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RESUMO

Rynchospora nervosa, monocotileddnea, pertencente a familia Cyperaceae
encontrada em areas tropicais e subtropical. No Brasil os representantes deste grupo sao
utilizados por possuirem algumas atividades biolégicas, como por exemplo a atividade
hipoglicemiante, e bactericida. De acordo com a literatura espécie utilizada, também
conhecida popularmente como capim estrela, ndo possui estudos anteriores. Desse
modo, 0 mesmo contribui para a elucidagcdo dos compostos presentes na planta bem
como para o conhecimento das atividades microbiolégicas e farmacologicas testadas. No
trabalho foi realizado um estudo fitoquimico onde foram investigados e identificados 0s
componentes quimicos da raiz e da parte aérea da planta, através do método de
cromatografia em camada delgada. Foram identificados flavonoides, taninos, triterpenos e
esteroides, e proantocianidinas. A atividade antimicrobiana foi realizada com o extrato
bruto e com os extratos particionados através do grau de polaridade dos solventes de
extracdo. Confirmando atividade antibacteriana para os extratos oriundos de solventes
apolares: hexano, cloroférmio e dicloro metano. Também foi realizado o teste de
citotoxicidade utilizando, se linhagens especificas de cédulas tumorais. Foi realizado
também a extracdo dos 6leos essenciais da parte aérea e raiz da planta, e posteriormente

foi identificado alguns compostos existentes através do CGMS.

Palavras-chave: monocotilédones, extrato, 6leo essencial, elucidada.



ABSTRACT

Rhynchospora nervosa, monocot, also known colloquially as star grass, belongs to
the Cyperaceae family. It is found in tropical and subtropical areas. In Brazil,
representatives of this group are used as they possess a number of biological activities,
such as hypoglycemic activity, and as a bactericide. According to the literature, this
species has not been previously studied. Thus, a study of it contributes to the elucidation
of the compounds present in the plant as well as futhering knowledge of the
microbiological and pharmacological activities tested. Phytochemical studies investigated
and identified the chemical components of the plant root and shoot using the
chromatographic method in thin layers. The following were identified: flavonoids, tannins,
triterpenes and steroids, as well as proanthocyanidins. The antimicrobial activity was
performed using crude extract and with extracts differentiated by the degree of polarity of
solvent extraction. Antibacterial activity for extracts derived from non-polar solvents was
confirmed for the following: hexane, chloroform and dichloromethane. A cytotoxicity test
was applied to identify specific strains of tumor cells. Essential oils from the shoot and root

of the plant were extracted and some CGMS compounds were identified.

Keywords: monocots, extract, essential oil, clarified.
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FDA — Food and Drug Administration
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1. INTRODUCAO

A utilizacéo de plantas medicinais por populacdes rurais, é orientada por uma série
de conhecimentos acumulados mediante a relacao direta dos seus membros com 0 meio
ambiente (MARQUES , 200) e da difusdo de uma série de informacdes tendo como
influéncia o uso tradicional transmitido oralmente entre diferentes geracdes. Essa
utilizacéo de plantas medicinais como forma alternativa de cura a enfermidades tem como
facilitadores a grande diversidade vegetal e o baixo custo associado a terapéutica,
proporcionando a sua utilizacdo para os mais variados fins terapéuticos, desde o combate
aos diversos tipos de neoplasias até patogenicidades causadas por microrganismos
(VIEGAS et al., 2006).

Antes do século XIX, a maioria dos recursos terapéuticos existentes eram
constituidos por plantas e extratos, sendo estes a parte qualitativamente mais importante
da terapéutica na época (SCHENKEL et al., 2001). Com o aumento progressivo do setor
industrial apds a segunda guerra mundial, os “remédios vegetais” foram gradativamente
substituidos nas farmacias por medicamentos co substancias ativas extraidas ou
derivadas sinteticamente de plantas (LAPA et al., 2001). Segundo Calixto e rates, 2001,
cerca de 50% dos medicamentos utilizados eram de origem sintética e 25% eram de

origem vegetal, isolados diretamente ou sintetizados a partir de um precursor vegetal.

A transmissdo desse conhecimento, bem como pesquisas acerca dos usos
terapéuticos de vegetais, vem como reforco contra a ameaca de extincdo de inUmeras
espécies, muitas destas ainda desconhecidas pela ciéncia (AGRA, 1994). A conviccdo da
importancia dos recursos naturais vem de longa data, fazendo parte da vida do homem
desde seus primordios e sua importancia nos diversos estagios de desenvolvimento da
sociedade é inegavel (SIMOES, 2010).

Apesar do consideravel aumento do numero de medicamentos sintéticos, nas
Ultimas décadas, de acordo com BAGATINI;SILVA; TEDESCO (2007) o aumento no
interesse popular no uso de plantas medicinais para fins terapéuticos tem sido bastante
significativo. Esse fato se deve a alguns fatores como o interesse sobre os estudos da
biodiversidade, bem como o dificil acesso da populagdo, principalmente dos paises
subdesenvolvidos, aos medicamentos sintéticos (FILHO E YUNES, 1998; CALIXTO, 200;
TAYLOR E SATDEN, 2001).
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Considerando a ineficacia do sistema oficial de saude publica e a condigédo
econdmica da maioria da populacdo, ndo € tdo surpreendente a sobrevivéncia do
conhecimento tradicional sobre plantas medicinais, mediante as mudancas e catastrofes
ocorridas com os indios, inicialmente considerados seus proprietarios originais 9 no

decorrer dos tempos.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da humanidade n&do tém
acesso ao atendimento primario de saude, por estarem muito distantes dos centros de
saude ou por ndo possuirem recursos para adquirir os medicamentos prescritos. Para
essas populacdes, as terapias alternativas sdo as principais formas de tratamento, e as
plantas medicinais, os principais medicamentos (VEIGA JUNIOR, 2008).

Apesar de toda a importancia atribuida as plantas, o seu potencial é ainda pouco
explorado (BARROS, 2008), pois apenas recentemente estas se tornaram objeto de
estudo cientifico. O conhecimento a respeito das propriedades terapéuticas das plantas é
um requisito essencial para a transformacdo da planta medicinal em um produto
fitoterapico. Sendo assim, pesquisa com plantas medicinais tem sido e continua a ser
considerada uma alternativa importante na busca de novas drogas com propriedades
terapéuticas. Logo, a ampliacdo da producéo cientifica referente a plantas medicinais € de
grande importancia, pois desta forma podera ser criada uma base cientifica para a
prescricdo de drogas vegetais (CALIXTO, 2000) e que a eficicia e a toxicidade possam
ser previstas e posteriormente avaliadas, além da implantacdo de avaliacdes

farmacoldgicas e metodologias para o controle de qualidade.

O Brasil é reconhecido por sua biodiversidade. Essa riqueza biologica torna-se
ainda mais importante porque esta aliada a uma sécio diversidade que envolve varios
povos e comunidades, com visfes, saberes e praticas culturais proprias. Na questao do
uso terapéutico das plantas, esses saberes e praticas estao intrinsecamente relacionados
aos territdrios e seus recursos naturais, como parte integrante da reproducéo sociocultural
e econdmica desses povos e comunidades. Neste sentido, € imprescindivel promover o
resgate, o reconhecimento e a valorizacdo das praticas tradicionais e populares de uso de
plantas medicinais e remédios caseiros, como elementos para a promocédo da saude,

conforme preconiza a Organizacdo Mundial da Saude (BRASIL, 2009).

A avaliacéo da eficiéncia, potencial terapéutico e a seguranca de medicamentos a

base de produtos naturais ndo € bem expressa pois ainda existe uma escassez de artigos
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cientificos sobre a atividade biolégica dos extratos brutos das plantas e sua relacdo com
os diferentes constituintes quimicos (DVORSKA. 2007).

A localizacdo de metabolitos nos tecidos e/ou determinadas células vegetais e
muito importante, pois ajuda na indicacdo da melhor parte do vegetal a ser utilizada nas
terapias. Dizer qual parte e procedimento adequado viabiliza a validagdo do produto,
indicando a sua qualidade e demonstrando que é cientificamente confiavel para o uso
farmacoterapéutico. Os estudos de validacdo das propriedades medicinais dos vegetais
constituem uma exigéncia da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC), N° 48, de 16 de
marc¢o de 2004, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, a qual normatiza o
registro de medicamentos fitoterapicos como parte essencial das boas praticas de
fabricacdo, garantindo a qualidade de um medicamento (BRASIL, 2009). A definicdo de
critérios de qualidade para insumos farmacéuticos de origem vegetal € de suma
importancia para garantir a manutencdo da eficdcia do produto final, especialmente
devido a complexidade de composi¢cdo destas matérias-primas e as variacdes ligadas as
condi¢cBes de cultivo e coleta do vegetal, assim como de tratamentos empregados para
promover sua estabilidade (SONAGLIO, 2003)

Os compostos produzidos pelos vegetais sdo agrupados em dois grupos: 0s
metabdlitos primarios, tais como carboidratos, aminoacidos e lipideos ; e os metabdlitos
secundarios que sdo compostos elaborados a partir da sintese dos metabdlitos primarios,
tais como compostos fendlicos, terpendides, 6leos essenciais e alcalbides entre outros.
Sao esses compostos 0s responsaveis pelos efeitos medicinais, ou téxicos, das plantas, e
eles apresentam grande importancia ecoldgica, uma vez que podem atuar na atracao de
polinizadores, ou representar uma defesa quimica contra estresse ambiental (BALADRIN
et al., 1985; Di STASI, 1995).

Entre todas as novas espécies quimicas aprovadas como farmacos (1184) entre
1981-2006, 5% correspondem a produtos naturais, 47% correspondem a derivados semi-
sintéticos de produtos naturais, derivados de produtos naturais e produtos sintetizados
com grupos farmacoféricos baseados em produtos naturais, 18% séo produtos biolégicos
e vacinas e 30% sao produtos totalmente sintéticos, planejados a partir de conhecimentos
adquiridos sobre produtos naturais (NEWMAN e CRAGG, 2007).

