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RESUMO

A familia Cyperaceae caracteriza-se por apresentar um habito de vida herbaceo, folhas
sésseis e frutos do tipo aquénio, sendo amplamente distribuida em vérias partes do
mundo. Em aspectos farmacologicos e fitoquimicos, as espécies desta familia
apresentam compostos bioativos que conferem uma gama de atividades bioldgicas
comprovadas cientificamente. Desta forma, a presente pesquisa foi realizada com o
objetivo de caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar as atividades antimicrobiana e
antioxidante da familia Cyperaceae, através de estudos utilizando as partes aéreas e
subterraneas das espécies Cyperus articulatus L.; Cyperus iria L.; Kyllinga odorata
Vahl; Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck. O material
vegetal foi coletado em areas especificas do estado de Alagoas e pulverizado em
moinhos de facas para obtencdo do pd. Posteriormente, foram preparados extratos
hidroalcodlicos (50%) das partes aéreas e subterraneas das cinco espécies coletadas. Um
particionamento liquido-liquido foi empregado para a obtencéo das fases de acetato de
etila e cloroférmio. Para a analise da constituicdo quimica dos extratos brutos, realizou-
se 0s seguintes testes: a) triagem fitoquimica; b) identificacdo dos compostos quimicos
por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD); c¢) quantificacdo do
teor de flavonoides totais pela complexagdo com AICI; a 5%; d) quantificagéo do teor
de fenois totais utilizando o reagente Folin-Ciocalteu. A avaliacdo da atividade
antioxidante in vitro foi realizada frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazila).
Os ensaios antimicrobianos in vitro foram realizados em triplicatas por meio da técnica
de microdiluicdo seriada com a finalidade de avaliar a Concentragéo Inibitétia Minima
(CIM) das fases de acetato de etila e cloroférmio frente a Staphylococcus aureus
(ATCC 27664 ), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619) e Candida albicans (ATCC
36802). Os resultados da triagem fitoquimica indicaram a presenca de varios compostos
fendlicos nos extratos hidroalcodlicos de C. articulatus, C. iria, K. odorata, O. cubensis
e R. nervosa. Por meio da técnica de CLAE-DAD utilizando as fases de acetato de etila
e cloroférmio das cinco espécies estudadas, foram indentificadas substancias de grande
importancia farmacoldgica, tais como: apigenina, catequina, quercetina, luteolina e
crisina. Nos ensaios referentes a quantificacdo do teor de flanoides e fendis totais,
verificou-se que os extratos hidroalcodlicos das partes aéreas das referidas espécies
apresentaram teores mais elevadas dessas substancias quando comparadas com as partes
subterraneas, consequentemente, expressaram melhores resultados na avaliacdo da
atividade antioxidante in vitro pelo método do DPPH. Em relagdo a atividade
antimicrobiana, constatou-se que fases cloroférmicas apresentaram uma maior atividade
inibitéria quando testados frente aos microrganismos patogénicos. As partes
subterraneas de O. cubensis inibiu o crescimento de C. albicans, S. aureus e P.
aeruginosa nas concentragdes de 15,6; 31,2 e 62 pg/mL, respectivamente. A fase
cloroférmica de C. iria também demonstrou um excelente resultado, sendo necessaria
uma concentracdo de apenas 31,2 pg/mL para inibir o crescimento de C. albicans e S.
aureus. Portanto, estas espécies podem ser fontes de compostos bioativos eficazes
contra fungos e bactérias.

Palavras-chave: Atividades biologicas; Constituintes quimicos; Farmacologia; Plantas
medicinais.



ABSTRACT

The Cyperaceae family is characterized by an herbaceous habit of life, sessile leaves
and fruits of the aquarium type, being widely distributed in several parts of the world. In
pharmacological and phytochemical aspects, the species of this family present bioactive
compounds that confer a range of biologically proven scientific activities. In this way,
the present research was carried out with the objective of characterizing the
phytochemical profile and to evaluate the antimicrobial and antioxidant activities of the
family Cyperaceae, through studies using the aerial and subterranean parts of the
species Cyperus articulatus L.; Cyperus iria L.; Kyllinga odorata Vahl; Oxycaryum
cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck. The vegetal material was
collected in specific areas of the state of Alagoas and pulverized in knives mills to
obtain the powder. Subsequently, hydroalcoholic extracts (50%) were prepared from the
aerial and subterranean parts of the five species collected. A liquid-liquid partitioning
was used to obtain phases of ethyl acetate and chloroform. To analyze the chemical
constitution of the crude extracts, the following tests were performed: a) phytochemical
screening; b) identification of chemical compounds by high performance liquid
chromatography (HPLC-DAD); c) quantification of total flavonoid content by
complexation with AICl3; d) quantification of the total phenol content using the Folin-
Ciocalteu reagent. The evaluation of the antioxidant activity in vitro was performed
against the radical DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazila). In vitro antimicrobial assays
were performed in triplicates using the serial microdilution technique in order to
evaluate the Minimum Inhibitotia Concentration (MIC) of the ethyl acetate and
chloroform phases against Staphylococcus aureus (ATCC 27664), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 25619) and Candida albicans (ATCC 36802). The results of
phytochemical screening indicated the presence of several phenolic compounds in the
hydroalcoholic extracts of C. articulatus, C. iria, K. odorata, O. cubensis and R.
nervosa. By means of the HPLC-DAD technique using the ethyl acetate and chloroform
phases of the five species studied, substances of great pharmacological importance were
identified, such as: apigenin, catechin, quercetin, luteolin and chrysin. In the tests
concerning quantification of flanoid and total phenol content, the hydroalcoholic
extracts of the aerial parts of these species showed higher levels of these substances
when compared to the subterranean parts, therefore, they expressed better results in the
evaluation of the antioxidant activity in vitro by the DPPH method. In relation to the
antimicrobial activity, it was verified that chloroform phases had a greater inhibitory
activity when tested against the pathogenic microorganisms. The subterranean parts of
O. cubensis inhibited the growth of C. albicans, S. aureus and P. aeruginosa at
concentrations of 15,6; 31,2 and 62 pg/mL, respectively. The chloroform phase of C.
iria also have shown an excellent result, requiring a concentration of only 31,2 pg/mL
to inhibit the growth of C. albicans and S. aureus. Therefore, these species can be
sources of bioactive compounds effective against fungi and bacteria.

Keywords: Biological activities; Chemical constituents; Pharmacology; Medicinal
plants.
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1. INTRODUGCAO GERAL

A Familia Cyperaceae Juss. se destaca pela presenca intensiva em muitas regides
e pelo grande numero de espécies distribuidas em vérios géneros (SOUZA e
CONCEICAO, 2009). Estdo incluidas na ordem Poales e de acordo com Rocha e
Martins (2011), as espécies pertencentes a esta familia se caracterizam por serem
cosmopolitas e de habito herbaceo, podendo ocorrer em regides alagadas, ou ainda, em
areas onde a seca € predominante.

Segundo Alves et al. (2009) foram catalogadas 678 espécies de Cyperaceae que
ocorrem no Brasil. Estas, sdo agrupadas em 42 géneros e distribuidas em 1.700 nomes.
Por meio de pesquisas realizadas para uma maior elucidagéo taxondmica desta familia,
identificou-se 203 espécies endémicas para o Brasil, das quais 40 pertencem a
Rhynchospora, 28 a Cyperus, 25 a Scleria, 22 a Bulbostylis, 19 a Pleurostachys, 16 a
Eleocharis e 11 a Hypolytrum. Apesar de serem amplamente identificadas em varias
regides do pais, Ribeiro et al. (2014) afirmam que, no Nordeste, os estudos com
Cyperaceae sdo escassos e raramente fornecem descri¢es botanicas representando o
padrdo morfolégico das espécies em nivel regional. A partir de dados identificados na
literatura, € possivel observar relatos cientificos referentes aos efeitos alelopaticos
(LAYNEZ-GARSABALL e MENDEZ-NATERA, 2007) e medicinais (DORIA et al.,
2016) a partir do uso de espécies desta familia.

Segundo pesquisas desenvolvidas por Adeniyi et al. (2014) foi possivel
comprovar que extratos vegetais de espécies da familia Cyperaceae possuem compostos
com propriedades bactericidas que podem ser utilizados como agentes antimicrobianos
em novos farmacos para o tratamento de doencas infecciosas causadas por patdgenos.
Gonzaélez et al. (2009) relatam que o rizoma de Kyllinga odorata tem sido utilizado no
Paraguai como medicamento, e que as flavonas e taninos seriam responsaveis pela
atividade diurética, antiespasmadica, antidiarreica e adstringente atribuida a K. odorata
(GONZALEZ et al., 2009).

Oladosu et al. (2011) comprovaram que o0 6leo essencial da parte subterranea de
Cyperus articulatus L. possui atividade antibacteriana, sendo eficaz no tratamento de
infecches causadas por microrganismos. Em estudo recente utilizando-se Remirea
maritima Aubl., foi possivel verificar o potencial antitumoral, antimetastatico, anti-
inflamatdrio e antioxidantes induzidos pelos extratos desta planta em testes realizados
em cobaias (DORIA et al., 2015).



20

A busca por substancias que possam servir como ponto de partida para o
desenvolvimento de novos farmacos tem aumentando o interesse da industria
farmacéutica e das instituicOes de pesquisa pelos produtos naturais, uma vez que 0 reino
vegetal tem como fornecer estruturas quimicas incomparaveis em namero e
complexidade (BEDNARCZUK et al., 2010). A observacdao do potencial medicinal
popular se deve a grande riqueza da flora brasileira, o que desencadeou o interesse por
parte da pesquisa cientifica na busca de novas moléculas bioativas de importancia
terapéutica. Dentre as diversas classes de produtos naturais extraidas de vegetais ,com
grande potencial farmacoldgico, estdo os alcaloides, flavonoides e as cumarinas
(COSTA-LOTUFO et al., 2010; SOUZA et al., 2013).

A presente pesquisa se embasou em trabalhos realizados anteriormente, onde
comprovou-se cientificamente que espécies da familia Cyperaceae possuem compostos
bioativos com potencial medicinal e que podem ser empregados no desenvolvimento de
novos fitoterapicos e fitofarmacos. A partir de uma andlise das exsicatas de espécies da
familia Cyperaceae depositadas no Herbario MAC do Instituto do Meio Ambiente de
Alagoas (IMA), constatou-se que Cyperus articulatus L., Cyperus iria L., Kyllinga
odorata Vahl, Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck,
possuem indicac¢Oes de uso na medicina popular, desta forma, ressalta-se a importancia
de investigar seus constituintes quimicos e suas atividades bioldgicas.

Esta dissertacdo é constituida por trés capitulos referentes aos artigos
cientificos elaborados com os dados obtidos ao longo desta pesquisa. O Artigo | trata
dos estudos fitoquimicos e avaliacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana dos
extratos e fracbes de Cyperus articulatus L. e Cyperus iria L. Os mesmos
procedimentos metodoldgicos foram utilizados para o desenvolvimento do Artigo I,
porém, com diferentes espécies da familia Cyperaceae (Kyllinga odorata Vahi,
Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck.). O Artigo 111 foi
publicado pela revista Diversitas Journal (ISSN: 2525-5215) e aborda apenas a
prospeccdo fitoquimica e dados relacionados a quantificacdo do teor de flavonoides

totais presentes em Cyperus articulatus L. e Cyperus iria L.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Caracterizar o perfil fitoquimico e avaliar as atividades bioldgicas de cinco

espeécies da familia Cyperaceae.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar a triagem fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos de Cyperus
articulatus L.; Cyperus iria L.; Kyllinga odorata Vahl; Oxycaryum cubensis
Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck.;

e Quantificar os compostos fenolicos e flavonoides totais a partir dos extratos
hidroalcoodlicos de C. articulatus; C. iria; K. odorata; O. cubensis e R.
nervosa,;

e ldentificar os constituintes quimicos das fases de acetato de etila e
cloroférmio das espécies C. articulatus; C. iria; K. odorata; O. cubensis e R.
nervosa pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-
DAD);

e Avaliar a capacidade antioxidante in vitro dos extratos hidroalcodlicos de C.
articulatus; C. iria; K. odorata; O. cubensis e R. nervosa.

e Auvaliar a atividade antimicrobiana in vitro das fases de acetato de etila e
cloroférmio das espécies C. articulatus; C. iria; K. odorata; O. cubensis e R.

nervosa.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Consideracdes gerais sobre plantas medicinais

Através do conhecimento empirico e oralidade o uso das plantas medicinais
foram sendo passados as geracfes (FIRMO et al., 2011) e se mantém na
contemporaneidade tornando-se uma cultura bastante forte que despertou o interesse por
estudos cientificos de carater etnobotanico e farmacoldgico. Badke et al. (2012) relatam
gue comparando o saber popular e o saber cientifico sobre a eficacia farmacoldgica das
plantas medicinais, € possivel observar que ocorre uma aproximacao entre ambos o0s

conhecimentos. De acordo com Branddo (2016), plantas medicinais séo todas aquelas
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que, em seus 0rgdos vegetativos ou reprodutivos, contenham substancias que podem ser
utilizadas com proposito terapéutico ou que sejam precussoras de sintese quimicas
farmacéuticas.

Para Castelluci et al. (2002), as espécies medicinais se diferenciam das demais
espéecies vegetais em virtude da producdo de substancias quimicas suficientes para
provocarem modificagBes nas funcbes bioldgicas. E importante ressaltar que a
caracterizacdo boténica e quimica de plantas é de fundamental importancia para a
validacdo e seguranca do uso tradicional das espécies medicinais e, também, para
estudos de obtencdo de produtos inovadores. As partes vegetais utilizadas podem variar
entre folhas, flores, raizes e frutos (MATIAS et al., 2016; CORDEIRO e FELIX, 2014).

Giraldi e Hanazaki (2010) reforcam que a percepcao sobre o poder curativo de
algumas plantas é uma das formas de relacdo entre popula¢cdes humanas e plantas e, as
praticas relacionadas ao uso tradicional de plantas medicinais, acabam sendo as unicas
alternativas para a manutencdo da salde ou o tratamento de doencas dentro das

comunidades.

3.2. Espécies da familia Cyperaceae com potencial medicinal

A partir da revisdo de literatura sobre o potencial medicinal da familia
Cyperaceae, surgiu o interesse de investigar os constituintes quimicos e as propriedades
terapéuticas (antimicrobiana e antioxidante) de algumas espécies que ocorrem no estado
de Alagoas, Brasil. No Quadro 1 sdo apresentadas dezoito plantas da referida familia
que possuem propriedades terapéuticas de grande importancia farmacoldgica. As
principais atividades biologicas resultantes de pesquisas experimentais relatadas por
diversos autores foram: anti-inflamatoria; antioxidante; anti-onchocerca; analgésica;
antidiarreica; antinociceptiva; anti-hiperglicémica; antialérgica; gastroprotetora;

antidiabética; anti-helmintica; antimicrobiana e antibacteriana.



23

Quadro 1. Levantamento bibliografico dos ultimos dez anos (2008-2018) de espécies

da familia Cyperaceae com potencial medicinal.

