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RESUMO

BARRETO, T. L. P. Estudo dos efeitos biolégicos do extrato aquoso da Costus spicatus.
2011. Dissertacdo (Pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas). Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco Brasil.

Costus spicatus (Jacq.), € uma espécie nativa encontrada em florestas costeiras do sul
do México, Yucatan e na Costa Rica, ao norte da Colémbia e no Brasil. Popularmente
conhecida como “cana do brejo” ou “cana-de-macaco”, esta planta é usada na medicina
popular para nefrite, disturbios renais e urolitiase; como diurético, para o controle da diabetes,
inflamacdo na bexiga, para anemia, febre e dores no figado; para hérnia, gonorréia, sifilis,
disenteria e também como laxante. Este estudo teve como objetivo realizar uma anélise
fotoquimica preliminar do extrato bruto aquoso (EBACS) da Costus spicatus assim como a
avaliacdo da toxicidade aguda (DL50) oral com a andlise histoldgica dos rins e figado,
potencial antiinflamatdrio, antioxidante e antimicrobiano. Na determinacdo da DL50, foram
utilizados camundongos Swiss e tratados com doses Unicas do EBACS (250mg/kg; 500
mg/kg; 1000 mg/kg),por via oral e observados por 48h; ap6s o tratamento foram retirados os
rins e figado para analise histologica. Quanto a avaliacdo da atividade antiinflamatoria foi
utilizado o modelo de edema de pata induzido por carragenina. A determinacdo do potencial
antioxidante foi avaliada pelo método do fosfomolibdénio; e a atividade antimicrobiano foi
analisado pelo método de difusdo em disco e pela determinagdo da concentracdo inibitoria
minima (MIC). Os resultados mostram a presenca de flavondides (quercertina e campferol) e
derivados cinamicos no EBACS. Néao foram observadas letalidade e sinais de toxicidade
aguda na DL50. A andlise histol6gica mostrou nos rins e no figado a presenca de infiltrado
inflamatdério. O EBACS nas doses de 50, 100 e 250 mg/kg mostrou um efeito inibitorio
significativo no edema de pata induzido por carragenina (42,46% na dose de 100 mg/kg e
46,15% na dose de 250 mg/kg) quando comparado com o percentual controle. A atividade
antioxidante total do extrato bruto aquoso apresentou uma atividade de 34,56 £ 3,81% em
relacdo a atividade do acido ascorbico. Nao foi observado atividade contra as diferentes cepas
pelo método de difusdo em disco, entretanto os valores na MIC variaram de 0,195 a 6,25
mg/ml. Conclui-se que o EBACS nédo possui toxicidade aguda por via oral e apresenta
propriedades antiinflamatorias, antioxidantes e antimicrobianas, sendo necessario estudos
complementares no sentido de extrair e/ou isolar as substancias que podem ser responsaveis
por essa atividade.

Palavras-chave: cana de macaco, antiinflamatdrio, toxicidade aguda, antioxidante,
antimicrobiano.
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ABSTRACT

BARRETO, T. L. P. Study of the biological effects of aqueous extract of Costus spicatus.
2011. Dissertacdo (Pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas). Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Recife, Pernambuco Brasil.

Costus spicatus (Jacg.) is a native species found in coastal forests of southern Mexico,
Yucatan and Costa Rica to northern Colombia and Brazil. Popularly known as "cana-do-
brejo" or "cana-de-macaco”, this plant is used in popular medicine for kidney stone, nephritis,
kidney disorders and urolithiasis; as a diuretic, for diabetes control, bladder inflammation, for
anemia, fever and pains in the liver; for hernia, gonorrhea, syphilis, colic, dysentery and also
as a laxative. This study aimed to perform a preliminary analysis photochemistry of aqueous
crude extract (EBACS) Costus spicatus well as the evaluation of oral acute toxicity (LD50),
anti-inflammatory, antioxidant and antimicrobial potential. In determining the DL50, Swiss
mice were used and treated with single doses of EBACS (250mg/kg, 500 mg / kg, 1000 mg /
kg) orally and observed for 48 hours; after treatment were removed from the kidneys and liver
for histological. Regarding the evaluation of antiinflammatory activity, we used the model of
paw edema induced by carrageenin. The determination of antioxidant potential was evaluated
by the phosphomolybdenum assay, and the antimicrobial activity was examined by the disk
diffusion method and by determining the minimum inhibitory concentration (MIC). The
results show the presence of flavonoids (Quercetin and kaempferol) and cinnamic derivatives
in EBACS. There were no signs of toxicity and lethality by DL50. The results showed
histological sections of kidneys and liver with inflammatory infiltrate. The EBACS at doses
of 50, 100 and 250 mg/kg showed a significant inhibitory effect on paw edema induced by
carrageenan (42,46% in dose of 100 mg/kg and 46,15% in dose of 250 mg/kg) compared with
the percentage control. Total antioxidant activity of crude aqueous extract showed an activity
of 34.56 + 3.81% compared to the activity of ascorbic acid. No activity was observed against
different strains by disk diffusion method, but the MIC values ranged from 0.195 to 6.25
mg/ml. We conclude that the EBACS has no acute oral toxicity and has anti-inflammatory
properties, antioxidants and antimicrobial properties, necessitating further studies in order to
extract or isolate the substance that may be responsible for this activity.

Keywords: cana de macaco, inflammatory effects, toxicity, antioxidant, antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

A relacdo entre o conhecimento popular e cientifico pode ser enquadrada dentro de
uma mesma discussdo. O conhecimento popular é fundamentado em bases empiricas e em
resultados praticos, que contribuem para a solucdo de problemas do cotidiano, se contrapondo
ao conhecimento cientifico, o qual se fundamenta em teorias comprovadas experimentalmente
através de métodos validados pela comunidade cientifica. Por outro lado, tem-se nos estudos
das plantas medicinais o estabelecimento de uma relagéo racional entre 0 uso das mesmas e a
cura das doencas por meio de substancias bioativas obtidas das plantas (CASTRO &
FERREIRA, 2001).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude - OMS, 80% da humanidade
dependem da medicina tradicional para tratamento de doengas. Isto corresponde a
aproximadamente cinco bilhGes de pessoas, e ainda 85% desta medicina tradicional envolvem
0 uso de extratos vegetais (SANTOS, LIMA & FERREIRA, 2008).

As estimativas nacionais apontam que 82% da populagéo brasileira utilizam produtos
a base de ervas, e o setor fitoterapico conta com duzentas empresas movimentando em torno
de 400 milhGes de dolares, o que representa 6,7% das vendas de medicamentos em toda sua
cadeia produtiva, e emprega mais de cem mil pessoas no pais, sendo um mercado promissor e
em franca expanséo (ALVES et al., 2008).

Os medicamentos fitoterapicos possuem grande importancia no mercado farmacéutico
europeu, respondendo por 24% do mercado total de medicamentos de venda livre (OTC —
Over the Counter). Somente na Alemanha, o faturamento dos medicamentos fitoterapicos foi
de US$ 2,7 bilhdes em 2001 (participacdo de 39,7%), seguido pela Franca, com faturamento
de US$ 1,6 bilhdes (participacdo de 23,5%), de acordo com Silva (2002).

Pode-se considerar como planta medicinal aquela planta administrada sob qualquer
forma e por alguma via ao ser humano, exercendo algum tipo de acdo farmacoldgica, ou se é
precursora para semi-sintese quimica/farmacéutica ou, ainda, se é utilizada de forma correta e
atende as recomendacGes da OMS quanto ao seu aproveitamento nos sistemas de Saude
Publica, diminuindo os custos e ampliando os beneficios a paises em desenvolvimento
(SILVA & CARVALHO, 2004; CALIXTO, 2000; MATOS, 1999).

Em todo o mundo, apenas 17% das plantas tem sido estudadas quanto ao seu emprego
medicinal e, na maioria dos casos, sem grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos,

farmacoldgicos e toxicoldgicos. Esses dados demonstram o enorme potencial das plantas para
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a descoberta de novos fitoterapicos e fitomedicamentos (HOSTETTMANN et al., 2003;
NODARI & GUERRA, 1999; CRAGG & NEWMAN, 1999; HAMBURGER et al., 1991).

Existem entre cento e vinte mil (Di stasi et al., 1994) e duzentas mil (Martins et al.,
2000) espécies vegetais no Brasil, sendo provavel que, pelo menos, a metade possua
propriedade terapéutica Util a populacdo. Contudo, por falta de apoio e investimento do poder
publico apenas 1% teve suas propriedades medicamentosas estudadas; apesar da importancia
para a segurancga nacional e para preservacao dos ecossistemas onde ocorrem (MARTINS et
al., 2000).

O emprego das plantas medicinais na recuperagdo da satde tem evoluido ao longo dos
tempos, desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente utilizada pelo
homem das cavernas, até as formas tecnologicamente sofisticadas da fabricacdo industrial,
utilizada pelo homem moderno. No final do século XIX, com o advento da sintese quimica,
iniciou-se uma fase de desenvolvimento vertiginosa. Na década passada, consequentemente,
varias pesquisas tém enfocado na avaliagdo cientifica de drogas tradicionais de plantas
(LORENZI & MATOS, 2002; GROVER, YADAYV, 2004).

Dos medicamentos produzidos nos paises do primeiro mundo, 60% s&o originados de
sintese e os demais 40% sdo procedentes de recursos naturais (30% de plantas e 10% de
animais e microorganismos). Essa distribuicdo pode variar dependendo do local: nesse
periodo em que os dados foram obtidos, 82% da populacdo da Franga utilizavam
medicamentos naturais e na Alemanha os fitoterapicos correspondiam a cerca de 50% dos
medicamentos adotados pelo receituario medico (CALIXTO, 2005).

Aproximadamente 80% da populagéo brasileira ndo tém acesso aos medicamentos
mais essenciais. Como as plantas medicinais apresentam maior facilidade quanto ao acesso,
custo e manipulacdo, passam a atuar como a primeira ou talvez Unica escolha ao acesso a
saude. O fator que favorece a area de produtos naturais, no Brasil, € o conhecimento
etnoboténico e etnofarmacologico da populagdo brasileira, com a miscigenagao tendo sido um
fator primordial para este conhecimento. Negros e europeus trouxeram para o Brasil o seu
conhecimento sobre o uso de plantas, o qual somou ao dos indios. A difusdo desse
conhecimento no seio da populacéo facilita a aceitacdo popular de fitoterapicos e a aderéncia
terapéutica. Entretanto, existe um elevado grau de internacionalizacdo da industria
farmacéutica: algo como 70% das vendas pertence a empresas estrangeiras (GALLOTE,
RIBEIRO, 2005).

14
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O ministério da Salde estabeleceu a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satide (SUS), que trata da implementacéo de
acoes e servicos relativos a praticas medicinais complementares, dentre elas a fitoterapia. Essa
politica tem um papel importante na saude publica brasileira, pois fortalece e amplia as ac6es
voltadas para a utilizacao racional das praticas complementares (BRASIL, 2006).