GANESAN (2008) reavaliou os dados de NEWMAN e CRAGG (2007), através de

aplicacéo de filtros para analisar as contribui¢cdes realmente originais de produtos naturais
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na terapéutica. Foram excluidos: os farmacos inspirados em produtos naturais
descobertos antes de 1970, os derivados semi-sintéticos quando o produto natural sé é
usado como matéria prima e ndo contribuiu para a descoberta da atividade biolégica
(como por exemplo, os horménios esteroidais), os farmacos resultantes de produtos
naturais (baseados em ligantes enddgenos), e, somente um farmaco foi considerado no
caso de existirem dois ou mais produtos naturais de estruturas parecidas. Este estudo
resultou num conjunto de 24 farmacos inovadores derivados de produtos naturais apos
1970, com aprovagcdo no periodo de 1981- 2006. Destes, 19 foram isolados de
microrganismos (13 de actinobactérias, 2 de bactérias e 4 de fungos) e 5 de plantas. Os
farmacos derivados de metabdlitos secundarios de plantas foram taxol (antitumoral),
arglabina (antitumoral), artemisinina (antimalarico), forskolina (bronco- e vasodilatador) e
plaunotol (anti-tlcera) (Figura 1.1) (GANESAN, 2008).

A pesquisa e producdo de novos farmacos a partir de plantas envolvem diversos
campos do conhecimento e varios métodos de analise. Eles geralmente tém inicio com
um botanico, um etnobotanico ou um ecoélogo que coleta e identifica a planta. Essa coleta
geralmente é realizada para plantas que podem ter algum composto ativo, pois estao
relacionadas taxonomicamente as espécies com compostos ativos ja conhecidos ou que
sdo utilizadas na medicina popular de uma regido. Os fitoquimicos preparam os extratos
dessa planta e submetem esse material a triagem bioldgica em ensaios farmacoldgicos. A
presenca de efeito farmacoldgico direciona o processo de isolamento do principio ativo
através do bio-monitoramento pelos testes de atividade. Para a descoberta do mecanismo
de acdo desses compostos a biologia molecular disponibiliza ferramentas que permitem
determinar os sitios celulares e ou fisiol6gicos envolvidos nesse processo. Isso demonstra
gue esse trabalho é necessariamente multidisciplinar e abrange alguns campos
(BALUNAS e KINGHORN, 2005), como por exemplo, botanica, farmacologia e
fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a inesgotéavel fonte medicinal
natural: a flora mundial (MACIEL et al., 2002).

O processo para se chegar a obtencéo de constituintes farmacologicamente ativos
€ longo e tedioso, e requer uma colaboracdo multidisciplinar de botéanicos,
farmacognosistas, quimicos e farmacologos, envolvendo uma série de etapas
preliminares, como: - identificacdo botanica, coleta e secagem do material vegetal -
preparacdo dos extratos apropriados e analise cromatografica preliminar - testes

farmacol6gicos ou biolégicos do extrato bruto e extratos semi purificados, - varias etapas
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consecutivas de separacao cromatogréfica, onde cada fracdo obtida deve ser testada, no
sentido de " guiar " o isolamento do(s) constituinte(s) ativo(s). - verificacdo da pureza dos
constituintes isolados, - elucidacdo estrutural, - sintese parcial ou total, - preparacdo dos
analogos ou derivados para investigar a relacdo estrutura-atividade, - isolamento em

grande escala para posterior teste farmacolégico e toxicolégico.

Para autorizacdo de e comercializacdo e producdo de produtos fitoterdpicos, a
ANVISA, exige a documentacao de todas as acdes direta ou indiretamente relacionadas a
sua producdo (BRASIL, 2004). Para tanto, a existéncia de especificacfes oficiais de
matérias-primas farmacéuticas, oriundas de plantas medicinais, representa um passo

importante para o estabelecimento de critérios minimos para aceita¢do da qualidade.

Devido a caréncia de estudos das espécies do género Rhynchospora, o
presente trabalho busca contribuir para o conhecimento de Rhynchospora nervosa (Vahl)
Boeck, popularmente conhecida como capim estrela, planta usada na medicina popular
no agreste pernambucano, principalmente nos municipios de Vitéria de Santo Antdo.Até o
presente estudo n&o foram encontrado relatos da presenga de xantofilina em

Rhynchospora nervosa, tampouco na familia Cyperaceae.

2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho contribui na producdo de dados acerca de Rhynchospora
nervosa (Vahl) Boeck, uma espécie ainda pouco estudada quimicamente e ndo estudada

biologicamente, contribuindo com o potencial farmacologico deste género.

Realizar estudos farmacoquimicos e atividades biolégicas das folhas e raizes de
Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeck. bem como, avaliar o perfil quimico do éleo essencial

e isolar um metabolito secundério, elucidando sua estrutura quimica.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair, e caracterizar quimicamente o 6leo essencial das folhas por cromatografia a
gas acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) de Rhynchospora nervosa (Vahl)
Boeck.

e I|dentificar metabolitos secundarios a partir do extrato metanolico e extracédo
particionada das folhas e raizes de Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeck.,Realizar

elucidacéo da estrutura quimica por RMN de *H / 13C e por espectrometria de massas.
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Identificar metabolitos secundarios oriundos do 6leo essencial das folhas e raizes de

Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeck,

Avaliar a atividade antibacteriana do Oleo essencial e dos extratos particionados
através do grau de polaridade dos solventes das folhas de Rhynchospora nervosa
(Vahl) Boeck.

Determinar o potencial antioxidante dos extratos das folhas de Rhynchospora nervosa
(Vahl) Boeck.

Avaliar a citotoxidade in vitro dos extratos brutos de baixa e média polaridade das

folhas de Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeck.

Escolher o melhor método de separacdo de metabolitos secundarios.
Isolar um metabdlito secundario

Elucidar a estrutura quimica do metabdlito isolado



4. CAPITULO I: REVISAO DA LITERATURA
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4.1 Produtos Naturais

A historia das plantas medicinais mostra que a evolugcdo humana trilhou seu
caminho em paralelo com os produtos naturais oriundo das plantas. As antigas
civilizagbes tem suas proprias referéncias historicas acerca das plantas medicinais e,
muito antes de aparecer qualquer forma de escrita, 0 homem ja utilizava as plantas, e

entre estas, algumas como alimentos e outras como remédios.

Em registros historicos escritos, o estudo de plantas medicinais remota desce
2.600 A.C. com os sumerianos e babildénios. A “Taubinha Sumeriana”, uma cole¢ao de
textos historicos em tabletes de argila, contém registros dos primeiros sintomas de
doencas e a prescricdo para cada enfermidade, sendo considerado o mais antigo tratado
de medicina (PARKY, 1966, TEIXERA, 1994)

A cultura chinés a, desde a dinastia Xia ( 2.100 A.C. a 1.600 A.C. ), devido ao
trabalho do lendéario imperador Shennong, considerado o fundador patrono da farmacia

chinesa e cujo nome significa “ divino fazendeiro “, produziu a primeira farmacopeia
chinés , com 365 plantas medicinais e seus usos, citando plantas como ginseng,

cinamomao, ruibarbo pedofilo e efedra (PARKY, 1966).

Os egipcios( 1. 500 A.C. ) relatam a utilizacdo de azeite, figo, cebola, alho, funcho,
acafrdo, opio, hortela e pimenta. O “PapyrusErbes”, colecdo egipcia contendo 811
prescricdes, menciona 700 drogas vegetais, minerais e animais, incluindo salgueiro,
acdcia e sedativos extraidos de Ephedra (TAVARES, 1996).

Intuitivamente, o homem primitivo buscou solugbes para suas necessidades
basicas como nutricdo, reproducdo e protecdo. Através de suas experiéncias e
observacbes, sofreu um processo biolégico evolutivo, descobrindo nas plantas
tratamentos de injurias ou doencas. Além das plantas benéficas, foram descobertas as
nocivas capazes de matar e produzir alucinacdes. Poderes naturais foram atribuidos aos
primitivos que detinham esses conhecimentos, passando a serem considerados magicos,
curandeiros ou feiticeiros (TEIXEIRA, 1994).

O processo de evolugao da “arte da cura” se deu de forma empirica, em processos
de descobertas por tentativas, de erros e acertos (MORS, 1982). Neste processo 0s

povos primitivos propiciaram a identificacdo de espécies e de géneros vegetais que se
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adequavam ao uso medicinal, o reconhecimento do habitat e a época da colheita (LEVI-
STRAUSS, 1989).

O Brasil, com a grandeza de seu litoral, de sua flora e, sendo o detentor da maior
floresta equatorial e tropical umida do planeta, ndo pode abdicar de sua vocacédo para 0s
produtos naturais. A Quimica de Produtos Naturais €, dentro da Quimica brasileira, a &rea
mais antiga e a que, talvez ainda hoje, congregue 0 maior numero de
pesquisadores.(PINTO, et al.2002).

A variedade e variabilidade entre organismos vivos fornecem uma gama de
produtos de importancia econémica, sendo as plantas uma fonte importante de produtos
naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituem novas alternativas para cura
de diversas enfermidades do mundo moderno. Ha varios caminhos para estes estudos e 0
Brasil, pais que coincidentemente tem seu nome derivado a partir de uma planta, € um
pais propicio e produtivo a pesquisa cientifica que envolve a aplicacdo de conhecimentos
locais sobre o uso em especial de plantas medicinais (OLIVEIRA, 2013).

Sao considerados compostos bioativos, que podem originar farmacos,
principalmente 0s metabdlitos secundarios eseus derivados, por exemplo,
flavondides,saponinas,quininas, terpenos, esteroides, alcal6ides,quindides,
fenilpropandides, iridoides entre outros (CHOUDHURY et al., 2011).

A producdo de farmacos a partir de planta pode ser dividida em trés periodos
distintos, entre 1800 e 1900, onde se destacam as descobertas de farmacos importantes
até hoje, como a efedrina, a partir de Ephedrasinica; a morfina, a partir de
Papaversomniferum; quinina, a partir de Cinchona calisaya, dentre outros. O segundo
periodo, situado entre 1901 e 1970/80, foi marcado pela descoberta e producdo de
antibiéticos de origem microbiana. O terceiro e atual periodo, iniciado a partir da década
de 1980, € marcado pela retomada a busca de drogas vegetais, com a descoberta de
moléculas bioativas que se tornaram farmacos, como exemplo o paclitaxel (taxol), obtido
a partir de Taxusbrevifolia, que apresenta atividade anticancerigena (YUNES et al., 2001;
NEWMAN, 2007).
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4.2 Familia Cyperaceae

A familia Cyperaceae, constituida por aproximadamente 4.000 espécies agrupadas
em 70 géneros, tem distribuicdo cosmopolita, ocorrendo em regifes temperadas, tropicais
e desertos frios (KOYAMA & MAGUIRE 1965; CRONQUIST 1981; CHOWDHERY & RAO
1990).