Espécies Parte da Tipo de Atividade Referéncias
planta extrato bioldgica
utilizada
Bulbostylis Planta inteira | Etandlico Anti-inflamatério | OWOYELE et
coleotricha al., (2015)
(Hochst. ex
A.Rich.)
Carex Raiz Metandlico Antioxidante FIORENTINO
distachya etal., (2008)
Desf.
Cyperus Rizomas Hexanico e Anti-Onchocerca | METUGE et al.,
articulatus L. metandlico (2014)
Cyperus Rizomas Metanolico Anti- CHAULYA et
tegetum Roxb. inflamatorio, al., (2012);
analgésica € CHAULYA et
antidiarreica al., (2011)
Cyperus Raiz Hidroalcoolico | Antidiarreica MAJUMDER
esculentus L. (2014)
Cyperus Folhas Metandlico Antinociceptivae | ALAM et al.,
scariosus R. anti- (2011)
Br. hiperglicémica
Cyperus Rizomas Etandlico e Antialérgica e JIN et al.,
rotundus L. metandlico gastroprotetora | (2011);
THOMAS et
al., (2015)
Kyllinga Raiz Metanolico Antidiabética VANAPATLA
triceps Rottb. etal., (2011)
Kyllinga Folhas Metanolico Analgésica AMOR et al.,
monocephala (2009)
Rottb.
Kyllinga Raiz Etandlico Anti-helmintica | MAJUMDER
nemoralis (2013)
(J.R.Forst. &
G.Forst.)
Mariscus Raiz e partes | Etandlico e Antimicrobiana | ADEONIPEKU
ligularis (L.) aéreas aquoso N etal., (2017)
Urb.
Pycreus Raiz e partes | Etanolico Antimicrobiana | ADEONIPEKU
smithianus aéreas N et al., (2014)
(Ridl.) CB
Clarke
Remirea Planta inteira | Aquoso Antinociceptiva, | RABELOetal.,
maritima anti-inflamatoria | (2013)
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Aubl. e antioxidante

Rhynchospora | Raiz e partes | Metandlico Antibacteriana SILVA (2016)
nervosa (Vahl) | aéreas

Boeck

Rhynchospora | Planta inteira | Metanolico Antimicrobiana | PAGNING et
corymbosa al., (2016)
(L.) Britton

Scirpus yagara | Tubérculos Etandlico Anti-inflamatéria | DONG et al.,
Ohwi (2016)
Scirpus Rizomas Etanolico Antioxidante POPESCU et
holoschoenus al., (2016)

L.

Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

3.2.1. Importéncia farmacol6gica de espécies do género Cyperus

De acordo com Spdésito et al. (2016) o género Cyperus apresenta propriedades
bioldgicas que lhe confere importancia medicinal e alimenticia. Os documentos
relacionados ao potencial terapéutico das espécies deste género tém apresentado
depdsitos de patentes registrados a partir do ano de 2010, sendo China o pais com maior
namero de depodsitos. Para Velasquez-Pérez e Galeano-Garcia (2012) é importante
destacar o potencial antioxidante das espécies de Cyperus, que apesar de serem
reconhecidas como plantas daninhas em diferentes culturas, sdo promissoras como
fontes alternativas de antioxidantes naturais.

Em pesquisas desenvolvidas por Herrera-Calderon et al. (2017) verificou-se que
0 extrato etandlico das folhas de Cyperus articulatus L. apresentaram efeito
anticonvulsivante na inducdo de pentilenotetrazol e atividade antioxidante in vitro e in
vivo. Azzaz et al. (2014) relatam que C. articulatus também apresenta uma significativa
atividade antimicrobiana que pode ser atribuida aos terpenos biossintetizados por esta
espeécie.

Cyperus rotundus L. é utilizada para distarbio no estdmago e diarreia. Na
medicina alternativa moderna recomenda-se 0 uso desta planta para tratar nauseas,
febre, inflamag&o, para redugdo da dor, para relaxamento muscular e muitos outros
disturbios. Além disso, extratos dessas plantas indicaram que quando testados em
microrganismos, ocorreu uma inibicdo do crescimento destes seres em VArios graus
(IMAM et al., 2014; MUN’IM et al., 2009; PAREKH e CHANDA, 2006). A analise
quimica qualitativa de extratos do material botanico de C. rotundus revelou a presenga
de metabolitos secundarios como fenois, flavonoides, taninos e glicosideos
(JEBASINGH et al., 2012).
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Em trabalho realizado por Soumaya et al. (2013) demonstrou-se claramente o
potencial analgésico, anti-inflamatorio, efeitos antioxidantes e imunomoduladores dos
diferentes extratos das partes aéreas de Cyperus rotundus. Estes efeitos podem ser
atribuidos aos metabodlitos secundarios presentes na parte aérea desta planta
(flavonoides, taninos e polifenois). No entanto, outros estudos in vivo sdo necessarios

para avaliar o uso desses extratos em terapias anti-inflamatérias e antioxidantes.

3.2.2. Atividades bioldgicas de espécies do género Kyllinga

Pesquisas desenvolvidas utilizando modelos animais revelaram que as raizes de
Kyllinga triceps Sw. sdo dotadas de principios ativos com propriedades antidiabética,
fundamentando a indicacdo na medicina tradicional das raizes para o tratamento de
diabetes (VANAPATLA et al., 2011). Em relacdo ao potencial analgésico atribuido ao
género Kyllinga, Amor et al. (2009) sugerem que o0s extratos metandlicos de K.
monocephala contém mais de um constituinte bioativo exibindo esta atividade
bioldgica.

A partir de um estudo de revisdo bibliografica foi possivel identificar que
investigacdes cientificas sobre os efeitos medicinais de Kyllinga nemoralis (J.R.Forst. &
G.Forst.) Dandy ex Hutch. & Dalziel mostraram que os extratos brutos desta planta
causavam efeitos analgésicos, antimicrobianos, hipoglicémicos, propriedades
anticancerigenas, hepatoprotetoras e antimalaricas. Em relacdo aos metabolitos
secundarios, observa-se que os flavonoides, especialmente o0s triterpenoides
sesquiterpenos, glicosideos, saponinas, compostos fenolicos e lipidios constituem
classes principais de constituintes desta planta (RAJU et al., 2011).

3.2.3. Propriedades terapéuticas de espécies promissoras de Cyperaceae

De acordo com Adeonipekun et al. (2014) os extratos etanolicos da raiz e da
parte aérea de Pycreus smithianus (Ridl.) C.B. Clarke. possuem atividade
antimicrobiana significativa, porém, o extrato da raiz desta planta é mais rica em
compostos bioativos do que a parte aérea em relacdo aos efeitos toxicos frente a
microrganismos. Pagning et al. (2016) também avaliaram a atividade antimicrobiana do
extrato metandlico e compostos isolados de Rhynchospora corymbosa (L.) Britton. os
experimentos revelaram que os extratos e compostos desta espécie exibiram dados de
concentragfes inibitérias minimas (CIM) varidveis com atividade antimicrobiana

significativa.
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Segundo Rabelo et al. (2013), Remirea maritima Aubl. conttm compostos
biologicamente ativos, verificados pela importante atividade antioxidante do 6leo
essencial. Vale ressaltar que esta pesquisa acrescentou importantes informacgdes ao
conhecimento etnofarmacolégico da planta, sendo indicada para sua utilizacdo no
Brasil. Em relacdo a presenca de metabolitos secundarios identificados nesta planta,
observou-se que o extrato hidroalco6lico desta espécie contém uma grande quantidade
de fendis e estudos anteriores mostraram a presenca de alguns flavonoides, que possuem
potencial anti-tumoral, anti-metastatico, anti-inflamatério e anti-oxidantes (DORIA et
al. 2015). Em pesquisas utilizando animais como cobaias, Déria et al. (2016)
constataram que o0s extratos de R. maritima provocaram efeitos anti-tumorais in vitro e

in vivo sem apresentar toxicidade substancial.

3.3. Considerac0es gerais sobre estudos fitoquimicos

A fitoquimica tem colaborado significativamente para o conhecimento da
constituicdo quimica dos vegetais, suas propriedades e funcdes, direcionando sua
utilizacdo, seja como alimentos ou farmacos, confirmando ou ndo a sua indicacdo no
conhecimento popular (BEZERRA et al., 2011). De acordo com Silva et al. (2014),
realmente hd um interesse crescente na extracdo e purificacdo de produtos naturais para
alimentos, produtos farmacéuticos e aplicagdes em cosmeéticos.

Pereira e Cardoso (2012) afirmam que os metabdlitos secundarios vegetais
destacam-se na area da farmacologia devido a seus efeitos bioldgicos sobre a saude da
espécie humana, sendo este o principal interesse em isolar estes principios ativos a partir
do material vegetal. E importante ressaltar que métodos fitoquimicos como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) sdo essenciais na conducdo de
pesquisas para analisar os constituintes quimicos de plantas (KATAOKA e CARDOSO,
2013).

3.4. Metabdlitos secundarios vegetais

Os metabdlitos secundarios biossintetizados pelas plantas podem ser agrupados
em quatro classes principais, sdo eles: terpenos: entre 0s quais estdo hormonios,
pigmentos ou 0leos essenciais; compostos fenolicos: cumarinas, flavondides, lignoides
e taninos; glicosideos: saponinas, glicosideos cardiotonicos, glicosideos cianogénicos e
glucosinolatos; e os alcaloides: morfina, a cocaina, a cafeina, a nicotina e a atropina
(GARCIA e CARRIL, 2011).
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Em um estudo realizado por Gobbo-Neto e Lopes (2007), verificou-se que o
metabolismo secundario de plantas pode variar consideravelmente dependendo de
varios fatores, influenciando de forma direta na formagdo dos principios ativos
dependendo da espécie vegetal submetida a algumas condi¢des ambientais, que podem

ser verificadas na Figura 1.

Figura 1. Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos

secundérios em plantas.

Ritmo circadiano

e

NN
indice pluviométrico
Sazonalidade Radiagdo UV
’ / Composigéo CO, SO,
’ \ atmosférica NO, O,

= Herbivoria e
Ataque de patégenos

Fonte: Gobbo-Neto e Lopes, (2007).

3.4.1. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza.
Nas plantas ja foram detectados mais de 8000 compostos fendlicos (SILVA et al.,
2010). Estes compostos possuem uma ou mais hidroxilas (Figura 2) ligadas a um anel
benzénico e, embora contenha um grupo caracteristico de alcoois, esta classe de
compostos possui propriedades especiais, sao compostos mais acidos que os alcoois
sendo oxidados com maior facilidade (ARCHELA e DALL’ANTONIA, 2014).
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Figura 2. Estruturas quimicas de polifendis.
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Fonte: Archela e Dall’ Antonia, (2014).

De acordo com Pereira e Cardoso (2012) vegetais in natura, como frutos,
legumes, folhosos em geral e condimentos, contém numerosos fitoquimicos,
destacando-se os compostos fendlicos, os compostos nitrogenados, os carotendides, 0
acido ascorbico e os tocoferois. A principal funcdo dos compostos fendlicos presentes
nas plantas estd relacionada com a protecdo, conferindo alta resisténcia a
microrganismos e pragas (ROCHA et al., 2011). Oliveira et al., (2011) ressaltam ainda
que estas substancias conferem uma alta atividade antioxidante que protege o organismo

dos efeitos nocivos dos radicais livres.

3.4.2. Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural (COUTINHO et al., 2009). Seu
esqueleto de carbono contém 15 carbonos dispostos em dois anéis aromaticos unidos
por uma ponte de trés carbonos. Entre suas fungdes esta a defesa e pigmentagédo
(GARCIA e CARRIL, 2009). Os principais tipos de flavonoides (Figura 3) s&o as
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antocianinas, catequinas, flavonois, flavanonas, flavonas e isoflavonas (MARCO et al.,
2008).

Figura 3. Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides.

Antocianidinas Catequmas Flavondis /@
J@ NN
OH
N \/ OH T

Flavanonas Flavonas Isoﬂavonas

A

Fonte: Marco et al. (2008).

Segundo Dornas et al. (2007) a utilizacdo de flavonoides como novo farmaco
disponivel no mercado, deveria redirecionar-se a estudos que comprovem sua utilizacédo
eficiente e segura, requerendo para isso novas informacdes sobre seus possiveis efeitos
e caracterizacdo geral das suas propriedades farmacoldgicas. A capacidade antioxidante
é umas das principais atividades biol6gicas associadas aos flavonoides que resulta de
uma combinacdo de suas propriedades quelantes depuradores de ferro e radicais livres,
além da inibicdo de oxidases: lipoxigenase, ciclooxigenase, mieloperoxidase e xantina
oxidase; evitando assim, a formacédo de espécies reativas de oxigénio e de hidroperoxido
organico (JIMENEZ et al., 2009; SIMOES e ALMEIDA, 2015).

3.5. Atividade antioxidante

O excesso de radicais livres no organismo pode desencadear uma série de
patologias graves (BARBOSA et al., 2010). Assim, para combater estes radicais, 0S
seres vivos produzem substancias que sdo capazes de regenerar ou prevenir os danos
oxidativos, exercendo seu papel como antioxidante. Alem destes, substancias com
habilidade de sequestrar radicais livres podem ser obtidas de fontes externas, como
alimentos e bebidas (ALVES et al., 2010). As plantas sdo amplamente estudadas por

possuirem compostos bioativos que conferem uma excelente capacidade antioxidante.
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Dentre as espécies da familia Cyperaceae, foi comprovada a atividade
antioxidante a partir dos extratos de Scirpus holoschoenus L. Popescu et al., (2016)
ressaltam que o potencial antioxidante desta espécies esta relacionado com os seguintes
compostos fendlicos identificados por HPLC: trans-resveratrol, cis-resveratrol, acido
clorogeénico, &cido cafeico, acido cinamico, vanilina, acido galico e &cido p-cumarico. A
partir dos resultados obtidos por Fiorentino et al. (2008) constatou-se que o extrato
metandlico das raizes de Carex distachya Desf. também mostrou potente atividade

antioxidante devido a presenca de diversos fitoquimicos bioativos.

3.6. Atividade antimicrobiana

O surgimento e a disseminacdo de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos disponiveis no mercado tém sido relatados ha décadas, incentivando a
busca de novas fontes de substancias com atividades antimicrobianas, como as plantas
utilizadas na medicina tradicional (MENDES et al., 2011). Assim, sendo uma das mais
ricas do planeta, a biodiversidade brasileira contém muitas espécies vegetais com
propriedades eficientes no combate a microrganismos patogénicos (PINHO et al.,
2012). A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da
determinacdo de uma pequena quantidade da substancia necessaria para inibir o
crescimento do microrganismo-teste; esse valor é conhecido como Concentracdo
Minima Inibitoria (CMI) (OSTROSKY et al., 2008).

