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RESUMO

A espécie Costus spiralis, conhecida como cana-do-brejo e utilizada pela
medicina tradicional como depurativo, adstringente e diurético, além haver estudos do
género como hipoglicemiante. Estudos quimicos e farmacoldgicos, realizados com
espécies vegetais com propriedades hipoglicemiantes, tém demonstrado que tais
espécies sdo importantes fontes de substancias quimicas, que podem ser utilizadas como
modelos para novos agentes terapéuticos. Dentre as classes dos metabdlitos isolados,
com propriedades antidiabéticas, podemos citar os flavonoides, os quais tém
apresentado potente inibi¢do da enzima a-glicosidase, responsavel pela digestdo dos
carboidratos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a inibicdo da enzima a-glicosidase
pela acdo de extratos e substancias isoladas de C. spiralis. Para tanto, foram realizados o
estudo quimico, visando o isolamento e identificacdo de substéncias, presentes no
extrato cloroférmico de C. spiralis, e a analise do teor de macro e micronutrientes
presentes na planta e nos extratos. Posteriormente, foram realizadas as avaliacfes da
acdo de inibicdo dos extratos e substancias isoladas de C. spiralis, sobre a enzima a-
glicosidase. O estudo quimico de C. spiralis resultou no isolamento e identificagéo
estrutural de duas flavonas C-glicosiladas, escafosideo e isoescafosideo, as quais
apresentaram agdo inibitoria frente a enzima a-glicosidase. Observou-se também que a
espécie C. spiralis acumula quantidades significativas de constituintes inorganicos
como calcio, magneésio, cobre, manganés, zinco e cromo 0s quais Sao importantes para o
controle do diabetes. Os resultados obtidos contribuirdo, significativamente, com os
estudos farmacoldgicos desta planta medicinal.

Palavras Chave: Costus spiralis. Diabetes. a-glicosidase. Flavonoides.



ABSTRACT

The species Costus spiralis, known as the swamp cane is used by traditional
medicine as cleanser, astringent and diuretic besides there are studies of the gender as
hypoglycaemic. Chemical and pharmacological studies carried out with plant species
with hypoglycaemic properties, have shown that these species are important source of
chemical substances which can be used as templates for new therapeutic agents. Among
the classes of the isolated metabolites with antidiabetic properties, we can mention
flavonoids, which have shown powerful inhibition of a-glucosidase enzyme, responsible
for the digestion of carbohydrates. The purpose of this study was to evaluate the
inhibition of a-glucosidase enzyme by the action of extracts and substances isolated
from C.spiralis. To this end, the chemical study was performed in order to isolate and
identify substances present in the chloroform extract of C. spiralis, and the analysis of
macro and micronutrient content present in the plant and extracts. Later, there were
evaluations of the inhibition action of the extracts and isolated substances of C. spiralis
on the enzyme a-glucosidase. Chemical studies of C. spiralis resulted in the isolation
and structural identification of two C-glycosides flavone, schaftoside and isoschaftoside,
which have shown inhibitory action of a-glucosidase. It was also observed that the
species C. spiralis accumulates significant amounts of inorganic components such as
calcium, magnesium, copper, manganese, zinc and chromium which are important for
the control of diabetes. The results will contribute significantly to the pharmacological
studies of this medicinal plant.

Keywords: Costus spiralis. Diabetes. a-glucosidase. Flavonoids.
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INTRODUCAO

1.1 DIABETES MELLITUS

O uso de plantas medicinais como forma de controle do diabetes iniciou-se antes do
advento da insulina exdgena e hipoglicemiantes orais. Estudos quimicos e farmacoldgicos
vém sendo realizados com espécies vegetais usadas como antidiabéticas e tém demonstrado
que as mesmas sdo importantes fontes de substéncias potencialmente terapéuticas, por
possuirem constituintes quimicos que podem ser utilizados como modelos para novos agentes
terapéuticos.

Diabetes mellitus é uma desordem metabdlica onde o pancreas ndo consegue produzir
insulina suficiente ou utiliza-la de forma eficaz, desencadeando um excesso de glicose no
sangue (INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION- IDF, 2014). O termo diabetes €
derivado da palavra grega “Diab”, referindo-se ao ciclo de sede excessiva e frequente miccao
e ‘mellitus’ é uma palavra latina que significa ‘adogado com mel’ devido a presenca de agucar
na urina (PATEL et al., 2012).

O diabetes pode ser classificado em diabetes tipo 1, diabetes tipo 2 e diabetes
gestacional. O diabetes tipo 1 acomete geralmente criancas e jovens adultos e ocorre devido a
uma reacao autoimune em que o sistema de defesa do corpo ataca as células beta produtoras
de insulina do pancreas. Desta forma o corpo ndo consegue produzir a insulina necessaria e o
paciente precisa repor diariamente a insulina para controlar os niveis de glicose no sangue.
(IDF, 2014).

O diabetes tipo 2 é mais comum em adultos, mas pode ocorrer também em criancas e
adolescentes. Ele € caracterizado pela resisténcia a insulina e pela secrecdo insuficiente da
insulina. A hiperglicemia da-se de forma gradual e assintomatica o que favorece em longo
prazo as suas complicacdes. Defeitos genéticos, hereditariedade, obesidade e estilo de vida
estdo entre as causas do desenvolvimento da doenca (IDF, 2014; SURYA et al., 2014).

JA no diabetes gestacional, a mulher desenvolve resisténcia a insulina e
consequentemente a elevacao da glicose no sangue. Ele surge provavelmente devido a acdo de
horménios produzidos pela placenta. A doenca surge geralmente na 242 semana de gravidez e
caso ndo haja o devido acompanhamento, pode gerar consequéncias graves tanto para a mae
quanto para o bebé (IDF, 2014).

Segundo o IDF (2015), os maiores indices de pessoas portadoras de diabetes estdo na
faixa etaria entre os 20 e 0s 59 anos de idade. Estima-se que em 2015 havera 415 milhdes de

pessoas adultas com a doenga e que em 2040 serdo 642 milhdes de diabéticos no mundo. E o
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Brasil se encontra na quarta posicdo dos paises com os maiores indices de pessoas adultas
com diabetes (14,3 milhdes) (IDF, 2015).

Além dos sintomas caracteristicos da doenca como a polidria, polidipsia e polifagia, o
portador do diabetes pode apresentar outros sintomas como perda de peso, visdo turva,
taquicardia, hipotencdo, infeccOes frequentes e feridas com cicatrizagdo lenta (SURYA et al.,
2014; IDF, 2014). A hiperglicemia é determinante para o desenvolvimento das complicacoes
decorrentes do diabetes (SINGH et al., 2013) como retinopatia, neuropatia, nefropatia,
doencas cardiovasculares, mal subito, doenga vascular periférica, coma e morte (PATEL et
al., 2012).

Atualmente, ha diversos medicamentos comerciais disponiveis para o tratamento do
diabetes, como as biguanidas, sulfonilureia, meglitinidas, inibidores da DPP-4, insulina e
inibidores da enzima a-glicosidase (ARULSELVAN et al. 2014).

Esta enzima € responsavel pela absorcdo intestinal dos carboidratos. A reducdo da
absorcdo da glicose, no trato digestivo, evita ou controla a hiperglicemia pos-prandial em
pacientes com diabetes tipo 2 (ARULSELVAN et al., 2014; GULATI et al., 2012; SURYA et
al., 2014; TUNDIS et al., 2010).

1.2 ENZIMA a-GLICOSIDASE.

A o-glicosidase (o-D-glicosideo glicohidrolase EC. 3.2.1.20) pertence a uma classe
diversificada de enzimas de glicosideo hidrolases, a qual esta ligada a membranas localizadas
no intestino delgado e é enzima chave para a digestdo dos carboidratos. Ela hidrolisa
especificamente a ligacdo a-glicopiranosideo (a-1,4) liberando um a-D-glicose a partir da
extremidade ndo-redutora do substrato (DU et al., 2006; PATEL et al., 2012; TUNDIS et al.,
2010).