No Brasil, ocorrem de 500 a 600 espécies de Cyperaceae distribuidas em 44
géneros (LUCENO & ALVES 1997). S&o encontradas em habitats diversos como matas,
campos de altitude, brejos, cerrados, areas arenosas e lagoas (BARREIROS 1970;
MUNIZ & SHEPHERD 1987; COSTA ET AL. 1988; BARROS 1998).

Em Cyperaceae, a morfologia do aquénio é um carater de extrema importancia na
identificacdo de espécies. A forma, o tamanho, a cor e a ornamentacdo do fruto séo
caracteristicas relevantes e freqiientemente presentes em chaves dicotémicas, nos niveis
genérico e especifico. OLIVEIRA (1980) analisou a morfologia do aquénio de 31 géneros
de Cyperaceae com 0 uso de estereomicroscopio, agrupando-os de acordo com a

presenca ou auséncia de estruturas associadas, como estilopodios, cerdas e utriculos.

Figura 1: Excicata de Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeck,

\J

Fonte: Mutis, J.C., Drawings of the Royal Botanical Expedition to the new Kingdom of Granada,t. 201 (1783-

1816) encontradoem< http://plantillustrations.org/epithet.php?epithet=nervosus,-a,-um>
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4.3 Género Rhynchospora

Apesar da riqueza de espécies, o género Rhynchospora quase nao foi estudado
quimica e farmacologicamente. Algunas relatos na literatura indicam a utilizagao da planta
na terapia do diabetes (acdo hipo glicemiante) e tambem na terapia de inflamacoes
(MOREIRA, et, al. 2002).

4.4 Rhynchospora Nervosa (Vahl) Boeck

Segundo Missouri Botanical Garden (2014), a espécie estd taxonomicamente

enquadrada da seguinte forma:
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida
Ordem : Poales
Familia: Cyperaceae
Género: Rhysophora (Vahl)

Espécie: nervosa

A Familia Cyperaceae tem grande destaque pela presenca intensiva em muitas
regides e pelo grande numero de espécies, inclusive caracterizando ecossistemas
aquaticos (Gil & Bove, 2007). Sao bio incadoras de areas naturais, ou entdo
associadas. Segundo Novo (2004), apresentam plantas daninhas invasoras de culturas
de importancia econémicas (milho, tomate, cana de acucar, feijdo, algodao, etc.). A
Familia Cyperaceae compreende plantas herbaceas, monocotiledéneas de caule
geralmente triangular (Joly, 1993) as raizes séo fasciculares ou substituidas por uma
espécie de rizoma (Schultz, 1990). As folhas sao lineares lanceoladas com bainhas
bem desenvolvidas, completamente fechadas e sem ligula (Joly, 1993). As flores sdo

hermafroditas reunidas em espiguetas, estas, em espigas ou paniculas (Schultz, 1990).
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A planta Rhysophora nervosa (Vahl)se apresenta com caule do tipo rizoma curto e
parte aérea representada pelo escapo pouco trigono. Suas folhas da base possuem
bainhas abertas, folhnas da base do escapo, tristicas e com bainha fechada, folha
da porcdo mediana do escapo também com bainha fechada e mais longa que o
escapo. Folhas involucrais em nimero de 6 e com tamanhos diferentes, as maiores
apresentando uma mancha branca na base e as menores quase que totalmente
brancas o que caracteriza o0 nome popular de capim estrela. Inflorescéncia do tipo
espiga, assentada diretamente sobre as bracteas. Espigas sésseis constituidas por
flores hermafroditas desprovidas de perianto, o qual é substituido por bracteas de
coloracdo parda ou ferruginea. Assemelha-se com R.consanguinea, a qual apresenta
bracteas involucrais com base larga e esbranquicada em ambas as faces e que a
partir desta regiao tornam-se esverdeadas e longamente acuminadas. Propaga-se por
meio de sementes e por fragmentacgédo do rizoma. (MOREIRA & BRAGANCA, 2011)

Figura 2: Espécime em estudo, bem caracterizada pela inflorescéncia esbranquicada

gue se destaca no 4pice da planta.

Foto: Meike Piepenbring

FONTE: MEIKE PLEPENBRING Encontrado em

<http://herbario.up.ac.pa/Herbario/herb/vasculares/view/species/6600>



http://herbario.up.ac.pa/Herbario/herb/vasculares/view/species/6600
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4.5 Oleo Essencial

Os Oleos essenciais sdo liquidos, volateis, limpidos, raramente coloridos,
lipossoluveis, soluveis em solventes organicos e geralmente s8o menos densos que a
agua. As substancias odoriferas em plantas possuem funcdes ecoldgicas, especialmente
como inibidores da germinacdo, na protecdo contra predadores, na atracdo de
polinizadores, na prote¢cdo contra a perda de dgua e aumento da temperatura, entre
outras (BAKKALI et al., 2008).

Quanto a composicdo o0s Oleos essenciais compreendem misturas de
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos cetonas, peréxidos,
ésteres, fenadis, éteres, 0xidos, lactonas, cumarinas, acidos organicos, sendo os terpenos,
gue séo formados a partir da condensacédo de unidades de cinco carbonos, o isopreno
(C5), é considerado como principal componente, sendo os mesmos classificados em:
monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), porém pode-se encontrar os hemiterpenos
(C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e raramente tetraterpenos (C40) (SIMOES,
2010). Porém, vérios fatores interferem na composicdo dos Oleos essenciais, como a
natureza do organismo, a sazonalidade, o estagio de maturidade do organismo, pois
diferentes rotas e enzimas ativas em diferentes estagios de maturidade, resultam em
diferentes composicfes de compostos volateis ( ZANG, WU; LI, 2008; BENDAOUD et al.,
2009).

As técnicas usadas na obtencdo de Oleos essenciais levam em conta o tipo de
material biologico, os 6rgdos, a quantidade produzida, para garantir a estabilidade do
Oleo. Simdes e Schenkel (2010), relatam as técnicas mais empregadas para obtencédo de

6leos essenciais:

A) Hidrodestilacao ou arraste por vapor de agua: como os 6leos volateis possuem tensao
de vapor mais elevada que a da agua, podem ser arrastados pelo vapor de agua durante
uma destilagcdo. Quando em pequena escala o material acrescido de duas a trés vezes 0
seu peso com agua € aquecido, empregando-se o aparelho de Clenvenger. Apds a
obtencéo, o 6leo deve ser seco empregando-se sulfato de sodio anidro e armazenado a

baixa temperatura, ao abrigo da luz e do ar.

B) Hidrodifusdo: € um método em que o vapor a pressao atmosférica (<0-1 bar) atravessa
0 material a partir do topo da camara de extracdo saturando o mesmo, resultando num

Oleo que retém o aroma original.
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C) Enfloragéo (enfleurage): Este processo € aplicavel as flores, que possuem baixo teor
de Oleo essencial de alto valor comercial. As pétalas sdo depositadas em bandejas a
temperatura ambiente, sobre uma camada de gordura animal ou vegetal que ira adsorver
o 6leo essencial durante um periodo de tempo. Em seguida, as pétalas esgotadas séo
substituidas por novas até ocorrer a saturacao da gordura, que é tratada com alcool. Para

se obter o 6leo essencial, o alcool é destilado a baixa temperatura.

D) Extracdo com solventes organicos: Os Oleos volateis sdo extraidos com solventes
apolares (éter etilico, éter de petréleo, benzeno, acetona, cloroférmio ou diclorometano)
de acordo com o material, por exemplo, a extracédo a partir de folhas ou frutos podem ser
realizadas com benzeno, com ou sem a adicdo de acetona ou éter, a temperatura
ambiente ou na temperatura de ebulicdo, enquanto a extracdo a partir de flores é
realizada com éter. Nesse processo, 0s solventes acabam extraindo outras substancias
apolares além dos Oleos volateis. O solvente é removido por evaporacdo sob pressao
reduzida, sendo o material residual extraido com etanol absoluto, que é resfriado a baixas
temperaturas para precipitacdo das ceras, sendo em seguida filtrado. O alcool, entdo é

evaporado sob pressao reduzida e obtém-se o 6leo essencial.

E) Extracdo por micro-ondas: Faz-se uso de micro-ondas para excitar as moléculas de
agua do material biologico, fazendo com que as células se rompam e liberem o Oleo

essencial. A técnica garante um bom rendimento e reduz o tempo de extragéo.

F) Extracdo por CO,super critico: Nesta técnica o material € depositado num extrator
onde ocorre a elevacdo da pressdo e da temperatura, fazendo com que o diéxido de
carbono atinja um quarto estado no qual sua viscosidade é analoga a de um gas, mas sua
capacidade de dissolucdo € elevada como a de um liquido. Quando a pressdo é
diminuida, o diéxido de carbono retorna para o estado gasoso, sem deixar nenhum

residuo

4.6 Agentes Antimicrobianos

Os antibidticos sao definidos como compostos naturais ou sintéticos capazes de
inibir o crescimento ou causar a morte de micro-organismos. Quando causam a morte das
bactérias sdo chamados bactericidas e, quando promovem a inibicdo do crescimento
microbiano, bacteriostaticos (CHAMBERGS, 2003; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010). ). O termo antibiotico foi proposto por Waksman em 1942 e utilizado para definir

substancias produzidas por seres vivos microscopicos, capazes de agir em pequenas
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concentracbes sobre micro-organismos patogénicos (CLARDY; FISCHBACH; CURRIE,
2009; TAVARES, 2001).

A palavra “antibiético” deriva do termo antibiosis, que literalmente significa “contra a
vida” (anti = contra; bios = vida). O conceito formal mais aceito por Ccientistas
especializados define o antibidtico como uma substéncia quimica que é produzida por um
microrganismo e que, em baixa concentracdo, tem a capacidade de inibir ou matar,
seletivamente, outros microrganismos. A definicdo formal exclui os compostos sintéticos,
gue, no entanto, juntamente com outros compostos naturais e seus derivados, sao
incluidos na categoria de “antimicrobianos”, que também pode ser subdividida segundo o
tipo especifico de microrganismo que deve ser inibido, como por exemplo, antifingicos,
antibacterianos, entre outros (ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997).

Os antimicrobianos diferem de acordo com seu mecanismo de acgdo, sendo
classificados de acordo com seu local de atuagcdo. Logo existem antimicrobianos que
atuam: na parede celular, na sintese de DNA, na sintese protéica celular e os que afetam
a atividade enzimatica intracelular (MOREIRA, 2004).