Considerac0es gerais sobre 0os microrganismos testados

3.6.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva comensal e um patdgeno
que pode causar danos superficiais e invasivos, potencialmente com risco de vida
(FOSTER et al., 2014; TONG et al., 2015). A gravidade das infeccBes causadas por este
microrganismo pode variar de pequenas infec¢cdes de pele a pneumonia necrosante fatal
(DELEO et al., 2010). Iwase et al. (2010) relatam que € possivel evitar a colonizacdo
por S. aureus. Segundo estes autores, a elucidagdo dos mecanismos de colonizagédo pode
levar a uma melhor compreensdo da ecologia dessa espécie bacteriana, incluindo
interacbes comensais-patogénicas, e fornecer informacBes para desenvolver

medicamentos eficazes contra S. aureus.
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3.6.2. Pseudomonas aeruginosa

A bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno oportunista
que normalmente habita o solo e superficies Umidas, porém, sua alta adaptabilidade
permite-lhe sobreviver em uma gama de outros ambientes, incluindo instalacdes
médicas (GELLATLY e HANCOCK, 2013). A rede de sinalizacdo de P. aeruginosa €
talvez um dos mais complexos sistemas conhecidos e, até hoje, 0 mais bem estudado
dentre todos os microrganismos (JIMENEZ et al., 2012). Em comparagdo com outros
patogenos, P. aeruginosa é muito dificil de erradicar, pois apresenta alta resisténcia
intrinseca a uma ampla variedade de antibioticos, incluindo aminoglicosideos,
fluoroquinolonas e b-lactdmicos (BREIDENSTEIN et al., 2011).

3.6.3. Candida albicans

O fungo Candida albicans € de longe a espécie mais comum do género Candida
que pode causar um amplo espectro de doencas em seres humanos (GOW e HUBE,
2012). Esta levedura é responsavel por dois tipos principais de infeccBes: infeccdes
superficiais, como candidiase oral ou vaginal, e infeccdes sistémicas com risco de vida
(MAYER et al., 2013; KIM e SUDBERY, 2011). Segundo Jacobsen et al. (2012), C.
albicans vive em equilibrio com a flora microbiana normal sem causar danos ao seu
hospedeiro, porém, infecgbes superficiais podem ocorrer quando o equilibrio da

microbiota é perturbado ou o sistema imunoldgico do hospedeiro esta comprometido.
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CAPITULO - I

Perfil cromatogréfico, atividade antimicrobiana e potencial antioxidante in vitro de
duas espécies do género Cyperus (Cyperaceae)
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PERFIL CROMATOGRAFICO, ATIVIDADE ANTII\/!ICROBIANAA\ E
POTENCIAL ANTIOXIDANTE IN VITRO DE DUAS ESPECIES DO GENERO
Cyperus (CYPERACEAE)

RESUMO: O género Cyperus (Familia Cyperaceae) ¢ amplamente distribuido no mundo e
ocorre em Vvarias regides do Brasil. Em aspectos farmacologicos e fitoquimicos, algumas
espécies deste género apresentam compostos bioativos que conferem atividades bioldgicas
comprovadas cientificamente. Desta forma, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de
contribuir para o conhecimento fitoquimico e avaliacdo das atividades antimicrobiana e
antioxidante de Cyperus articulatus L. e Cyperus iria L. O material vegetal foi coletado na
Serra Dois Irmaos, Vigosa, Alagoas, e as exsicatas foram depositadas no Herbéario do Instituto
do Meio Ambiente de Alagoas (IMA-AL). Posteriormente, foram preparados extratos
hidroalcodlicos (50%) a base de 10g do p6 das partes aéreas e subterraneas das duas espécies
coletadas. Um particionamento liquido-liquido foi empregado para obtencdo das fases de
acetato de etila e cloroférmio. Para quantificacdo do teor de fendis totais foi utilizado o reagente
Folin-Ciocalteu. Com o propdsito de identificar os compostos quimicos das fases obtidas do
particionamento foi empregada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-
DAD). A avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada frente ao radical DPPH (2,2-difenil-
1-picril hidrazila). Os ensaios antimicrobianos foram realizados em triplicatas por meio da
técnica de microdiluicdo seriada. Por meio da técnica de CLAE-DAD utilizando as fases de
acetato de etila e cloroférmio de C. iria e C. articulatus, foram indentificadas substancias de
grande importancia farmacolégica, tais como: acido clorogénico, catequina, quercetina e
quercitrina. Nos ensaios referentes a quantificacdo do teor de fendis totais, verificou-se que 0s
extratos hidroalcodlicos das partes aéreas das referidas espécies apresentaram teores mais
elevadas dessas substancias quando comparadas com as partes subterraneas, consequentemente,
expressaram melhores resultados na avaliacdo da atividade antioxidante in vitro. Em relacéo a
atividade antimicrobiana, constatou-se que a fase cloroférmica de C. iria apresentou o melhor
resultado, sendo necessaria uma concentragdo de apenas 31,2 pug/mL para inibir o crescimento
de C. albicans e S. aureus.

Palavras-chave: Atividades biolégicas; Compostos bioativos; Plantas medicinais.

INTRODUCAO

Pesquisas utilizando plantas medicinais tém contribuido significativamente para
0 desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas a base de compostos bioativos
(FIRMO et al., 2011). Nesta perspectiva, muitas espécies se tornaram alvos de estudos
etnoboanicos e etnofarmacoldgicos, estas areas colaboram fortemente para a descoberta
de novos fitoterapicos (CORDEIRO e FELIX, 2014). E comum a utilizacdo de material
vegetal em paises desenvolvidos e em desenvolvimento como remédios caseiros,
medicamentos e matérias-primas para a industria farmacéutica, e representa uma
proporcao substancial de drogas comercializadas no mercado global (SIVAPALAN,
2013).

Espécies pertencentes a familia Cyperaceae sdo uma importante fonte de

constituintes ativos com propriedades terapéuticas (GAMAL et al., 2015). Em termos
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taxonémicos, Cypereae é a segunda tribo mais diversificada e, seu maior género,
Cyperus (Linnaeus 1753: 44) inclui cerca de 600 espécies, algumas das quais sdo usadas
na medicina popular (LARRIDON et al., 2014; REID et al., 2014). Alguns estudos tem
evidenciado que algumas espécies deste género apresentam atividades bioldgicas que
Ihe confere importancia farmacoldgica e alimenticia (SOUMAYA et al., 2014,
KAKARLA et al., 2016; SPOSITO et al., 2016). Estes achados tem despertado o
interesse da comunidade cientifica a continuar a busca por novos compostos bioativos
identificados em Cyperus spp.

A especie Cyperus articulatus L. tem sido avaliada quanto ao seu potencial
antibacteriano (OLADOSU et al., 2011), antiplasmodial (RUKUNGA et al., 2008),
anticonvulsivante (HERRERA-CALDERON et al., 2018) e anti-onchocerca (METUGE
et al., 2014). Caracterizacdes quimicas dos rizomas de C. articulatus evidenciaram a
presenca de flavonoides, saponinas, triterpenos, sesquiterpenos e cetonas (MURIITHI et
al., 2017). Em pesquisas realizadas utilizando Cyperus iria L. constatou-se que 0S
alcaloides presentes nas raizes desta espécie possuem atividade antifungica, além de
terem potencial para o desenvolvimento de biopesticidas (ZHOU et al., 2009). Essas
descobertas s6 foram possiveis gracas aos avancos dos estudos fitoquimicos que tem
colaborado para o conhecimento da constituicdo quimica dos vegetais, suas
propriedades e fungdes, direcionando sua utilizacdo, seja como alimentos ou farmacos
(BEZERRA et al., 2011; SILVA et al., 2014).

Como relatado por alguns autores, investigacdes farmacologicas e quimicas de
produtos naturais obtidos de plantas sdo essenciais para a descoberta de novas
alternativas terapéuticas. Desta forma, a presente pesquisa teve como objetivo contribuir
para o conhecimento fitogquimico, antimicrobiano e antioxidante do género Cyperus,
através de estudos utilizando as partes aéreas e subterraneas de Cyperus articulatus L. e

Cyperus iria L.

METODOLOGIA

Material botéanico

Espécimes de Cyperus articulatus L. e Cyperus iria L. foram coletados na Serra
Dois Irméos, Vicosa - AL, nas coordenadas municipais: [lat: -9.37139 long: -36.2408
err: £18701 WGS84] no més de janeiro de 2018. Exsicatas do material botanico foram
identificadas pela Prof® Dr* Ana Paula do Nascimento Prata e depositadas no Herbario
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do Instituto de Meio Ambiente de Alagoas (MAC), sob os nimeros MAC-64297 (C.
articulatus) e MAC-64296 (C. iria).

Obtencéao e concentracao dos extratos

Partes aéreas e subterraneas de C. articulatus e C. iria foram secas em estufa a
45 °C e pulverizadas em moinho de facas. A extracdo foi realizada pelo método de
maceracao utilizando 10 g de pd das espécies para 200 mL de solugdo hidroalcodlica
(50%). O material botanico sob a forma de extrato hidroalcodlico foi concentrado em
evaporador rotativo sob temperatura constante de aproximadamente 60 °C até a

completa evaporacéo do solvente.

Particionamento dos extratos bioativos

Para realizar o processo de particionamento liquido-liquido do extrato
hidroalcodlico bruto de C. articulatus e C. iria, utilizou-se um funil de separacédo.
Foram utilizados 20 mL de acetato de etila para 20 mL dos extratos brutos das partes
aéreas e 20 mL de cloroférmio para 20 mL dos extratos brutos das partes subterraneas.
As fases resultantes do particionamento foram obtidas separadamente, reservadas para
as analises em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD) e testadas frente

a microrganismos patogénicos.

Fenois totais

Para a determinagdo de fendlicos totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu
seguindo a metodologia descrita por Waterman e Mole (1994), com algumas
adaptacdes. Em baldo volumétrico de 5 mL, foram adicionadas aliquotas dos extratos
das partes aéreas e subterraneas de C. articulatus e C. iria em cinco concentracdes
diferentes (Tabela 1).

Tabela 1 — Pontos de concentracdo dos extratos brutos de Cyperus iria L. e Cyperus
articulatus L para quantificacdo do teor de fendis totais.

Partes aéreas Partes subterraneas
C. articulatus C.iria C. articulatus C.iria
(Mg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)

48,4 52,62 353 512

72,6 87,7 529,5 640

96,8 122,78 706 768

121 175,4 882,5 896
145,2 263,1 990 1024
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Posteriormente, foi adicionado 0,25 mL do reagente Folin-Ciocalteu e apods 2
minutos, 1 mL de carbonato de sodio (Na,CO3z). O volume de cada baldo foi
completado com &gua destilada. Cada solucdo foi deixada em repouso a temperatura
ambiente protegido da luz e, precisamente apds 2 horas, sua leitura foi tomada em
espectrofotdbmetro a 760 nm e comparada com a curva padrao de &cido galico, em seis
pontos de concentragdes 2, 4, 5, 6, 8 e 10 pg/mL. Y= 0,1024x - 0,0164, onde y € a
absorbancia e x é a concentragdo; R? = 0,9775 (Figura 1). O conteldo total de fenélicos
foi expresso em ug equivalente de acido galico por pg dos extratos de C. articulatus e

C. iria, considerando-se o teor de extrato seco das mesmas.

Figura 1 — Curva de calibracdo realizada com &cido galico as concentrac@es de 2, 4, 5,
6, 8 e 10 pg/mL.
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Identificacéo de compostos bioativos

A separacdo dos constituintes quimicos foi realizada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de ultravioleta (UV) e arranjo de diodo (DAD),
analisando as fases acetato de etila e cloroformica de C. articulatus e C. iria,
respectivamente. Foram injetadas numa taxa de fluxo de 0,6 mL/min por 72 minutos,
utilizando por fase estacionaria uma coluna de fase reversa Jupiter 5u C18 300A, e por
fase movel uma mistura de metanol, agua e &cido trifluoroacetico 0,1%. Os
cromatogramas foram registrados nos comprimentos de onda a 254 nm. Para
identificacdo das substancias, foi utilizado um padréo analitico especificando o tempo

de retencéo obtido da amostra e seus respectivos comprimentos de onda (Tabela 2).
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Tabela 2 - Padrdao utilizado para identificacdo dos compostos bioativos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tempo retencdo (min) Composto Al(nm) A2(nm) A3 (nm)
10,97 Acido galico 195 218 271
23,39 Catequina 233 279 -
27,25 Acido clorogénico - 246 325
29,04 Acido ferdlico 208 290 322
36,95 Acido p-coumarico 236 290 309
41,97 Miricitrina 259 351
42,95 Rutina - 256 355
45,03 Quercitrina - 256 349
48,18 Quercetina 255 369
48,67 Naringenina - 229 290
49,13 Luteolina - 255 349
52,13 Apigenina 239 267 339
54,32 Crisina - 268 313
56,40 Acacetina - 269 335

Atividade antioxidante in vitro

O sequestro de radicais livres (SRL) pelo método do DPPH foi avaliado
seguindo a metodologia de Mensor et al. (2001) com adaptacdes. Para a medida da
capacidade sequestrante do radical DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazila), foi adicionado
2,0 mL de solugdo DPPH em um baldo volumétrico de 5 mL. Posteriormente, foram
adicionadas aliquotas dos extratos das partes aéreas e subterraneas de C. articulatus e C.
iria em seis concentracdes diferentes (Tabela 3). O volume final do baldo foi

completado com etanol. Apds 30 minutos, foi medida a absorbancia a 518 nm.

Tabela 3 — Pontos de concentracdo dos extratos brutos de Cyperus iria L. e Cyperus

articulatus L para avaliacdo da atividade antioxidante in vitro.

Partes aéreas Partes subterraneas
C. articulatus C. iria C. articulatus C.iria
(Hg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

732 1328 1412 512
549 996 1059 384
366 664 706 256
183 332 353 128
91,5 166 176,5 64
36,6 66,4 70,6 25,6

A capacidade de sequestro de radical DPPH foi calculada de acordo com a
equacéo: Capacidade de sequestro de radical DPPH (%) = 100 — ((ABS amostra — ABS
branco)*100) / ABS controle). Onde: ABS Amostra = Absorbancia da solucdo da
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amostra em DPPH; ABS Controle = Absorbéancia da solucédo referéncia em DPPH e
ABS branco = Absorbancia da solugdo da amostra sem DPPH. Os resultados referentes
a atividade antioxidante foram expressos por meio do calculo de IC50, onde foi
utilizada a equacdo da reta referente aos valores de absorbancia dos extratos,
substituindo o valor de y por 50 para obtencdo da concentracdo da amostra com
capacidade de reduzir 50% do radical DPPH.

Atividade Antimicrobiana in vitro

Foi testada a eficiéncia das fases acetato de etila e cloroférmica obtidas de C.
articulatus e C. iria frente aos seguintes microrganismos patogénicos: Staphylococcus
aureus (bactéria Gram-positiva); Pseudomonas aeruginosa (bactéria Gram-negativa) e

Candida albicans (fungo).

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A técnica de microdiluicdo seriada foi realizada em triplicata, seguindo as
metodologias descritas por Sampaio et al. (2009), CLSI (2012) e Arendrup et al. (2012),
com modificacdes. As fases de acetato de etila e cloroformio das partes aéreas e
subterraneas de C. articulatus e C. iria foram diluidas em DMSO a 1% em H,O na
concentracdo de 2500 pg/mL. Posteriormente, as fases foram submetidas a diluicdo em
microplacas de 96 pogos contendo 80 pL de meio Brain Heart Infusion (BHI) por pogo.
Os ino6culos de células de S. aureus ATCC 27664, P. aeruginosa ATCC 25619 ou C.
albicans ATCC 36802 foram padronizados utilizando a técnica de suspensdo de
colonias e a escala MacFarland 0.5, como descrito nos protocolos do CLSI (2012) e
Arendrup et al. (2012). A cada diluicdo das fases foram adicionados 20 uL de uma
suspensdo microbiana contendo 10° UFCmL™ de S. aureus ATCC 27664 ou P.
aeruginosa ATCC 25619 ou 10° UFCmL™ de C. albicans ATCC 36802, obtendo-se,
assim, as diluicdes seriadas de 15.62, 31.25, 62.50, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL das
fases, no volume final de 100 pL por pogo. Como controle negativo, foi utilizado os
mesmos indculos microbianos em caldo BHI sem antimicrobianos. A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi determinada por espectrofotometria em leitor de Elisa a
560-630 nm, apds 24 horas de incubacgéo, em aerofilia, a 37° C. A CIM foi definida
como a menor faixa de concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir de 100% do

crescimento microbiano, em relagdo ao controle negativo.