As fungdes das a-glicosidases em mamiferos abrangem a degradacéo do glicogénio, o
processamento de oligossacarideos N-ligado para o dobramento e a maturacdo da
glicoproteina e da digestdo intestinal de carboidratos (TUNDIS et al., 2010; GHANI, 2015).
Além disso, atuam em diversos processos bioldégicos como: resposta imune, reconhecimento e
diferenciacdo celular, estabilidade e solubilidade de proteinas, e também no céncer e em
processos inflamatorios. As deficiéncias genéticas destas enzimas podem levar ao diabetes e a
obesidade (MELO, 2006).

Nas ultimas décadas, houve o crescimento do nimero de pesquisas envolvendo a

enzima a-glicosidase, devido ao seu potencial como alvo terapéutico, para auxiliar no controle
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dos niveis glicmicos em pacientes com diabetes. Ensaios clinicos mostram que o inibidor de
a-glicosidase melhora em longo prazo o controle glicémico, pela diminuicdo da hemoglobina
(Alc-HbAlc) em pacientes com diabetes tipo 2 e em pacientes com intoleréncia a glicose
(GOODMAN & GILMAN, 2010).

Dentro dos inibidores da enzima a-glicosidase, disponiveis comercialmente, estdo a
acarbose, o miglitol e a voglibose (Figura 1). Estes, por inibicdo competitiva pela enzima séo
utilizados no tratamento do diabetes, impedindo a hidrélise dos carboidratos no trato digestivo
e consequente diminuicdo da absorcdo da glicose pelo organismo e a hiperglicemia pés-
prandial (TADERA et al., 2006; ANTUNES, 2008; GHANI,2015).

Figura 1- Estrutura molecular da acarbose, miglitol e voglibose

OH

HO.,
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Fonte:GHANI, 2015

A acarbose é um pseudotetrassacarideo produzido pela fermentacdo de Actinoplanes
sp (TUNDIS et al.,.2010; GHANI, 2015). Foi um dos primeiros inibidores de a-glicosidase
langados em 1990 para o tratamento do diabetes tipo 2. Além de ser utilizado para a reducéao
da glicemia pés-prandial, este farmaco também ¢é utilizado para reducdo de infartos,

hipertensdo e eventos tromboticos (MELO et al., 2006).
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Apesar destes farmacos serem utilizados para o tratamento do diabetes eles
apresentam reacOes adversas como dores de cabeca, distUrbios gastrointestinais, fadiga,
insonia e vertigem (ARULSELVAN et al., 2014; MARLES, 1995). Diante disto, inUmeras
pesquisas com plantas medicinais sdo realizadas buscando novos compostos ativos com
potencial efeito terapéutico e com baixo efeito colateral (CHENG e FANTUS, 2005; ZHAO
et al.,2009).

1.3 O GENERO Costus E A ESPECIE C. spiralis (JACQ.) ROSCOE

Segundo Tomlinson (1962), a familia Costaceae, pertencente a ordem Zingiberales, é
composta por quatro géneros: Costus, Monocostus, Dimerocostus e Tapeinocheilas. Costus, 0
maior género com 125 a 175 espécies, possui a maior diversidade morfologica e a maioria de
suas espécies ocorre nos Neotropicos (SPECHT e STEVENSON, 2006).

As espécies pertencentes ao género Costus apresentam atividades antioxidante, anti-
inflamatdria, antifingica, antimicrobiana e antidiabética nos ensaios biologicos realizados.
Os estudos quimicos realizados com as espécies C. afer, C. arabicus, C. igneus, C. pictus, C.
speciosus, C. spicatus e C. spiralis mostram o isolamento e identificacdo de metabolitos da
classe dos triterpenos, esteroides, saponinas e flavonoides (Tabela 1 - Anexo 1).

A planta Costus spiralis (Jacq.) Roscoe (Figura 2), popularmente conhecida no Brasil
como cana-do-brejo, pertence a familia Costaceae e € encontrada na América do Sul, em
regides tropicais e subtropicais, principalmente na regido amazonica (LOZENZI e MATOS,
2008). E uma planta perene, rizomatosa, ereta, cespitosa, ndo ramificada, pode atingir de 50
cm a 2 m de altura. (LORENZI e MATOS, 2008; MAAS, 1972). O peciolo é grosso e as
folhas sdo espiraladas, invaginantes, obovadas ou elipticas. As folhas séo lisas, luzidias, verde
escura na pagina superior e mais clara na pagina inferior, onde a nervura média é saliente
(CORREA, 1984).

A espécie possui inflorescéncias racemosas em forma de espiga, bracteas vermelhas
fechadas e sobrepostas onde se desenvolve os botdes florais e frutos. Suas flores vermelhas
atraem os polinizadores principalmente os beija-flores os quais sdo importantes vetores de
polen, garantindo para esta espécie uma elevada taxa de producdo de sementes e maior
variabilidade genética (ARAUJO e OLIVEIRA, 2007).
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Figura 2- Costus spiralis (Jack.) Roscoe

Fonte: Arquivo pessoal.

Na medicina tradicional, folhas, hastes e rizomas de C. spiralis sdo utilizados como
depurativo, adstringente e diurético. Informacdes etnofarmacolégicas registram o uso das
raizes e rizomas da planta como diureético, tbnico, emenagogo e diaforético, e o suco da haste
fresca diluido em &gua tem o uso contra gonorreia, sifilis, nefrite, picadas de insetos,
problemas da bexiga e complicacdes decorrentes do diabetes (LORENZI e MATOS, 2008).

De acordo com a literatura, pesquisas visando a busca de novos agentes terapéuticos
com acdo hipoglicemiante vém sendo conduzidas com plantas medicinais utilizadas na
medicina popular para o controle do diabetes. Dentre os diversos trabalhos realizados, pode-se
citar a avaliacdo do potencial de inibicdo da enzima a-glicosidase, pela agdo de substéncias
provenientes de plantas medicinais (ZHAO et al., 2009; THAO et al., 2014; YIN et al.,
2014).

Recentemente, Tchamgoue et al. (2015) mostrou que os extratos acetato de etila e
metanolico da espécie C. afer, utilizada na medicina popular como hipoglicemiante,
apresentou potente inibi¢ao frente as enzimas a-amilase e a-glicosidase. Tal atividade foi
correlacionada com a capacidade antioxidante destes extratos, assim como com a presenca de
substancias bioativas da classe dos flavonoides, alcaloides, fendis e taninos.

Até o momento, poucos estudos foram conduzidos visando a investigacdo dos
constituintes quimicos e das propriedades hipoglicemiantes da espécie C. spiralis.
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Recentemente, Duarte et al. (2014) relatou o efeito hipoglicemiante, in vivo, da droga
vegetal, do extrato metandlico das folhas e do flavonoide isolado quercetina 3-O-a-
arabinosideo (Figura 3), o qual apresentou acdo hipoglicemiante superior a da glibenclamida,
farmaco utilizado no tratamento do diabetes. Segundo a autora, ap6s 0s animais serem
tratados com droga vegetal, extrato e substancia isolada, ndo houve o aumento dos niveis
glicémicos no plasma, sugerindo que o mecanismo de acéo esta relacionado com o aumento
da liberacéo de insulina ou a regulacdo da captagéo da glicose a partir do intestino.

Ainda neste trabalho, verificou-se através da histologia de tecidos pancreéaticos e
hepaticos que a planta C.spiralis traz beneficios a nivel bioquimico e enzimatico.

Figura 3- Quercetina 3-O-a-arabinosideo

Sabendo que os flavonoides estdo entre as classes de produtos naturais com potente
inibi¢do da enzima a-glicosidase (YIN et al., 2014), e que tais substancias estdo presentes nos
extratos das folhas de C. spiralis (ANTUNES, et al., 2000, GARCIA, 2011), pode-se supor
que extratos e substancias isoladas de folhas de C. spiralis sdo uma estratégia terapéutica
vidvel para o tratamento de Diabetes mellitus tipo 2, através da inibi¢do da enzima o-

glicosidase.