As propriedades antimicrobianas de metabdlitos secundarios de plantas tem sido
reconhecidas empiricamente durante séculos, mas foram confirmadas cientificamente
apenas recentemente (JANSEN, SCHEFFER, BAERHEIM, 1987).Tendo em vista a
resisténcia das bactérias a multiplos antimicrobianos, o conhecimento sobre determinadas
espécies vegetais com propriedades antimicrobianas e a busca por substancias derivadas
de plantas teve um grande impulso nos ultimos anos (COELHO ET. AL., 2004).

Apesar dos diferentes mecanismos de acdo, todos os antimicrobianos devem
possuir as seguintes propriedades comuns: possuir amplo espectro de acdo, apresentar
toxicidade seletiva e possuir mecanismo de acdo especifico, atuando de forma diferente
nas células-alvo (MURRAY, et. al., 2002).

4.7 Atividade Antibacteriana

Singh e Shukla (1984) relatam as diferengas entre antimicrobianos produzidos por
microrganismos e por plantas. Destacando que os compostos isolados de plantas sé&o
substancias cuja estrutura quimica, com raras excecodes, apresentard grandes diferencas
estruturais em relacdo aos antibidticos derivados de microrganismos, onde os agentes
antimicrobianos isolados de plantas superiores geralmente agem como reguladores do
metabolismo intermediario, ativando ou bloqueando reac¢fes enzimaticas. Afetando

diretamente uma sintese enzimatica seja em nivel nuclear ou ribossomal, ou mesmo
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alterando estruturas de membranas. Com isso as plantas destacam-se como grande

manancial de novas moléculas bioativas.

Os alcaloides e as substancias fendlicas, como fendis simples, acidos fendlicos, quinonas
e flavonas sdo os principais grupos de compostos extraidos de plantas com propriedades
antimicrobianas (Singh et al., 2002, Hatano et al., 2005; Esquenazi et al., 2002). Essas
propriedades podem ser detectadas, principalmente, por meio da observacdo de sua

capacidade de inibir o crescimento de microrganismo (Souza et al., 2000)

Vérios métodos sado utilizados para se avaliar a atividade antibacteriana e
antifangica de extratos vegetais. Atualmente, o mais utilizado ¢ o método da micro
diluicdo. Neste ensaio, desenvolvido por Eloff em 1998, pode-se fazer a determinacdo da
Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM), que € a concentracdo minima que um extrato ativo
de planta pode ter para inibir a proliferacdo de microorganismos. Algumas variaveis
referentes a determinacédo da CIM podem ser atribuidas a fatores como: origem da planta
e época da sua coleta, condi¢des da planta para a preparacéo do extrato, microorganismo
utilizado no ensaio, entre outras. Por este motivo, ndo h4 um padrdo que expresse 0s
resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais (FENNEL, et. al.,, 2004).

N&o existem testes realizados com a planta em estudo

4.8 Atividade Citotoxica

De acordo com o Orgdo Internacional de Padronizacdo (International Standard
Organization) ISO 10993, o ensaio de citotoxicidade in vitro € o primeiro teste para avaliar
a biocompatibilidade de qualquer material para uso em dispositivos biomédicos e depois
de comprovada sua nao toxicidade € que o estudo da biocompatibilidade do produto pode
ter continuidade realizando-se 0s ensaios necessarios em animais de laboratério
(ROGERO et al., 2003). O teste de citotoxicidade in vitro em cultura de células tumorais
tem se tornado importante para a avaliacdo de agentes anticancer, sendo também muito
utilizado como método alternativo aos testes farmacolégicos em érgaos isolados, e tem,
pelo menos durante a fase de screening para avaliagdo de agentes anticanceres,
reduzindo a experimentacdo in vivo em animais (HAMBURGUER; HOSTETTMANN,
1991; CINGI et al.,1991).

Véarios métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de biomateriais, foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes testes de citotoxicidade consistem em

colocar o material direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de
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mamiferos, verificando-se as altera¢gBes celulares por diferentes mecanismos, entre 0s
guais a incorporagao de corantes vitais ou a inibicdo da formacdo de coldnias celulares
(CRUZ et al., 1987; ROGERO et al., 2000).

4.9 Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como quaisquer substancias que, presentes
em baixas concentracdes, quando comparada a um substrato oxidavel, atrasam ou inibem
a oxidacao desse substrato de maneira eficaz (HARVEY, 2008). O principal mecanismo
de oxidacao dos 0Oleos e gorduras esta associada a reacdo do oxigénio com acidos graxos
insaturados, ocorrendo em trés etapas: iniciacdo, onde acontece a retirada de um
hidrogénio do carbono alilico na molécula do acido graxo e a consequente formacao de
radicais livres, em condicdes favorecidas por luz e calor, propagacédo, na qual ocorre a
conversdo dos radicais livres susceptiveis ao ataque do oxigénio a outros radicais
(peroxidos e hidroperéxidos), que sdo produtos primarios da oxidacao lipidica e cuja
estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes. Esse processo € auto
catalitico, uma vez que os radicais formados atuam como propagadores da reacdo. Por
fim ocorre a etapa do término, na qual dois radicais se combinam formando produtos
estaveis (produtos secundarios da reacao), obtidos por cisdo e rearranjo dos peroxidos
(RAMALHO; JORGE, 2006). A figura4, mostra o esquema geral da oxidacao lipidica.

Figura 3. Esquema geral do mecanismo da oxidacdo lipidica, onde RH- acido graxo

insaturado; R- radical livre; ROO- radical peréxido e ROOH —hidroperoxido

Iniciacdo RH —> R°+H°

Propagacio — R+ 0O, — ROO*

ROO*+RH — ROOH + R°

'érmino ROO*+R* — ROOR
Produtos

ROO®"+ ROO®* — ROOR + O, Rstiveis
stavels

R*"+R" —> RR
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Fonte: Ramalho e Jorge (2006)

Algumas propriedades sdo desejaveis em antioxidantes, dentre elas estdo a
efichcia em baixas concentracBes (0,001 a 0,01%), auséncia de efeitos indesejaveis na
cor, no odor, no sabor, além de seus produtos ndo poderem ser toxicos. Os antioxidantes
podem ser classificados em primarios e secundarios, sendo que alguns apresentam mais
de um mecanismo de atividade e s&o referidos como antioxidante de multipla funcao

(BAILEY; NISSEN; SKIBSTED, 1996).

Os antioxidantes primarios ou inibidores da reacédo sdo aceptores de radicais livres
e atuam atrasando ou inibindo a iniciacdo ou interrompendo a propagacdo da auto
oxidacdo, seu principal mecanismo de acdo € o sequestro de radicais livres. A figura

5representa o0 mecanismo de acao dos antioxidantes primarios

Figura 4 — Mecanismo de acao para os antioxidantes priméarios, onde ROO e R - radicais
livres; AH — antioxidante com um atomo de hidrogénio ativo e A radical inerte.

ROO*+ AH — ROOH+ A’

R°+AH — RH+ A°
Fonte: (FRANKEL 1980)

Os antioxidantes primarios mais comumente utilizados em alimentos sé&o
compostos  sintéticos. Como por exemplos: BHA (butilhidroxianisol), BHT
(butilhidroxitolueno) PG (galato de propila) e TBHQ (terc-butilhidroquinona). No entanto,
alguns componentes naturais dos alimentos também agem como antioxidantes primarios
e sdo comumente adicionados em alimentos. Tocoferdis sdo os antioxidantes primarios
mais utilizados. Os caratendides sdo outro grupo de compostos naturais que agem como
antioxidantes primarios, porém, por meio de mecanismos diferentes (TAKEMOTO FILHO;
GOPO, 2009).
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Os antioxidantes secunddrios ou preventivos agem por meio de varios possiveis
mecanismos, diminuem a taxa de oxidacdo por diferentes formas, mas ndo convertem
radicais livres em produtos mais estaveis. Podem quelar metais pré-oxidantes e desativa-
los, repor hidrogénio para antioxidantes priméarios, decompor hidroperéxidos a espécies
nao radicais, absorver radiagéo ultravioleta ou agir como sequestrante de oxigénio. Ainda
podem ser classificados como sinergistas, pelo fato de promoverem a atividade dos
antioxidantes primarios, pode-se citar o acido citrico, acido ascorbico e acido tartarico

como bons exemplos de sinergistas (RICEEVANS et al,1997)

A vitamina E faz parte da composicdo dos O6leos vegetais e encontra-se na
natureza de quatro formas diferentes: a, B3, y, 6-tocoferol, sendo a-tocoferol o antioxidante
mais abundante e distribuido nos tecidos e no plasma (BIANCHI; ANTUNES, 1999). A
atividade antioxidante dos tocoferdis deve-se principalmente ao fato de doarem seus
hidrogénios aos radicais lipidicos, interrompendo a propagacdo em cadeia (RAMALHO,
2006).

Nos ultimos anos com os antioxidantes naturais, os compostos fenoélicos presentes
nos vegetais tém recebido grande importancia. Quimicamente, os fendis vegetais
constituem um grupo heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos,
apresentando grande variedade de funcdes nos vegetais, como: suporte mecanico,
atrativo de polinizadores ou dispersores de frutos e na protecdo contra a radiacao
ultravioleta (TABANCA, 2007). De acordo com TIVERON(2010) outros tipos de
compostos presentes nos vegetais tém recebido grande imporrtancia nos ultimos anos.
Os fendis vegetais assim como os antioxidantes naturais, apresentam grande variedade
de funcdo vegetal, tem como funcéo protecdo contra radiacéo ultravioleta, atrativo de

polenizadores ou suporte mecanico.

4.10 Xantofilina

O composto 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-acetofenona, € um produto natural, também
conhecido por xantoxilina (1), encontrado abundantemente nas partes aéreas da espécie
vegetal Sebastianiaschottiana (Euphorbiaceae). Sebastianiaschottiana, conhecida
popularmente como “sarandi”, “branquilho” ou “branquicho”, € uma planta que ocorre
abundantemente no sul do pais, sendo amplamente utilizada na medicina popular em
forma de chas contra afecc¢des renais. Estudos realizados com os extratos desta planta

revelaram que os mesmos exercem consideraveis efeitos antiespasmodicos quando
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avaliados em distintos 6rgaos isolados contraidos por diferentes neurotransmissores
[Calixto et. al., 1986 e 1990].

O principal constituinte ativo presente no extrato hexanico foi identificado como
sendo a 2-hidroxi-4,6 dimetoxiacetofenona, também conhecida como xantoxilina (Il) e
obtida com rendimento de 0,25 % a partir das folhas e ramos jovens [Miguel, 1987; Calixto
et al., 1990 b].