Analises estatisticas
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As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 5.0 e
através do software Microsoft Excel® 2010. Foi aplicado teste de médias para
diferenciar o teor de fendis e flavonoides totais dos extratos de C. articulatus e C. iria.
A comparacdo entre os grupos foi realizada por meio da analise de variancia (ANOVA),
considerando-se significativo todo resultado com p abaixo de 0,05 utilizando-se o teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fendis totais

As analises referentes a quantificacdo do teor de fendis totais revelaram
diferenca significativa entre os extratos hidroalcodlicos das partes aéreas e subterraneas
de C. articulatus e C. iria quando comparadas ao nivel de 5% de probabilidade pelo

teste de Tukey com valor de p considerado significativo abaixo de 0,05 (Figura 2).

Figura 2 - Teor de fendis totais dos extratos hidroalcoolicos de Cyperus articulatus L. e

Cyperus iria L.
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ECAPA: Extrato de C. articulatus — Parte Aérea; ECAPS: Extrato de C. articulatus — Parte Subterranea;
ECIPA: Extrato de C. iria — Parte Aérea; ECIPS: Extrato de C. iria — Parte Subterranea.

Letras iguais indicam que ndo héa diferenca significativa e letras diferentes indicam que ha diferenga
significativa entre os grupos segundo o teste de Tukey. Valor de p considerado significativo abaixo de
0,05.

As partes aéreas de ambas as espécies estudadas demonstraram ter uma
quantidade expressiva de compostos fendlicos em relagdo as partes subterrneas. A
partir de dados encontrados na literatura, observou-se que os maiores niveis de
compostos fendlicos em Cyperus rotundus foram identificados nos extratos obtidos das

suas folhas 136,0 mg 100 g™, enquanto que nos extratos dos tubérculos dessa espécie
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foram encontradas concentracdes abaixo de 60 mg 100 g (QUAYYUM et al. 2000).
Veber et al. (2015) também relataram em seu trabalho que o extrato hidro-etandlico
50% das folhas de Syzygium cumini L. apresentou os maiores resultados de compostos
fenélicos na concentracdo de 221,03 mg 100 g™ em relacéo aos demais tipos de extratos
hidro-etanolicos 25%, 75% e 95%. Segundo Storck et al. (2013), as folhas de brdcolis
apresentam teor de polifendis totais superior 137,15 mg 100 g™ em relagdo ao de seu
talo 41,40 mg 100 g,

Identificacdo dos compostos quimicos

Alguns constituintes quimicos podem ser observados nos cromatogramas da fase
acetato de etila das partes aéreas de C. articulatus (Figura 3). Os picos que apresentaram
maior similaridade com relagcdo aos parametros monitorados da referida amostra foram
indicados por meio de setas para facilitar a interpretacdo dos resultados. Pode-se
observar pelos tempos de retencdo que os compostos da FAECAPA correspondem aos
derivados de acido ferulico e derivado de acido galico. Enquanto que os principais
compostos identificados na fase acetato de etila das partes aéreas de C. iria foram:
catequina, derivado do &cido galico, acido clorogénico, derivado do &cido p-coumarico

e derivado da catequina (Figura 4).

Figura 3 - Perfil cromatografico da fase acetato de etila das partes aéreas de Cyperus

articulatus L. no comprimento de onda a 254 nm.
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FAECAPA: Fase Acetato de Etila de C. articulatus — Partes Aéreas.
Compostos: Derivados do Acido fertlico e Derivado do Acido galico.
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Figura 4 - Perfil cromatografico da fase acetato de etila das partes aéreas de Cyperus

iria L. no comprimento de onda a 254 nm.
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FAECIPA: Fase Acetato de Etila de C. iria — Partes Aéreas. )
Compostos: Catequina, Derivado do Acido gélico, Acido clorogénico, Derivado do Acido p-coumérico e
Derivado da Catequina.

Segundo Nystrom et al. (2007) o &cido feralico é um composto pequeno e polar
com solubilidade limitada em Oleos, além disso, esse antioxidante é facilmente
volatilizado. A atividade antioxidante dos ésteres do acido fertlico é baseada na doacgéo
de hidrogénio do grupo hidroxil do &cido fertlico. Assim, esses compostos atuam como
0s demais antioxidantes comumente utilizados na industria de alimentos (PESTANA et
al., 2008).

No cromatograma de FAECIPA, alguns compostos importantes também foram
identificados. Em relacdo a catequina, Senger et al. (2010) ressaltam que a atividade
antioxidante associada a esta substancia pode prevenir a citotoxicidade induzida pelo
estresse oxidativo em diferentes tecidos. O &cido clorogénico foi outro composto
identificado em FAECIPA, e embora sua acdo ndo seja duradoura quando isolado, esta
substancia também contribui para a atividade antioxidante de extratos vegetais
(SARTORI et al., 2014). Estes relatos encontrados na literatura referentes ao potencial
antioxidante da catequina e do acido clorogénico, reforcam que extratos das partes
aéreas de C. iria apresentam compostos bioativos com elevada capacidade sequestrante
de radicais livres.

A partir do perfil cromatogréafico da fase cloroformica das partes subterraneas de

C. articulatus observou-se que nao foi possivel identificar as substancias presentes nos
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picos de maior intensidade (Figura 5). Porém, nos picos de menor intensidade,
substancias como o Acido clorogénico e seus derivados tiveram destaque para a amostra
analisada. E importante ressaltar que o cromatograma da fase cloroférmica das partes
subterraneas de C. iria apresentou seis compostos identificados por meio do padrédo

utilizado (Figura 6).

Figura 5 - Perfil cromatografico da fase cloroférmica das partes subterraneas de

Cyperus articulatus L. no comprimento de onda a 254 nm.
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Figura 6 - Perfil cromatografico da fase cloroférmica das partes subterraneas de

Cyperus iria L. no comprimento de onda a 254 nm.
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FCCIPS: Fase Cloroférmica de C. iria — Parte Subterranea.
Compostos: Acido clorogénico, Derivado do Acido galico, Quercitrina, Quercetina e Derivado da
Luteolina.

Além das substancias identificadas nos cromatogramas de FCCAPS, Metuge et
al. (2014) identificaram mais de 80 compostos no 6leo essencial dos rizomas de C.
aritulatus por meio de andlises realizadas em cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massa. Os principais constituintes quimicos relatados pelos referidos
autores foram: monoterpenos, sesquiterpenos, hidrocarbonetos, &cidos graxos e
derivados de &cidos graxos. Metabdlitos secundarios isolados de Cyperus rotundus sao
amplamente utilizados para fins terapéuticos, sendo esta uma das espécies do género
Cyperus mais estudada pela comunidade cientifica (PEERZADA et al., 2015; AL-
SNAFI, 2016). Segundo Oliveira e Melo (2017), extratos desta planta apresentam
flavonoides, taninos, alcaloides, saponinas, triterpenos e esterdis, exceto
leucoantocianidinas.

A quercetina foi um dos compostos identificados nas partes subterraneas de C.
iria. De acordo com Jiménez et al. (2009), este flavonoide atende aos requisitos ideais
para exercer uma eficiente fungdo antioxidante, porque o seu potencial é cinco vezes
maior que a das vitaminas C e E. A atividade antimicrobiana € outro beneficio
associado a quercetina. De acordo com Camargo e Raddi (2008), 120 pg/mL deste
flavonoide demonstrou 70% de inibicdo do crescimento de S. aureus em relacdo ao
controle.

Em estudos realizados por Vechia et al. (2016), verificou-se que a quercitrina
(substancia identificada no cromatograma de FCCIPS — Figura 6) € uma substancia
majoritaria identificada nos extratos hidroalcodlicos das partes aéreas da espécie
Solidago chilensis (Asteraceae), sendo este flavonoide identificado por meio de
métodos cromatograficos e espectroscopicos. Propriedades terapéuticas relacionadas a
quercitrina foram descritas por Ballester et al. (2006), demonstrando que esta substancia
foi capaz de restaurar completamente o transporte hidroeletrolitico intestinal, que
resultou numa redugdo da incidéncia de diarreia, um dos sintomas que caracterizam a

inflamacéo intestinal.

Atividade antioxidante in vitro
Analisando os valores de IC50, que expressa a quantidade de droga necessaria

para reduzir em 50% a concentraco inicial de DPPH (LOBO et al., 2010), observou-se



51

que os melhores resultados foram identificados nas concentracdes de 321,33 ug/mL e
395,57 ug/mL dos extratos hidroalcodlicos das partes aéreas de C. iria e C. articulatus,
respectivamente. Em relacdo aos extratos das partes subterr@neas das duas espécies
estudadas, foram necessarios valores acima de 400 pg/mL para que acontega a mesma
reducdo do radical DPPH e, portanto, apresentam uma atividade antioxidante menor do

que a verificada nas partes aéreas (Tabela 4).

Tabela 4 — Atividade antioxidante in vitro dos extratos hidroalcoolicos de Cyperus

articulatus L. e Cyperus iria L.

Extratos brutos - PA ICso — pg/mL AA (% + DP)"
C. articulatus 395,57 41,12 + 2,44
C.iria 321,33 48,74 + 4,49
Extratos brutos - PS ICso — pg/mL AA (% + DP)"
C. articulatus 1114,01 24,51 £ 4,22
C.iria 436,82 29,52 + 4,08

PA: Parte aérea; PS: Parte subterranea; AA: Atividade antioxidante; ‘média + desvio padréo.

Estes resultados estdo relacionados com o elevado teor de flavonoides e fendis
presentes nas partes aéreas de C. articulatus e C. iria. Neste contexto, Abrahdo et al.
(2010) ressaltam que a atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se,
principalmente, as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Em relacdo aos
flavonoides, grupo mais estudado entre os compostos fendlicos, Almeida et al. (2010)
explicam que os efeitos antioxidantes dessas substancias sdo atribuidas a capacidade de
captura e neutralizacdo de espécies oxidantes como o anion superéxido (02), radical
hidroxila ou radical peréxido, atuando por sinergismo com outros antioxidantes como as
vitaminas C e E (SIMOES e ALMEIDA, 2015).

Atividade antimicrobiana in vitro

Comparando-se os resultados referentes a microdiluicdo das fases acetato de
etila de C. articulatus e C. iria, observa-se que as partes aéreas destas duas espécies
vegetais ndo apresentaram potencial antimicrobiano frente aos microrganismos
avaliados. Os melhores resultados da concentracdo inibitoria minima (CIM) podem ser
observados em FCCAPS e FCCIPS, indicando que as partes subterraneas das duas

especies estudadas podem ser fonte de potentes agentes antimicrobianos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Determinacdo da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) das fases acetato de

etila e cloroférmio das partes aéreas e subterraneas de Cyperus articulatus L. e Cyperus

iria L.
Cepas FAECAPA FCCAPS FAECIPA FCCIPS
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)
Candida albicans - 62,5 - 31,2
Staphylococcus aureus 125 125 - 31,2
Pseudomonas aeruginosa - 250 - 250

FAECAPA: Fase Acetato de Etila de C. articulatus — Parte Aérea; FCCAPS: Fase Cloroférmica de C.
articulatus — Parte Subterranea; FAECIPA: Fase Acetato de Etila de C. iria — Parte Aérea; FCCIPS:
Fase Cloroférmica de C. iria — Parte Subterranea; (-): Sem Inibicéo.

Entre as fases acetato de etila das partes aéreas analisadas, apenas C. articulatus
demonstrou atividade inibitoria frente a Staphylococcus aureus na CIM de 125 pg/mL.
Oladosu et al. (2011) sugeriu em seu estudo que os Oleos essenciais de C. articulatus
pode ser utilizado em formulacdes para o desenvolvimento de drogas antimicrobianas.
Segundo estes autores, a determinacdo da concentracdo inibitéria minima usando o
método de diluicdo do 6leo em agar apresentou CIM de 14, 12 pg/mL para S. aureus e
10, 12 pg/mL para P. aeruginosa. Em uma triagem antibacteriana preliminar realizada
por Kilani-Jaziri et al. (2011), constatou-se que o extrato de acetato de etila de Cyperus
rotundus demonstrou ser eficaz contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis e Enterococcus faecalis na CIM de 2,5
mg/mL. Atividade bacteriana referente a C. rotundus também foi destacada por Sharma
e Singh (2011).

Os melhores resultados foram verificados em FCCIPS. Esta fase apresentou
atividade inibitéria frente aos patdgenos Candida albicans e Staphylococcus aureus,
inibindo o crescimento flingico e bacteriano na CIM de 31,2 pg/mL. Esses dados
indicam que as partes subterraneas de C. iria podem ser uma importante fonte de
produtos naturais, como exemplo da quercetina, um composto identificado nos ensaios
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Figura 6), e que possui um amplo espectro
de atividade contra microrganismos patogénicos (CAMARGO e RADDI, 2008). Em um
estudo fitoquimico realizado por Kishore e Alluraiah (2013), foi possivel observar a
presenca de compostos bioativos como as antraquinonas, flavonoides, esteroides e
fenois em C. iria, que tém propriedades eficientes no tratamento de doencas
microbianas. Avaliagdes da atividade antifungica de alcaloides extraidos a partir de C.
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iria foram realizadas por Zhou et al. (2010), os autores destacaram que estes compostos
demonstraram ser eficazes contra microrganismos.

A bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa demonstrou maior
resisténcia frente as fases das partes subterraneas de C. articulatus e C. iria, sendo
necessaria uma CIM acima de 250 pg/mL para inibir o crescimento desse patdégeno. De
acordo com Kobayashi et al. (2009), a resisténcia conferida por P. aeruginosa
presumem a dificuldade de se estabelecer quais opcOes de associacdo de
antimicrobianos para o tratamento de infecgdes graves causadas por este patogeno.
Figueiredo et al. (2007) também afirmam que P. aeruginosa é uma bactéria Gram-

negativa resistente a maltiplos farmacos.

CONCLUSAO

A técnica de CLAE-DAD indicou a presenca de substancias de grande
importancia farmacologica nas fases de acetato de etila e cloroférmio de C. iria e C.
articulatus, tais como: acido clorogénico, catequina, quercetina e quercitrina. As partes
aéreas das referidas espécies apresentaram um teor elevado de fendis totais em relacdo
as partes subterrdneas, consequentemente, expressaram melhores resultados na
avaliacdo da atividade antioxidante in vitro pelo método do DPPH.