1.4 MACRO E MICRONUTRIENTES

Os elementos minerais essenciais sdo classificados de acordo com 0s minerais
exigidos pelas plantas e da fertilidade do solo e s@o classificados em: macronutrientes, que
corresponde a 99,5% da massa seca e micronutrientes, cerca de 0,5% da planta (EPSTEIN e
BLOOM, 2006). Os macronutrientes sdo: carbono (C), Hidrogénio (H), Oxigénio (O),
Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K), Célcio (Ca), Magnésio (Mg) e Enxofre (S). E os
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micronutrientes sdo: Boro (B), Cloro (Cl) Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn), Mo
(Molibdénio), Niquel (Ni) e Zinco (Zn) (FERNANDES, 2006).

Espécies vegetais da medicina tradicional indigena, utilizadas como hipoglicemiantes,
contém niveis elevados de substancias inorganicas, tais como potéssio, zinco, calcio e cromo
(MERTZ, 1981).

O potéssio € essencial a vida humana, pois associado ao sodio, atua na conducéo dos
impulsos nervosos, contracdo e relaxamento muscular, secrecdo de insulina pelo pancreas e
manutencdo do equilibrio acido-base. A deficiéncia de potéssio pode causar problemas no
batimento cardiaco e fraqueza muscular (FRANCISCONI, 2014).

O zinco é um componente importante de enzimas, agindo no crescimento celular,
diferenciacéo e reparacdo de tecidos, cicatrizacdo de feridas, além de participar na sintese e
degradacédo de carboidratos, lipideos, proteinas e &cidos nucleicos (FRANCISCONI, 2014).
Segundo Mooradian e Morley (1987), a deficiéncia de zinco pode levar a um aumento da
resisténcia a insulina.

O calcio é importante para o fortalecimento e rigidez de 0ssos e dentes, bem como
para a coagulacdo sanguinea e contracdo muscular (FRANCISCONI, 2014). O enxofre é um
dos elementos fundamentais na sintese de proteinas, do colageno e auxilia o figado na
secrecdo da bilis. Seu excesso € eliminado pela urina e seu déficit retarda o crescimento.

O magnésio esta envolvido na homeostase da glicose. Ele participa como um cofator
no sistema de transporte da membrana plasmatica e esta envolvido com a atividade de varias
enzimas que atuam na oxidacéo da glicose. Pode desempenhar funcédo de liberacdo da insulina
e em paciente com hiperglicemia sem controle ocorre a perda de magnésio pela urina
provocando uma baixa concentracdo deste ion no plasma (MOORADIAN e MORLEY,
1987). Estudos sugerem que a deficiéncia de cobre pode estar relacionada ao diabetes tipo 2
(MOORADIAN e MORLEY, 1987).

O boro, um oligoelemento presente em vegetais, atua no metabolismo mineral e
hormonal, na membrana celular e em reacGes enzimaticas. Possui acdo antiosteoporose,
antiinflamatoria, hipolipodémica, anticoagulante e anticancer (BAKIRDERE, 2010).

Essencial para a acdo da insulina, atuando como um cofator, 0 cromo é um elemento
importante para o metabolismo de proteinas, carboidratos e gorduras (CEFALU; HU, 2004,
CHOWDHURY et al., 2003). Este mineral tornou-se um dos nutrientes indispensaveis da
alimentacdo humana, desde que um paciente diabético, em 1977, teve seus niveis de glicose
reduzidos, apos receber nutricdo parenteral suplementada com cromo (ANDERSON, 1998).

Além disto, o cromo atua na homeostase da glicose no organismo (MERTZ, 1993).
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A quantificacdo de niveis de cromo em espécies vegetais, visando correlacionar o
acumulo deste mineral com os efeitos hipoglicemintes em plantas medicinais, tem sido o alvo
de muitos trabalhos cientificos (FRANCO et al., 2011; IBARRA et al, 2009;
BRUDZINSKA-KOSIOR et al, 2012; NEGI et al., 2012; GJIORGIEVA et al., 2011; ZHANG
et al., 2012; EBRAHIM et al., 2012; JABEEN et al., 2010; KHUDA et al., 2012; LIBERATO
et al., 2013; GARCIA et al., 2000).

Com base nestas informagdes, a quantificacdo de macro e micronutrientes em C.
spiralis contribuira com os estudos que correlacionam o acimulo destes minerais em plantas

hipoglicemiantes.

2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito dos extratos e flavonoides presentes

em C. spiralis (Jacq.) Roscoe na inibicdo da enzima a-glicosidase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Isolar, purificar e identificar os flavonoides presentes em C. spiralis.
e Obter extratos hexanico, acetato de etila, metandlico e aquoso da droga vegetal (p6 das
folhas) de C.spiralis.
e Analisar o teor de macro e micronutrientes da droga vegetal (inicial e final) e dos
extratos de C. spiralis.
e Avaliar a concentracdo necessaria dos extratos e substancias isoladas que inibe 50%

(I1Cs0) da enzima a- glicosidase.

3. METODOLOGIA

3.1 MATERIAL VEGETAL
Para o isolamento e purificacdo dos constituintes presentes na fracdo cloroférmica de
C. spiralis, partes aéreas das plantas (folhas) foram coletadas no municipio de Jardindpolis,
estado de S&o Paulo, Brasil, no sitio denominado Terra de Ismael em fevereiro de 2011.
Exsicata da espécie foi depositada no Herbario da Universidade de Ribeirdo Preto —
UNAERP, com Voucher (HPMV 1883), identificada pela Dra. Inés Cordeiro do Instituto de

Botanica de Sdo Paulo.
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O material vegetal (folhas) foi seco em estufa de ar circulante a 50°C durante 72 h e,
em seguida, moido em moinho de faca (MARCONI Ma032), até a pulverizacéo total.

Para a extracdo e analise de macro e micronutrientes, folhas de C. spiralis (1,575 Kg)
foram coletadas na colecdo de plantas medicinais da Unidade de Biotecnologia da
Universidade de Ribeirdo Preto-UNAERP, e secas em estufa de ar circulante, sob
temperatura, de aproximadamente 45°C por 72 horas. As folhas secas (200g) foram moidas
em moinho de 25 mesh, obtendo-se 190g de po.

3.2 EXTRATO BRUTO
O material vegetal foi macerado (3x) em metanol na propor¢éo de 1000 (g) por 5000

ml de solvente, sob agitacdo continua, por 24 h a temperatura ambiente.

O extrato foi filtrado e o solvente evaporado por rota evaporador (Sovereign IKA® RV
10) até a obtencdo de extrato de consisténcia pastosa.

O extrato metanolico “EM” (54 g) foi ressuspendido com solucdo metanol (MeOH) e
agua (H20) na proporcdo de 1:1, sendo em seguida realizada uma particdo com hexano e

cloroférmio resultando nas fragcdes hexanica “FH”, cloroférmica “FC” e aquosa “FA”.

3.3 PURIFICACAO

A fracdo FC (14,729) foi submetida a purificacdo em cromatografia em coluna (CC),
utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol como fase movel, em uma
coluna com didmetro de 3 cm e altura de 74,5 cm.

Foram recolhidas 52 subfracdes, as quais foram analisadas por cromatografia em
camada delgada comparativa (CCDC), utilizando-se placa de silica gel como fase estacionaria
e BAW (butanol, acido acético e agua na proporcao de 9:1:5) como eluente. Em seguida, as
placas foram reveladas com NP/PEG (solu¢do metanolica a 1% / solucdo etandlica (PA) 5%
polietilenoglicol) e visualizadas em luz UV.

Apo6s andlise em CCDC, as fracdes que apresentaram similaridade no perfil
cromatografico foram reunidas, e as fracdes resultantes foram recromatografadas em CC,
utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol como fase movel. As fracbes
obtidas foram evaporadas e analisadas por CCDC.