Este composto também mostrou efeito antibacteriano contra bactérias
frequentemente encontradas no Trato urinério [Godoy et al, 1991], além de ac¢é&o fungicida
contra varios fungos leveduriformes e filamentosos patogénicos aos seres humanos [Lima
et al.,1994]. A xantoxilina foi também isolada de outras plantas, como
Hipponamemancinella [Shaeffer et al, 1954], Eucalvptusmichaeliana (Myrtaceae)
[Courtney et al.,1983], Pulicaria undulata (Compositae) [Ayoub&Elassam, 1981],
Sapiumsebiferum (Euphorbiaceae) [Kouno et al.,1983]. Vérios derivados da xantoxilina
foram sintetizados em laboratérios e testados no ileo, isolado de cobaia, contraido pela
acetilcolina, cujos resultados indicaram que a carbonila e os dois grupos metoxilas sao
importantes para a atividade antiespasmddica. A introducdo de grupos benzilas
substituidos e a formacao de chalconas resultaram em compostos com maior poténcia
antiespasmaodica [ Cechinel Filho et al.[991,1993; 1995a],

Posteriormente, foi determinado que a xantoxilina é o principal constituinte ativo da
planta, sendo isolada com rendimento de aproximadamente 0,25% [Miguel, 1987]. Este
composto, além de acbes antiespasmaodicas, apresenta atividade antibacteriana [Godoy
et. al., 1991] e antifungica [Lima et. al., 1994; Cechinel Filho et. al., 1996a] contra varios

microrganismos causadores de infec¢cdes em seres humanos.

Outros estudos desenvolvidos na UFSC com a xantoxilina, utilizada como prot6tipo
possibilitou a obtencdo de novos derivados farmacologicamente ativos tais como 0s
benzofuranicos, que apresentaram promissores efeitos analgésicos, antiedematogénicos
e antialérgicos [Cechinel Filho, 1995b; Cechinel Filho et. al., 1996b; Vaz et. al., 1996],
sendo mais potentes do que varios farmacos usados na clinica como aspirina,

acetaminofeno, indometacina e ibuprofeno.

4.11 Isolamentos Da Substancia

De acordo com PINHEIRO, T. R. 2004; xantoxilina foi isolada utilizando-se técnicas

de cromatografia em coluna, sendo monitorada sua pureza por cromatografia em camada
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delgada. As partes aéreas de Sebastianiaschottiana (Euphorbiaceae) foram coletadas no
municipio de Apiuna-SC, sendo estas moidas e submetidas a dessecacédo em estufa sob
40°C. O material foi pesado e macerado com metanol comercial durante 15 dias. A
obtencdo do extrato metandlico bruto se deu através da concentracdo a 1/3 do seu
volume. Este extrato foi particionado sucessivamente com hexano para a obtencdo do
extrato hexanico, o qual foi cromatografado em coluna de silica gel eluida com hexano
100%. As primeiras fracoes foram desprezadas até a deteccdo da xantoxilina, sendo a

mesma recristalizada com hexano, com aproximadamente 0,25% de rendimento.

A xantoxilina, sob a mesma metodologia anteriormente exposta, foi também isolada
de outras plantas, como Hipponamemancinella [Shaeffer et al, 1954],
Eucalvptusmichaeliana (Myrtaceae) [Courtney et al.,1983], Pulicaria undulata
(Compositae) [Ayoub&Elassam, 1981], Sapiumsebiferum (Euphorbiaceae) [Kouno et
al.,1983].

Até o presente estudo ndo foram encontrado relatos da presenca de xantofilina em

Rinchospora nervosa, tampouco na familia Cyperaceae.
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Atividades bioldgicas, perfil fitoquimico, anélise de 6leos essenciais de
Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler (Cyperaceae) e elucidacao da estrutura

guimica de um de seus componentes
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RESUMO: Rynchospora nervosa, monocotiledonea, pertencente a familia Cyperaceae
encontrada em areas tropicais e subtropical. No Brasil os representantes deste grupo sao
utilizados por possuirem algumas atividades biol6gicas, como por exemplo a atividade
hipoglicemiante, e bactericida. De acordo com a literatura espécie utilizada, também
conhecida popularmente como capim estrela, ndo possui estudos anteriores. Desse
modo, 0 mesmo contribui para a elucidagcdo dos compostos presentes na planta bem
como para o conhecimento das atividades microbioldgicas e farmacoldgicas testadas. No
trabalho foi realizado um estudo fitoquimico onde foram investigados e identificados os
componentes quimicos da raiz e da parte aérea da planta, através do método de
cromatografia em camada delgada. Foram identificados flavonoides, taninos, triterpenos e
esteroides, e proantocianidinas. A atividade antimicrobiana foi realizada com o extrato
bruto e com os extratos particionados através do grau de polaridade dos solventes de
extragdo. Confirmando atividade antibacteriana para os extratos oriundos de solventes
apolares: hexano, cloroférmio e dicloro metano. Também foi realizado o teste de

citotoxicidade utilizando, se linhagens especificas de cédulas tumorais. Foi realizado
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também a extracdo dos 6leos essenciais da parte aérea e raiz da planta, e posteriormente

foi identificado alguns compostos existentes através do CGMS.

Palavras-chave: monocotilédones, extrato, 6leo essencial, elucidada.

ABSTRACT: Rhynchospora nervosa, monocot, also known colloquially as star grass,
belongs to the Cyperaceae family. It is found in tropical and subtropical areas. In Brazil,
representatives of this group are used as they possess a number of biological activities,
such as hypoglycemic activity, and as a bactericide. According to the literature, this
species has not been previously studied. Thus, a study of it contributes to the elucidation
of the compounds present in the plant as well as futhering knowledge of the
microbiological and pharmacological activities tested. Phytochemical studies investigated
and identified the chemical components of the plant root and shoot using the
chromatographic method in thin layers. The following were identified: flavonoids, tannins,
triterpenes and steroids, as well as proanthocyanidins. The antimicrobial activity was
performed using crude extract and with extracts differentiated by the degree of polarity of
solvent extraction. Antibacterial activity for extracts derived from non-polar solvents was
confirmed for the following: hexane, chloroform and dichloromethane. A cytotoxicity test
was applied to identify specific strains of tumor cells. Essential oils from the shoot and root

of the plant were extracted and some CGMS compounds were identified.

Keywords: monocots, extract, essential oil, clarified.

INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas medicinais por populagdes rurais é orientada por uma série
de conhecimentos acumulados mediante a relacdo direta dos seus membros com 0 meio
ambiente (MARQUES, 200) e da difusdo de uma série de informacdes tendo como
influéncia o uso tradicional transmitido oralmente entre diferentes geracdes. Essa
utilizagéo de plantas medicinais como forma alternativa de cura a enfermidades tem como
facilitadores a grande diversidade vegetal e o baixo custo associado a terapéutica,

proporcionando a sua utilizagdo para os mais variados fins terapéuticos, desde o combate
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aos diversos tipos de neoplasias até patogenicidades causadas por microrganismos
(VIEGAS et al., 2006).

Os compostos produzidos pelos vegetais sdo agrupados em dois grupos: 0S
metabdlitos primarios, tais como carboidratos, aminoacidos e lipideos; e os metabdlitos
secundarios que sdo compostos elaborados a partir da sintese dos metabdlitos primarios,
tais como compostos fendlicos, terpendides, Oleos essenciais,alcal6ides, entre outros.
S&0 esses compostos os responsaveis pelos efeitos medicinais, ou toxicos, das plantas, e
eles apresentam grande importancia ecoldgica, uma vez que podem atuar na atracao de
polinizadores ou representar uma defesa quimica contra estresse ambiental (BALADRIN
et al., 1985; Di STASI, 1995).

Para autorizagcdo, comercializacéo e producéo de produtos fitoterapicos, a ANVISA,
exige a documentacdo de todas as acdes direta ou indiretamente relacionadas a sua
producdo (BRASIL, 2004). Para tanto, a existéncia de especificacdes oficiais de matérias-
primas farmacéuticas, oriundas de plantas medicinais, representa um passo importante

para o estabelecimento de critérios minimos para aceitagdo da qualidade.

A familia Cyperaceae, constituida por aproximadamente 4.000 espécies agrupadas
em 70 géneros, tem distribuicdo cosmopolita, ocorrendo em regides temperadas, tropicais
e desertos frios (KOYAMA & MAGUIRE 1965; CRONQUIST 1981; CHOWDHERY & RAO
1990).

No Brasil, ocorrem de 500 a 600 espécies de Cyperaceae distribuidas em 44
géneros (LUCENO & ALVES 1997). Sdo encontradas em habitats diversos como matas,
campos de altitude, brejos, cerrados, areas arenosas e lagoas (BARREIROS 1970;
MUNIZ & SHEPHERD 1987; COSTA ET AL. 1988; BARROS 1998).

A Familia Cyperaceae compreende plantas herbaceas, monocotiledéneas de caule
geralmente triangular (Joly, 1993) as raizes sdo fasciculares ou substituidas por uma
espécie de rizoma (Schultz, 1990). As folhas séo lineares lanceoladas com bainhas bem
desenvolvidas, completamente fechadas e sem ligula (Joly, 1993). As flores sao
hermafroditas reunidas em espiguetas, estas, em espigas ou paniculas (Schultz, 1990).

Rhynchospora nervosa (Vahl) compreende um exemplar desse género, pouco estudada,
conhecida como uma erva daninha e também como “mata- pasto”, é utilizada

popularmente como hipoglicemiante, sem qualquer constatacao na literatura.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL BOTANICO

As raizes e partes aéreas de Rhynchospora nervosa(Vahl) Boeckeler, foram coletadas no
més de novembro de 2014 em Recife, Pernambuco dentro do campus da Universidade
Federal de Pernambuco BR101, 8°03’09.0”S 34°57'15.5"W — Pernambuco, Brasil,com
auxilio de enxada para a retirada de toda a planta. Uma parte do material coletado foi
destinada para identificacdo pela Dr® Rita de Cassia e o material testemunho foi
depositado no Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Pernambucana de

Pesquisa Agropecuaria (IPA) de acordo com a numeracao N° 4765542,

PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO

A extracao foi realizada com as partes vegetativas frescas (2g), utilizando a técnica
decoccaona proporcao de 100g da droga vegetal (raiz e parte aérea) para cada um litro
de solvente (metanol). Em seguida foi eliminado todo solvente para obtencdo do material

seco, como auxilio de evaporador rotativo (Buchii-re) a 40°C.

ANALISE FITOQUIMICA QUALITATIVA

O extrato bruto foi submetido a varios testes quimicos qualitativos utilizando métodos
descritos para determinar a presenca ou auséncia de metabolitos secundarios: alcalbides,
esteroides, terpenoides e compostos fendlicos, Saponosideos, entre outros.
(BOUCHARDT, MAYER, 1982; HARBONE, 1982; WAGNER, 1984).

