dos estudos no sentido de isolar, quantificar,
produzir derivados por sintese, a partir dos compostos responsaveis pelos

efeitos encontrados, principalmente do inverno.
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.M 2
do ano (g/100g de planta).

%-M 2

% Rendimento bruto obtido de diferentes partes de

#
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em diferentes estacgoes

Partes estudadas Outono Inverno  Primavera Verao Total das partes
Raiz 0,73 0,45 0,44 0,15 1,77

Rizoma mae 1,80 0,69 0,81 0,92 4,22

Rizoma rugoso 1,49 0,75 0,89 1,02 4,15

Total das estacdes 4,02 1,89 2,14 2,09

.M 2

Parametros matematicos da curva de calibragao do curcumenol.

Regresséo linear (y = A + B.x)

Parametro Valor Erro
A -0,014 0,048
B 7,374 0,125
r d h p
0,999 0 < 0,0001
0,111
%.M 2 2. Parametros matematicos da curva de calibragao da deidrocurdiona.
Regresséo linear (y = A + B.x)
Parametro Valor Erro
A -0,06127 0,09931
B 20,9472 0,34946
r d h p
0,99917 8 < 0,0001

0,2324




76

%.-M 2 Concentragao de curcumenol nas diferentes partes em diferentes estagbes do ano em
mg/100g de planta fresca.

Total das
Estacoes Outono Inverno Primavera Veréo partes
Partes estudadas Concentragao em mg/100g de planta fresca
Raiz 15,7 9,00 8,70 1,50 34,90
Rizoma mae 33,1 9,10 6,00 6,00 54,20
Rizoma rugoso 10,4 3,80 2,00 2,30 18,50
Total das
estacdes 59,2 21,90 16,70 9,80
%.-M 2 . Concentragao de deidrocurdiona nas diferentes partes em diferentes estagbes do ano

em mg/100g de planta fresca.

Partes estudadas Outono Inverno Primavera  Verao Total das partes

Concentragdo em mg/100g de planta fresca

Raiz 8,50 3,10 4,40 1,60 17,60
Rizoma mae 25,40 9,40 6,10 7,40 48,30
Rizoma rugoso 6,70 3.00 1,50 1,60 12,80

Total das estacdes 40,60 15,50 12,00 10,60
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