Algumas das subfragdes obtidas foram purificadas por cromatografia em camada
delgada preparativa (CCDP), utilizando as mesmas condigdes citadas para o desenvolvimento

da CCDC. Apos este procedimento, estas fragdes foram purificadas por extracdo em fase
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solida (EFS), utilizando-se cartucho Supelclean LC-18 (6mL). Inicialmente, o cartucho
contendo a fase estacionéria silica C-18 foi condicionado com agua deionizada, e ap0s adicéo
da amostra, solubilizada em 4&gua, iniciou-se o procedimento de eluicdo das substancias
quimicas presentes, utilizando agua, agua : metanol (9:1) e metanol como eluente.

As subfracgdes (C9-4 e C11), contendo as substéncias isoladas, foram solubilizadas em
metanol, filtradas e analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE, seguido
de andlise por RMN. Os procedimentos utilizados no processo de isolamento e purificacdo
das substancias presentes na fragdo cloroférmica de C. spiralis estdo representados na Figura

4,
Figura 4- Fluxograma do fracionamento do extrato e purificacio
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3.4 ANALISES CROMATOGRAFICAS

As fragdes, assim como as substancias isoladas e purificadas de C. spiralis foram
analisadas por CLAE, de acordo com o procedimento descrito por Sales et al. (2014).
Utilizou-se equipamento Shimadzu -SPD 20A, acoplado a um detector de arranjo de diodo.
As amostras analisadas foram preparadas na concentracdo de 1mg/mL em metanol/H,O (7:3).
A anélise cromatografica foi desenvolvida em coluna Luna C18 (250x4.6x5um- tamanho da
particula); Phenomenex, Macclesfield, UK. A fase movel foi constituida de éagua/acido
acético (0,1%) (A) e metanol (B), comecando com 20% B em gradiente chegando a 50% B
até 30min. e 100% B até 40min. O volume de inje¢do das amostras foi de 20uL e o fluxo
ImL/min. Os espectros de ultravioleta foram obtidos em A 250nm e 350nm.

3.5 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

As substancias isoladas foram submetidas a analise por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear RMN de *H, **C, HMQC, HMBC e Espectrometria de Massas (EM), no
departamento de Quimica da FFCLRP/USP.

3.6 EXTRACAO E ANALISE DO TEOR DE MACRO E MICRONUTRIENTES DE C.
spiralis

Sessenta gramas do p6 das folhas de C. spiralis foram submetidos a extracdo por
Soxhlet, sequencialmente, com os seguintes solventes: hexano, acetato de etila, metanol e
agua deionizada. Para tanto, foram utilizados 300 mL de cada um dos solventes (marca
Synth®). O processo de extragdo foi de 8 horas para cada solvente.

Os extratos organicos hexanico, acetato de etila e metandlico foram evaporados e o
extrato aquoso foi liofilizado.

A quantificacdo dos constituintes inorganicos foi realizada com 1mg das amostras:
extrato hexanico (E Hexanico), extrato acetato de etila (E Acetato de etila), extrato metandlico
(E Metandlico), fracdo aquosa (FAQ), e com a droga vegetal, antes (DV Inicial) e apds (DV
final) extracdo por soxhlet. As amostras foram analisadas em triplicada de acordo com o
procedimento de Nardi et al; 2009, no Laboratorio de Toxicologia e Essencialidade de Metais,

do Departamento de Analises Clinicas Toxicologicas e Bromatoldgicas da FCFRP/USP.
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3.7 ATIVIDADE ENZIMATICA

3.7.1 Preparo das Amostras para a Realizacdo do Ensaio Enzimético

As solucdes das amostras utilizadas no ensaio com a enzima a-glicosidase foram
preparadas na concentracéo de 1mg.mL™.

As amostras dos extratos acetato de etila, hexanico e metandlico, foram solubilizadas
em H,O: DMSO, na proporcdo de 9:1. O extrato aquoso e os flavonoides isolados foram
solubilizados em 100% de agua deionizada, bem como o controle positivo, a acarbose
(Sigma®). Como controle negativo foram utilizados os veiculos de solubilizac&o apropriada &

cada amostra.

3.7.2 Preparo das Solucdes:

e Preparo da solucdo tampédo fosfato 67 mM pH 6,8: 4,18g de K,HPO, (Vetec®) e
3,54g de KH,PO, (Synth®) foram pesados e solubilizados em 100 mL de &gua
deionizada, separadamente, obtendo uma solucéo 0,24 e 0,26M, respectivamente. Para
obter a solucdo tampdao a 67 mM foram transferidos 13,4 mL de cada uma das solucGes
estoque para balGes volumétricos distintos e completados os volumes para 100 mL com
agua deionizada. O ajuste do pH a 6,8 foi feito adicionando aos poucos a solugédo de
K;HPO, a solucéo de KH,PO,.

e Preparo da enzima a-glicosidase de Saccharomyces cerevisiae (EC 3.2.1.20)
(Sigma®): foram utilizados 0.2 U.mL™ de enzima solubilizada em solucdo tamp&o
fosfato.

e Preparo do pNPG (p-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo) (Sigma®): 0,06989g
solubilizado em 10 mL de solucéo tampéo fosfato.

e Preparo do Na,CO; (Carbonato de Sédio): 1,0599g de Carbonato de Sddio
solubilizado em 10 mL de agua deionizada.

e Preparo da Acarbose (Sigma®): 0,1032 g de acarbose solubilizada em 1mL de 4gua

deionizada.

3.7.3 Ensaio Enzimatico

A enzima a-glicosidase proveniente de Saccharomyces cerevisiae € a mais utilizada
nos ensaios in vitro devido a semelhanca estrutural e funcional entre as enzimas de levedura e
de mamiferos (TABUSSUM et al., 2013). O ensaio consiste em avaliar a capacidade de
inibicdo desta enzima pelos extratos e substancias isoladas frente ao substrato pNPG, que ao

ser hidrolisado libera um agente cromoforo (p-nitrofenil) (VIEIRA, 2013). Quanto maior a
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acdo da enzima a-glicosidase sobre o substrato, maior sera a concentragdo de p-nitrofenil
liberado.

A acarbose é uma substancia capaz de ligar-se a enzima a-glicosidase, competindo
com o substrato pNPG, interferindo diretamente no produto da reacdo propiciada pelo ensaio
enzimatico. Sendo assim esta foi utilizada como controle positivo nos experimentos
conduzidos.

O experimento foi realizado seguindo a metodologia descrita por Wang et al. (2012),
sendo modificado o preparo da solugdo tampéo fosfato, onde foi utilizado o protocolo de
Choo et al. (2012).

O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos adicionando 25 pL de cada amostra em
diferentes concentracdes. Em seguida foram adicionados 175 pL da solugdo tampéo fosfato
em todos 0s pocos e 25 pL da enzima 0.2U.mL™ a trés pocos. Os outros trés pocos que nao
receberam a enzima foram acrescidos de 25 pL da solugdo tampéo fosfato. Apos a realizagao
do procedimento descrito, a placa foi mantida em temperatura ambiente (22 + 2°C) por 10
minutos, seguida da adicdo de 25 pL de pNPG. A placa foi incubada por 15 minutos em
banho-maria a 37°C. Apos isto, foram adicionados 50 yL de Carbonato de Sédio e realizada a
leitura da absorbancia a 405nm, utilizando-se leitor de microplaca Universal Microplate
Reader ELx 800 uv (BIO TEK Intruments, INC). A acarbose foi utilizada como controle
positivo do experimento e passou por todo o tratamento descrito para as amostras. Como
controle da atividade enzimatica foram utilizados os veiculos de solubilizacdo apropriado a
cada amostra, distribuidos em seis pocos, sendo trés acrescidos da enzima a-glicosidase e trés
né&o.

As concentracGes das amostras que inibiram 50% da atividade da enzima (ICsp) foram
determinadas a partir da equacédo geral da reta obtida por grafico correlacionando o valor da
inibicdo, expressa pela absorbancia, e a concentracdo do ativo. Os ensaios foram conduzidos

em trés triplicatas para cada amostra ensaiada (n=9).