PREPARACAO DOS EXTRATOS POR GRAU DE POLARIDADE

A extracdo foi realizada a fresco, por maceracdo estatica durante sete dias,
utilizando diferentes solventes: metanol (100g/L), etanol, acetona (100g/L), acetato de
etila (100g/L), cloroférmio (100g/L), dicloro metano (100g/L) e Hexano (100g/L). Em
seguida os solvente foram eliminados a pressdo reduzida em evaporador rotativo
(BUCHII-RE) a 40°C e o material obtido correspondendo ao respectivo extrato. Deu se

entdo a obtencédo de sete extratos em diferentes graus de polaridades.

OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL DA RAIZ E PARTE AEREA DA PLANTA

Para obtencédo do 6leo essencial (OE) foram utilizados500g de folhas frescas, as
quais foram trituradas juntamente com 1750 mL de agua destilada. Posteriormente o
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material vegetal foi transferido para um baléo de fundo redondo de 5 litros, adicionando-se
mais agua destilada, perfazendo um volume final de 2500 mL. O baldo volumétrico foi
transferido para uma manta aquecedora (160 °C — 170 °C), acoplada a um aparato de
Clevenger modificado e um condensador durante um periodo de 3h. Em seguida, o 6leo
foi coletado e tratado com sulfato de sodio anidro para retirada da agua remanescente. O
6leo obtido foi mantido sob refrigeracéo (-24 °C) até o uso nos experimentos (CONFORTI
et al., 2008).

ATIVIDADES BIOLOGICAS

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Aliguotas de 1 a 5 mL do extrato (0,25 mg/mL) foram transferidos para tubos de ensaio,
aferindo-se o volume final para 5 mL com metanol. As concentracdes finais do extrato
foram de 50-250ug/mL. Resumidamente, 1 mL das concentragbes do extrato diluido em
metanol foram adicionados 3 mL da solugédo de DPPH a 50 pg/mL em cada tuboe 3 mL de
metanol para fazer o branco. As soluc¢des foram agitadas cuidadosamente e deixadas em
repouso por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. A absorbancia da mistura
serd medida a 517 nm, zerando o espectrofotdbmetro com metanol. A solucdo do controle
negativo consiste na utilizacdo da solucédo de DPPH a 50 pug/MI (SOBRINHO, et al., 2011)

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Colecdo de
MicroorganismosUFPEDA- Departamento de Antibiéticos da UFPE.

PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A realizacédo da atividade antibacteriana a partir dos extratos secos(EBP= extrato
bruto da Planta) de Rhynchospora nervosa(Vahl) Boeckeler foi avaliada e obtida por

maceragcao em grau crescente de polaridade e o extrato bruto

Os extratos secos avaliados foram analiticamente pesados (10mg) e solubilizados em um
sistema composto por metanol, obtendo assim uma solugdo estoque padronizada de
concentracédo igual a 1000 pg/mL., enquanto que os agentes antimicrobianos usados
como padrao foram solubilizados em agua. As solucdes de estoque foram esterilizadas

por filtracdo atraves de uma membrana Millipore, com uma porosidade de 0,22 um.
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AGENTE ANTIMICROBIANO

O antibidtico gentamicina produzido pelo laboratério Eurofarma, foi utilizado para
avaliar a resisténcia ou sensibilidade das bactérias, de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Clinical Laboratory standard Institute (2012). Este farmaco pertence a
classe dosaminoglicosideos, cujo mecanismo de acdo, € a Iinibicdo da sintese

protéicabacteriana. A resisténcia foi definida para gentamicina (GENTA, MIC =0,5ug/mL).

MICRORGANISMOS E PADRONIZACAO DOS INOCULOS

Foram utilizadas cinco cepas bacterianas obtidas da culturas do estoque do
laboratorio de colecdo de microorganismos UFPEDA, distribuidas em trés gram negativas
e duas gram positivas — LFBM - UFPE. Para este foram selecionadas cepas de
Staphylococcus aureus, isoladas de amostras clinicas, depositadas no LFBM com o0s
seguintes registros: Staphylococcus aureus UFPEDAO2,;
BacillussubtilisUFPEDA86;PseudomonasaeruginosaUFPEDA416;Salmonela
enteritidesUFPEDA414; Ainda sim foi utilizado para teste sob atuacdo do extrato em
fungos CandidaalbicansUFPEDA1007.

Esses microrganismos foram cultivados em agar Mueller Hinton (MHA) (Acumedia
Manufacturers, Baltimore, USA) e incubados a 37°C por 18 horas. Algumas colénias foram
inoculadas em caldo Mueller Hinton (Acumedia Manufacturers, Baltimore, USA) para
comparacao da turbidez com padrdes 0,5 da escala McFarland os quais sdo equivalentes

a contagem de aproximadamente 108 UFC / mL

DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E

CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CMB).

A CMI foi realizada através da técnica de microdiluicdo, em multiplacas com 96
pocos, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; CLSI, 2010).
Foram distribuidos 100 pL de meio de cultura liquido (BHI, para E. faecalis e M.
smegmatis; MH, demais bactérias; e SAB, leveduras e fungos filamentosos) nos pocos
das placas, exceto os pocos da coluna 2 que receberam 50 pL do meio de cultura e 50 pL
do veiculo de diluicdo da amostra (controle do agente de solubilizagdo) (Figura 12). Em
seguida, foram adicionados 100 pL de cada amostra nos pocos da coluna 3 e realizado o
processo de microdiluicdo seriada, da linha A coluna 3 para coluna 4 e assim

sucessivamente até a coluna 11 obtendo-se concentragdes decrescentes que variaram de
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3,9 a 1000 pg/mL, quando preciso esses produtos foram diluidos ainda mais. Apds a
diluichio das amostras, foi adicionado aos pocos 10 pL dos inécuos microbianos
padronizados, exceto nos pocos da coluna 1 (controle de esterilidade do meio). A coluna
12 (controle positivo do inoculo) so6 recebeu 100 pL de meio de cultura e 10 pL do inoculo.
As microplacas foram cultivadas a 37 °C por 18-24 horas para bactérias e 30 °C por 48-72

horas para leveduras e fungos filamentos.

A CMI foi realizada através da técnica de microdiluicdo, em multiplacas com 96
pocos, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008; CLSI, 2010).
Foram distribuidos 100 pL de meio de cultura liquido (BHI, para E. faecalis e M.
smegmatis; MH, demais bactérias; e SAB, leveduras e fungos filamentosos) nos po¢os
das placas, exceto os pocos da coluna 2 que receberam 50 uL do meio de cultura e 50 pL
do veiculo de diluicdo da amostra (controle do agente de solubilizacdo) (Figura 12). Em
seguida, foram adicionados 100 pL de cada amostra nos pogos da coluna 3 e realizado o
processo de microdiluicdo seriada, da linha A coluna 3 para coluna 4 e assim
sucessivamente até a coluna 11 obtendo-se concentracfes decrescentes que variaram de
3,9 a 1000 pg/mL, quando preciso esses produtos foram diluidos ainda mais. Apos a
diluicho das amostras, foi adicionado aos pocos 10 pL dos inécuos microbianos
padronizados, exceto nos poc¢os da coluna 1 (controle de esterilidade do meio). A coluna
12 (controle positivo do inoculo) s6 recebeu 100 pL de meio de cultura e 10 pL do inoculo.
As microplacas foram cultivadas a 37 °C por 18-24 horas para bactérias e 30 °C por 48-72

horas para leveduras e fungos filamentos.

AVALIACAO CITOTOXICA

A atividade citotoxica foi realizada através do método do MTT brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (ALLEY et al., 1988; MOSMANN, 1983).

As linhagens de células tumorais humanas utilizadas foram NCI-H292 (carcinoma
mucoepidermoide de pulmdo humano), HEp-2 (carcinoma de laringe humana) e HT-29
(adenocarcinoma de colén humano) mantidas em meio de cultura DMEM. Os meios foram
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de solucdo de antibidtico (penicilina
e estreptomicina). As células foram mantidas em estufa a 37 °C em atmosfera Umida

enriquecida com 5 % de CO,,

As células NCI-H292, HEp-2 e HT-29 (10° células/mL) foram plaqueadas em placas

de 96 pocos e incubadas por 24 h. Em seguida as amostras dissolvidas em DMSO (1%)
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foram adicionadas aos pocos em concentracdo final de 50 pg/mL. O farmaco
doxorrubicina (5 pg/mL ) foi utilizada como padrédo. Apdés 72 h de reincubacgéo foi
adicionado 25 pL de MTT (5 mg/mL) e depois de 3 h de incubacéo, o meio de cultura com
o MTT foram aspirados e 100 puL de DMSO foi adicionado a cada poco. A absorbancia foi

medida em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 560 nm.

Os experimentos foram realizados em quadruplicata e a percentagem de inibigéo
foi calculada no programa GraphPadPrism 5.0.

METODO DE ISOLAMENTO E ELUCIDACAO DA MOLECULA

A fracdo hexanica das folhas de Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler, foi
concentrada sob evaporacdo em rota vapor, em seguida armazenada em dessecador a
vacuo para total retirada do solvente. Foi observado, que a fracdo concentrada, apés um
dia em dessecador, comecou a formar cristais, de tamanhos e formatos diferentes apos
trés dias ja € possivel observar cristais em formato de agulha bem definidos.

ANALISE DOS CRISTAIS

Ao analisar em cromatografia, eluida pelo sistema tolueno acetato de etila (90:10)
foi observado 3 bandas bem definidas. Porém chamou atencdo para uma mancha

escurecida no topo da migracdo da placa eluida.

PURIFICACAO DOS CRISTAIS

Apoés recristalizagcdo em agua/metanol observou que os cristais com coloracdo
amarelada dissolveramna solu¢cdo em brando aguecimento, porém notou-se também que
existia uma substancia de coloracédo esbranquicada que se agrupou e formou cristais em
formato de agulha. Apds 5 horas em repouso, 0s cristais brancos ja estavam totalmente
formados. Os mesmos foram devidamente retirados e transportados para um tubo
adequado previamente tarado. Em seguida os cristais foram recristalizadosem metanol
por mais duas vezes e o restante do solvente evaporado naturalmente. A partir de 100g
do material botanico foram obtidos 11mg da substancia pura.