As pesquisas sistémicas para a obtencdo de novas substancias com finalidade
terapéutica podem ser executadas por meio de varios processos, entre 0s quais 0S mais
utilizados séo: a sintese de novas moléculas; a modificacdo molecular de substancias naturais
e/ou sintéticas com propriedades farmacologicas definidas; a extracdo, isolamento e
purificacdo de novos compostos de fontes naturais, especialmente de origem vegetal, que se
caracteriza como uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas como
medicamento. As plantas medicinais devem ser consideradas ndo apenas como matéria-prima
para a descoberta de novas moléculas, mas também como um recurso natural potencialmente
ativo na forma de fitoterapicos padronizados e eficazes (DI STASI, 1996).

Diante dos fatos comentados, o referido projeto vai trazer a comunidade informacoes e
conhecimentos de cunho cientifico, necessarios para uma correta utilizacdo das plantas
medicinais, visando proporcionar a comunidade uma forma acessivel e segura de auxiliar no

tratamento de doencas, promovendo assim uma melhora na qualidade de vida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

A utilizacdo das plantas medicinais no Brasil teve inicio com seus primeiros
habitantes, os grupos indigenas, que utilizavam as espécies nativas e faziam uma selecdo das
plantas que serviam para curar doencas, distinguindo-as das venenosas. Com o descobrimento
do nosso pais, surgiram novas plantas trazidas de varios paises como Europa, Asia, india,
Africa, que hoje fazem parte da nossa flora, constituindo desta forma as plantas denominadas
exoticas (BRITO, 2009).

As pessoas tendem a utilizar uma grande diversidade de plantas oriundas de diversos
sitios ecoldgicos naturais ou manejados pelo homem, tais como areas de vegetacdo nativa,
zonas antropogénicas e totalmente descaracterizadas, e também os quintais. A preferéncia por
determinada fonte de recurso pode refletir os aspectos socio-culturais da comunidade, bem
como as modificacdes antropicas do ambiente. Diversos trabalhos etnobotanicos retrataram o
uso de plantas medicinais, tanto nativas quanto cultivadas, em diferentes regides brasileiras,
como na Amazonia, na Floresta Atlantica, em comunidades rurais e urbanas do interior do
Brasil (SILVA, 2008).

Foi evidenciado também que o uso das plantas faz parte da rotina da maioria das
populacbes, desde aquelas que ainda mantém costumes antigos até o homem atual que tem
acesso aos grandes avangos tecnoldgicos. Assim pdde-se perceber que grande parte da
populacdo do assentamento Ezequias dos Reis, por exemplo, faz uso de plantas medicinais
quando necessitam, o que se torna um habito, j& que essa populacdo é carente e ndo tem
atendimento médico-hospitalar no assentamento. Com isso, as plantas medicinais tornaram-se
de extrema importancia para essa populacdo no que tange ao atendimento basico. Observou-se
também que, ainda hoje, a transmissdo do conhecimento popular sobre o uso de plantas é
necessaria, para que novas geracdes também herdem essa cultura que € milenar e tdo
importante, ndo s6 para 0 homem do campo, mas para 0 homem urbano (SILVA, 2006).

Em estudo realizado sobre o comércio informal de plantas medicinais em Goiania e
cidades vizinhas, durante as entrevistas, 0s raizeiros afirmaram que os conhecimentos sobre as
plantas medicinais foram adquiridos pela vivéncia com parentes (pais, av0s) que as

empregavam em uso proprio ou para curar outras pessoas, sendo que alguns admitiram fazer a
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consulta a livros sobre o assunto. Foi constatado que para a maioria deles, predomina a idéia
das plantas atuarem apenas como medicamento, sem, contudo mencionarem qualquer efeito
adverso ou condicdo imprépria para a utilizacdo de uma planta ou garrafada. Também ficou
demonstrado um desconhecimento total dos riscos das misturas “milagrosas” preparadas com
um numero muito grande de plantas, algumas vezes 30 plantas (TRESVENOL, 2006).

Com maior freqliéncia, as pesquisas etnobotanicas além de abordarem popula¢Ges
tradicionais, como indigenas e caicaras, também se concentram em populacGes de cidades e
de pequenos nucleos urbanos com origem rural. Nestas populacdes, tem sido observada a
utilizacdo das plantas como um dos poucos recursos terapéuticos para tratar suas doencas
mais freqlientes. Apesar do sistema de salde oficial gratuito atualmente estender-se a zona
rural, ele ndo consegue atender de forma adequada a demanda e estas populacdes ndo tém
poder aquisitivo suficiente para pagar um profissional de saude. Alem disso, medicamentos
industrializados sdo caros e as pessoas se rendem a facilidade de se obter as plantas
medicinais, que muitas vezes sdo cultivadas nos quintais de suas casas (PILLA,2006).

Para o estado de Pernambuco, os estudos etnobotanicos ainda séo escassos, apesar de
haver esforcos nesse sentido. Os mesmos enfocam geralmente a utilizacdo de plantas

medicinais e/ou ritualisticas em areas de caatinga (TEIXEIRA, 2006).

2.2 Costus spicatus

A familia Costaceae pertence a ordem Zingiberales, que consiste de oito familias de
monocotiledéneas: Zingiberaceae, Ostaceae, Marantaceae, Cannaceae, Lowiaceae,
Musaceae, Heliconiaceae e Strelitziaceae (Nakai, 1941; APG II, 2003; Judd et al., 2009).
Quatro géneros constituem a familia Costaceae: Costus, Monocostus, Dimerocostus e
Tapcinochielas, os quais sdo encontrados em areas tropicais e subtropicais através do Novo e
do Velho Mundo, em florestas pluviais e outros ambientes imidos (STEVENSON, 2004;
ARAUJO, 2007).

Plantas da familia Costaceae ja podem ser encontradas no comércio, sendo suas
inflorescéncias utilizadas em arranjos florais. Atualmente, dentre os quatro géneros citados,
sem davida, o mais importante comercialmente é o Costus, com 125-175 espécies de
distribuicdo pantropical, mas a maioria de suas espécies ocorre nos Neotropicos (CASTRO,
1995; ARAUJO, 2007).

O género Costus é composto por plantas altas ou acaulescentes (Wanderley et al.,

2003). Suas folhas sdo distribuidas em arranjos espirais ao redor do caule e as inflorescéncias
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sdo estrobilaceas a capitadas, terminais em uma haste enfolhada ou em uma haste separada,
curta, sem folhas. As brécteas possuem coloracdo verde, amarela ou alaranjada a
avermelhada; s@o coriaceas, frequentemente providas de apéndices foliaceos de cor vermelha
ou verde. A corola pode apresentar coloracdo branca, amarela, alaranjada ou vermelha. As
sementes sdo pretas ou marrons brilhantes (Criley, 1995); no entanto, a maioria das espécies
multiplica-se facilmente por estacas e por divisdo de touceira (LORENZI & SOUZA, 1999).

Algumas espécies de Costus, além de serem cultivadas como ornamental, tanto para
jardins como para producdo de flor de corte podem ter suas folhas, hastes e rizomas
empregados na medicina tradicional, como é o caso de C. spiralis (Jacq.) Roscoe, C.
cuspidatus (Nee&Mart.) e C. spicatus (Jacq.). As preparacdes sdo atribuidas propriedades
depurativas, adstringentes e diuréticas. Informacdes etnofarmacologicas registram o uso das
raizes e rizomas como diuréticos, tdnicos, enquanto o extrato da haste diluido em agua tem
uso contra gonorréia, sifilis, nefrite, laxante, problemas de bexiga e diabetes, embora a
eficacia e seguranca de seu uso ainda ndo tenham sido confirmadas experimentalmente. Em
sua composicao quimica é registrada a presenca de inulina, acido oxalico, taninos, sistosterol,
saponinas, sapogeninas, mucilagens e pectinas, sendo que uma ou mais saponinas tém a
glicona diosgenina, que é uma substancia usada como matéria prima importante para a sintese
de hormdnios esteroidais. Além das propriedades medicinais, espécies de Costus também
podem ser usadas como alimento, como por exemplo, os rizomas de Costus speciosus
(Koenig) que sdo consumidos pelos indianos (LORENZI & MATOS, 2002; LIN, HANQUET
& DUBOIS, 1996; SILVA, BERNARDO & PARENTE, 2000; CORREA, 1984; VIMALA &
NAMBISAN, 2005).

A Costus spicatus (Jacq), popularmente conhecida como “cana-de-macaco” ou “cana
do brejo” (Fig.1), é uma planta herbacia, de haste dura, com folhas alternas, invaginantes,
verde-escuras, com bainha pilosa e avermelhada nas margens. Suas flores sdo amarelas com

bracteas cor de carmim.
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Figura 1: Haste e Flor da Costus spictus (http://pokoklandskap.blogspot.com/2010/03/costus-

spicatus-pokok-lipstik-landscape.html)

Em estudo realizado na Escola Superior Sdo Fransisco de Assis — ESFA, em Santa
Teresa, no Espirito Santo, é tida como depurativa, adstrigente, diurético, diaforético; utilizado
na gonorréia, sifilis e nefrite; para picadas de insetos, diabetes, problemas de bexiga, irritacdes
vaginais, leucorréia, colicas, disenteria e também como laxante (GALLOTE, 2005).

Na Unidade de Saude Publica de Santa Teresa e Marilandia-ES, € utilizada como
diurético, para tratar cistite e afeccdes dos rins de modo geral (Taufner, 2006). E utilizada
para afecgdes dos rins de modo geral também no municipio de Santa Bérbara do Pard, estado
do Para. E utilizada para calculo renal no municipio de Rio das Pedras, Mangaratiba, Rio de
Janeiro (Medeiros, 2005). Em Quissama, Estado do Rio de Janeiro, é utilizada para dor no
figado, antiurolitica assim como citoestitica (LEAO, FERREIRA & JARDIM 2007;
BOSCOLO, 2008).

Em estudo realizado na area urbana do municipio de Bandeirantes-PR, € indicado em
afeccOes dos rins de modo geral (Lima, 2007). Tem ainda indicacdo para leucorreia, além de
ser antifungico (Fenner, 2006). O rizoma da planta Costus spicatus (Jacq) é utilizada para o
tratamento das reclamacdes da bexiga e uretra e para expelir pedras nos rins. Uma infusdo da
parte aérea é utilizada para o tratamento de constipacdes, dor na garganta, disenteria e diarreia
(SILVA, BERNARDO & PARENTE, 2000; SILVA & PARENTE, 2003).
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A Costus Spicatus estd relacionada como uma das principais plantas medicinais
utilizadas em trabalho que teve como objetivo determinar as relacGes entre comunidades e
vegetacdo na Zona da Mata de Pernambuco. Dessa forma, foram selecionadas para o estudo
de comunidades situadas na Regido Metropolitana do Recife (RMR), Zona do Litoral-Mata de
Pernambuco, por estarem proximas a Unidades de Conservagao (UC) (SILVA, 2005).