4. ANALISE ESTATISTICA

Cada amostra foi analisada em triplicata e os resultados foram apresentados na forma
de média ponderada, com 0s respectivos desvios padrdo. Foi realizada analise de variancia
Teste Scott-knott (1974), seguida de teste de média.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO, PURIFICAQAO E IDENTIFICAC}AO ESTRUTURAL
Apds analise por CCDC dos extratos hexanico, acetato de etila, metandlico e aquoso,
obtidos por Soxhlet, verificou-se o aparecimento de manchas na coloracdo amarela,

caracterizando a presenca de substancias da classe dos flavonoides (Figura 5).

Figura 5- Analise em CCDC dos extratos de C. spiralis

Fracdo hexano sob luz UV.

Fracdo acetato de etila sob luz UV.

Frac&o metanol com revelador NP/PEG sob luz UV.
Fracdo aquosa com revelador NP/ PEG sob luz UV.

o
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Apo6s andlise dos perfis cromatograficos das subfragdes C9-4 e C11(Figuras 6 e 7),

obtidos por CLAE, foi detectada a presenca de bandas caracteristicas da classe das flavonas
(MABRY, MARKHAM , THOMAS, 1970).

Figura 6- Cromatograma e espectro de UV obtido por CLAE da subfragdo C9-4 de C.
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5.2 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL DAS AMOSTRAS C9-4 E C-11

O espectro de RMN*H da amostra C-11 (Figuras 8a-8c) apresentou 3 sinais na regido
dos hidrogénios aromaticos, sendo um sinal em & 6,47, integrando para 1H, além dos sinais
em d 6,88 (J=9,0Hz) e 6 8,07 (J=9,0Hz), integrando para 2H cada, caracteristicos de sistema
AA’XX’ de anel aromético.

Observaram-se também dois dubletos, na regido de hidrogénios anoméricos 6 4,64 e &
4,72, evidenciando a presencga de duas unidades de acucares, cujos valores de constante de
acoplamento (J =10,0 Hz) permitem definir a estereoquimica f para a glicose e o ou  para a
arabinose.

As correlagdes observadas no mapa de contorno de HMQC (Figuras 9a-9b) (Tabela 2)
sdo indicativas de que a estrutura da molécula investigada pertence a classe das flavonas
(HARBORNE, 1986; AGRAWAL,1989).

Os sinais observados no espectro de RMN'H da amostra C9-4 (Figuras 10a-10c)
foram semelhantes aos observados no espectro da amostra C-11. O mapa de contorno HSQC
da amostra C9-4 (Figuras 11a-11b) tambem apresentou correlacdes semelhantes a amostra C-
11, sendo um forte indicativo de que os flavonoides investigados poderiam ser isdmeros.

Os espectros de massas (EM) de alta resolucdo, obtidos no modo negativo das
amostras e C9-4 e C-11 (Figuras 12 e 13, respectivamente), apresentaram 0s ions m/z
563.1599 [M - H] para a amostra C9-4 e m/z 563.1384 [M - H], para a amostra C-11;
correspondentes a formula molecular CysH25014.

O espectro de MS/MS de alta resolucdo (Figura 14) da amostra C9-4 (ion m/z
563.1599) apresentou os ions fragmentos m/z 503.1371, m/z 473.1248, m/z 443.1148, m/z
383.0924 e m/z 353.0790, caracteristicos da quebra de ligac6es C-glicosidicas (C-hexosil e C-
pentosil).

O espectro de MS/MS de alta resolucdo (Figura 15) da amostra C-11 (ion m/z
563.1384) também apresentou 0s mesmos ions fragmentos da amostra C9-4. Porém, péde-se
observar que houve diferenca de intensidade entre os ions de valores m/z 443 e m/z 473, onde,
na amostra C9-4, a intensidade do ion m/z 443 é superior a intensidade do ion m/z 473; e na
amostra C-11, a intensidade do ion m/z 473 é superior a intensidade do ion m/z 443. A
observacdo da diferenca na intensidade dos picos foi essencial para concluir que as

substancias, presentes nas amostras C9-4 e C-11, realmente sdo isbmeros.
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Com base nas informagBes obtidas dos espectros de RMN'H, HMQC, EM, e
comparacdo com os dados da literatura (KITE et al.,, 2006; XI et al., 2003) foi possivel
concluir que a amostra C9-4 trata-se da flavona escafosideo e que a amostra C-11
corresponde a seu isdmero isoescafosideo (Figura 16). Este é o primeiro relato de
identificacdo estrutural dos flavonoides C- glicosilados escafosideo e isoescafosideo em C.
spiralis.

Garcia (2011) relatou a presenca de um flavonoide C-glicosilado em C. spiralis.
Porém, ndo houve determinacao estrutural exata desta molécula. Foram sugeridos os possiveis
isomeros: 6-C-p-D-glicosil-8-C-a-L-arabinosilapigenina (escafosideo); 6-C-a-L-arabionsil-8-
C-p-D-glicosilapigenina  (isoescafosideo);  6-C-S-D-glicosil-8-C-4-L-arabinosilapigenina
(neoescafosideo) e 6-C-f-L-arabinosil-8-C-p-D-glicosilapigenina (neoisoescafosideo).

Tabela 2: Dados obtidos a partir dos espectros de RMN 1H e HMQC da amostra C-11

C oH sBc+ 8'H (Xietal., 2003) | &™C (Xi et al., 2003)
(DMSO; 500 MHz) (DMSO; 100 MH?z) (DMSO) (DMSO)

3 6,47 s 101,9 6,73 s 1019

5 13,77 s 13,75 -

2 8,07 (d, J 8,0 Hz) 129,0 8,07 (d, J 8,2 Hz) 128,6

3 6,88 (d, J 9,0 Hz) 116,0 6,92 (d, J 8,2 Hz) 1156

5 6,88 (d, J 9,0 Hz) 116,0 6,92 (d, J 8,2 Hz) 1156

6 8,07 (d, J 8,0 Hz) 129,0 8,07 (d, J 8,2 Hz) 128,6
Glic1” 4,64 (d, J 10,0 Hz) 75,0 4,74 (d, J 9,8Hz) 73,1
Glic2” 4,05 71,0 3,89 70,7
Glic3” 3,10 79,0 3,28 78,2
Glic4” 3,10 70,5 3,28 69,7
Glic5” 3,10 81,0 3,28 80,8
Glic6” 3,40 de 3,60 61,9 3,70e 3,54 60,5
Aral” 4,72 (d, J 10,0 Hz) 76,0 4,80 (d,J 9,5 Hz) 74,6
Ara2”’ 4,10 69,5 4,09 68,7
Ara3”’ 3,35 75,5 3,53 74,0
Ara4”’ 3,70 69,5 3,88 68,3
Ara5” 3,45e3,75 71,0 3,93e 3,69 70,2

*Valores de deslocamento quimico (8) obtidos do mapa de correlagao heteronuclear HMQC.



Figura 8a- Espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO) da mostra C-11
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Figura 8c- Ampliacéo do espectro de RMN 1H da amostra C-11
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Figura 9b- Ampliacéo do mapa de correlagdes (HMQC) da amostra C-11
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Figura 10b- Ampliacéo do espectro de RMN 1H (500 MHz, DMSO) da mostra C-9-4
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Figura 11a- Mapa de correlagdes (HMQC) da amostra C-9-4
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Figura 12- Espectro de massas em alta resolugdo (modo negativo) da amostra C9-4
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Figura 13- Espectro de massas em alta resolu¢do (modo negativo) da amostra C-11
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Figura 14- Espectro de MS/MS em alta resolucdo (modo negativo) do ion m/z 563.1599
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Figura 15- Espectro de MS/MS em alta resolucdo (modo negativo) do ion m/z 563.1384
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Figura 16- Flavonoides C-glicosilados: escafosideo (1) e isoescafosideo (2) isolados de
C.spiralis

38

OH O ESCAFOSIDEO 1

ISOESCAFOSIDEO 2




39

5.3 ANALISE DO TEOR DE MACRO E MICRONUTRIENTES

Os resultados das andlises do teor de macro e micronutrientes da droga vegetal (pd
inicial e pé final) e dos extratos estdo apresentados nas Tabelas 3a e 3b.