Em relacdo a atividade antimicrobiana, constatou-se que as fases cloroférmicas
das partes subterraneas de C. articulatus e C. iria apresentaram uma maior atividade
inibitoria quando testados frente a C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa, indicando que
as fases das espécies estudadas sdo fonte de compostos antibacterianos e antiflngicos.
Desta forma, sugere-se que novas pesquisas sejam realizadas para comprovar 0S

mecanismos de acdo das substancias extraidas a partir de C. articulatus e C. iria.
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PROSPECCAO FITOQUIMICA, PERFIL CROMATOGRAFICO E
AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTIMICROABIANA E ANTIOXIDANTE
DE TRES ESPECIES DA FAMILIA CYPERACEAE JUSS.

RESUMO: Ao longo do tempo, tem sido comprovado cientificamente que produtos naturais
obtidos a partir de espécies da familia Cyperaceae apresentam propriedades terapéuticas de
interesse farmacoldgico. Desta forma, a presente pesquisa teve como objetivo contribuir para o
conhecimento fitoquimico, antimicrobiano e antioxidante da familia Cyperaceae, através de
estudos utilizando as partes aéreas e subterraneas das espécies Kyllinga odorata Vahl;
Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck. O material vegetal foi
coletado em éreas especificas do Centro de Ciéncias Agrérias (CECA/UFAL), entre agostos e
setembro de 2017. Posteriormente, foram preparados extratos hidroalcodlicos (50%) das partes
aéreas e subterraneas das trés espécies coletadas. Um particionamento liquido-liquido foi
empregado para obtencdo das fases de acetato de etila e cloroférmio. Para a analise da
constituicdo quimica dos extratos brutos, realizou-se 0s seguintes testes: a) prospecgdo
fitoquimica; b) identificacdo dos compostos quimicos por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-DAD); c) quantificagdo do teor de flavonoides e fendis totais. A avaliacéo da
atividade antioxidante in vitro foi realizada frente ao radical DPPH (2,2-difenil-1-picril
hidrazila). Os ensaios antimicrobianos in vitro foram realizados em triplicatas por meio da
técnica de microdiluicdo seriada. Por meio da técnica de CLAE-DAD utilizando as fases de
acetato de etila e cloroférmio de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa foram indentificadas
substancias de grande importancia farmacoldgica, tais como: miricitrina, catequina, apigenina,
quercetina, luteolina, crisina e rutina. Nos ensaios referentes a quantificacdo do teor de
flavonoides e fenois totais, verificou-se que os extratos hidroalcodlicos das partes aéreas das
referidas espécies apresentaram teores mais elevadas dessas substdncias quando comparadas
com as partes subterraneas, consequentemente, expressaram melhores resultados na avaliagdo
da atividade antioxidante in vitro. Em relacdo a atividade antimicrobiana, constatou-se que a
fase cloroformica de O. cubensis demonstrou o melhor resultado, inibindo o crescimento de
C. albicans, S. aureus e P. aeruginosa na concentracdo inibitéria minima de 15,6; 31,2
e 62 pg/mL, respectivamente.

Palavras-chave: Constituintes quimicos; Farmacologia; Plantas medicinais.

INTRODUCAO

A familia Cyperaceae tem distribuicdo cosmopolita e desempenha um papel
dominante em vegetacdo de zonas humidas (LARRIDON et al. 2013). Esta familia €
representada por cerca de 5.000 espécies distribuidas entre 104-122 géneros (JUNG e
CHOI, 2013). Apesar de ndo existir géneros endémicos de Cyperaceae no Brasil,
estima-se que 203 sdo espécies endémicas brasileiras, das quais 40 pertencem a
Rhynchospora, 28 a Cyperus, 25 a Scleria, 22 a Bulbostylis, 19 a Pleurostachys, 16 a
Eleocharis e 11 a Hypolytrum (ALVES et al., 2009).

De acordo com Martins et al., (2013) espécies da familia Cyparaceae possuem

atividades bioldgicas comprovadas cientificamente in vivo e in vitro, estando
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relacionadas com o alto contetdo de flavonoides e fendis que ocorrem nestas plantas.
Adeniyi et al., (2014) relatam que extratos obtidos a partir de algumas espécies desta
familia, possuem compostos com propriedades antimicrobianas que podem ser
utilizados no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencas
infecciosas causadas por patdgenos.

Dentre as espécies de Cyperaceae citadas na literatura como possiveis plantas
medicinais, observa-se que o rizoma de Kyllinga odorata tem sido utilizado no Paraguai
como medicamento, e que as flavonas e taninos seriam responsaveis pela atividade
diuréetica, antiespasmddica, antidiarreica e adstringente atribuida a esta espécie
(GONZALEZ et al., 2009). Pagning et al. (2016) ressaltam que extratos e compostos
isolados de uma planta do género Rhynchospora (Rhynchospora corymbosa) possuem
atividade antimicrobiana contra microrganismos sensiveis.

Apesar das comprovacdes cientificas acerca do uso terapéutico de algumas
espécies de Cyperaceae, outros representantes como 0s do género Oxycaryum, por
exemplo, ainda ndo tiveram seu potencial medicinal testado cientificamente, sendo
necessario que novas pesquisas sejam desenvolvidas. Carneiro et al. (2014), ressaltam
que estudos multidisciplinares em relacdo as plantas potencialmente medicinais sdo
essenciais, pois existe uma grande necessidade de investigacdo no que se refere a
isolamento, purificacdo, caracterizacdo dos principios ativos, e investigacao
farmacoldgica de extratos. Desta forma, o presente trabalho foi realizado com o
objetivo de analisar os constituintes quimicos e avaliar as atividades antimicrobiana e
antioxidante dos extratos e fases de Kyllinga odorata Vahl, Oxycaryum cubensis Poepp.
& Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck.

METODOLOGIA

Material botéanico

Espécimes de Kyllinga odorata Vahl; Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e
Rhynchospora nervosa Boeck. foram coletadas no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA)
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), entre agosto e setembro de 2017.
Exsicatas do material botdnico foram identificadas pela Prof® Dr* Ana Paula do
Nascimento Prata e depositadas no Herbario do Instituto de Meio Ambiente de Alagoas
(MAC), sob os numeros MAC-64293 (K. odorata), MAC-64295 (O. cubensis) e MAC-
64294 (R. nervosa).
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Obtencéao e concentracdo dos extratos

Partes aéreas e subterraneas de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa foram secas
em estufa a 45 °C e pulverizadas em moinho de facas. A extracdo foi realizada pelo
método de maceracdo utilizando 10 g de p6 das espécies para 200 mL de solucao
hidroalcodlica (50%). O material botanico sob a forma de extrato hidroalcodlico foi
concentrado em evaporador rotativo sob temperatura constante de aproximadamente 60

°C até a completa evaporagédo do solvente.

Particionamento dos extratos bioativos

Para realizar o processo de particionamento liquido-liquido do extrato
hidroalcoolico bruto de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa, utilizou-se um funil de
separacdo. Foram utilizados 20 mL de acetato de etila para 20 mL dos extratos brutos
das partes aéreas e 20 mL de cloroférmio para 20 mL dos extratos brutos das partes
subterraneas. As fases resultantes do particionamento foram obtidas separadamente,
reservadas para as analises em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

e testadas frente a microrganismos patogénicos.

Prospecc¢ao Fitoquimica (Screening)

Para a realizacdo da triagem fitoquimica foi tomada como base a metodologia
proposta por Matos (1997). Da amostra dos extratos brutos obtidos de K. odorata, O.
cubensis e R. nervosa foram separados 35,0 mL para a prospeccdo fitoquimica, sendo
divididas em sete por¢des de 3,0 mL em tubos de ensaios numerados de “1” a “7”. Os
testes qualitativos e semiquantitativos foram realizados abrangendo ensaios para fendis
e taninos (pela reacdo com cloreto férrico), antocianinas, catequinas e flavonoides (pelo
teste de variacdo de pH, com hidroxido de sddio e &cido cloridrico), e alcaloides

(identificacdo com Dragendorff).

Flavonoides totais

O contetdo total de flavonoides foi determinado usando o método
espectrofotométrico com reacdo de cloreto de aluminio (AICI3) 5% em metanol
(ALVES; KUBOTA, 2013). Foram adicionados 100 pL de cloreto de aluminio 5% em
baldo volumétrico de 5 mL, posteriormente, foram adicionadas aliquotas dos extratos
das partes aéreas e subterraneas de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa em cinco
concentracdes diferentes (Tabela 1). O volume final do baldo foi ajustado com metanol.
Apbs 30 minutos, foi medida a absorbancia a 425 nm.
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Tabela 1 — Pontos de concentragdo dos extratos brutos de Kyllinga odorata Vahl;
Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck. para
quantificacdo do teor de flavonoides totais.

Partes aéreas Partes subterraneas

K.odorata O.cubensis R.nervosa | K.odorata O.cubensis R.nervosa
(Mg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

1212 3392 819 3258 2178 1674
1010 2968 702 2896 1936 1488
808 2544 585 2534 1694 1302
606 2120 468 2172 1452 1116
404 1696 351 1810 1210 930

O conteudo total de flavonoides foi determinado usando uma curva padrdo de
quercetina em sete pontos de concentragdes 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 ug/mL. y = 0,0987x -
0,0541, onde y é a absorbancia e x é a concentra¢do; (R2 = 0,9993) (Figura 1). O
contetdo total de flavonoides foi expresso como pg de equivalentes de quercetina por
pg dos extratos de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa, considerando-se o teor de

extrato seco das mesmas.

Figura 1 — Curva de calibracdo realizada com quercetina as concentracGes de 4, 5, 6, 7,
8,9 e 10 pg/mL.
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Fendis totais

Para a determinacéo de fendlicos totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu
seguindo a metodologia descrita por Waterman e Mole (1994), com algumas
adaptacGes. Em baldo volumétrico de 5 mL, foram adicionadas aliquotas dos extratos

das partes aéreas e subterraneas de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa em cinco
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concentracdes diferentes (Tabela 2). Posteriormente, foi adicionado 0,25 mL do
reagente Folin-Ciocalteu e apds 2 minutos, 1 mL de carbonato de sddio (Na,COs). O

volume de cada bal&o foi completado com &gua destilada.

Tabela 2 — Pontos de concentragdo dos extratos brutos de Kyllinga odorata Vahl;
Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck. para

quantificacdo do teor de fendis totais.

Partes aéreas Partes subterraneas

K.odorata O.cubensis R.nervosa | K.odorata O.cubensis R.nervosa
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL) (Hg/mL)

280,2 2554 76,4 452,5 363 325,5
420,3 383,1 95,5 543 423,5 372
560,4 510,8 114,6 633,5 484 418,5
700,5 638,5 133,7 724 544,5 465
840,6 766,2 152,8 814,5 605 511,5

Cada solucéo foi deixada em repouso a temperatura ambiente protegido da luz e,
precisamente apds 2 horas, sua leitura foi tomada em espectrofotdmetro a 760 nm e
comparada com a curva padrdo de acido galico, em seis pontos de concentracdes 2, 4, 5,
6, 8 e 10 pug/mL. y = 0,1024x - 0,0164, onde y é a absorbancia e x é a concentracéo; R?
= 0,9775 (Figura 2). O conteudo total de fendlicos foi expresso em pg equivalente de
acido galico por pg dos extratos de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa, considerando-

se 0 teor de extrato seco das mesmas.

Figura 2 — Curva de calibracdo realizada com &cido galico as concentracGes de 2, 4, 5,
6, 8 e 10 pg/mL.
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Identificacdo de compostos bioativos

A separagdo dos compostos bioativos foi realizada em Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de ultravioleta (UV) e arranjo de diodo (DAD),
onde fracGes de acetato de etila e cloroférmio de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa
foram injetadas numa taxa de fluxo de 0,6 mL/min por 72 minutos, utilizando por fase
estacionaria uma coluna de fase reversa Jupiter 5u C18 300A, e por fase mével uma
mistura de metanol, &gua e acido trifluoroacético 0,1%. Os cromatogramas foram
registrados nos comprimentos de onda a 254 nm. Para identificacdo das substancias, foi
utilizado um padréo analitico especificando o tempo de retencdo obtido da amostra e

seus respectivos comprimentos de onda (Tabela 3).

Tabela 3 - Padrdo utilizado para identificagio dos compostos bioativos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tempo retencdo (min) Composto Al(nm) A2 (nm) A3 (nm)
10,97 Acido galico 195 218 271
23,39 Catequina 233 279 -
27,25 Acido clorogénico - 246 325
29,04 Acido ferdlico 208 290 322
36,95 Acido p-coumarico 236 290 309
41,97 Miricitrina 259 351
42,95 Rutina - 256 355
45,03 Quercitrina - 256 349
48,18 Quercetina 255 369
48,67 Naringenina - 229 290
49,13 Luteolina - 255 349
52,13 Apigenina 239 267 339
54,32 Crisina - 268 313
56,40 Acacetina - 269 335

Atividade antioxidante in vitro

O sequestro de radicais livres (SRL) pelo método do DPPH foi avaliado
seguindo a metodologia de Mensor et al. (2001) com adaptacdes. Para a medida da
capacidade sequestrante do radical DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazila), foi adicionado
2,0 mL de solucdo DPPH em um baldo de 5 mL. Posteriormente, foram adicionadas
aliquotas dos extratos das partes aéreas e subterraneas de K. odorata, O. cubensis e R.
nervosa em seis concentracdes diferentes (Tabela 4). O volume final do baldo foi
completado com etanol. Apds 30 minutos, foi medida a absorbancia a 518 nm.
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Tabela 4 — Pontos de concentragdo dos extratos brutos de Kyllinga odorata Vahl;
Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck. para avaliagéo

da atividade antioxidante in vitro.

Partes aéreas Partes subterraneas
K.odorata O.cubensis R.nervosa | K.odorata O.cubensis R.nervosa
(Mg/mL) (Hg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

808 848 936 724 484 372
606 636 702 543 363 279
404 424 468 362 242 186
202 212 234 181 121 93

101 106 117 90,5 60,5 46,5
40,4 424 46,8 36,2 242 18,6

A capacidade de sequestro de radical DPPH foi calculada de acordo com a
equacédo: Capacidade de sequestro de radical DPPH (%) = 100 — ((ABS amostra — ABS
branco)*100) / ABS controle). Onde: ABS Amostra = Absorbéncia da solugéo da
amostra em DPPH; ABS Controle = Absorbancia da solucdo referéncia em DPPH e
ABS branco = Absorbancia da solugcdo da amostra sem DPPH. Os resultados referentes
a atividade antioxidante foram expressos por meio do calculo de IC50, onde foi
utilizada a equagdo da reta referente aos valores de absorbancia dos extratos,
substituindo o valor de y por 50 para obtencdo da concentracdo da amostra com
capacidade de reduzir 50% do radical DPPH (LOBO et al., 2010).

Atividade antimicrobiana in vitro

Foi testada a eficiéncia das fases acetato de etila e cloroférmio obtidas de K.
odorata, O. cubensis e R. nervosa frente aos seguintes microrganismos patogénicos:
Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva); Pseudomonas aeruginosa (bactéria

Gram-negativa) e Candida albicans (fungo).