Anélise fotoquimica do rizoma e folhas mostraram a presenca de flavondides
(Williams & Harbone, 1977), glicosideos e flavonoides (Silva, Bernardo & Parente, 2000),
saponinas e sapogeninas (Silva, Bernardo & Parente, 1999a, 1999b). Foi também evidenciada
atividade contra bactérias: Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cerues Shigella sonnei,
Salmonella enterica sorovar typhimurium (Bouzada, 2007). Flavonéides exibiram
propriedades anti-inflamatorias (Silva, Bernardo & Parente, 2000) e também demonstraram
atividade inibitoria da producdo do 6xido nitrico por macrofagos ativados (Silva, Bernardo &
Parente, 2000). Recentemente, saponinas isoladas do rizoma da planta mostraram um leve
efeito hemolitico (SILVA & PARENTE, 2003).

Conforme Silva & Parente (2003), polissacarideos extraidos da espécie inibiram a
permeabilidade capilar e demonstraram atividades estimulantes da fagocitose. O extrato
metandlico demonstrou atividade antinoceptiva e efeito antiinflamatorio em roedores (Quintas
Junior et al., 2010). O extrato aquoso, em ratos normotensos nao-anestesiados, induziu
hipotensdo associada a taquicardia. Em anéis intactos ou sem endotélio da artéria mesentérica
superior de rato, provocou relaxamento do tonus induzido por fenilefrina. Demonstrou
também baixa toxicidade aguda em camundongos (MENEZES, et al.,2007)

Podem ser consideradas como fontes de suplementacdo dos metais cobre, ferro e
zinco, ao se comparar com outras fontes de alimentos de origem vegetal (Andrade, Alves &
Takase, 2005). Em estudo realizado com o rizoma da Costus spicatus sobre a modulacdo das
bombas de sodio por saponinas estereoidais, descobriu-se que elas inibem especificamente a
atividade do trocador Na“-ATPase (Souza, 2004). Além de sido relacionada com o tratamento
empirico de doencas com sintomatologia de cancer e esta entre as principais plantas relatadas
como hipoglicémica, utilizada no tratamento da diabetes, no México (ALONSO-CASTRO et
al., 2011; ANDRADE-CETTO & HEINRICH, 2005 ).
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2.3 Inflamacéo

A primeira defesa do organismo a um dano tecidual é a resposta inflamatoria, um
processo biolégico complexo que envolve componentes vasculares, celulares e uma
diversidade de substancias solUveis, além de apresentar como sinais clinicos caracteristicos
rubor, calor, edema, dor e prejuizo funcional (Cruvinel et al., 2010) (Fig.2). Este processo
fisiolégico envolve uma acdo coordenada entre o sistema imunoldgico e o tecido no qual
ocorreu a leséo.

A resposta inflamatéria é essencial para a sobrevivéncia, tentando proteger o
organismo de estimulos nocivos (Cotran et al., 2000). Durante a inflamacéo, varios sistemas
bioquimicos, como cascata do Sistema Complemento e da coagulacdo, séo ativados,
auxiliando no estabelecimento, evolugdo e resolugdo do processo. Adicionalmente,
substancias sollveis de meia-vida curta sdo liberadas, exercem sua agdo e sdo degradadas. A
finalidade desse processo é a mobilizacdo das defesas corporais, com o intuito de remover o
estimulo indutor da resposta, neutralizando e/ou destruindo o agente causador da lesdo celular
(microorganismo, toxina) e as conseqiiéncias dessa lesdo, como células e tecidos necrosados
(Pereira et al., 1998; Storey & Jordan, 2008); e iniciar a recuperacdo tecidual local, através de
um processo de regulacdo que mantenha o equilibrio das diversas fungdes e composicoes
quimicas do corpo (SANTOS JUNIOR, 2003).

As causas para as reacOes inflamatdrias sdo muito variadas, entretanto 0s mecanismos
de surgimento deste processo sdo comuns. As causas podem ser classificadas em: endégenas e
exogenas. As enddgenas seriam aquelas derivadas de degeneracdes ou necroses tissulares e as
derivadas de alteragdes na resposta imunoldgica (por imunocomplexo ou autoimune).
Enquanto que as exogenas poderiam ser causadas por agentes fisicos (calor e frio;
eletricidade, radiacGes; sons e ultra-sons, magnetismo, gravidade, traumas mecénicos e
atritos) e agentes quimicos (inorganicos e organicos), ou até mesmo agentes bioldgicos,
infecciosos ou parasitarios, como por exemplo fungos, bactérias, virus ou protozoarios
(BALBINO, PEREIRA & CURI, 2005).

O processo inflamatorio caracteriza-se pela sua complexidade e dinamismo, sendo
multimediado com a participacdo de eventos interdependentes, podendo manifestar-se de
forma diversa tanto no tocante a duragcdo quanto na intensidade da resposta inflamatdria, que
por sua vez depende do tipo de injuria ou estimulo nocivo (WERNER & GROSE, 2003).

A resposta inflamatdria aguda € um tipo de resposta relativamente inespecifica e suas

funcbes mais importantes estdo relacionadas com a eliminacdo dos tecidos mortos, protecédo
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contra infec¢Bes locais, assim como, permitir o acesso do sistema imune & area danificada.
Havendo persisténcia do agente lesivo, inicia-se a inflamagdo crénica; nesse processo ha
destruicdo continua dos tecidos e tentativas de cicatrizacdo, por reparo fibroso, além de
respostas imunes concomitantes (STEVENS & LOWE, 1998).

Na inflamacdo aguda, predominam elementos da resposta imune inata e as principais
células envolvidas sdo os neutrofilos e macrofagos. Na inflamacéo cronica, em geral
ocasionada por persisténcia do estimulo toxico, o processo inflamatorio se mantém e sofre
alteracdes qualitativas, caracterizadas por mudanca progressiva nos elementos celulares e
soltiveis que infiltram o tecido. A permanéncia do agente lesivo leva a cronificacdo do
processo, havendo concomitancia de destruicdo e reparo tecidual. Na inflamagéo cronica, o
tecido apresenta caracteristicamente um infiltrado constituido por células mononucleares
(mondcitos, macrofagos e linfdcitos), sinais de angiogénese e fibrose (CRUVINEL et al,
2010).

Muito embora esse mecanismo de defesa seja benéfico, efeitos indesejaveis sdo
comuns. Estes sdo ocasionados por uma resposta excessiva que pode causar lesdo tecidual
progressiva; em alguns casos a utilizacdo de farmacos antiinflamatorios ou imunossupressivos

podem ser necessarios para modular o processo antiinflamatério (CECCON & VAZ, 2004)

2.3.1 Dinamica da inflamacgéo

A principio, desenvolve-se a fase vascular da inflamagdo, caracterizada por
vasodilatacdo, que confere o aspecto avermelhado ao tecido e o calor a regido, bem como, 0
aumento da permeabilidade vascular. Esses eventos facilitam a passagem de proteinas
plasmaticas para o tecido, carreando, conseqiientemente, uma grande quantidade de agua, o
que origina o edema.

A fase celular ocorre concomitante a fase vascular, devido as alteracbes do fluxo
sanguineo. Nesta fase, verifica-se a marginalizacédo leucocitaria no leito vascular e a passagem
destes para o tecido através de diapedese. O tipo celular predominante nesta fase sdo células
polimorfonucleares (neutrdfilos, eosinofilos e basoéfilos), quando diante de um processo
inflamatdrio agudo, ou de células mononucleares (mondcitos e linfécitos), em um processo
inflamatdrio crénico. Outras células tais como as células endoteliais, macrofagos, mastécitos

e plaquetas podem estar envolvidas (LEES et al., 2004).
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Os leucdcitos sdo atraidos ao local da lesdo por mediadores inflamatérios com
atividade quimiotatica, denominados mediadores quimicos (Werner e Grose, 2003). A
migracdo leucocitaria para dentro dos tecidos é essencial para a defesa contra patdgenos e
antigenos estranhos ao organismo. No entanto, este mesmo fendmeno pode produzir
inflamacdo inapropriada e destruicdo tecidual em varios tipos de doencas inflamatorias
crbnicas, agudas e auto-imunes (JAAKKOLA et al., 2000).

A ativacdo leucocitaria, liberacdo de radicais livres, proteases, metabolitos do acido
aracdonico, citocinas inflamatdrias e antiinflamatorias liberadas no local inflamado podem
induzir a secrecdo de quimiocinas e substancias imunomoduladoras pelas células endoteliais,
epiteliais e células intersticiais, criando uma resposta inflamatoria local exacerbada
(AGOURIDAKIS et al., 2002).

2.3.2 Mediadores da inflamacéo

A resposta inflamatdria é iniciada pela liberacdo de mediadores quimicos pelo tecido
destruido, antigenos e proteinas do sistema complemento. Macréfagos e neutréfilos migram
rapidamente para o sitio da agressao e la iniciam o processo de fagocitose com a producéo de
diversos mediadores com o0 objetivo de atrair outros leucocitos e amplificar a reposta
(DEMPSEY, VAIDY &, CHENG, 2003).

Seus sinais e sintomas sdo produzidos através de mediadores quimicos constituindo
uma “orquestra bioldgica”. Vérios tipos de células sdo ativadas nos tecidos danificados ou
infectados, promovendo a liberacdo de diversos mediadores, incluindo fatores de crescimento,
citocinas, quimiocinas, eicosanoides, aminas biogénicas e neuropeptideos. No local da
inflamacdo, esses mediadores tém efeitos vasculares, promovendo a vasodilatacdo, a estase
vascular e 0 aumento da permeabilidade capilar; garantem também a migracdo de leucdcitos
da circulacdo para o tecido inflamado e coordenam ainda as variadas respostas de defesa local
(ROTH et al., 2009).

Podem ser classificados de acordo com sua fungdo: aqueles com propriedades
vasoativas e propriedades de contragdo dos musculos lisos, tais como a histamina,
prostaglandinas, leucotrienos e o fator de ativacdo das plaquetas (FAP); com fatores
quimiotaticos, tais como os fragmentos do complemento (C5a) e citocinas (IL-8); proteases

do plasma capazes de ativar o complemento e os componentes do sistema de coagulacdo, bem
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como, moléculas reativas e citocinas liberadas dos leucocitos que, uma vez liberadas para o
meio extracelular, sdo capazes de danificar o tecido adjacente (PORTH & KUNERT, 2004).
Mediadores quimicos tém diferentes origens no organismo e exercem funcdes diversas
na cascata inflamatoria, podendo ser provenientes de células - histamina, serotonina, enzimas
lisossomais, prostaglandinas, leucotrienos, fatores ativadores de plaquetas, citocininas, nitrato
e Oxido nitrico e/ou mediadores provenientes do plasma - o complemento, as cininas
bradicinina e os fatores de coagulacdo (CUZZOCREA, 2005; WANG, ALJAROUDI &
NEWBY, 2005; SARKAR & FISHER, 2006; SPINOSA et al., 2006; GILMAN et al., 2006).

2.3.3 Terapéutica antiinflamatoria

Os eventos seguintes das interagdes humorais/celulares s&o importantes para a
iniciacdo e propagacdo da resposta inflamatdria e podem ser responsavel por injdrias teciduais
(Strieter, Kunkel, 1994). Por fim, o 6rgdo pode sofrer lesdo funcional grave. A terapéutica
antiinflamatdria nestes casos é essencial.