IDENTIFICACAO DA ESTRUTURA QUIMICA

A substancia teve sua estrutura quimica determinada por dados de RMN de 'H e *°C.
Além dos métodos unidimensionais, utilizaram-se também experiéncias 2D: HSQC
(Heteronuclear Single-Quantum Correlation) baseada no acoplamento spin-spin de
carbono-13-hidrogénio ligado diretamente[**C-'H-COSY- *Jcuy] e HMBC (Heteronuclear
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Multiple Bond Correlation) baseado no acoplamento spin-spin de carbono-13-hidrogéncio
a longa distancia , [**C-*H-COSY- "Jcy (n= 2 e 3)].

RESULTADOS

SCREENING FITOQUIMICO

A prospeccdo Fitoquimica (Tabela 1) identificou a presenca de flavonoides;
cumarinas; Leucoantocianidinas e proantocianidinas; triterpenos e esteréides como
metabolitos secundarios majoritarios que podem ser usados como marcadores quimicos
(MILES E CHANG, 1997; SMANIA et al., 2003; ZJAWIONY, 2004; FAN et al., 2006).

ATIVIDADE CITOTOXICA

Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar o potencial citotdéxico das
amostras testadas. Amostras com atividade (90 a 100 % de inibicdo), com atividade
moderada (inibicdo de crescimento celular variando de 50 a 90%) e fraca atividade
(inibicdo de crescimento menor que 50%) (RODRIGUES et al., 2014).

O extrato bruto e suas particobes apresentaram atividades discretas nas
concentracfes testadas frente as linhagens utilizadas (tabela 2), porém a particao
cloroférmica mostrou uma atividade maior que a droga padrdo positiva (doxirrubicina)
frente a linhagem celular tumoral de colén humana HT-29. Considerando que o extrato
bruto s6 pode ser considerado citotoxico, quando os parametros que incluem alteracdo do
metabolismo e ou morte celular sdo observados (FRESHNEY, 1994; KEAWPRADUB et
al.,1999).Considerando os resultados promissores no presente estudos, Sdo necessarios
investigacbes minuciosas para testar fragcdes enriquecidas e substancias isoladas em

diferentes linhagens de células tumorais.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Segundo Borguini (2006), o método (DPPH) é um recurso facil e preciso para
avaliar atividade antioxidante, in vitro, também é amplamente usado por requerer tempo
relativamente curto, em relagdo a outros meétodos. O efeito dos antioxidantes sobre o
sequestro do radical (DPPH) é atribuido a habilidade destes compostos de doar
hidrogénio. Esta atividade deve estar associada a substancias fendlicas, quimicamente

caracterizadas como boas doadoras de elétrons (H"), favorecendo atividade
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sequestradora de radicais livres, quando o radical (DPPH) €é estabilizado por agdo de um

Hidrogénio.

A tabela (3) demonstra o potencial antioxidante de Rhynchospora nervosa demonstrando
a concentracao eficiente (CEAsp) , que € a quantidade de antioxidante necessaria para
decrescer a concentracédo inicial de (DDPH) em 50% dos extratos avaliados. Quando o
radical DPPH é estabilizado por acdo de um H’, a absorbancia do mesmo em Amax, 516
nm ndo mais € observada, de forma que quanto menor a concentracdo desse radical em
solucdo, menor a absorbancia da solucdo. Da mesma forma pode-se dizer que quanto
maior a concentracdo de fendis numa solucdo, maior a estabilizacdo de radicais DPPH e,
portanto, maior a atividade antioxidante da mesma (YAMASAKI et al., 1994; RICIEVANS
et al., 1997).

OLEO ESSENCIAL

O cromatograma do Oleo essencial das folhas de Rhynchospora nervosa
evidenciou 26 picos correspondente aos 26 compostos quimicos listados na Tabela (4).
Evidenciando como composto com maior area foi o acido hexadecano, com 46,37% e

tempo de retencao 41,738 minutos.

Os acidos palmiticos (PA) e palmitoleico (PO), além de serem sintetizados pelos
mamiferos, também sao obtidos na dieta ( NETTLETON, 1995). Em relacdo aos acidos
graxos totais, a porcentagem de PA no plasma € de 26,7% em homens e 27,8% em
mulheres na faixa etaria de 20 a 25 anos de idade. O PO é um acido graxo mino-
insaturado e apresenta 4,5%da porcentagem plasmética de acidos graxos em homens e
4,1 % em mulheres (LENTNER, 1984). Os efeitos do PA sobre o metabolismo de glicose
foram abundantemente estudados, devido a sua alta concentracdo plasmaticos em
condicBes fisioldgicas e patolégicas. O tratamento do musculo esquelético com PA por
periodos prolongados estéd implicado no dessecamento da resisténcia a acdo da insulina
(HIRABARA; CURI; MAECHLHER, 2010; TSUCHIYA et al ., 2010; WANG et al.; 2010).
Por outro lado, a exposi¢cao aguda a esse acido graxo pode induzir aumento na captacao
e oxidacdo de glicose, além elevacdo na sintese de glicogénio (HIRABARA et al., 2006;
PU et., 2011). Os &cidos graxos essenciais promovem quimiotaxia (atracdo de leucocitos)
e angiogénese (formac¢do de novos vasos sanguineos), mantém o meio umido, aceleram
o processo de granulacdo tecidual, faciltam a entrada de fatores de crescimento,

promovem mitose e proliferacao celular, atuam sobre a membrana celular, aumentando a
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sua permeabilidade, auxiliam o debridamento autolitico e sdo bactericidas para S. aureus
(MANDELBAUM et al. 2003). O acido linoléico é importante no transporte de gorduras,
manutencdo da funcéo e integridade das membranas celulares e age como imundgeno
local(DANTAS, 2005).

ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Os microorganismos que causam prejuizos a saude humana estdo se mostrando
resistentes & maioria dos antimicrobianos conhecidos, aflorando cada vez mais a busca
por substancias biologicamente ativas, caracteristicas que as plantas apresentam a partir
de seu metabolismo secundéario que vem sendo reconhecido empiricamente durante
séculos, mais foram confirmadas cientificamente apenas recentemente. Estudo originario
de diversas regides do mundo orientados pelo uso popular das espécies nativas € um dos
casos mais bem documentados da evolucdo biolégica e um sério problema tanto em

paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento.

Estudos realizados por Araujo (2011 ), mostraram atividade antimicrobiana em
integrantes da familia Cyperaceae, o extrato vegetal das folhas apresentou atividade
antimicrobiana em relacdo a Staphylococcus aureus, Salmonella cholerasuis e Candida
albicans. Das espécies do género Rhynchospora, poucas foram amplamente estudadas
do ponto de vista farmacoldgico, a exemplo da Rhynchospora corymbosa. para a qual
foram relatadas atividade antibacteriana, contra Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Pseudomonas putida (OUSSALAH et
al., 2007).

Os extratos testados de Rhynchospora nervosa que apresentaram atividade
positiva tanto para bactérias Gram positivas quanto para Gram negativas (Tabela 5),
foram reSsubmetidos a novos ensaios bioldgicos para determinacdo da concentracao
inibitéria minima (tabela 6). Para Candida Albicans todos os extratos também foram
testados, o resultado positivo ocorreu apenas para 0s extratos: Hexanico, Dicloro Metano

e Cloroférmio.

Comparando os nossos resultados com os encontrados por Duarte et al. (2006),
para a familia Cyperaceae onde obteve resultados correlacionando a atividade
antimicrobiana podemos dizer que os resultados encontrados para Rhynchospora
nervosa, usando-se extrato hexanico e diclorometano foram bem mais significantes,

obtendo-se valores de CIM < 100 pg/mL (tabela 6).
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De acordo com Holetz et al. (2002), a atividade antimicrobiana pode ser
classificada de acordo com a CIM em: Inativa (CIM > 1000 ug/mL); atividade fraca (500 <
CIM < 1000 pg/mL); atividade moderada (100 < CIM < 500 ug/mL) e boa atividade (CIM <
100 pg/mL).

ISOLAMENTO MOLECULAR

O método de isolamento da substancia baseou se na recristalizacdo de
substancias de acordo com o grau de polaridade da molécula. Metodologia simples rapida
e barata, quando comparada as metodologias utilizadas em outros trabalhos. E
importante ressaltar também que a planta em estudo trata se de uma monocotiledénea
com féacil poder de disseminacdo (também considerada planta daninha ou mata pasto)
desse modo é possivel obté-l4 mais facilmente, embora em épocas de estiagem nédo

exista evidencia da mesma.

No espectro de RMN de *H (figura 3)da substancia (A) cuja estrutura esta proposta
na (figura 2), podem se constatadas presencas de dois dupletos com & 6,06 ppm (1H, J=
2,4Hz) e a 65,92ppm (1H, J = 2,4Hz) correspondentes aos hidrogénios do C-5 e C-3,
respectivamente. Enquanto que os hidrogénios metilicos do carbono-8 apresentam & de
2,6 ppm (3H, singleto). Adicionalmente, tém duas metilas de metoxilas, com & 3,85ppm
(3H, singleto) e 83,82ppm (3H, singleto), correspondentes aos hidrogénios das metoxilas

ligadas aos C-2 e C-4, respectivamente.

No espectro de RMN de *3C (figura 4), tém-se os carbonos quaternarios C-1,C-2,
C-4, C-6 e C-7, com os deslocamentos quimicos em ~105; 162,89, ~165, 167,58 e 203,14
respectivamente, compativeis com o seu ambiente quimico. Enquanto que os carbonos
aromaticos metinicos a 6 90,73 e 6 93,58, correspondem a C-3 e C-5, respectivamente.
Os dois carbonos das metoxilas, uma ligada a C-2 e a outra do C-4 apresentam

deslocamento quimico & 55,52.

Os dados de HSQC e HMBC podem ser observados na (Tabela 7) confirmando

gue se trata do composto 2-hydroxy-4,6-dimethoxyacetophenone.

O espectro de infravermelho apresenta absorcdo na frequéncia de 1611 cm’
correspondente & carbonila. Destacamos que este valor mais baixo do que o valor de

freqiéncia normalmente apresentado para a carbonila, que € em torno de 1680 a 1720cm”
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'node ser justificado por ponte de hidrogénio promovida pela carbonila do carbono-7 com

a hidroxila do carbono-6, diminuindo assim o carater de dupla ligacdo da carbonila.