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A técnica de microdiluicdo seriada foi realizada em triplicata, seguindo as
metodologias descritas por Sampaio et al. (2009), CLSI (2012) e Arendrup et al. (2012),
com modificacdes. As fases de acetato de etila e cloroformio das partes aéreas e
subterraneas de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa foram diluidas em DMSO a 1%
em H,0 na concentragdo de 2500 pg/mL. Posteriormente, as fases foram submetidas a
diluicdo em microplacas de 96 pocos contendo 80 pL de meio Brain Heart Infusion
(BHI) por pogo. Os inoculos de células de S. aureus ATCC 27664, P. aeruginosa
ATCC 25619 ou C. albicans ATCC 36802 foram padronizados utilizando a técnica de
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suspensdo de colobnias e a escala MacFarland 0.5, como descrito nos protocolos do CLSI
(2012) e Arendrup et al. (2012). A cada diluicdo das fases foram adicionados 20 uL de
uma suspensdo microbiana contendo 10° UFCmL™ de S. aureus ATCC 27664 ou P.
aeruginosa ATCC 25619 ou 10° UFCmL™ de C. albicans ATCC 36802, obtendo-se,
assim, as diluicdes seriadas de 15.62, 31.25, 62.50, 125, 250, 500 e 1000 pg/mL das
fases, no volume final de 100 pL por pogo. Como controle negativo, foi utilizado os
mesmos indculos microbianos em caldo BHI sem antimicrobianos. A Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) foi determinada por espectrofotometria em leitor de Elisa a
560-630 nm, apds 24 horas de incubacdo, em aerofilia, a 37° C. A CIM foi definida
como a menor faixa de concentragdo do antimicrobiano capaz de inibir de 100% do

crescimento microbiano, em relagéo ao controle negativo.

Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 5.0 e
através do software Microsoft Excel® 2010. Foi aplicado teste de meédias para
diferenciar o teor de fenois e flavonoides totais dos extratos de O. cubensis, K. odorata
e R. nervosa. A comparacdo entre os grupos foi realizada por meio da analise de
variancia (ANOVA), considerando-se significativo todo resultado com p abaixo de 0,05

utilizando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Prospeccao fitoquimica

A partir das anélises fitoquimicas preliminares dos extratos hidroalcodlicos de K.
odorata, O. cubensis e R. nervosa foi possivel verificar a ocorréncia de alguns grupos
de compostos bioativos de importancia terapéutica e alimenticia (Tabela 5). As reacdes
quimicas observadas nos extratos das partes aéreas e subterraneas das trés espécies
estudadas sugeriram a ocorréncia de fendis, taninos flobafénicos, catequinas,

flavanonas, flavonas, flavonois e xantonas, flavononais, e alcaloides.



68

Tabela 5 — Prospeccdo fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos de Kyllinga odorata

Vahl; Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck.

Compostos fitoquimicos EOCPA EKOPA ERNPA EOCPS EKOPS EPNPS

Fenois + +++ - + + ++
Taninos - - - - - -
Taninos flobafénicos - - + - - -
Antocianina - - - - - -
Antocianidina - - - - - -
Leucoantocianidinas - - - - - -

Catequinas + +++ +++ + - +++
Flavanonas ++ +++ + + - ++
Flavonas - - + + - ++
Flavondis e xantonas +++ - ++ + + -
Chalconas e auronas - - - - - -
Flavononois ++ ++ ++ + - +
Alcaloides ++ ++ + + +++ -

EOCPA: Extrato de O. cubensis — Parte Aérea; EOCPS: Extrato de O. cubensis — Parte Subterranea;
EKOPA: Extrato de K. odorata — Parte Aérea; EKOPS: Extrato de K. odorata — Parte Subterranea.
ERNPA: Extrato de R. nervosa — Parte Aérea; ERNPS: Extrato de R. nervosa — Parte Subterranea.
(+) reacéo fracamente positiva, (++) reacdo positiva, (+++) reacdo fortemente positiva, (-) ausente.

Nestas analises ndo foram identificadas as substancias conhecidas por
antocianina, antocianidina e leucoantocianidinas. A auséncia destes compostos nos
extratos de coloracdo verde (para as partes aéreas) e marrom (para as partes
subterraneas) € justificavel, pois, as antocianinas sdo pigmentos pertencentes a um
subgrupo dentro dos flavonoides que ocorrem principalmente em muitas frutas, legumes
e flores, apresentando uma grande variedade de cores que oscilam entre o vermelho
intenso ao violeta e azul (PATRAS et al., 2010; PETRONI e TONELLI, 2011,
RIBEIRO et al., 2011).

Verificou-se que os extratos das partes subterraneas de K. odorata apresentaram
maior quantidade de precipitado pelo teste de Dragendorff em relacdo as outras
espécies, sugerindo que os rizomas desta planta sdo ricos em alcaloides. Em analises
fitoquimicas realizadas por Majumder (2013) foi possivel identificar a ocorréncia de
alcaloides a partir dos extratos etanolicos das raizes Kyllinga nemoralis. Verma et al.
(2016) também constatou a presenca de alcaloides a partir de uma prospecgado
fitoquimica utilizando o extrato metandlico de Kyllinga triceps, indicando que plantas
do género Kyllinga séo fontes deste composto bioativo.
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Flavonoides totais

A partir dos resultados obtidos por meio do teste para quantificacdo dos
flavonoides totais presentes nas amostras dos extratos brutos das espécies estudadas, foi
possivel constatar que as partes aéreas de R. nervosa e K. odorata demonstraram um
teor mais elevado de flavonoides quando comparada com O. cubensis. Em relacédo as
partes subterraneas destas espécies, a quantidade de flavonoides totais € inferior quando
comparado com as partes aéreas, exceto para O. cubensis, que ndo diferiu

estatisticamente entre os dois extratos analisados (Figura 3).

Figura 3 - Teor de flavonoides totais dos extratos hidroalcodlicos de Kyllinga odorata
Vahl; Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck.
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EOCPA: Extrato de O. cubensis — Parte Aérea; EOCPS: Extrato de O. cubensis — Parte Subterranea;
EKOPA: Extrato de K. odorata — Parte Aérea; EKOPS: Extrato de K. odorata — Parte Subterranea.
ERNPA: Extrato de R. nervosa — Parte Aérea; ERNPS: Extrato de R. nervosa — Parte Subterranea.

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa e letras diferentes indicam que ha diferenca
significativa entre 0s grupos segundo o teste de Tukey. Valor de p considerado significativo abaixo de
0,05.

De forma geral, os flavonoides séo encontrados em todas as plantas vasculares e
representam um dos grupos fendlicos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem natural, além disso, estas substancias sdo de grande interesse para a
nutricdo e saude humana (HICHRI et al., 2011; CARRERA et al., 2014). Apesar dos
dados desta pesquisa apontarem R. nervosa como a espécie com 0 maior teor de
flavonoides em suas partes aéreas, ndo foram encontrados registros na literatura que

comprovem esta mesma tendéncia. Outra espécie que mostrou bons resultados foi K.
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odorata. Estudos indicam que o extrato metanolico de K. erecta (uma representante do
género Kyllinga) possui alto teor de flavonoides e conteudo fendlico,

consequentemente, apresenta elevada atividade antioxidante (AUGUSTUS et al., 2015).

Fenois totais

As andlises referentes a quantificacdo do teor de fenodis totais dos extratos
hidroalcodlicos das trés espécies estudadas estdo de acordo com o0s resultados
encontrados para flavonoides totais, uma vez que as partes aéreas de R. nervosa se
diferenciaram estatisticamente das demais amostras, indicando uma quantidade muito

mais elevada de compostos fendlicos (Figura 4).

Figura 4 - Teor de fendis totais dos extratos hidroalcodlicos de Kyllinga odorata Vahl;

Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck.
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EOCPA: Extrato de O. cubensis — Parte Aérea; EOCPS: Extrato de O. cubensis — Parte Subterranea;
EKOPA: Extrato de K. odorata — Parte Aérea; EKOPS: Extrato de K. odorata — Parte Subterranea.
ERNPA: Extrato de R. nervosa — Parte Aérea; ERNPS: Extrato de R. nervosa — Parte Subterranea.

Letras iguais indicam que ndo ha diferenga significativa e letras diferentes indicam que ha diferenca
significativa entre os grupos segundo o teste de Tukey. Valor de p considerado significativo abaixo de
0,05.

E importante ressaltar que relatos sobre a constituicdo quimica de R. nervosa sio
escassos na literatura, o que torna o presente estudo importante para 0 conhecimento
fitoquimico desta espécie e do proprio género Rhynchospora. Os produtos naturais tem
se destacado como alternativas terapéuticas e alimenticias, assim, as partes aéreas de R.

nervosa podem servir como base para o desenvolvimentos de novas pesquisas
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farmacologicas, tendo em vista que os compostos fendlicos sdo conhecidos por seus
inimeros beneficios (CROZIER et al., 2010; CARTEA et al., 2011).

Identificacdo dos compostos quimicos

De acordo com os cromatogramas obtidos por meio da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) das partes aéreas de K. odorata, O. cubensis e R.
nervosa pode-se observar que foram identificadas substancias de importancia
terapéutica e nutricional. Na fase acetato de etila de K. odorata (Figura 5), foi possivel
identificar cinco compostos: derivado do acido ferulico, derivado do &cido p-coumarico
e miricitrina. De acordo com pesquisas realizadas por Tucker et al. (2006) vinte e trés
diferentes constituintes quimicos foram identificados como componentes dominantes da
diidrokaranona e aristoloqueno em K. odorata. Estes autores ressaltam ainda que
diidrokaranona e aristoloqueno ndo foram anteriormente relatados nos 6leos essenciais

das Cyperaceae.

Figura 5 - Perfil cromatografico da fase acetato de etila das partes aéreas de Kyllinga

odorata Vahl no comprimento de onda a 320 nm.
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FAEKOPA: Fase Acetato de Etila de K. odorata — Parte Aérea.
Compostos: Derivado do Acido ferdlico, Derivado do Acido p-coumarico e Miricitrina.

Entre os seis compostos identificados no cromatograma das partes aéreas de O.
cubensis, observou-se que o derivado do acido p-coumarico e o derivado da crisina
apareceram nos picos de maior intensidade (Figura 6). De acordo com os dados obtidos
por Kili¢ e Yesiloglu (2013), o &cido p-coumarico foi considerado um efetivo

antioxidante em diferentes ensaios in vitro, incluindo testes para avaliar o potencial



72

redutor, radical DPPH, radical ABTS e eliminacdo de radicais anion superoxido.
Kannan et al. (2013) também destacaram o potencial antioxidante atribuido ao acido p-
cumarico e seus derivados. Segundo Pushpavalli et al. (2010) a crisina possui atividade
hepatoprotetora e antioxidante, evidenciada por reducdo das atividades enzimaticas de

marcadores hepaticos.

Figura 6 - Perfil cromatogréafico da fase acetato de etila das partes aéreas de Oxycaryum

cubensis Poepp. & Kunth no comprimento de onda a 254 nm.
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FAEOCPA: Fase Acetato de Etila de O. cubensis — Parte Aérea.
Compostos: Catequina, Acido clorogénico, Derivado da Apigenina, Detrivado da Catequina, Derivado do
Acido p-coumarico e Derivado da Crisina.

A partir do perfil cromatografico da fase acetato de etila das partes aéreas de R.
nervosa identificou-se as seguintes substancias: derivado do &cido ferulico, catequina,
derivado do acido p-coumarico e apigenina (Figura 7). A apigenina é uma das flavonas
mais bioativas e € amplamente distribuida no reino vegetal, seu consumo €é altamente
recomendado para uma dieta saudavel (SHUKLA e GUPTA, 2010). De acordo com
Begum e Prasad (2012), é plausivel supor que a apigenina possui um efeito protetor
contra o estresse oxidativo induzido por radiacao, e isso pode estar relacionado com sua
acao antioxidante. Esses dados podem servir como base para explicar o potente efeito
antioxidante avaliado no presente estudo, a partir dos extratos hidroalcoolicos de R.

nervosa.
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Figura 7 - Perfil cromatografico da fase acetato de etila das partes aéreas de

Rhynchospora nervosa Boeck no comprimento de onda a 254 nm.
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FAERNPA: Fase Acetato de Etila de R. nervosa — Parte Aérea.

Compostos: Derivado do Acido feralico, Catequina, Derivado do Acido p-coumarico e Apigenina.

O composto majoritario identificado no cromatograma da fase cloroférmica da

parte subterrdnea de K. odorata é um flavonoide conhecido como Crisina (Figura 8). A

partir de estudos fitoquimicos realizados por Noori et al. (2015) constatou-se que a

crisina também foi identificada em outras espécies da familia Cyperaceae. Khoo et al.

(2010) destacaram a importancia desta substancia no processo de inibicdo da

proliferacdo e inducdo da apoptose em células cancerigenas, sendo mais potente do que

outros flavonoides no tratamento de leucemia.

Figura 8 - Perfil cromatografico da fase cloroférmica das partes subterraneas de

Kyllinga odorata Vahl no comprimento de onda a 320 nm.
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FCKOPS: Fase Cloroférmica de K. odorata — Parte Subterranea.
Compostos: Derivado do Acido clorogénico, Quercetina, Luteolina, Crisina.

Algumas substancias majoritarias da fase cloroférmica das partes subterraneas
de O. cubensis também ndo foram totalmente elucidadas por meio dos padrdes
utilizados (Figura 9). A luteolina foi um composto importante identificado nesta corrida
cromatografica. Segundo Seelinger et al. (2008), a luteolina ¢ uma flavona que pode ser
encontrada em muitas plantas medicinais. Estes autores relatam ainda que esta
substancia, assim como outros flavonoides, € frequentemente encontrada em vegetais
sob a forma de glicosideos. Segundo Lopez-Lazaro (2009), numerosos estudos pré-
clinicos demonstraram que a luteolina possui uma ampla gama de atividades bioldgicas
e varios mecanismos de acdo foram elucidados, sendo inclusive utilizada no tratamento

do cancer.

Figura 9 - Perfil cromatografico da fase cloroférmica das partes subterraneas de

Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth no comprimento de onda a 254 nm.
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FCOCPS: Fase Cloroformica de O. cubensis — Parte Subterranea.
Compostos: Rutina, Derivado do Acido p-coumarico, Derivado da Acacetina, Luteolina e Apigenina.

Por meio das técnicas utilizadas, identificou-se o derivado da crisina no pico de
menor intensidade da fase cloroférmica da parte subterrdnea de R. nervosa. Porém, o
composto majoritario desta espécie apresentou comprimentos de ondas diferentes do
padrdo utilizado para o reconhecimento das substancias analisadas por cromatografia
liquida (Figura 10). Desta forma, torna-se necessario a realizacdo de analises por meio
das técnicas de infravermelho e ressonancia magnética nuclear (RMN) com a finalidade

de elucidar a estrutura quimica desta substancia.
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Figura 10 - Perfil cromatografico da fase cloroformica das partes subterraneas de

Rhynchospora nervosa Boeck no comprimento de onda a 254 nm.
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FCRNPS: Fase Cloroférmica de R. nervosa — Parte Subterranea.
Compostos: Desconhecido e Derivado da Crisina.

Atividade antioxidante in vitro

Entre as amostras analisadas, observou-se que o extrato das partes aéreas de R.

nervosa apresentou o melhor resultado, sendo necessaria uma concentracdo de apenas

21,64 pg/mL para a reducdo de 50% do radical DPPH. Em relagdo aos extratos

hidroalcodlicos de K. odorata e O. cubensis foram necessarias concentracdes acima de

280 pg/mL para que aconteca a mesma reducdo do radical DPPH e, portanto,

apresentam uma atividade antioxidante menor do que a verificada nas partes aéreas de

R. nervosa (Tabela 6).

Tabela 6 — Atividade antioxidante in vitro dos extratos hidroalcodlicos de Kyllinga

odorata Vahl; Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck.