A terapia antiinflamatdria atual baseia-se na necessidade de controlar os sinais
cardinais da inflamag&o. A maioria dos antiinflamatdrios estudados sdo chaves de bloqueio ou
antagonismo de vias de mediadores pré-inflamatorios, os quais estdo envolvidos na iniciacdo
de uma resposta inflamatoria aguda (SERHAN et al., 2007).

Nas ultimas décadas tem-se verificado o crescimento dos conhecimentos tanto do
processo inflamatorio em si como de potenciais substancias que possam, de alguma forma,
interferir com o mesmo, muitas delas de origem vegetal. Muitos metabodlitos secundarios
derivados de plantas ja foram identificados por interagirem direta ou indiretamente com o0s
mediadores inflamatorios, como os metabdlitos do acido araquidodnico, peptideos, citocinas,
aminoacidos excitatorios, entre outros; por participarem da producdo de segundos
mensageiros (GMPc, AMPc, cinases de proteinas, calcio), com fatores de expressdo ou de
transcricdo (AP-1, NF-K4) e por intermediarem a expressdo de moléculas pré-inflamatorias
como NO sintetase (NOS) indutivel, COX- 2, citocinas (IL-1&, TNF-4), neuropeptideos e
proteases (CALIXTO, OTUKI & SANTOS, 2003).
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2.4 Radionuclideos, radiofarmacos e radiobiocomplexos

Os radionuclideos, quando utilizados na &rea biomédica, tém possibilitado a
elucidacdo de inimeros fendmenos que ocorrem nos seres vivos, inclusive no homem, os
quais séo utilizados na medicina nuclear como fonte de radiagdo e como tragadores (Perkins
& Frier, 1999; Saha, 2004). No primeiro caso, 0 material bioldgico recebe apenas as radiacdes
emitidas pelo radionuclideo usado; no segundo, sdo administrados como radiofarmacos
(radiobiocomplexos), que sdo ceélulas ou moléculas marcadas com o radionuclideo,
amplamente utilizadas em medicina nuclear, para diagndstico e para terapia (Perkins & Frier,
1999; Van de Wiele et al., 2003, Saha, 2004), através da obtencdo de imagens, SPECT
(Single Photon Emission Computed Tomography) ou PET (Positron Emission Tomography).
A utilizacdo em medicina nuclear é interessante pelo fato das doses administradas em
diagndstico acarretarem uma baixa exposi¢do do paciente e produzirem imagens de excelentes
qualidade (Propper et al, 2003), permitindo avaliar a morfologia e a fisiologia do 6rgéo
estudado (HLADIK & SAHA, 1987).

Logo, os radiofarmacos em Medicina Nuclear sdo utilizados para obtengdo de imagens
com seletividade por um 6rgdo e/ou sistema e a radiacdo emitida é captada externamente,
transformada ou registrada em papel, filme ou monitor de video (Saha, 2004). A escolha de
um radionuclideo para uso na medicina nuclear depende de varios fatores fisicos como: a
meia vida fisica, a meia vida efetiva, a energia da radiacdo emitida e o tipo de decaimento
(KNOLL, 1989).

Existem duas fontes principais para a producdo de radionuclideos. A fonte primaria
que consiste na producdo direta de radionuclideos através de reatores nucleares e aceleradores
de particulas e a fonte secundaria que consiste no método indireto através dos geradores de
radionuclideos. A importancia dos geradores de radionuclideos consiste no fato de que eles
sdo facilmente transportados, ocupam pouco espaco €, ao contrario dos reatores e aceleradores
de particulas, podem ser instalados facilmente em clinicas, hospitais ou centros diagnosticos.
Um gerador é construido com base na relacdo entre o decaimento de um radionuclideo pai
(meia vida longa) e o aumento de um radionuclideo filho (meia vida curta). O radionuclideo
filho é separado do radionuclideo pai como resultado de suas diferencas quimicas. O mais
importante e mais utilizado é o gerador molibidénio-99/tecnécio-99m (99Mo/**™Tc) (Figura
2) (EARLY & SODEE, 1995; OWUNWANNE, 1995; SAHA,1998).
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Figura 2: Gerador molibidénio-99/tecnécio-99m.
Fonte: http://www.fsc.ufsc.br/~canzian/imagem/abril-08-gerador-de-tecnecio.html

2.4.1 Tecnécio-99m

O radionuclideo Tecnécio-99m (*™Tc) é amplamente utilizado para obtencéo de
imagens cintilograficas na medicina nuclear tipo SPECT (single photon emission computed
tomography) (Tahmasebi et al., 2005; Duvall et al, 2006). E um dos is6topos do elemento
tecnécio, que é classificado como um metal de transicdo do grupo VII. (KOWALSKY &
PERRY, 1987).

A relevancia do *™Tc para a Medicina Nuclear deve-se a uma série de caracteristicas
de natureza quimica, fisica, econdmica, médica e ambiental. E um radionuclideo artificial
originado da desintegracdo do molibdénio-99, um isotopo proveniente da fissdo nuclear do
uranio. E obtido com tecnologia desenvolvida no Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares da Comissdo Nacional de Energia Nuclear do Brasil, que o distribui para todos os
Servicos de Medicina Nuclear do pais, tornando sua disponibilidade de baixo custo, e com
atividade diluida (BERNARDO-FILHO et al, 2005).

Apresenta uma meia vida de 6,01 horas, emite energia da radiagdo gama e energia de
radiacdo de 140 keV. Por apresentar caracteristicas como alta disponibilidade, facilidade de se
ligar as hemacias, possibilidade de marcar espécies bioldgicas e estruturas celulares ou

moleculares, baixo custo e impacto ambiental desprezivel, tornou-se o is6topo mais utilizado

26


http://www.fsc.ufsc.br/~canzian/imagem/abril-08-gerador-de-tecnecio.html
http://www.getpdf.com

BARRETO, T. L. P. Estudo dos efeitos hiolégicos do extrato aquoso da Costus spicatus.

na marcacdo de radiof&rmacos em Medicina Nuclear (EARLY & SODEE, 1995;
OWUNWANNE, PATEL & SADEK, 1998; OLIVEIRA ET AL, 2006).

E amplamente utilizado em estudos estaticos e dindmicos por meio de cintilografia.
Tem tendéncia a se acumular onde existe uma excessiva neovascularizacao, exemplo disso, 0s
tumores cerebrais. Apds administracdo na corrente circulatoria, seu tempo de permanéncia no
sangue permite estudos de hemodinidmica, de lesdes organicas e estudos vasculares. E
também largamente utilizado no diagnostico de doencas dos rins, bexiga, figado, pulmdes,
intestinos, 0ssos, tiredide, fluxo sanguineo, coracdo, e outros 6rgdos (SAMPSON, 1996;
BRITTO et al., 1998).

2.5 Radicais livres e oxidantes

Os radicais livres sdo moléculas ou atomos que possuem a capacidade de existir
independentemente, contendo um ou mais elétrons ndo-pareados em seu orbital. Isto
determina uma atragdo para um campo magnético, o que pode torna-lo altamente reativo,
capaz de reagir com qualquer composto situado proximo a sua 6rbita externa, passando a ter
uma funcdo oxidante ou redutora. Os radicais livres sdo formados em um cenério de reacoes
de oOxidorreducdo, isto é, ou cedem elétron, oxidando-se, ou recebem outro, reduzindo-se
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2003).

O O, tem um significado fundamental para os organismos aerobios, pois participa na
obtencdo de energia na forma de ATP, através da cadeia respiratdria, como aceptor final de
elétrons. Participa também de varias reacdes metabdlicas como a biossintese de
prostaglandinas e esteroides e na oxidacdo de muitas substancias aromaticas, entre outras
(ROCHA et al., 2007).

A oxidacao é um processo metabdlico que leva a producdo de energia necessaria para
as atividades essenciais das células. Entretanto, o0 metabolismo do oxigénio nas células vivas
também leva a producéo de radicais (Roesler et al., 2007). Os radicais livres produzidos pelos
macrofagos e neutrofilos sdo empregados contra bactérias e fungos invasores do organismo,
produzindo agdo lesiva a estes microrganismos. Estes também podem ser formados pela
exposicdo do organismo a fatores exdgenos, como o0zo6nio, radiacdes gama e ultravioleta,
tabaco, substancias toxicas presentes em alimentos e bebidas (aditivos quimicos, hormonios,
aflatoxinas, etc), alto consumo de gorduras saturadas (frituras, embutidos, etc) e de certos

medicamentos (HALLIWELL & GUTTERIDGE 2000).
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Os Oleos, as gorduras e os alimentos que 0s contém estdo sujeitos, durante o
processamento e a estocagem, a rea¢fes quimicas que podem alterar, de modo indesejavel, as
caracteristicas do produto final. Hidrdlises e oxidacfes podem ser responsaveis por esse
processo, sobretudo a oxidacao dos lipideos (MORAIS et al., 2006).

O excesso de radicais livres leva a importantes alteragdes em nivel molecular que
estdo associadas a danos das macromoléculas bioldgicas como lipidios, proteinas e DNA,
gerando alteracGes teciduais que estdo implicadas em inimeros processos patoldgicos, como
por exemplo: céancer, aterosclerose, doencas neurodegenerativas, diabetes, cirrose, artrite
reumatoide entre outras (HALLIWELL & GUTTERIDGE 2000).

A producgdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos compostos
antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena, como a superdxido dismutase, ou serem
provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Destas Ultimas destacam-se tocoferois
(vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e carotenoides. Quando ha
limitacdo na disponibilidade de antioxidantes podem ocorrer lesdes oxidativas de carater
cumulativo. Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais livres antes

que ataquem os alvos bioldgicos nas células (SOUZA et al., 2007).

2.5.1 Espécies reativas de oxigénio

O termo “espécies reativas de oxigénio” (EROs) inclui os radicais livres contendo
oxigénio, como o anion superoxido (O), o radical hidroxila (HO), o radical peroxila (ROO)
e espécies ndo radicalares como o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o oxigénio singlete (*Oy),
0s quais sdo frequentemente gerados como subprodutos de reacGes bioldgicas ou por fatores
exogenos (ANDRADE et al., 2007)

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) é inevitavel no metabolismo
aerobico do organismo. Nas células, as EROs podem causar a oxidacdo de lipidios e
proteinas, a quebra na fita de DNA e a modificacdo nas bases e na modulacdo da expressao
génica. A condicdo de estresse oxidativo pode ser definida como o acimulo intracelular de
niveis toxicos de espécies reativas de oxigénio por meio da saturacdo do sistema de defesa
antioxidante. Mecanismos de defesa antioxidante do organismo humano, como as enzimas
antioxidantes e os antioxidantes presentes nos alimentos estdo ligados uns aos outros e

equilibram as EROs. Quando os mecanismos da protecdo antioxidante se tornam ineficientes
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por fatores como idade, a deterioragdo das fungdes fisiologicas pode ocorrer, resultando em
doencas e aceleragdo do envelhecimento (LEE et al., 2004; Morais et al, 2006).