Podemos observar que os elementos célcio, magnésio, cobre, manganés, zinco e
cromo, 0s quais tém apresentado importante papel no controle da glicemia (MERTZ, 1981,
MOORADIAN E MORLEY, 1987; FRANCISCONI, 2014) estdo presentes na espécie
vegetal estudada, a qual pode ser considerada uma rica fonte desses elementos.

Akpabio et al. (2012) analisaram a composic¢do de elementos inorganicos no caule de
C. afer. Os autores verificaram que a espécie, também relatada como hipoglicemiante
(Tchamgoue et al., 2015), acumula minerais essenciais para 0 metabolismo humano.

Pacientes com diabetes tipo 2 possuem baixa concentracdo de cromo no sangue em
comparagdo com individuos sem a doenca. Desta forma, € viavel o uso da droga vegetal ou
dos extratos de C. spiralis visto que 0 mesmo foi encontrado em concentragdes significativas
nestas amostras e que este elemento favorece a homeostase da glicose (SIDDIQUI et
al.,2014).

Além da presenca destes importantes minerais, observa-se também uma alta
concentracdo do elemento aluminio tanto na droga vegetal como também nos extratos. Este
elemento é considerado toxico ao organismo e esta relacionado a casos de insuficiéncia renal

bem como a complicacgdes sérias do diabetes tipo 2 (FLORES et al., 2011).



Tabela 3a: Média do teor de macro e micro nutrientes de folhas de C. spiralis em pg/g.

ELEMENTOS D.VINICIAL D.VFINAL E.HEXANO E.ACETATOETILA E.METANOLICO E.AQUOSO

Calcio 6186,461" 8646,339° 707,579° 297,739° 388,490° 340,687¢
Magnésio 3401,847° 4472,238° 206,340° 42,514° 76,922° 1894,700°
Ferro 727,341° 747,605° 30,237° 3,534 19,230° 2051,580°
Cobre 1,323" 5,599° 1,620° 1,648" 2,760° 22,238°
Zinco 24,159° 37,45° 25,297° 12,857° 22,176° 144,658
Manganés 296,504 382,811° 8,316" 0,267° 1,150° 242,959
Niquel 2,9292 n.d 1,086° 0,505° 1,009 2,159°
Molibdénio 0,350° 0,102° 0,007° 0,0006° 0,039° 0,136°
Samério 0,078° 0,091° 0,045° 0,007¢ 0,006° 0,014°
Térbio 0,008° 0,012° 0,005° 0,0007¢ 0,0007¢ 0,002°
Talio 0,004° 0,001° 0,001° n.d n.d 0,001°
Itérbio 0,012° 0,0202 0,010° 0,003° 0,002¢ 0,011°
Lantanio 0,5832 0,632 0,173° 0,033° 0,029° 0,041°
Cério 1,3772 1,615° 0,416° 0,074° 0,071¢ 0,121°
Disprosio 0,049 0,066° 0,024° 0,006° 0,003° 0,016°
Erbio 0,0212 0,0212 0,012° 0,003° 0,002° 0,024°
Eurdpio 0,0232 0,0322 0,011° 0,002¢ 0,002¢ 0,005°
Gadolinio 0,0892 0,1072 0,047° 0,008 0,008 0,014°
Hélmio 0,009 0,006° 0,005° 0,001¢ 0,001¢ 0,004°
Lutécio 0,0032 0,0032 0,001° 0,0003" 0,0007¢ 0,002°
Neodimio 0,4932 0,5822 0,206° 0,036° 0.029° 0,041°
Praseodimio 0,1222 0,146° 0,046° 0,008° 0,008° 0,011°
Escandio 0.4672 n.d n.d n.d n.d n.d
Tério 0,069° 0,057° 0,026° 0,018° 0,015¢ 0,209°
Antimdnio 0,1442 n.d 0,014° 0,022° 0,1072 0,121°
Estanho 1,1972 0,128° 0,229° 0,028° 0,155° 0,286"
Cadmo 0,058° n.d 0,049° 0,022¢ 0,042° 0,099°
Bario 21,1132 22,4042 4,221° 1,177° 2,211° 6,114°

Médias com a mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott-Knott 5%.
D.V: droga vegetal. n.d: ndo detectado na amostra.



Tabela 3b: (continuacéo) Média do teor de macro e micro nutrientes de folhas de C.spiralis em p/g.

ELEMENTOS D.VINICIAL D.VFINAL E.HEXANO E.ACETATOETILA E.METANOLICO E.AQUOSO

Chumbo 1,5332 0,906° 0,731° 0,370° 0,580° 1,118°
Berilio n.d n.d 0,004° 0,006° 0,018° 0,100?
Bismuto n.d 0,7862 n.d n.d n.d 0,019°
Rubidio 30,777° 20,933° 5,397¢ 0,520° 78,979° 229,665
Cromo 3,946° 0,239¢ 3,835° 6,762" 7,218° 6,580"
Selénio n.d 0,499° 0,179° 0,192° 1,1142 0,698"
Aluminio 3078,5302 576,621° 267,098° 196,158¢ 205,701° 660,387"
Prata 0,3382 n.d n.d n.d n.d n.d
Cobalto 0,5592 n.d 0,018° 0,002¢ 0,008° 0,116"
Talio 0,003° 0,002° 0,001° 0,001° 0,007° 0,0232
Estréncio 22,257° 30,3722 2,161° 0,936° 1,329¢ 1,510¢
Litio 0,131° 0,032¢ 0,437° 0,346° 0,5292 0,5512
Arsénio 0,982° 0,520° 20,5422 18,0712 16,7932 17,5392

Médias com a mesma letra ndo diferem entre si estatisticamente pelo teste de Scott-Knott 5%.
D.V: droga vegetal.

n.d: ndo detectado na amostra.
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5.4 ATIVIDADE ENZIMATICA

Os resultados da avaliacdo da atividade dos extratos (hexanico, acetato de etila,
metandlico, aquoso) e das substancias isoladas (escafosideo e isoescafosideo) frente a inibigcdo
da enzima a-glicosidase estdo apresentados na Tabela 4.

Analisando os dados da Tabela 4, observamos que os flavonoides escafosideo e
isoescafosideo apresentaram significativa atividade inibitoria frente a enzima a-glicosidase.
Estudos envolvendo a busca de substdncias com acdo hipoglicemiante sugerem que
constituintes fendlicos da classe dos flavonoides apresentam potencial efeito no tratamento do
diabetes mellitus (BRAHMACHARI, 2011; MALHEIROS et al., 2010; LINO et al., 2004).

A obtencdo de agentes inibidores de a-glicosidase, a partir de fontes naturais, tem
despertado grande interesse por parte dos pesquisadores que buscam um tratamento para o
diabetes com baixo efeito colateral (TUNDIS e MENICHINI, 2010; XIAO et al., 2013; YIN
et al., 2014).

Flavonoides estéo entre as classes de produtos naturais com agéo inibitéria sobre esta
enzima, e um grande numero de publicacdes estdo voltadas ao estudo da relagdo estrutura
atividade destas substancias frente a a-glicosidase (XIAO et al., 2013; YIN et al., 2014).

De acordo com Gao et al. (2004), a presenca de hidroxilas nas posicdes 5,6 e 7 de
flavonas € crucial para que se tenha atividade inibitéria da enzima.

Gao e Kawabata (2004) também mostraram que a presenca de grupamentos hidroxilas
nas posicdes 2°,4°, 3'e 4", e 3°,4",5" aumentaram a atividade inibitoria frente a a-glicosidase
em relacdo as flavonas que ndo tinham hidroxilas no anel B.