Extratos brutos — PA ICso — pg/mL AA (% + DP)"
K. odorrata 546,70 28,80 +5,76
O. cubensis 293,30 68,16 + 6,76
R. nervosa 21,64 88,39 + 1,26
Extratos brutos — PS ICso — pg/mL AA (% + DP)*
K. odorata 608,85 29,53+ 1,86
O. cubensis 268,27 49,67 + 6,16
R. nervosa 287,67 48,74 + 4,49

PA: Parte aérea; PS: Parte subterranea; AA: Atividade antioxidante; ‘média + desvio padréo.

De acordo com Palacios et al. (2011) os compostos fendlicos sdo responsaveis

pela atividade antioxidante. Assim, tendo em vista que as partes aéreas de R. nervosa
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apresentaram teores elevados de fendis e flavonoides totais, era esperado que a sua
atividade antioxidante também fosse superior quando comparada aos demais extratos
analisados pelo método do DPPH. O potencial sequestrante de radicais livres tem sido
avaliado a partir de extratos da familia Cyperaceae. Forero-Doraia et al. (2014)
elucidaram propriedades antioxidantes de Cyperus digitatus, indicando que extratos
desta planta podem ser Uteis na prevencdo do progresso de diversos distdrbios
relacionados ao estresse oxidativo. Segundo Aeganathan et al. (2015), as fracGes
cloroférmicas dos rizomas de Cyperus rotundus também apresentaram uma excelente

atividade antioxidante.

Atividade antimicrobiana in vitro

Foram avaliadas as fases acetato de etila (partes aéreas) e cloroférmicas (partes
subterraneas) de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa frente a Candida albicans
(fungo), Staphylococcus aureus (bactéria Gram-positiva) e Pseudomonas aeruginosa
(bactéria Gram-negativa). A partir dos resultados obtidos (Tabela 7), constatou-se que
as fases das partes aéreas das trés espécies estudadas ndo apresentaram nenhum efeito
significativo quando testados frente aos microrganismos patogénicos por meio de
microdiluicdes seriadas. Os melhores resultados foram observados nos ensaios

utilizando as fases cloroférmicas das partes subterraneas de O. cubensis (FCOCPS).

Tabela 7 - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das fracGes de
acetato de etila e cloroférmio das partes aéreas e subterraneas de Kyllinga odorata Vahl;

Oxycaryum cubensis Poepp. & Kunth e Rhynchospora nervosa Boeck.

Cepas FAEKOPA FCKOPS FAEOCPA FCOCPS FAERNPA FCRNPS
ug/mL pg/mL ug/mL ug/mL ug/mL pg/mL

C. albicans - 31,2 - 15,6 - 125

S. aureus - 125 - 31,2 - 125

P. aeruginosa - 500 - 62,5 - -

FAEKOPA: Fase Acetato de Etila de K. odorata — Parte Aérea; FCKOPS: Fase Cloroférmica de K.
odorata — Parte Subterranea; FAEOCPA: Fase Acetato de Etila de O. cubensis — Parte Aérea; FCOCPS:
Fase Cloroférmica de O. cubensis — Parte Subterranea; FAERNPA: Fase Acetato de Etila de R. nervosa —
Parte Aérea; FCRNPS: Fase Cloroférmica de R. nervosa — Parte Subterranea; (-): Sem Inibic&o.

O patogeno C. albicans foi susceptivel a todas as fases cloroférmicas das partes
subterraneas vegetais analisadas. Vale ressaltar, que FCOCPS inibiu o crescimento
fangico na CIM de 15,6 pg/mL. A partir destes dados, cria-se uma perspectiva para
analises posteriores dos principais constituintes quimicos presentes nas partes

subterraneas de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa que séo responsaveis pelo controle
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de C. albicans, tendo em vista que este microrganismo € o0 agente causador da
candidiase: uma infeccdo oportunista de controle dificil em pacientes
imunocomprometidos (ADENIY1 et al., 2014). De forma geral, as partes subterraneas
de algumas espécies de Cyperaceae podem ser importantes fontes de produtos bioativos
anti-candida (DUARTE et al., 2005). Adeonipekun et al. (2014) também relataram em
seu trabalho que o extrato etandlico das raizes de Pycreus smithianus (familia
Cyperaceae) mostrou forte atividade em relagdo ao controle contra C. albicans.

Além de ter sido eficaz contra o crescimento fangico, FCOCPS também
apresentou a melhor atividade inibitdria na concentragédo de 31,2 pg/mL quando testada
frente a Staphylococcus aureus. As fases das partes subterrdneas de K. odorata e R.
nervosa também apresentaram bons resultados contra a bactéria Gram-positiva, mas, em
concentracdes mais elevadas (250 pg/mL). Dados que comprovem a eficacia dos
extratos ou fases das espécies analisadas sdo escassos na literatura, sugerindo que o
presente estudo tenha um carater inovador. A partir de estudos realizados com Cyperus
rotundus, uma das espécies de Cyperaceae mais estudada farmacologicamente,
observou-se que 0s extratos desta planta inteira apresentaram alta atividade contra
bactérias Gram-positivas, incluindo S. aureus (KABBASHI et al. 2015).

Em relacdo a Pseudomonas aeruginosa, apenas as fases cloroférmicas das partes
subterraneas de K. odorata e O. cubensis apresentaram atividade inibitdria, sugerindo
que esta bactéria Gram-negativa possui maior resisténcia quando comparada aos outros
microrganismos avaliados. Varios estudos tem evidenciado a resisténcia de P.
aeruginosa aos antibidticos atualmente disponiveis, desta forma, torna-se de extrema
importancia 0s avangos em pesquisas que tenham como intuito descobrir drogas mais
eficazes para combater as infec¢Bes causadas por essa superbactéria (BREIDENSTEIN
etal. 2011; GELLATLY e HANCOCK, 2013).

CONCLUSAO

Por meio da técnica de CLAE-DAD utilizando as fases de acetato de etila e
cloroférmio de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa foram indentificadas substancias
de grande importancia farmacolodgica, tais como: miricitrina, catequina, apigenina,
quercetina, luteolina, crisina e rutina. Porém, vale ressaltar que sdo necessarios novos
experimentos utilizando técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) para

elucidacdo das estruturas quimicas de compostos desconhecidos que ndo foram
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identificados pelo padrdo usado na cromatografia liquida. Nos ensaios referentes a
quantificacdo do teor de flavonoides e fendis totais, verificou-se que 0s extratos
hidroalcodlicos das partes aéreas das referidas espécies apresentaram teores mais
elevadas dessas substancias quando comparadas com as partes subterraneas.

Em relacdo a atividade antioxidante, ficou claro que o extrato hidroalcoolico das
partes aéreas de R. nervosa apresentou o melhor resultado em relagéo as outras amostras
avaliadas. Isso pode estar diretamente relacionado com o alto teor de fenois e
flavonoides que ocorrem nas partes aéreas desta espécie.

Apenas as fases cloroférmicas das partes subterraneas das trés especies
estudadas apresentaram atividade inibitéria frente a S. aureus, C. albicans e P.
aeruginosa. E importante mencionar que FCOCPS se destacou entre as outras fragdes
analisadas, exibindo controle dos patdgenos em concentra¢fes bem mais baixas. Assim,
pode-se sugerir que as partes subterraneas de K. odorata, O. cubensis e R. nervosa
podem ser fontes de substancias bioativas importantes contra fungos e bactérias que

acometem a satde humana.
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Analise da composicéo fitoquimica e doseamento de flavonoides totais
dos extratos hidroalcoo6licos de Cyperus iria L. e Cyperus articulatus L.

Analysis of the phytochemical composition and assay of total
flavonoids of the hydroalcohol extracts of Cyperus iria L. and Cyperus
articulatus L.

RESUMO: Nos ultimos anos, pesquisas farmacoldgicas tem evidenciado o potencial terapéutico de
algumas espécies da Familia Cyperaceae. Desta forma, o presente trabalho foi realizado com o objetivo
de analisar a composicdo fitoquimica e determinar os flavonoides totais a partir dos extratos
hidroalcoolicos de Cyperus iria L. e Cyperus articulatus L. O material vegetal foi coletado na Serra Dois
Irmdos, Vigosa, Alagoas, no més de janeiro de 2018 e as exsicatas foram depositadas no Herbério do
Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (IMA-AL). Posteriormente, foram preparados extratos
hidroalcoolicos a base das partes aéreas (PA) e partes subterraneas (PS) das duas espécies coletadas. Da
amostra obtida dos extratos brutos de C. articulatus e C. iria, separou-se 35,0 ml para a prospecgédo
fitoquimica. O conteldo total de flavonoides foi determinado usando o método espectrofotométrico com
reacdo de cloreto de aluminio (AICl3) a 5% em metanol. Os resultados referentes as prospeccées
fitoquimicas dos extratos das partes aereas e subterraneas de C. iria e C. articulatus apresentaram alguns
compostos quimicos, tais como: fendis, taninos flobafénicos, catequinas, flavanonas, flavonois, xantonas,
flavononois e alcaloides. Em relagdo ao doseamento de flavonoides totais, evidenciou-se que 0s extratos
da PA possuem um teor de flavonoides mais elevado do que na PS. Assim, sugere-se que novos estudos
sejam conduzidos para avaliar as atividades bioldgicas das espécies estudadas.

Palavras-chave: Cyperaceae. Constituintes quimicos. Flavonoides.

ABSTRACT: In recent years, pharmacological research has evidenced the therapeutic potential of some
species of the Cyperaceae Family. Thus, the present work was carried out with the objective of analyzing
the phytochemical composition and determining the total flavonoids from the hydroalcoholic extracts of
Cyperus iria L. and Cyperus articulatus L. The plant material was collected in Serra Dois Irm&os, Vicosa,
Alagoas, in the month of January 2018 and the exsicates were deposited in the Herbarium of the Institute
of the Environment of Alagoas (IE-AL). Subsequently, hydroalcoholic extracts were prepared based on
the aerial parts (AP) and underground parts (UP) of the two species collected. From the sample obtained
from the crude extracts of C. articulatus and C. iria, 35,0 ml were separated for phytochemical
prospection. Total flavonoid content was determined using the 5% aluminum chloride (AICI5)
spectrophotometric method in methanol. The results concerning the phytochemical prospecting of
extracts of the aerial and subterranean parts of C. iria and C. articulatus presented some chemical
compounds, such as: phenols, flobafenic tannins, catechins, flavanones, flavonols, xanthones, flavononols
and alkaloids. Regarding the dosage of total flavonoids, it was evidenced that the extracts of the PA have
a higher flavonoid content than in the PS. Thus, it is suggested that new studies be conducted to evaluate
the biological activities of the species studied.

Keywords: Cyperaceae. Chemical constituents. Flavonoids.

INTRODUCAO

Ao longo dos anos, pesquisas desenvolvidas com o proposito de analisar o
potencial medicinal de espécies da Familia Cyperaceae tem se mostrado promissoras
(DORIA et al., 2016; JEBASINGH et al., 2012; RAJU et al., 2011). Segundo Adeniyi et
al., (2014) alguns extratos vegetais obtidos através de plantas desta Familia possuem

compostos com propriedades antimicrobianas que podem ser utilizados como base para
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o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencas infecciosas. Dados
relatados em um estudo desenvolvido por Martins et al., (2013) indicam que algumas
espécies de Cyparaceae possuem atividades bioldgicas comprovadas cientificamente in
vivo e in vitro, estando relacionadas com o alto contetdo de flavonoides e fendis que
ocorrem nestas plantas.

Apesar de ndo existir géneros endémicos de Cyperaceae no Brasil, estima-se que
203 sdo espécies endémicas brasileiras, das quais 40 pertencem a Rhynchospora, 28 a
Cyperus, 25 a Scleria, 22 a Bulbostylis, 19 a Pleurostachys, 16 a Eleocharis e 11 a
Hypolytrum (ALVES et al., 2009). De acordo com Spdésito et al., (2016) o género
Cyperus apresenta propriedades bioldgicas que lhe confere importancia medicinal e
alimenticia. Para Velasquez-Pérez e Galeano-Garcia (2012) é importante destacar o
potencial antioxidante das espécies de Cyperus, que apesar de serem reconhecidas como
plantas daninhas em diferentes culturas, sdo promissoras como fontes alternativas de
antioxidantes naturais.

Em pesquisas desenvolvidas por Herrera-Calderon et al., (2017) verificou-se que
0 extrato etandlico das folhas de Cyperus articulatus L. possui metabdlitos secundarios
como alcaloides, flavonoides, quinonas, compostos fenolicos, saponinas, terpenos e
esteroides, além de apresentar efeito anticonvulsivante na inducdo de pentilenotetrazol e
atividade antioxidante in vitro e in vivo. Azzaz et al., (2014) relatam que C. articulatus
também apresenta uma significativa atividade antimicrobiana que pode ser atribuida aos
terpenos biossintetizados por esta espécie.

Apesar das comprovacdes cientificas acerca do uso terapéutico de algumas plantas
do género Cyperus, outras espécies como Cyperus iria L. ainda ndo teve seu potencial
medicinal testado em experimentos laboratoriais, sendo necessario que novas pesquisas
sejam desenvolvidas. Para isso, a fitoquimica tem colaborado significativamente para o
conhecimento da constituicdo quimica dos vegetais, suas propriedades e funcoes,
direcionando sua utilizagdo, seja como alimentos ou farmacos, confirmando ou ndo sua
indicacdo no conhecimento popular (BEZERRA et al., 2011).

Sabendo-se que o conhecimento farmacoldgico acerca de plantas potencialmente
medicinais € importante para o desenvolvimento de novos compostos bioativos, o
presente trabalho teve como objetivo analisar a composicao fitoquimica e determinar os
flavonoides totais a partir dos extratos hidroalcoolicos de Cyperus iria L. e Cyperus

articulatus L.
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PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Material botanico

Os espécimes de Cyperus articulatus L. e Cyperus iria L. foram coletados na
Serra Dois Irméos, Vigosa - AL, nas coordenadas municipais: [lat: -9.37139 long: -
36.2408 err: +18701 WGS84] no més de janeiro de 2018. Exsicatas do material
botanico foram identificadas pela Prof?® Dr2 Ana Paula do Nascimento Prata e
depositadas no Herbario do Instituto de Meio Ambiente de Alagoas (MAC), sob os
numeros MAC-64297 (C. articulatus) e MAC-64296 (C. iria).

Obtencéao e concentracédo dos extratos

O material coletado foi separado em parte aérea (PA) e parte subterranea (PS) e
submetido a secagem em estufa sob temperatura de 45°C por 4 dias. As amostras secas
foram pulverizadas em moinho de facas. Foi utilizado apenas um tipo de extrato
preparado a partir da pesagem de 10 g do p6 da PA e PS de C. articulatus e C. iria. Em
seguida, fez-se a extracdo por maceracdo utilizando 200 ml de solucdo hidroalcodlica
(50%). A solugéo ficou em repouso durante 48 horas e, posteriormente, realizou-se mais
uma extracdo. Para realizar o processo de concentracdo dos extratos, foi utilizado o
método descrito por Bastos et al., (2011). O material botanico sob a forma de extrato
hidroalcodlico foi concentrado em evaporador rotativo acoplado a bomba a vacuo sob
temperatura constante de aproximadamente 60°C para eliminacdo do solvente organico
e obtencéo do extrato bruto.