2.5.2 Antioxidantes

De forma geral, denominam-se antioxidantes as substancias que presentes em
concentragdes baixas, comparadas ao substrato oxidavel; retardam significativamente ou
inibem a oxidagdo do substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo s&o
reativos para propagar a reacao em cadeia, sendo neutralizados por reacdo com outro radical,
formando produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (SOUSA et al,
2007).

Os antioxidantes podem ser classificados, em relacdo ao mecanismo de agéo, como
primarios ou secundarios. Antioxidantes primarios atuam como doadores de protons e
impedem o processo de iniciacdo desencadeado pelos radicais livres, ao converté-los em
produtos mais estaveis termodinamicamente. Em contrapartida os antioxidantes secundarios
atuam bloqueando a decomposi¢do dos radicais perdxidos e hidroperoxidos, por agdo de
agentes redutores, blogqueando a reacdo em cadeia através da captacdo de intermediarios
reativos, como os radicais peroxila e alcooxila (SHAHIDI & NACZK, 2004).

Frutas e outros vegetais contém substancias antioxidantes distintas, cujas atividades
tém sido bem comprovadas nos ultimos anos. A presenca de compostos fenolicos, tais como
flavonodides, acidos fendlicos, antiocianinas, além dos ja conhecidos; vitaminas C, E e
carotendides, contribuem para os efeitos benéficos destes alimentos. Somando-se a isto,
estudos tém demonstrado que polifendis naturais possuem efeitos significativos na reducéo do
cancer, e evidéncias epidemioldgicas demonstram correlacdo inversa entre doengas
cardiovasculares e consumo de alimentos fontes de substancias fenolicas, possivelmente por
suas propriedades antioxidantes (BROINIZII et al., 2007)

Antioxidantes sdo importantes na prevencdo de doencas, tanto para plantas quanto
para animais, inibindo ou atrasando a oxidagdo das biomoléculas por meio da prevencéo da
iniciacdo ou da propagacédo da cadeia de reacdes de oxidagdo. Agentes redutores, cuja funcéo
é transferir atomos de hidrogénio, como o &cido ascérbico, sdo considerados antioxidantes.
Alguns antioxidantes também sdo capazes de quelar ions metalicos como cobre e ferro, os
quais catalisam a oxidacg&o lipidica (KAUR & KAPOOR, 2001).
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Adicionalmente, os antioxidantes podem ser subdivididos em sintéticos e naturais.
Antioxidantes sintéticos sdo geralmente utilizados em Gleos e comidas gordurosas para
retardar sua autooxidacdo. Alguns antioxidantes como butil-hidroxianisol (BHA) e butil-
hidroxitolueno (BHT), bastante utilizados em alimentos, revelaram-se toxicos em altas doses.
Dessa forma, a pesquisa por antioxidantes naturais tem aumentado bastante nos Gltimos anos
(MORAIS et al,2006).

2.5.3 Compostos fenolicos e atividade antioxidante

Compostos fendlicos podem ser definidos como substancias contendo um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Esses
compostos sdo metabolitos secundarios de plantas que possuem elevada diversidade
estrutural; atualmente sdo conhecidas mais de 8.000 estruturas. Tais substancias ocorrem
naturalmente em frutas frescas, vegetais, nos chas e nos vinhos tintos e fazem parte integral da
dieta humana (MANACH et al., 2005; TULIPANI et al. 2008; MEZADRI et al. 2008,
LASKAR et al., 2010).

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fenois
simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzoico e cinamico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. Dentre as diversas classes
de substancias antioxidantes de ocorréncia natural, os compostos fendlicos tém recebido
muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo por retardarem a degradacdo oxidativa
(Sreeramulu & Raghunath, 2010). Acredita-se que a biodisponibilidade e atividade biologica
dos polifendis esta diretamente relacionada com sua estrutura quimica e, além disso, exista
uma variabilidade individual sobre o metabolismo e biodistribuicdo desses compostos em
humanos (MONTEIRO et al., 2007).

As atividades biologicas dos compostos fenolicos esta inteiramente correlacionada
com seu potencial antioxidante, que, por sua vez, € associada a natureza quimica destes
compostos. Dessa forma, os compostos fendlicos representam bons agentes redutores, e
juntamente com outros agentes redutores tais como vitamina C, vitamina E e carotenoides,
podem proteger tecidos e estruturas celulares contra danos oxidativos (Vinson e Dabbag,
1998; Prasad et al., 2009). Tais substancias sdo capazes de inibir a oxidacdo de diversos
substratos através da captacdo de radicais livres, blogueando reacGes em cadeia e algumas

vezes agindo como quelantes de metais (Shahidi et al., 1992), atuando tanto na etapa de
30


http://www.getpdf.com

BARRETO, T. L. P. Estudo dos efeitos hiolégicos do extrato aquoso da Costus spicatus.

iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os produtos intermediarios, formados
pela acdo destes antioxidantes, sdo relativamente estaveis devido a ressonédncia do anel
aromatico apresentada por estas substancias (SOARES, 2002).

Além do potencial antioxidante, os fendlicos possuem outras propriedades, dentre elas,
atividade antiinflamatoria, anti-agregacéo plaquetaria, diurética, antiviral e anticarcinogénica,
sendo também benéficos ao sistema cardiovascular por sua participacdo na vasodilatacdo
(RICE-EVANS, 1996; NEIVA et al., 1999; PRASAD et al., 2009).

2.6 Antimicrobianos

A partir do desenvolvimento da sulfonamidas, na década de 1930, e da penicilina e
estreptomicina, em 1940, muitas novas classes de agentes antibacterianos foram
desenvolvidas, como a tetraciclina, a quinolona e os aminoglicosideos (Norrby & Nord,
2005). Existem algumas propriedades que devem ser comuns aos antibacterianos: a)
toxicidade seletiva, ou seja, devem agir nas bactérias sem causar danos ao hospedeiro; b)
espectro de acdo, quando os antimicrobianos que tém atividade em maior nimero de espécies
de microrganismos; ¢) mecanismo de acdo, no qual cada antibiotico atua de maneira diferente
na célula-alvo; d) poucos efeitos colaterais (MURRAY et al.,2002).

Os agentes antimicrobianos podem influenciar sobre a parede celular e/ou membrana
celular, sobre a atividade enzimatica ou estrutura do protoplasma, bloqueando certas reacfes
enzimaticas ou sinteses de enzimas na celula microbiana, podendo levar a destruicdo desses
microrganismos (RANG et al., 1997; TRABULSI et al., 1999).

A introducdo e o desenvolvimento do uso de antibidticos configuram,
inquestionavelmente, entre as mais importantes intervencfes farmacolégicas em relacdo a
reducdo da morbidade e mortalidade humana. O uso intensivo de antibidticos aumentou
drasticamente a frequéncia de resisténcia dos patégenos humanos, reduzindo drasticamente a
possibilidade de tratar eficazmente as infecgdes e aumenta o risco de complicacfes e de um
desfecho fatal ( WOODFORD, N. & LIVERMORE, 2009; LEW et al.,2009, ANDERSSON &
HUGHES, 2010).

2.6.1 Resisténcia a antimicrobianos
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Nas Gltimas décadas o uso irracional de antimicrobianos determinou o surgimento de
cepas de microrganismos multirresistentes, impulsionando a comunidade cientifica a pesquisa
nas areas de quimica, farmacologia e microbiologia para descoberta de novos agentes
antimicrobianos (CECHINEL FILHO, 2000; MACIEL et al., 2002; SOUZA et al., 2003).

Varios sdo os fatores que contribuem para a ocorréncia, frequéncia e persisténcia da
resisténcia bacteriana, como: a pressdo seletiva pelo uso abusivo dos antibidticos; a utilizacéo
de antibidticos para o tratamento e a prevencdo de infeccGes em animais e no controle de
infeccdo bacteriana em frutas e legumes, que aumentam a transmissdo de organismos
multirresistentes para os seres humanos (COHEN, 1992;VIKSVEEN, 2003).

Os mecanismos do desenvolvimento de resisténcia das bactérias aos antimicrobianos
podem ser naturais ou adquiridos. Os naturais sdo caracteristicas intrinsecas de algumas
espécies, que conferem resisténcia a todas as cepas dessa espécie a um determinado
antimicrobiano. A resisténcia adquirida ocorre devido a uma mutacdo genética, tanto em nivel
cromossomal, pela alteracdo do DNA bacteriano, como extracromossomal, pela transferéncia
de DNA, geralmente pelos plasmidios de resisténcia (NORMARK, NORMARK, 2002).

Os mecanismos quimicos de resisténcia decorrentes dessas mutacfes podem ser
criados por: 1. alteragdes no alvo ao qual os antimicrobianos se ligam para promover sua agdo
(ex. eritromicina); 2. alteracdo da permeabilidade da membrana celular, ocorrendo
modificacdo das proteinas da membrana e impedindo assim, a passagem dos antimicrobianos
(ex. quinolonas); 3. desenvolvimento de enzimas gque inativam ou destroem o antimicrobiano
(ex. a-lactamicos); 4. alteracdo de uma enzima que vai permitir a ocorréncia de uma reacao
antes inibida (ex. sulfonamida); 5. alteracdo de uma via metabdlica (ex. sulfas)
(BLACK,2002).

O uso abusivo de antimicrobianos, tendo como principais fatores determinantes a
automedicacdo e a prescricdo indevida desses medicamentos pelos profissionais da salde,
favorecem o crescimento de cepas resistentes. Estima-se que cerca de 20 a 50% dos
antibioticos prescritos sdo desnecessarios. Um exemplo classico é a indicacdo de antibioticos
para o tratamento de infec¢bes das vias respiratorias superiores - como resfriado comum,
infeccdo de ouvido (otite média), garganta dolorida, tosses, e bronquites- apesar das
evidéncias de ineficacia desses agentes para essas doencas, por serem frequentemente de
etiologia viral (VIKSVEEN, 2003; NORBY & NORD, 2005).

Paralelamente ao aumento da resisténcia a antimicrobianos, houve uma diminuic¢éo no

desenvolvimento de novas drogas. A principal razdo pela qual as industrias farmacéuticas
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reduziram as pesquisas em drogas antimicrobianas € o pequeno retorno financeiro sobre o
investimento, devido aos custos cada vez mais altos. Nesse sentido, recentemente, as plantas
tornaram-se objeto de estudo cientifico no que concerne as suas variadas propriedades
(NORRBY & NORD,2005).

2.6.2 Produtos naturais e atividade antimicrobiana

A pesquisa de extratos vegetais com agao antimicrobiana se apresenta como uma saida
para 0 combate aos microrganismos, em razdo do grande aumento da resisténcia de
microrganismos patogénicos a multiplas drogas, devido ao wuso indiscriminado de
antimicrobianos, levando assim a procura dessas novas alternativas terapéuticas (Antunes et
al., 2006; Catéo et al., 2006; Novais et al., 2003; Oliveira et al., 2006; Oliveira et al., 2007).
Além disso, é também um modelo ecologicamente correto de producdo de substancias que
sejam eficazes e menos agressivas, tanto para 0 meio ambiente como para 0 homem,
contribuindo assim para uma melhor qualidade de vida (DEOUX & DEOUX, 1998).