Tais observacGes sdo importantes para justificar a atividade apresentada pelas
substancias escafosideo e isoescafosideo frente a enzima a-glicosidase. Conforme observado
na Figura 15, as flavonas isoladas apresentam grupamentos hidroxila livres, nas posicdes 5,7 e
4,

A glicosilacdo de flavonoides também é outro ponto chave para a atividade inibitoria
da enzima. Segundo Xiao et al. (2013), a glicosilacdo de flavonoides leva a uma diminuicao
da atividade destas substiancias frente a a-glicosidase, sendo que os flavonoides
monoglicosilados apresentam maior atividade em relacdo aos poliglicosilados.

Estudo realizado por Li et al. (2009) mostrou que a glicosilacdo de flavonas nas
posicdes C6 ou C8 levou a diminuicdo da atividade inibitoria destas substancias frente a o-
glicosidase. Neste mesmo estudo, o autor demonstrou que a glicosilagio em C-6 tem um

impacto relativamente menor que em C-8.
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De acordo com estes dados, o efeito inibitorio das flavonas, escafosideo e
isoescafosideo sobre a a-glicosidase menor em relagdo a acarbose pode ser justificado pelo
fato destas moléculas serem glicosiladas em C6 e C8.

A relagdo entre a diminui¢do do efeito inibitoério sobre enzima a-glicosidase e a
presenca de aglcares na molécula dos flavonoides pode ser justificada devido aumento do
tamanho e da polaridade da molécula, ap6s a adicdo de grupamentos de agUcares, resultando
em uma estrutura ndo planar, com consequente impedimento estérico e enfraquecimento da
interacdo entre as moléculas dos flavonoides e a enzima (XIAO et al., 2013).

Ainda na Tabela 4, verifica-se também que o extrato acetato de etila é 1,95 vezes mais
potente que a acarbose (ICso de 408,40 pg.mL™), 2,34 vezes mais potente que o escafosideo e
2,22 vezes mais potente que o isoescafosideo.

A expressiva atividade deste extrato pode estar relacionada a presenca das flavonas C-
glicosiladas somada a significativa presenca do elemento inorganico cromo, o qual tem
demonstrado ser um elemento essencial para a acdo da insulina no controle do diabetes
(CEFALU; HU, 2004; CHOWDHURY et al, 2003).

Quando um paciente de diabetes busca um tratamento alternativo, a base de plantas
medicinais, frequentemente, é utilizado preparacGes farmacéuticas na forma de chas ou
tinturas (LI et al., 2004).

A presenca das flavonas escafosideo e isoescafosideo, com acéo inibitéria sobre a
enzima a-glicosidase, e a constatacdo de que o extrato acetato de etila, rico em cromo,
apresentou acao inibitdria superior a acarbose, justifica o uso popular da espécie C. spiralis

como hipoglicemiante.

Tabela 4: 1Cs, dos extratos e flavonoides isolados de C. spiralis.

Amostras 4 Cs0
Mg.mL UM mM
Acarbose (Sigma®) 798,70 1237,14* 1.2+0.4°
Isoescafosideo (C11) 910,50° 1613,93° 1.6+0.2°
Escafosideo (C9.4) 954,12° 1691,25° 1.6 +0.4°
Extrato Acetato de Etila 408,40° - -
Extrato Aquoso n.d n.d n.d
Extrato Hexanico n.d n.d n.d
Extrato Metanolico n.d n.d n.d

n.d.: ndo determinada em concentragdes < & 1000pg.mL™
Acarbose : controle positivo
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico do extrato cloroformio de C. spiralis resultou no isolamento e
identificacdo estrutural de duas flavonas C-glicosiladas, escafosideo e isoescafosideo, as quais
estdo sendo relatadas pela primeira vez na espécie.

Escafosideo e isoescafosideo apresentaram atividade inibitéria sobre a enzima a-
glicosidase.

A espécie C. spiralis acumula quantidades significativas de minerais como calcio,
magnésio, cobre, manganés, zinco e cromo, 0s quais sdo importantes no controle da glicemia.
Além destes elementos ha uma concentracdo elevada de aluminio nas amostras o qual é
considerado toxico ao organismo levando a complica¢des do diabetes.

A presenca das flavonas escafosideo e isoescafosideo, com acdo inibitéria sobre a
enzima a-glicosidase, e a constatacdo de que o extrato acetato de etila apresentou acao
inibitoria superior a acarbose, justifica o uso popular da especie C. spiralis como

hipoglicemiante.
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Espécie Substancia Parte da Planta Extracéo Atividade Biol6gica Referéncia
Aferosideo A (3-O-{[ B-D-apiofuranosyl-(1-2)]-
[a-L-rhamnopyranosyl-(1- 4)]-B-D- Raiz Ciclohexano - LIN et al., 1996
glucopyranosyl}-25(R)-spirost-5-em-3p-ol
Anti-hiperglicémico
. . ANAGA et al.,
- Folha Metanol Abortivo no terceiro 2%0 4et a
trimestre de gravidez
Antidiabetico EZEJIOFOR et al.
- Folha Agquoso 2014 '
Hepatoprotetor
Costus afer Indolizina
2-metoxi-4vinilfenol
3-buten-2-one,4-(4-hidroxi-2,2,6 trimetil-7-
oxabiciclo [4.1.0] hepta-1yl)
Acido hexadecandico, metilo éster (éster metilico
de acido palmitico)
acido n-hexadecandico (palmitico)

10 Metil-metil-hexadecanoato Frag&o n-butanol ANYASOR et al

Folha - N

Acido 9,12-octadecandico, metilo éster (éster
metilico do &cido linoleico)
Acido 11-octadecenoico, éster metilico

Pitol
Acido octadecanoico, éster metilico
Acido oleico

9-octadecenal
Eicosano (&cido araquidico)
Acido Cis-vacénico

(metanol)

2014
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Espécie

Substéncia

Parte da Planta

Extracao

Atividade Bioldgica

Referéncia

Benzofurano, 2,3-di-hidro (coumaran)
2-metoxi-4vinilfenol (fenol)
Acido hexadecanoico, éster metilico de(éster
metilico de acido palmitico)
acido n-hexadecanoico ( acido palmitico)
acido cis-vacénico (6mega 7 de acido graxo)
Acido trans-13-octadecendico
Acido oléico (dmega 9 de 4cidos graxos)

Fracdo n-butanol

Costus afer Acido tiocianico, éster 2,4-dinitrofenil Caule (metanol) i ANYASOR et al., 2014
2-Metil-Z, Z-3, 13-octadecadienol
Acido 9-octadecendico (Z) -, 2-hidroxi-1-
(hidroximetil) etil éster
17-Pentatriacontene
Tricosane
Campesterol (ergost-5-en-3-Ol)
Estigmasterol (24- Etilcolesta-5,22-dien-3-ol)
] Metanol (fracdo An_t_|OX|dan,te. ANYASOR et, 2014
hexano) Antiiflamatoria
Etanol Antimicrobiana
Costus : Bulbo o TINTINO, 2013
arabicus Hexano Antifngica
Costus - Folha Etanol Antidiabética VISHNU, 2010
igneus
Quercetina g
Kaempferol Etanol Antidiabética KALAILINGAM, 2013
Costus Rizoma Eter de petrdleo Antidiabética
Igneus Diosgenina Reduz risco doenca

cardiovascular
Reduz colesterol ruim

KALAILINGAM, 2014
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Atividade

Espécie Substancia Parte da Planta Extracéo o Referéncia
Biologica

Aquoso, acetato
Folhas e calos de etila, acetona, Antidiabética SIDHU et al.,2014
- etanol

glicosideo metil-L-p3 — Folha
Arabinopyranose Metanol - SHINY et al., 2013

Kaempferol
3’,4’-di O-Me-quercetina
4’-0O Me-Kaempferol
Gentisico )
Acido 2,5-dihidroxi benzoico Agua _
0-CUMArico Folha Metanol Antidiabética | REMYAR. DANIEL M.,
Costus pictus Melilotic Eter 2012

a-resorcyclic
Acido 3-5-dihidroxi benzoico
Acido p-hidroxi benzoico
Acido cis e trans-p- curmarico