Prospecc¢ao Fitoquimica (Screening)

Para a realizacdo da triagem fitoquimica tomou-se como base a metodologia
proposta por Matos (1997) a qual foi trabalhada com algumas adaptacGes a fim de
realizar a prospecgdo das seguintes substéncias: fendis, taninos pirogalicos, taninos
flobafénicos, antocianina e antocianidina, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas,
auronas, flavononais, leucoantocianidinas, catequinas, flavononas e alcaloides.

Da amostra obtida dos extratos brutos de C. articulatus e C. iria, separou-se 35,0

ml para a prospeccdo fitoquimica, que foram divididos em sete porcdes de 3,0 ml em
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tubos de ensaios numerados de “1” a “7” e identificados. Cada teste foi realizado de
forma sistematica, tomando-se como base alguns parametros (alteragdo da coloragdo e
formagé&o de precipitado) para facilitar a interpretacdo dos resultados.

Teste para fenois, taninos pirogélicos e taninos flobafénicos
No tubo "1" foram colocadas trés gotas de solucdo alcodlica de cloreto férrico
(FeCls) e, apds agitacao, foi observada a ocorréncia de variacao de cor ou formacéo de

precipitado abundante escuro.

Teste para antocianina e antocianidina, flavonas, flavonois e xantonas, chalconas
e auronas, flavononois
O tubo "2" foi acidulado com acido cloridrico (HCI) a pH 3,0, e o tubo

“3” alcalinizado a pH 11,0 através da adicédo de hidroxido de sodio (NaOH).

Teste para leucoantonocianidinas, catequinas e flavanonas
O tubo "4" foi acidulado por adicdo de HCI até pH 2,0 e o tubo "5" foi
alcalinizado pela adicdo de NaOH até pH 11,0. Ambos foram aquecidos com o auxilio

de uma lamparina de alcool durante trés minutos.

Teste para flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas
Ao Tubo “6” foi adicionado uma pequena fita de magnésio e 1,0 mL de HCI
concentrado. Apds o término da reacdo, indicada pela efervescéncia, o tubo “6” foi

comparado com o tubo "4" (ambos acidulados).

Teste para alcaloides
No tubo “7” foram acrescentadas trés gotas do reagente de Dragendorff e
observou-se a formacdo de turvagéo e/ou precipitado.

Determinacao de flavonoides totais

O conteudo total de flavonoides foi determinado usando o método
espectrofotométrico com reacdo de cloreto de aluminio (AICIs) a 5% em metanol
(ALVES; KUBOTA, 2013). Os extratos das partes aéreas e subterrdneas de C.
articulatus e C. iria foram diluidos para concentragdes correspondentes de 100, 150,
200, 250, 300 pg/mL (PA) e 500, 600, 700, 800, 900 pug/mL (PS) em baldo ambar de 5
mL. Foram adicionados 100 pL de AICIl: a 5% com volumes da solugdo das amostras

dos extratos. A reacdo foi realizada em ambiente escuro por 30 minutos. A absorbancia
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foi lida a 425 nm contra um branco, consistindo de uma solugdo de 400 pL. de metanol
com 100 pL de cloreto de aluminio [(AICI:)] e em seguida diluido para baldo de 5 mL.
O conteddo total de flavonoides foi determinado usando uma curva padrdo de
quercetina em sete pontos de concentracBes. Y = 0,0987x - 0,0541, onde y é a
absorbancia e x € a concentracdo; (R? = 0,9993). O conteudo total de flavonoides foi
expresso como mg de equivalentes de quercetina por grama dos extratos de C.
articulatus e C. iria, considerando o teor de extrato seco das mesmas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Prospecc¢ao Fitoquimica (Screening)

Através dos testes fitoquimicos preliminares realizados com o0s extratos brutos das
partes aéreas e subterrdneas de Cyperus articulatus e Cyperus iria foi possivel
identificar a presenca de importantes grupos de metabdlitos secundarios (taninos,
flavonoides e alcaloides), despertando o interesse para o desenvolvimento de novos
métodos para purificar e isolar os principais constituintes quimicos que ocorrem nestas
espécies. Segundo Maciel et al., (2002) as plantas contém inGmeros constituintes
quimicos e, quando seus extratos sdo testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre
os diferentes principios ativos devido a presenca de compostos de classes ou estruturas
diferentes contribuindo para a mesma atividade.

As prospeccdes fitoquimicas dos extratos das partes aéreas (PA) de C. iria e C.
articulatus expressaram por meio da mudanca de coloracéo ou formacéo de precipitado,
a presenca de alguns compostos quimicos, tais como: fenois, taninos flobafénicos,
catequinas, flavanonas, flavonois e xantonas, flavonondis, e alcaloides. Enquanto que
nas partes subterraneas (PS), também verificou-se a ocorréncia das mesmas substancias

identificadas na PA, com excegdo das catequinas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Resultado da prospecc¢éo fitoquimica preliminar dos extratos hidroalcodlicos
(50%) das espécies de Cyperaceae estudadas: Cyperus articulatus L. e Cyperus iria L.

Testes fitoquimicos C. articulatus C.iria C. articulatus C.iria
(PA) (PA) (PS) (PS)
Fenois + - - -
Taninos - - - -
Taninos flobafénicos - ++ ++ +++
Antocianina - - - -

Antocianidina - - - -
Leucoantonocianidinas - - - .

Catequinas +++ +++ - -
Flavanonas - ++ - +
Flavonas - - ++ +
Flavondis e xantonas - + ++ +
Chalconas e auronas - - - -
Flavonondis ++ ++ - ++
Alcaloides ++ ++ ++ o+

(+) reagdo fracamente positiva, (++) reacdo positiva, (+++) reagdo fortemente positiva, (-)
ausente.
PA (Parte Aérea) e PS (Parte Subterranea).

Além dos compostos identificados no presente estudo, averiguou-se que Herrera-
Calderon et al., (2017) realizaram um screening fitoquimico utilizando extratos
etanolicos das folhas de Cyperus articulatus e constataram a presenca de substancias
como alcaloides, flavonoides, quinonas, compostos fenolicos, saponinas, terpenos e
esteroides. Sugerindo-se que C. articulatus € uma planta com potencial fonte de
substancias bioativas.

E importante destacar que os extratos hidroalcodlicos da parte subterranea de C.
iria apresentou um maior precipitado durante o teste para alcaloides, indicando que esta
espécie possui mais alcaloides do que C. articulatus. De forma geral, em um trabalho
realizado por Ford e Gaoeu (2017) pode-se observar que plantas da Familia Cyperaceae
tendem a ter menos alcaloides quando comparadas com espécies de outras familias
botanicas. Mesmo com baixo teor de alcaloides, estes autores ressaltam ainda que
Cyperaceae e Poaceae sdo amplamente utilizadas para medicina na farmacopeia
havaiana. Por outro lado, no México, foi relatado que apenas duas em cada 35 espécies
de Cyperaceae deste pais sdo utilizadas para fins medicinais, mas sem importancia na
farmacopeia do Popoluca (LEONTI et al. 2003). Desta forma, € provavel que essa
pouca expressividade do uso medicinal de Cyperaceae na medicina popular esteja
relacionado aos poucos estudos fitoquimicos e farmacologicos direcionados a familia,

limitando indicac6es de uso medicinal em farmacopeias de varias regides do mundo.
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Doseamento de flavonoides totais

A partir dos resultados obtidos por meio do teste para quantificacdo dos
flavonoides totais presentes nas amostras dos extratos brutos das espécies estudadas, foi
possivel constatar que C. iria demonstrou um teor mais elevado de flavonoides quando
comparada com C. articulatus em ambos 0s extratos (partes aéreas e subterraneas)
(Figura 1).

Figura 1 - Teor de flavonoides totais das partes aéreas (A) e das partes subterraneas (B)
de Cyperus articulatus L. e Cyperus iria L.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2018.

Os dados quantitativos desta pesquisa indicaram que ha uma ocorréncia maior de
flavonoides nos extratos das partes aéreas, quando comparada com as partes
subterraneas das duas espécies estudadas. Mesa et al., (2002) afirmam que os
flavonoides estdo presentes em quase todas as plantas, principalmente nas partes aéreas,
mas variam qualitativamente de uma planta para outra. De acordo com Lopez et al.,
(2012) estes compostos apresentam cerca de quarenta e uma agdes farmacoldgicas
diferentes.

A atividade antioxidante é um dos mais relevantes beneficios associados aos
flavonoides (ALMEIDA et al., 2010), os efeitos dessas substancias sdo atribuidas
devida a capacidade de captura e neutralizacdo de espécies oxidantes como 0 anion
superéxido (O?), radical hidroxila ou radical peréxido, atuando por sinergismo com
outros antioxidantes como as vitaminas C e E (SIMOES; ALMEIDA, 2015). De acordo
com Jiménez et al., (2009), a quercetina € um flavonoide que atende aos requisitos

ideais para exercer uma eficiente funcdo antioxidante, porque o seu potencial € cinco
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vezes maior que a das vitaminas C e E, além de ter uma solubilidade em agua
semelhante a ultima. Assim como a quercetina, Soares et al., (2005) relatam que
flavonoides como a naringenina representam uma contribui¢cdo importante ao potencial

antioxidante da dieta.

CONCLUSAO

A prospeccdo fitoquimica dos extratos hidroalcodlicos de Cyperus articulatus e
Cyperus iria foi relevante no processo de reconhecimento de determinados grupos de
compostos quimicos, indicando que as espécies estudadas podem ser importantes fontes
de produtos bioativos. Em relacdo ao doseamento de flavonoides totais, evidenciou-se
que os extratos das partes aéreas de C. articulatus e C. iria possuem um teor de
flavonoides mais elevado do que nas partes subterraneas, estando de acordo com outros
trabalhos que analisaram este grupo de metabdlitos secundarios em plantas superiores.
A partir dos resultados obtidos no presente estudo, sugere-se que novas pesquisas sejam
conduzidas para isolar os principais constituintes quimicos das espécies estudadas e

avaliar suas atividades bioldgicas.
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ESTUDO FITOQUIMICO PRELIMINAR DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DE CYPERUS ARTICULATUS L.

Autor(es): JOSE JAILSON LIMA BEZERRA, CARLOS LUIZ DA SILVA e orientadoe por ANA PAULA DO NASCIMENTO PRATA; TICIANO GOMES DO NASCIMENTO

O conhecimento das substancias quimicas provenientes do metabolismo secundario de plantas tem sido de grande relevancia para a industria farmacéutica, tendo em vista que
muitos destes compostos possuem propriedades terapéuticas especificas. Assim sendo, a fitoquimica tem se tornado uma grande aliada para a identificacdo de metabélitos
secundarios a partir do material vegetal. Este trabalho foi realizado com o objetivo de proceder um estudo fitoquimico preliminar utilizando o método de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) para analisar os constituintes quimicos presentes nos extratos hidroalcodlicos da parte aérea e subterranea de Cyperus articulatus L. O material vegetal foi
coletado na Serra Dois Irmdos, Vicosa, Alagoas, no més de janeiro de 2018 e o voucher depositado no Herbario do Instituto do Meio Ambiente de Alagoas (MAC). Para realizar a
prospeccao fitoquimica, foram obtidos extratos hidroalcodlicos de Cyperus articulatus. As fragdes do extrato bruto da parte aérea (solubilizado em metanol) e da parte subterranea
(solubilizado em hexano e cloroformio) desta espécie foram analisadas por meio da técnica de CLAE, em comprimentos de onda a 254, 275 e 320 nm, durante 72 minutos. O perfil
cromategrafico da espécie revelou que foram identificados compostos de importancia farmacéutica. As substancias que obtiveram destaque na parte aérea foram os derivados do
Acido fertilico e derivados do Acido galico, enquanto que na parte subterrdnea foi identificado o Acido clorogénico e seus derivados. Desta forma, a presente anlise fitoquimica
preliminar sugere que C. articulatus & uma planta potencialmente medicinal, apresentando compostos que possuem propriedades antioxidantes, mas vale ressaltar que outros
estudos s&o necessarios para confirmar a atividade biologica desta espécie.
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A familia Cyperaceae Juss. € amplamente difundida em varias regides do Brasil. Alguns estudos farmacoldgicos tem evidenciado o potencial medicinal de espécies desta familia, o
que tem contribuido satisfatoriamente para a elucidacdo de novos compostos de importancia terapéutica. Desta forma, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de proceder
um estudo fitoquimico preliminar utilizando o métedo de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para analisar os constituintes quimicos presentes nos extratos
hidroalcoolicos da parte aérea e subterranea de Kyllinga odorata Vahl. O material vegetal foi coletado no Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), no més de agosto de 2017. Para realizar a prospeccao fitoquimica, foram obtidos extratos hidroalcodlicos desta espécie. As fragdes do extrato bruto da parte aérea
(solubilizado em metanol) e da parte subterranea (solubilizado em hexano e cloroférmio) de K. odorata foram analisadas por meio da técnica de CLAE, em comprimentos de onda a
254, 275 e 320 nm, durante 72 minutos. Os resultados obtidos revelaram que os compostos identificados por meio da técnica utilizada na parte aérea foram os derivados do Acido
ferdlico, derivados do Acido p-coumarico e a Miricitrina, enquanto que na parte subterranea, foi constatada a presenga de quatro substancias conhecidas: derivado do Acido
clorogénico, Quercetina, Luteolina e Crisina. E importante ressaltar que este estudo faz parte de uma analise preliminar dos constituintes quimicos de interesse farmacologicos
presentes na espécie K. odorata, e que novas pesquisas S30 necessarias para comprovar os efeitos medicinais da planta.
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ANEXO - A

Declaragédo de deposito das espécies de Cyperaceae no Herbario MAC (Instituto do
Meio Ambiente de Alagoas)

INSTITUTO DO
~ MEIO AMBIENTE
- ESTADO DE ALAGOAS

SECFHAHM og SS‘AW D3 MEID AMBIENTE
©0S RECURSOS HiDRICES

Herb__érigllAc T

f

. Informamos, . para devidos fins, que as amostras das plantas referentes a
pesquisa de José Jallson Lima Bezerra, aluno do Programa de Mestrado do Centro de‘ v
Ciéncias Agrérias - CECA/UFAL foram deposxtadas no Herbano MAC do Instituto do
Meio Amblente do ‘Estado de Alagoas, sendo 1dent1ﬁcadas pela espec1ahsta Ana Paula 2

do Nascuncnto Prata ¢ trata-se de

Espécie

\ 2 pca : A.P. N.Pata :

: Rhnspoa nervosa (vahl)
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64296 04 Cyperaceae Cyperus iria L. A.P. N. Prata.

‘0BS: - \

1_9 Recomenda-se a cltag:ao no corpo do trabalho que a 1dent1ﬁcag:ao do
: . material estudado foi efetuada pelos - pesqulsadores do Herbario
> MAC do Instltuto do Meio Amblente '

s e e - Macei6, 12 de Abril de 2018.
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