Os produtos naturais sdo responsaveis, direta ou indiretamente, por cerca de 40% de
todos os farmacos disponiveis na terapéutica moderna e, se considerarmos 0s usados como
antibidticos e antitumorais, esta porcentagem pode chegar a aproximadamente 70 %
(PHILLIPSON, 2001).

Associando-se aspectos como patogenicidade bacteriana, resisténcia microbiana,
incidéncia de acometimento do patdgeno na populacdo, utilizacdo da medicina popular,
condicdo monetaria da populacdo, dentre outros aspectos, torna-se substancialmente
importante a viabilizacdo de estudos e experimentos que colaborem com a medicina popular,
no combate aos microrganismos (PALMEIRA et al., 2010).

Embora a presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores ndo seja um
fato recente, somente a partir da descoberta da penicilina é que esta busca teve grande
impulso (Tavares, 1984; Coelho et al., 2004). Algumas espécies vegetais sintetizam
substancias de defesa, quando sdo agredidas por bactérias, fungos, parasitas, virus ou outros
agentes. Estes compostos sdo produtos dos seus metabolismos secundarios, tendo composi¢do
quimica muito variada, mas tendo interesse de modo particular aos produtos com acdo
antimicrobiana como: terpendides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e saponinas),

compostos fendlicos (fendis simples, taninos, dibenzofuranos e flavonoides), compostos
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nitrogenados (alcal6ides, polipeptideos ciclicos, glicosideos), cumarina e canfora (RESCHKE
et al., 2007; SIMOES et al., 2003).

Os compostos isolados de plantas sdo substancias cuja estrutura quimica, com raras
excecOes, apresentam grandes diferencgas estruturais em relacdo aos antibiéticos derivados de
microrganismos. Estes agentes antimicrobianos isolados de plantas superiores podem agir
como reguladores do metabolismo intermediéario, ativando ou bloqueando reacGes
enzimaticas, afetando diretamente uma sintese enzimatica seja em nivel nuclear ou ribossomal
(Gongalves, Alves-Filho & Menezesm 2005). Geralmente os mecanismos de acdo de
compostos naturais sdo desintegracdo da membrana citoplasmaética, desestabilizacdo da forga
préton motriz (FPM), fluxo de elétrons, transporte ativo e coagulacdo do conteudo da célula.
Nem todos os mecanismos de acdo agem em alvos especificos, podendo alguns sitios serem
afetados em conseqiéncia de outros mecanismos (BURT, 2004).

As substéncias antimicrobianas nas plantas sdo detectadas pela observagdo do
crescimento de microrganismos colocados em contato com tecidos e ou extratos, e para
detectar estas substancias sdo utilizados diversos metodos, diferenciados pela sensibilidade ou
principios. A regido ou estrutura da planta e suas caracteristicas fisioldgicas também sao
determinantes para a medicéo da atividade antibidtica, bem como a forma de uso: suco, 6leo
essencial e extracdo por agua ou outros solventes (SOUZA et al., 2000).

Uma variedade de métodos € encontrada para esse efeito e como ndo sdo todos
baseados no mesmo principio, 0s resultados obtidos serdo também profundamente
influenciados, ndo s6 pelo método escolhido, mas também pelos microrganismos utilizados
para realizar o teste, e pelo grau de solubilidade de cada teste (Silveira et al., 2009). Os
principais métodos microbioldgicos de detecgcdo de atividade antimicrobiana encontrados na
literatura tanto para deteccdo da atividade de bactérias como fungos podem ser classificados
em trés tipos: ensaios bioautogréaficos, de difuséo e de diluicdo (SILVEIRA et al., 2009).

Os ensaios bioautograficos sdo aqueles que empregam placas de cromatografia de
camada fina (CCF) para a andlise. Os compostos separados por CCF sdo colocados por
contato em placas de agar previamente inoculadas com o microrganismo teste. Zonas de
inibicdo de crescimento microbiano indicam a presenca de substancias antimicrobianas. Estes
métodos tém importancia particular na pesquisa de compostos antimicrobianos vegetais, pois
permitem a localizag&o direta dos constituintes ativos a partir de uma matriz complexa sendo,
portanto, um método qualitativo (SILVEIRA et al., 2009).

34


http://www.getpdf.com

BARRETO, T. L. P. Estudo dos efeitos hiolégicos do extrato aquoso da Costus spicatus.

Ensaios de diluicdo sdo aqueles nos quais os extratos ou substancias a serem testadas
sdo adicionados a um meio de cultura liquido, previamente inoculado com o microrganismo
teste. Apos incubacdo, o crescimento do microrganismo € determinado pela leitura visual
direta ou turbidimétrica pelo uso de espectrofotdbmetro em comprimento de onda apropriado
(SILVEIRA et al., 2009).

Os ensaios de difusdo sdo métodos quantitativos, nos quais o efeito pode ser graduado.
Fundamentam-se na difusdo da substancia a ser ensaiada, em um meio de cultura solido e
inoculado com o microrganismo. A partir da difusdo ocorre o aparecimento de um halo, no
qual ndo h& crescimento do microrganismo, denominado halo de inibi¢do. Diferentes tipos de
reservatorios podem ser empregados incluindo discos de papel, cilindros de porcelana ou de
aco inoxidavel e pocos feitos no meio de cultura. A substancia ou extrato a ser testado €
colocado em contato com o meio de cultura inoculado, e a maneira como se processa esse
contato define os diferentes métodos de difusdo, dentre eles, método do disco difusdo, método
dos cilindros e método de pogos (SILVEIRA et al., 2009).

Quando se trata de extratos vegetais, se aplica um grande numero de metodologias
para deteccdo de atividade antimicrobiana, e as técnicas de difusdo, aqui inclusa discos e
pocos sdo as mais adequadas para se trabalhar com extratos vegetais coloridos e ou extraidos
com solventes organicos, pois é possivel evaporar os solventes do disco, antes da colocacado
deste no meio de cultura e/ou colocar quantidade definida diretamente no pogo, aliado ao fato

de que a cor ndo ira interferir na leitura dos resultados (SILVEIRA et al., 2009).
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Abstract

Ethnopharmacological relevance

Costus spicatus, commonly known as cana-de-macaco or cana-do-brejo, is very
famous for its medicinal use in multiple disorders. It is also popular as a remedy against
inflammatory disorders and kidney disorders.

Objective of the study
This study aimed to evaluate the acute toxicity (DLsp) and anti-inflammatory potential
of aqueous crude extract of Costus spicatus

Materials and methods

In the investigation of the DLsy, Swiss mice were treated orally with single doses of
aqueous crude extract (250mg/kg, 500 mg / kg, 1000 mg / kg) observed for 48 hours, and had
both kidneys and liver removed for histologic analysis To evaluate the antiinflammatory
activity, we used the model of paw edema induced by carrageenin.

Results

No evidence of toxicity was observed by the analyzed parameters. The results showed
histological sections of kidneys and liver with inflammatory infiltrate. The extract at doses of
50, 100 and 250 mg/kg showed a inhibitory effect (P <0.05) of 25,54%, 42,46% and 46,15%
respectively in paw edema induced by carrageenin.

Conclusion
These results indicate that the aqueous crude extract has no toxicity by the oral route
and has anti-inflammatory properties.

1.0 Introduction

Costus spicatus (Jacg.), is a native specie found in wet coastal forests from southern
Mexico, Yucatan and Costa Rica to northern Colombia and Brazil. Popularly known as “cana
do brejo' or 'cana-de-macaco’, this plant is used in folk medicine in kidney stones, nephritis,
kidney disorders, urolithiasis and kidney diseases in general (Gallote, 2005; Taufner, 20086,
Ledo, 2007; Medeiros, 2005; Boscolo, 2008; Araujo, 2007); as a diuretic (Taufner, 2006;
Boscolo, 2008), for the control of diabetes (Gallote, 2005; Araujo, 2007), bladder
inflammation (Gallote, 2005; Boscolo, 2008), for anemia, fever, pain in the liver (Boscolo ,
2008); for gonorrhea, syphilis, colic, dysentery and also as a laxative (Gallote, 2005).

Phytochemical analysis of C. spicatus rhizomes and leaves showed the presence of
flavonoids (Williams & Harbone, 1977), flavonol glicosides (Silva et al, 2000), saponins and
sapogenins (Silva et al., 1999a, 1999b).

Flavonoids exhibited anti-inflammatory properties and also showed inhibitory activity
of nitric oxide production by activated macrophages. (Silva, Bernardo, Parente, 2000).
Recently, saponins isolated from the rhizome of the plant showed a slight haemolytic effect
(Silva and Parente, 2003). Polysaccharides inhibited capillary permeability and stimulating
activities demonstrated phagocytosis (Silva and Parente, 2003).

The methanol extract showed antinociceptive activity and anti-inflammatory effect in
rodents (Quintas Janior et al, 2010).
The extract in non-anaesthetized normotensive rats, induced hypotension associated with
tachycardia. In intact rings or without endothelium of superior mesenteric artery of rats,
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caused relaxation of phenylephrine-induced tone. It also demonstrated low acute toxicity in
mice (Menezes, et al., 2007). A study of the rhizome of Costus spicatus on the modulation of
sodium pump by steroids saponins found that they specifically inhibit the activity of Na +-
ATPase (Souza, 2004).

1.0 Material and Methods

1.1 Plant material

The leaves of C. spicatus (Jacq), were collected at Recife, Pernambuco, and identifed
by Dra. Rita de Céssia Araujo Pereira. A voucher specimen (No. 84592) is deposited at the
herbarium of the Instituto Agronomico de Pernambuco, Pernambuco, Brazil.

1.2 Extration

The harvested fresh leaves were dried at 45 °C for three days, and after drying, they
were crushed in a mechanical mill machine, getting 75g. The aqueous extract was obtained
from dried leaves (509 of powder) by an infusion with water (500 ml / 100 °C/30 minutes)
followed by filtration. The filtrate was lyophilized (aqueous extract) and stored at 18°C.

1.3 Phytochemical Analysis
1.3.1 Saponins

To identify the presence of saponins, resuspend to the aqueous methanol and distilled
water and then transferred to a test tube with vigorous stirring to see a foaming.

1.3.2 Polyphenols, alkaloids, proanthocyanidins, terpenes

The phytochemical profile was analyzed by analytical thin layer chromatography
(CCDA), using thin-layer plates of silica gel (Merck, Germany) were applied in aliquots of 15
11 of the extract previously prepared. Eluent used was revealing and described in Wagner and
Bladt (1996)

1.4 Animals

Females Swiss mice weighing 30£5 g were used for all experiments. The animals were
obtained from Laboratério de Imunopatologia Keiso Asami (LIKA) of the Universidade
Federal de Pernambuco. They were housed at 22 + 2 oC under a 12 hour light/ 12 hour dark
cycle and had free access to water and food, before experimentation. Prior to the experiments,
the animals were fasted overnight, with water provided ad libitum. The experimental
protocols were approved by and were followed in accordance with the guidelines of the
Ethical Committee in Animal Experimentation of the Universidade Federal de Pernambuco.