Oxido cis-linalol
Linalol
Propanoato de linalilo
Acido decandico
Benzoato de etil-etoxi

Acido dodecanoico - JOSE; REDDY, 2010
y-Eudesmol Caule
a-Eudesmol Folha Oleo essencial

Acido tetradecandico Rizoma
2,4-di-terc-butil fenol
Acido pentadecanoico
Acido hexadecanoico
Pitol
Acido 9,12-octadecadiendico
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Espécie

Substéncia

Parte da Planta

Extracao

Atividade Bioldgica

Referéncia

Costus pictus

Acido octadecandico
4-etoxi fenol
4-vinil-2-metoxi fenol
Isopitol
Etano 1,1-dietoxi
cis-3-hexenol
2-etoxi butano
2-pentanol
Tetradecano
B-lonone
o-lonone
n-nonadecano
Farnesil acetona
A-terpinol
9,12-octadecadien-1-ol

Caule
Folha
Rizoma

Oleo essencial

JOSE; REDDY, 2010

Aguoso

Hidroalcodlico

Folhas

Inibidor de proteases
do HIV

Antidiabética

Antioxidante

REGE et al., 2014
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Espécie

Substéncia

Parte da Planta

Extracao

Atividade Bioldgica

Referéncia

Costus speciosus

ou

Cheilocostus
speciosus

Tetradecil 13-metilpentadecanoato
Tetradecil 11-metiltridecanoato
Triacontanol

5a-stigmast-9(11)-en-34-ol
Acido triacontanoico
Acido 14-oxotricosanéico

Acido 14-oxoheptacosansico
Acido 14-oxo-octacosandico
Sitosterol
Diosgenina

Rizomas

Fracao
Hexano

GUPTA et al., 1986

24-hidroxitriacontan-26-one
24-hidroxihentriacontan-27-one
Metil triacontanoato
Diosgenina
Sitosterol

Raizes

Hexano

GUPTA et al., 1981

8-hidroxitriacontan-25-one
Me tritriacontanoato

Raizes

Hexano

GUPTA et al., 1982

6-metil dihidrofitilplastoquinona
Dihidrofitilplastoquinona
A-tocoferolquinona
5a-stigmast-9(11)-en-34-ol

Sementes

Hexano

MAHAMOOD et al.,
1984
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Atividade

Espécie Substancia Parte da Planta Extracéo Biologica Referéncia
Costus speciosus 3-O-{p-D-glicopiranosil (1—2)-a-L-
ou ramnmopiranosil (1—2) [a-L-ramnopiranosil x
(1—>4]jo]-ﬁ-D-gIi(copir;rgosil}-ZB-O-p(ﬁ-D- Sementes Meta’;)%'t/afr:gfao n- i SINGH: TOAKUR,
Cheilocostus glicopiranosil-22a-metoxi-25R)-furost-5-em-35,
speciosus 26 diol e 22-hidroxi.
2,3,4-tri-O-metil-1-raminose
2,3,4,6-tetra-O-metill-D-glicose
3,4,6-tri-O-metil-D-glicose Rizomas Metanol i TSCHESCHE;
4,6-di-O-metil-D-glicose PANDEY, 1978
2,3,4-O-metil-L-raminose
3,6-di-O-metil-D-glicose
- Folhas Metanol Anticancer NAIR, et al., 2014
Costunolide Antifangico DURAIPANDIYAN,
Eremanthin Rizomas Hexano Ariodants etal., 2012
Antidiabética ELIZA, etal.,2010
Tamarixetin- 3-O-neohesperidoside
Kaempferide 3-O-neohesperidoside
Quercetin 3-O-nechesperidoside
Costus spicatus Tamarixetin 3-O-4-D-glucopyranoside Folhas Metanol Anti-inflamatéria SILVA, et al., 2000
Kaempferide 3-O-4-D-glucopyranoside
Quercetin 3-O-4-D-glucopyranoside
Tamarixetin, Kaempferide, Quercetina
Anti-inflamatéria | SILVA; PARENTE,
Haste Agquosa Imunomodulatoria 2003
Metanol Analgésica QUINTANS JUNIOR,
- Folha et al.,2010
Partes aéreas Metanol Anti-inflamatéria

Hidroalcoolico

Antioxidante

GASPARRI, 2005
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Espécie Substéncia Parte da Planta Extracéo Atividade Bioldgica Referéncia

Hexano, acetato de

- Caules folhas flores etila, butanol

Antioxidante AZEVEDO, 2014

1,2-Ethanediol, monoacetate

1-tetradecanol
(-)- Elema-1,3,11(13)-trine-12-ol
(+)-beta-costol
Acido 4,7,10,13,16,19-
Docosahexacnoic
Metil éster
Naphtho[1,2-6]furan-3-one

2,3,3a,4,5,5a,6,7,9a,9b-decahydro-3,5a- Folh Etanol BHUVANESWARI, et
9-trimethyl-7,9a-peroxy ofhas ano i al., 2014
Eremanthin

Costus spicatus

5-(ethynyl) nona-1,8-dien-5-ol
Benzeneacetic acid
Alpha-bergamotene

1,2-Benzenedicarboxylic acid,
diisooctyl ester

Isolongifolene, 4,5-dehydro-

3,5-dihydroxy-7,4’-dimethoxyflavone
Kaempferol 3-O-neohesperidoside

ANTUNES, et al.,

Costus spiralis Kaempferide 3-O-neohesperidoside Folhas Metanol - 2000

Quercetin 3-O-neohesperidoside
Tamarixetin 3-O-neohesperidoside
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Espécie

Substancia

Parte da Planta

Extracéo

Atividade Biolbogica

Referéncia

Costus spiralis

Tujeno o
Pineno a
Canfeno
Pineno
Pineno-p
Limoneno
Perileno
Nonladienol
Netalactona
Lavandulil isobutanoato
Eudesma
Amorfeno
Selineno

Bracteas

Oleo essencial

RIBEIRO, 2013

(38,25R)-26-(5-D-glucopyranosyloxy)-22-
hydroxyfurost-5-en-3-yl O-D-apio-f-D-
furanosyl-(1—2)-O-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—4)]-8-D-
glucopyranoside

(34,25R)-26(p-D-glucopyranosyloxy)-22-
hydroxyfurost-5-em-3-yl O-D-apio-f-D-
furanosyl-(1—4)-O-[a-L-
rhamnopyranosyl-(1—2)]-4-D-
glucopyranoside

Rizomas

Metanol

Anti-inflamatoéria

DA SILVA,
PARENTE, 2003

Rizomas e raizes

Diclorometano

Antioxidante

HABSAH, et al., 2000

Metanol Antimicrobiana
Flavonoides C-glicosilados Folhas Etanol Anti-inflamatéria GARCIA, 2011
- Planta inteira Aquosa Antiurolitiaca VIEL, et al., 1999
Guaijaverina Folhas Metanol Antidiabética DUARTE, 2014
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Substancia

Parte da Planta

Extracéo

Atividade Biolbdgica

Referéncia

29- norcycloartanone (1)
B-amyrone (1)
Cycloartanone (1)
A-amyrone (1)

24-methylenecycloartanone (1)

24-methylpollinastanone (1)

29-norcycloartanol (1)
B-amyrin  (1e?2)
Cycloartanol (1e?2)

Cycloeucalenol (1e?2)

Cycloeucalanol (1e?2)
a-amyrin (1 e2)

24-methylenecycloartanol (1 e 2)
Pollinastanol (1)
24-methylenepollinastanol (1)

24-methylpollinastanol (1)
Cholesterol (1€ 2)

Brassicasterol (1 e 2)
Campesterol (1e?2)
Stigmasterol (1e?2)
Sitosterol (Le2)
Sitostanol (1 e 2)
7-oxocholesterol  (2)

7-oxocampesterol  (2)

7-oxostigmasterol  (2)
7-oxositosterol  (2)

Raizes (1) e partes
aéreas (2)

Metanol

BOME, et al., 1997