Registra-se ainda a absorcdo correspondente a hidroxila no valor de 3101 cm™ , um
pouco mais baixo do que a frequéncia apresentada normalmente pela hidroxila,
compativel com a ponte de hidrogénio referida anteriormente. A estrutura proposta por
RMN é confirmada por espectrometria de massas (Figura 6)

O CG-MS revelou o pico do ion molecular do componente principal (98.48 %) em
m/z 196. Adicionalmente, os fragmentos apresentados no espectro de massa a m/z 181 e
m/z 166, séo justificados pelas perdas do radical metila e formaldeido, respectivamente,

conforme pode ser mostrado no Esquema da Figura 7.

CONCLUSAO

Com base nas metodologias propostas e usadas no presente trabalho, foram
alcancados resultados inéditos devido a falta de estudos da espécie acrescentando dados
cientificos a familia aqui estudada.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem constatar a importancia no processo
de identificacéo fitoquimica para as partes aéreas e raiz de Rhynchospora nervosa (Vahl)
Boeckeler, sobretudo pela auséncia estudos relatados na literatura e por seu uso pea
populacdo. Apos CG/MS do d6leo essencial de Rinchospora nervosa, foi possivel elucidar
26 compostos identificando um baixo rendimento através da técnica de arraste a vapor
ndo se mostrando uma planta promissora para a obtencdo de compostos volateis através
desta técnica. Os extratos apolares de Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler
apresentaram atividade  antibacteriana  frente bactérias  Gram positivas
(Enterococcusfaecalis) quanto para Gram negativas (Staphylococcus aureus) como
também apresentando atividade fungicida frente a Candida albicans. Os extratos polares
mostraram conter discreta atividade antioxidante. O extrato bruto e o0s extratos
apolares das folhas testados na concentracdo de 50 pug/mL apresentou baixa atividade

citotéxica.

A apresentagdo de uma metodologia de isolamento da molécula rapida barata e
eficaz considerando a facilidade da obtencdo da substancia pura, torna promissor o
estudo de bioensaios com essa substancia isolada. Molécula essa isolada e confirmada
de acordo com todos as tecnologias utilizadas para a elucidacdo. A partir da elucidacao

estrutural da molécula a planta em estudo passa a ser promissora para futuros estudos.



47

Novos estudos de sintese quimica ou substituicdes podem ser realizadas a partir da

molécula ja elucidada.

Este trabalho mostrou que as folhas de Ryncosphora nervosa, podem ser
consideradas boas fontes de compostos bioativos, apresentando efeitos potenciais

benéficos sobre a saude humana e justificando a ampliacédo dos estudos.
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LISTA DE TABELAS

1- Prospeccdo fitoquimica representando a presenca(+) ou auséncia(-) dos
metabdlitos secundarios: A — Alcaldides; B — Flavonoides; C — Triterpenos e
Esterdides; D — Antraquinonas; E — Cumarinas; F — Leucoantocianidinas e

proantocianidinas; G — Saponinas

Metabdlitos | A B C D E F G
Presenca(+) | - + + - + ¥ _
Auséncia(-)

2- Teste de citotoxicidade dos extratos bruto e particionados das partes aéreas de
Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler (Cyperaceae) diante de linhagens de
células tumorais NCI-H292 (carcinoma mucoepidermoide de pulm&o humano);

HEp-2 (carcinoma de laringe humana); MCF-7 (cancer de mama humano); HT-29.

% de inibicao

Produtos teste

NCI-H292 |DP |HEP-2 |DP |HT-29 |DP

Extrato bruto metandlico 21,7 04 | 26,2 | 23| 30,7 | 0,0
Extrato particdo de acetato de etila 22,0 13| 206 |16 | 28,1 | 1,9
Extrato particado cloroférmio 33,1 24 | 26,3 | 21| 831 |31

Extrato particdo diclorometano 23,5 0,6 | 216 |0,0| 27,1 | 2,7
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Extrato particdo hexano

22,6

0,2

30,3

1,7

18,0

0,2

Doxorrubicina

94,1

1,9

79,4

2,6

64,1

11

3- Avaliacdo do potencial antioxidante pela técnica do DPPH do extrato bruto e

extratos particionados de Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler (Cyperaceae).

Controle positivo &cido ascorbico (AA).

EXTRATO CE50 DESV.P. | CV.% | CE50 % A.A. | % AA DESV. | CV%
AA (25pg/ml) | P.

Extrato particao 2184,98 | 568,94 26,04 24,72 54,84 16,77 0,04 21,84

hexano

Extrato particaio 1059,18 69,79 6,59 24,72 54,84 21,01 0,02 7,42

diclorometano

Extrato particao 1001.45 84,94 8,44 24,72 54,84 20,85 0,03 12,28

cloroférmio

Extrato particio de | 1234,37 49,93 4,04 24,72 54,84 17,14 0,03 17,37

acetato de etila

Extrato particdo de | 961,96 109,19 11,35 24,72 54,84 24,11 0,02 8,10

acetona

Extrato parti(;ao de 645,77 76,86 11,90 24,72 54,84 25,91 0,01 4,61

etanol

Extrato partigao de | 1960,76 61,39 3,13 24,72 54,84 21,31 0,03 12,46

metanol

Extrato bruto 619,76 62,20 10,04 24,72 54,84 25,92 0,03 13,10

metandlico

4- Composicdo percentual do 6leo essencial de Rhynchospora nervosa (Vahl)

Boeckeler (Cyperaceae). N = Nisto.L; W = Wiley7N.L; A = Adams

Pico Tempo de Composto IS Area(%) Observad | Féormula
retencéo 0 molecular
1 12,4 Delta-3-careno | 97" 0,37 136 CioHi6
07
2 25,4 alpha-Copaene | 99 1,82 204 C15H24
25
3 26,8 Trans- 90" 2,39 204 CisHa4
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27 Caryophyllene

4 27,5 Ledene oo™ 0,25 204 CisH24
69

5 27,8 Beta-selinene | 99" 0,81 204 CisHos
92

6 28,5 1,2,4a,5,6,8a- | 99" 0,98 204 CisH24
95 hexahydro-4,7-

dimethyl

7 28,8 bis(2- 90" 1,35 204 CisH24

43 furyl)methylvi
nylsilane

8 29,1 d-Guajene 90" 1,08 204 CisHo4
7

9 29,3 a-Muurolene | 99° 1,36 204 CisHas
17

10 29,5 B-bisabolene og" 0,26 204 CisHo4
54

11 29,7 o-amorphene | 97" 0,22 204 CisHo
34

12 30,0 transcalamene | 90% 3,32 202 CisHo
6 ne

13 30,5 alfa-calacorene | 95A 0,28 200 CisHzo
93

14 32,5 tetradecanal | 90" 0,23 212 C14H250
32

15 34,3 Cadalene o5N 1,04 198 CisHos
46

16 35,3 Hexadecanal | 95" 4,14 Ci6H3,0
4

17 38,7 Hexahydrofarn ooN 0,6 268 C1gH360
44 esylacetone

18 39,1 4cidopentadec | 99" 0,3 242 C15H300;
15 anoico

19 40,5 Farnesylaceton 90" 0,37 262 C1gH300
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84 e

20 41,7 | Acido hexadecano 99" 46,37 256 C16H320,
38

21 43,2 Z-farnesol 91% 1,2 222 CisH260
18

22 447 Heneicosane 95" 0,27 296 Co1Has
89

23 45,5 Octadecadieno | 99" 2,83 280 CisH320,
63 ic acid (Z,2)

24 45,6 (62,92)- og" 4,37 224 C15H280
96 pentadeca-6,9-

dien..

25 49,0 Tricosane og" 1,94 324 C23H48
93

26 54,0 Nonadecane, o4 1,66 282 CooHa2
33 9-methy

5- valiagdo potencial para atividade antimicrobiana dos extratos particionados de
Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler (Cyperaceae). A —Hexano; B—Cloroférmio;
C — Acetato de Etila; D — Diclorometano; E — Acetona; F—Etanol; G — Metanol; H —

Bruto metandlico

BACTERIAS A B C D E F G H

Bacillus subtilis

Staphylococus aureus
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Pseudomonasaeruginosa

Salmonela enteritides

6- Concentracdo Inibitéria Minima das bactérias e fungo ensaiados com extrato bruto

metandlico e particionados (hexano, diclorometano, cloroférmio e acetato de etila)

das partes aéreas de Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler (Cyperaceae).

MICRO- EXTRATOs RESULTADO
ORGANISMO
BRUTO METANOLICO CMI 125 ug
S.aureus 02 HEXANO CMI 62.5 ug
DICLOROMETANO CMI 31.25 pg
CLOROFORMIO CMI
HEXANO CMI ——-
Pseudomonas-416 | DICLORO CMI
ACETATO DE ETILA CMI -—--
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Hexano CMI 1000 ug
Bacillus 86 Dicloro CMI 1000 ug
Cloroférmio CMI
Candida- 1007 Dicloro CMI 500 ug
Cloroférmio CMI
7- Dados HSQC e HMBC
HSQC HMBC
dc SH “JcH
C
1 ~105 - H-3; 3H-8
2 162.89 - MeO-2
4 ~165 - MeO-4
6 167.58 -
7 203.14 - 3H-8




CH
3 90.73 5.92 (d,
2.4)
5 93.58 6.06 (d,
2.4)
CHs
8 32.90 2.61 (s)
MeO- 55.53 3.85(s)
2
MeO- 55.53 3.82 (s)
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1- Cromatograma evidenciando o0s picos e tempos de retencdo dos compostos

identificados no oleo essencial de Rhynchospora nervosa (Vahl) Boeckeler

(Cyperaceae) por CG-EM.
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3- Espectro de RMN 1H, ; 400MHz, cloroférmio-d.
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4- Espectro de RMN *3C; 400MHz do composto isolado
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5- Espectro CG-MS da substancia isolada.
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6- Espectro CG-MS na area 98,48 e 34,241 min

Unknown Spectrum based on Apex minus start of peak
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Data File: C:\msdchem\l\data\2016 01 09\SESQUITERPENO GEORGE_SEBASTIAQ.D
Sample : Sesquiterpeno George Prof. Sebastiao

Peak Number: 5§ at 34,241 min Area: 1932045326 Area % 98.48

The 3 best hits from each library. Ref\#  CAS\# Qual
C:'\Database\NISTO8.L
1 Ethanone, 1-{2-hydroxy-4,6-dimet... 56008 000090-24-4 94
¢ Thiophene, 2,5-bis(1l,1-dimethyle... 56413 001689-77-6 &7

3 Thiophene, 2,4-bis(1,1-dimethyle... 56412 033369-81-2 72
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7- Esquema de perda dos grupamentos metila e metoxila.R. Time 34.241 min. (Pico 5,

98.48 %)
oH o |?
5 8
4
MeO 2 >0OMe
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