1.5 Determination of acute toxicity (LD50)

Experimental groups of 6 mice received orally doses of 250, 500 and 1000 mg/kg of
AECS, while the control group received only vehicle (distilled water). All groups were
observed for 48 hours; at the end of this period the mortality was recorded for each group.

The results are calculated according Souza (2001), obeying the following formula:
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DLgy = Dy - (ax b)
N

N — number of mice/bach

Dt — numerical doses capable of killing all animals

a — difference between two consecutives doses

b — average of animals killed between two consecutives batches

1.6 Hippocratic screening

Simultaneously the LDs test, was conducted the observation of the experimental units
in time of 30 minutes, 1, 2, 4, 8, 12, 24 h and 48h, in order to quantify the effects on these
parameters: a) State of awareness and provision (general appearance, vocal Frenita,
irritability), b) coordination (general activity, response to touch, response to tail clamping,
writhing, gait, righting reflex), ¢) muscle tone (tonus of legs, body tone, strength to grab,
ataxia), d) reflexes (ear, cornea), e) activity of the central nervous system (tremors,
convulsions, stimulations, a phenomenon of "Straub, sedation, hypnosis, anesthesia) and f)
activity of the autonomic nervous system (lacrimation, ptosis, defecation urination,
piloerection, hypothermia, breathing).

1.7 Histological analysis

Histopathologic analysis was performed by light microscopy in paraffin material.
Portions of the live and both kidneys were harvested, cut into smaller pieces and fixed in
formalin 10%. After fixation the sample was washed with waterand immersed in 70% ethyl
alcohol for 3-4 days. The tissues were infiltrated with paraffin at 58-60 °C and finally
immersed and embedded in paraffin. After solidification were performed in microtome
sections of rotational 5pum thick and stained with hematoxylin-eosin (HE) and mounted with
coverslip and ethelan.

1.8 Biodistribution studies

Biodistribution studies were performed in Swiss mice. The animals received the
extract intraperitoneally (control group, 50 mg/kg and 100 mg/kg). After the treatment time
(1h), the animals received by tail vein Na®*™TcO, solution (13 mCi) and after 30 min. were
anesthetized and sacrificed for removal of organs (liver, kidney) and blood, which were dried,
washed and the radioactivity of each organ measured (Cobra Il auto gamma). Moreover, all
organs were weighed to establish the %uptake/g

1.9 Assessment of anti-inflammatory activity: the carrageenan-induced edema model

The anti-inflammatory activity of the extracts of C. spicatus was measured by the
carrageenan-induced rat paw edema model (Winter, Risley and Nuss, 1962). Experimental
animals were randomly selected, and divided into five groups consisting of 5 rats in each
group. Edema was induced by sub-planter injection of 0.1 mL of 1% suspension of
carrageenan in normal saline in the right hind paw of the rats. After 40 minutes of treatment,
the test compounds were administered (i.p.) to each group at 5 mg/kg, 10 mg/kg and 25
mg/kg body weight. Another animal group was treated with ibuprofeno at a dose of 250
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mg/kg (i.p.) as a reference standard. The saline treated group (0,5 ml) was considered as
control.

After 4 h of drug administration, animals are anesthetized, sacrificed and their hind
paws removed for weighing. The results will be analyzed according to the percentage of
reduction of inflammation according to the method of Levy (1969), Srivastava et al. (2000).

2.0 Statistical analysis

Results are expressed as mean+SEM. Differences between the control and treated
groups were tested for significance using a one-way analysis of variance (ANOVA), followed
by Dunnett’s t-test. P values < 0.05 were considered to be significant.

3.0 Results

3.1 Extration

The process of freeze drying resulted in 9g of crude aqueous extract, with a yield of
18%

3.2 Phytochemical Analysis

After the realization of analyzes chromatographic crude aqueous extract from leaves
of Costus spicatus, have identified the following groups of molecules (Table 1)

METABOLITOS EXTRATO
ALCALOIDES -
POLIFENOIS +
PROANTOCIANIDINA -
TERPENOS -
SAPONINAS -

Tabela 1: phytochemicals results of aqueous extract of Costus spicatus.

3.3 Determination of acute toxicity (LD50) and Hippocratic screening

The results (Table 2) of acute toxicity tests showed that, the administration in mice
orally of the aqueous extracts from leaves of Costus spicatus caused no sign of the toxicity.

Dose
(mg/kg) Via N Mortes/Total
250 po 5 0/10
500 po 5 0/10
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1000 po 5 0/10
Tabela 2: results of the determination of DLsy of Costus spicatus

3.4 Histological analysis

The results showed histological sections of kidneys with mild inflammatory infiltrate
with predominant lymphocytes (Fig 1a/lb). The sections of the livers showed focal
inflammatory infiltrates consisting mononuclear cells and eosinophils (Fig.2a/2b).

f@ﬁﬁhi ru

y ',\

Figure 1a/1b Hlstologlcal sections of kidney (HE) the presence of m|Id inflammatory
infiltrate (100x).

Figure 2: Histological sections of liver (HE) inflammatory infiltration (100x and 400x).

3.5 Biodistribution

Figure 3 shows a decrease in activity of technetium uptake in the right kidney of
44.66% compared % control in the test group T1 (50 mg / kg) and in T, (100mg/kg) showed a
reduction of 45, 96%. Since the left kidney was reduced by 26,76% uptake in T and 30.75%
in T,. Regarding the uptake in liver tissue, we observed an increase of 35,63% in T, (100 mg /
kg).
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Figure 3: Biodistribution of kidneys and liver tissues.

3.6 Assessment of anti-inflammatory activity: the carrageenan-induced edema model

According to Table 3, the EACS administered via ip caused a decrease in paw edema,
at all concentrations, after application of stimulus, and this effect is dose-dependent.
Ibuprofen, used as standard drug, induced a significant effect after administration of
carrageenan.

Dose
Tratamento (mg/kg) Edema (g) Inibicdo (%)
Controle 110,94+6,80
EACS 50 82,6+ 9,51 25,54
EACS 100 63,83+ 8,67 42,46
EACS 250 60,77+ 2,80 46,15
Ibuprofeno 250 72,66+ 4,27 34,5

Tabela 3: results of the carrageenan-induced edema assay

4.0 Discussion

Regarding anti-inflammatory activity, flavonoids act by modulating cell involved in
inflammation (eg, inhibiting the proliferation of T lymphocytes), inhibiting the production of
proinflammatory cytokines (eg TNF-4 and IL-1), modulating the activity of enzymes of the
pathway of arachidonic acid, such as phospholipase A2, cyclo-oxygenase and lipo-oxygenase,
and modulate the enzyme forming nitric oxide, nitric oxide synthase (iNOS) (L6pez-Posadas
et AL., 2008; Kim et al., 2004; Middleton, Kandaswami, Theoharides, 2000; Havsteen, 2002;
Cazarolli et al., 2008; Biesalski,2007).
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Quercetin and kaempferol - flavonols widely distributed in the plant kingdom - have
significant anti-inflammatory action, which can be attributed to the inhibition of the enzymes
phospholipase A2 (PLA2), 8 lipo-oxygenase, cyclo-oxygenase and inhibition of nitric oxide
production by iNOS.35 modulation of the enzyme (Yoon, Baek, 2005; Santangelo, 2007).

A medicinal plant or its extract, like any medicine, should go through a validation
process that includes proof of pharmacological activity and possible toxicity in humans (Lapa
et al., 2008). Such studies provide an assessment of the safety and efficacy of medicinal
preparations of herbal and involve several steps, among which stand out pre-clinical
biological assays (Lapa et al., 2008).

The results obtained from this study indicate that the EACS caused no mortality of
animals until 48 h after administration at the doses tested. The lack of lethality may be related
to the pharmacokinetic mechanism of absorption in the intestinal tract such as pH, intestinal
motility, absorption surface, blood supply (Klaassen and Watkins, 2001) and / or by
biotransformation, which may decrease the serum levels necessary to cause the lethal effect
(Silva, 2006).

Knowing the large number of reports of the use of the plant to diseases of the kidneys
was carried out microscopic analysis of both kidneys and liver, an important body of human
metabolism. The presence of the mild inflammatory infiltrate in the kidney is not enough to
know if there will be some loss of function in the body, requiring a larger study and for a
period of time to obtain further conclusions.

Despite being among the major lymphocyte cell infiltrate found in various human
glomerulopathies and of experiments (Riyuzo and Sores, 2002), renal inflammatory infiltrates
are not necessarily associated with renal failure or other disfunction (Matos et al, 2008).

Liver lesions that affect only large area of hepatic parenchyma may produce signs of
failure, since focal lesions rarely commit sufficient quantities of liver tissue beyond the
functional reserves of the body (Matos et al, 2008).

Several authors have demonstrated that the biodistribution of radiopharmaceuticals
may be altered by natural and/or synthetic drugs, diets and surgery(Bernardo-Fiho et al, 2005;
Holanda et al, 2006; Xavier-Holanda et al, 2002; Santos-Filho, Bernardo-Filho, 2005; Araujo
et al, 2007; Amorim et al, 2003; Diré et al, 2001; Lima et al, 2002; Moreno et al, 2002;
Moreno et al, 2004; Santos-Filho et al, 2004; Hesslewood and Leung, 1994).

The distribution, fixation and disposal of radiopharmaceuticals in an organism depend
on various factors such as blood flow, tissue metabolism and binding to blood elements
(Hesslewood and Leung, 1994; Sampson, 1996; Hladik and Saha, 1987; Oliveira et al., 2000;
Oliveira et al., 2002; Oliveira et al., 2003). It is possible that substances in the extract, as well
as its metabolites, would interact with the sodium pertechnetate or with structures in
organ/tissues where these substance/metabolites had high uptake (Diniz et al, 2008).

In this study, the results suggest two hypotheses, that the reduction of technetium
uptake by the kidney, especially the right, whether resulting from binding with the extract
technetium, thus preventing its uptake. Or occurs a change in renal activity, due to presence of
the extract, which resulted in a lower uptake.
The findings in the liver tissue may indicate that the extract at a concentration of 100 mg/kg
interferes with metabolic activity and causes increased uptake of technetium in the liver.

It is well known that carrageenan induced inflammatory reaction has two phases: early
and late phases. The early phase lasts for 60 min and is associated with release of autacoids
such as histamine, serotonin and bradykinin (VINGeR et al.,1987). The late phase occurs
within 60 min after injection and lasts for three hours. This phase depends on the release of
prostaglandine (DI ROSA et al., 1971) and also is associated with neutrophil-originated free
radicals, such as hydrogen peroxide, superoxide and hydroxyl radicals (Stleyman et al., 2004,
Silva et al, 2005). The duration of the phases differs among authors, which can last from
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30min-2h (Ara al, 2010), or from 0-3h (Braggio et al, 2002) in the first step. Other authors
also divided the response to carrageenan in three, where the liberation of bradykinin
corresponds to the second.

The EACS showed a dose-dependent inhibition, this indicates that it could inhibit
different aspects which would be involved in various chemical mediators of inflammation
(histamine, serotonin, bradykinin, prostaglandins).

5.0 Conclusions

The results obtained in this study suggest that aqueous extract of Costus spicatus
administred by gavage has low toxicity. The results of biodistribution show decrease of *™Tc
uptake in kidneys and increase in liver. The aqueous extract shows activity antiedematogenic
in models of paw edema; however other studies must be carried out to elucidate the
mechanisms involved in these activities. This suggest the use of the plant to treat inflamatory
conditions.
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Abstract

This study aimed to assess the antioxidant and antimicrobial potential of the aqueous
extract o Costus spicatus (AECS), a medicinal plant popularly known as “cana de macaco™ or
"cana do brejo”. The crude aqueous extract was tested for antioxidant activity using three
tests: Total antioxidant capacity assay by Phosphomolybdenum, Reducing power assay and
Hydrogen peroxide radical scavenging assay, and for antimicrobial activity by disc diffusion
method and the Determination of the Minimun inhibitory concentration.

1.0 Introduction

Costus spicatus (Jacg.), is a native specie found in wet coastal forests from southern
Mexico, Yucatan and Costa Rica to northern Colombia and Brazil. Popularly known as “cana
do brejo' or 'cana-de-macaco’, this plant is used in folk medicine in kidney stones, nephritis,
kidney disorders, urolithiasis and kidney diseases in general [1, 2, 3, 4, 5, 6]; as a diuretic [2,
5], for the control of diabetes [1, 6], bladder inflammation [1, 5], for anemia, fever, pain in the
liver (Boscolo , 2008); for gonorrhea, syphilis, colic, dysentery and also as a laxative [1].

Phytochemical analysis of C. spicatus rhizomes and leaves showed the presence of
flavonoids [7], flavonol glicosides [8], saponins and sapogenins [9, 10].

Flavonoids exhibited anti-inflammatory properties and also showed inhibitory activity of
nitric oxide production by activated macrophages [8]. Recently, saponins isolated from the
rhizome of the plant showed a slight haemolytic effect [11].

Polysaccharides inhibited capillary permeability and stimulating activities demonstrated
phagocytosis [11]. The methanol extract showed antinociceptive activity and anti-
inflammatory effect in rodents [12].

The extract in non-anaesthetized normotensive rats, induced hypotension associated
with tachycardia. In intact rings or without endothelium of superior mesenteric artery of rats,
caused relaxation of phenylephrine-induced tone. It also demonstrated low acute toxicity in
mice [13].A study of the rhizome of Costus spicatus on the modulation of sodium pump by
steroids saponins found that they specifically inhibit the activity of Na +-ATPase [14].

In this work, was made the assess of antioxidant and antimicrobial potential of
aqueous crude extract from leaves of Costus spicatus (Jacg.).

2.0 Material and Methods

2.1 Plant material

The leaves of C. spicatus (Jacq), were collected at Recife, Pernambuco, and identifed
by Dra. Rita de Céassia Araujo Pereira. A voucher specimen (No. 84592) is deposited at the
herbarium of the Instituto Agronomico de Pernambuco, Pernambuco, Brazil.

2.2 Extration

The harvested fresh leaves were dried at 45 oC for three days, and after drying, they
were crushed in a mechanical mill machine, getting 759. The aqueous extract was obtained
from dried leaves (50g of powder) by an infusion with water (500 ml / 100 °C/30 minutes)
followed by filtration. The filtrate was lyophilized (aqueous extract) and stored at 18°C.
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2.3 Determination of total phenol content

The total phenol content of the extract was estimed by Folin-Ciocalteu procedure [15].
Following this method, aliquots (0,1 ml) of fractions were diluted to 1 ml with distilled water.
To this solution 0,5 ml of Folin-Ciocalteu reagent (1:1) and 1,5 ml of 20% sodium carbonate
solution was added. The mixture was incubated for 2h at room temperature. The volume was
raised to 10 ml with distilled water and the absorbance of blue colored mixture was measured
at 765 nm.

The amount of total phenol was calculated as mg/g Gallic Acid Equivalent (GAE)
from calibration curve of gallic acid standard solution. For the gallic acid, the curve
absorbance versus concentration is described by equation: y=1,5221x + 0,0081 (r2= 0,9712).

2.4 Total antioxidant capacity by Phosphomolybdenum assay (P-Mo)

The total antioxidant capacity (TAC) was evaluated by the method of Pietro et al. [16].
Aliquot of 0.1 mL of sample solution was combined with 1 mL of reagent solution (600 mM
sulphuric acid, 28 mM sodium phosphate and 4 mM ammonium molybdate). The tubes were
capped and incubated in a boiling water bath at 95°C for 90 min. After the samples had
cooled to room temperature, the absorbance was measured at 695 nm. against a blank (1 mL
of reagent and 0.1 mL of the solvent). Total antioxidant activity was expressed in relation of
ascorbic acid and calculated by following formula:

% TAC = (As — Ac) X 100/(Aaa— Ac)

Where A. was the absorbance of the control (blank, without extract), As was the absorbance in
the presence of the extract and A,, Was absorbance of ascorbic acid.

2.5 Antimicrobial assay
2.5.1 Microorganisms

The strains of Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Micrococcus
luteus, Pseudomonas aeroginosa, Staphylococcus aureus and Proteus vulgaris were provided
by Departamento de Antiobioticos, Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). All
bacteria were maintained in Nutrient Agar (NA) and stored at 4 °C.

2.7 Determination of antibacterial activity using the disc diffusion method

The paper disc diffusion method was used to determinate antibacterial activity [17].
Bacterial strains grown on Mueller-Hinton Agar (MHA) at 37 C for 18h were suspended and
adjusted to a turbidity of 0,5 McFarland standard scale (approximately 1,5 x 10 8 CFU/ml).
The MHA was poured into petri dishes and inoculated with 100 pl of the suspension in sterile
paper discs (diameter 6 mm) punched in the agar. Erythromycin was used as positive controls,
and the discs treated with DMSO were used as the negative control. The plates were cultured
at 37 C for 18 h. the inibition zone diameter around each of the discs was measured and
recorded at the end of the incubation period.

2.8 Determination of the Minimun inhibitory concentration by dilution test in
microplate.
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In all wells were placed 100 uL of Mueller Hinton Broth. After, 50 uL of the extracts
(diluted in sterile distilled water at a concentration of 100 mg/mL) were added in column 3.
From this column was performed serial dilution until column 11. Were then added 10 pL of
bacterial suspension (turbidity with respect to the standard 0.5 MacFarland scale) in columns
2-12. Thus the first column is the control of sterility of the culture medium, the second
column of the control solvent (water) and column 12 the positive control. The microplates
were incubated for 24 hours at 37 °C. The growth inhibition was observed by adding 15 pL of
an aqueous solution of 0.01%resazurin incubation at 37 °C for 4 hours, and was determined as
minimum inhibitory concentration to lowest concentration that inhibited bacterial growth.The
tests were performed in duplicate.

2.9 Statistical analysis

Results are expressed as mean£SEM. Differences between the control and treated
groups were tested for significance using a one-way analysis of variance (ANOVA), followed
by Dunnett’s t-test. P values < 0.05 were considered to be significant.

3.0 Results and Discussion

3.1 Extration

The process of freeze drying resulted in 9g of crude aqueous extract, with a yield of
18%.

3.2 Total phenol content

Phenolic compound contribute to the overall antioxidant activities of plants. These
compounds were dosed by assay using Folin-Ciocalteu reagent that reduce yellow hetero
polyphosphomolybdatetungstate anions producing blue color, intensity of blue colored
complex has relation with the presence of hydrogen donating groups in the phenolic
compounds [18]. Costus spicatus aqueous extract exhibited the phenol content 60,47 mg/g
GAE.

3.3 Total antioxidant capacity by Phosphomolybdenum assay (P—-Mo)

The total antioxidant activity was measured by phosphomolybdenum method which is
based on the reduction of Mo(VI) to Mo(V) by the antioxidant compound and the formation
of a green phosphate/Mo(V) complex will be formed in the condition of acid pH and could be
monitored at 696 nm with a spectrophotometer [16]. Increase of the absorbance indicated the
increase of the total antioxidant capacity. The results showed an activity of 34.56 + 3.81%
compared to the activity of ascorbic acid.

3.4 Antibacterial activity

No activity was observed against different strains by disk diffusion method, but the
MIC values ranged from 0.195 to 6.25 mg/ml (Table 1). The result of antibacterial may be
caused by limited diffusion of the extracts through agar. This might be due to the use of
distilled water as solvent Distilled water might alter pH of agar which limited diffusion of the
extracts through agar [19]. Therefore, pH of distilled water must be measured prior to its use
to evidently identify the mentioned effect.

It is quite possible that some of the plants that were ineffective in this study do not
possess antibiotic properties, or the plant extracts may have contained antibacterial
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constituents, just not in sufficient concentrations so as to be effective. It is also possible that
the active chemical constituents were not soluble in water . The drying process may have
caused conformational changes to occur in some of the chemical constituents found in these
plants [20].

Bacteria MIC (mg/mL)

Bacillus subtilis 1.56
Escherichia coli 3.13
Klebsiella pneumonia 3.13
Micrococcus luteus 0.195
Pseudomonas aeroginosa 6.25
Staphylococcus aureus 1.56
Proteus vulgaris 3.13

Table 1: Antimicrobial activity of plant extract expressed as minimum inhibitory
concentration.
4.0 Conclusions

We conclude that the AECS has antioxidants and antimicrobial properties,
necessitating further studies in order to extract or isolate the substance that may be
responsible for this activity.
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4 CONCLUSOES

A andlise fitoquimica do extrato aquoso da Costus spicatus mostrou a presenca dos
compostos fenolicos: flavonoides (percertina e campferol) e derivados cinamicos;

N&o foi possivel obter a DL50 do EACS, o que sugere a falta de toxicidade por via
oral, porém foi detectada a presenca de infiltrado inflamatdrio nos rins e figado;

O EBACS diminuiu a captacao do tecnecio nos rins e aumentou no figado;

O EBACS possui um significativo potencial antiinflamatdrio;

O EBACS possui atividade antioxidante;

O EBACS possui um potencial antimicrobiano.
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Anexo A - Sistemas, padroes e reveladores da triagem fitoquimica do extrato aquoso da

Costus spicatus.

METABOLITOS | COMPOSICAO
DO TESTE
PADRAO PILOCARPINA
ALCALOIDES SISTEMA TOLUENO:ACETATO DE ETILA:DIETILAMINA (70:20:10)
REVELADOR DRAGENDORF
PADRAO ALCACHOFRA
) ACETATO DE ETILA:AC. ACETICO:AC. FORMICO:AGUA
POLIFENOIS SISTEMA (100:11:11:26)
REVELADOR NEU
PADRAO JATOBA
ACETATO DE ETILA:AC. ACETICO:AC. FORMICO:AGUA
PROANTOCIANIDINA SISTEMA (100:11:11:26)
REVELADOR VANILINA CLORIDRICA
PADRAO TIMOL
TERPENOS SISTEMA TOLUENO:ACETATO DE ETILA(90:12)
REVELADOR LIEBERMAN-BURCHARD

FONTE: Wagner e Bladt (1996)
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