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RESUMO

O presente trabalho descreve o isolamento a identifica¢do estrutural dos contituintes quimicos
de Cyperus rotundus, aclimatada no Amazonas, bem como, a avaliacdo sazonal do Oleo
essencial extraido dos tubérculos que foram coletados em diferentes épocas do ano, além das
atividades de sequestro do radical DPPH, ensaios enzimaticos elastase, tirosinase ¢ a-
glucosidase, ensaio citotoxico contra larvas de Artemia salina e ensaio colorimétrico contra
formas promastigotas de Leishmania amazonensis. A partit do extrato hexanico obtido dos
tubérculos foram identificados uma mistura dos esterdides B-sitosterol e estigmasterol e o
ester hexadecanoato de etila. Do extrato em acetato de etila foi identificada uma mistura
bindria de sesquiterpenos oxigenados ciclicos caracterizados como a-Ciperona e
ciperotundona e o &cido ferulico. Do extrato em metanol foi isolado o d-manitol e o per6xido
de ergosterol. Do extrato hexanico obtido da inflorescéncia foi identificada a mistura de
esterdides B-sistosterol e estigmasterol e do extrato em metanol foi isolada a luteolina. A
composicdo do 6leo essencial foi analisada por uma combinacdo de CGAR-EM e CG-DIC.
Os resultados revelaram varia¢do no teor do 6leo essencial no periodo seco e chuvoso, bem
como variacdo qualitativa dos principais constituintes em fungdo da época do ano em que 0s
tubérculos foram coletados. Os componentes majoritarios do Oleo essencial identificados
foram [B-selineno (5,79 a 7,34%), oxido de cariofileno (4,68 a 7,47%), cipereno (10,64 a
18,62%), ciperotundona (13,78 a 24,72%) e a-ciperona (20,34 a 23,73%). No ensaio
quantitativo de sequestro de radicais livres, o extrato em metanol da inflorescéncia e a
luteolina revelaram forte atividade antioxidante. Nos ensaios enziméticos frente elastase e
tirosinase, 0s extratos e substancias isoladas apresentaram fraca atividade inibitoria. No ensaio
enzimatico frente a-glucosidase os extratos hexanicos (tubérculos e inflorescéncia) e o dleo
essencial apresentaram forte atividade inibitéria com Clso = 2,75; 12,75 e 15,17 pg/mL,
respectivamente. O resultado da DLsp do ensaio realizado com Artemia salina L. revelou
baixa toxicidade para o extrato em hexano e 6leo essencial e moderada toxicidade do extrato
em acetato de etila e em metanol. Na avaliacdo da atividade antimicrobiana o extrato hexanico
(tubérculos) e o oOleo essencial apresentaram forte inibicdo contra as bactérias Gram positivas
e contra a levedura e o extrato metandlico (inflorescéncia) e o d-manitol apresentaram elevada
atividade contra Candida albicans. Na avaliacdo da atividade de inibicdo de adesdo
microbiana o 6leo essencial e d-manitol reduziram em cerca de 50% a capacidade de
formagéo do biofilme com Enterococus faecalis e Candida albicans, respectivamente. Os
resultados do teste colorimetrico realizados in vitro dirigidos a acdo leishmanicida, contra
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, revelaram significativa atividade para o
extrato hexanico (Clso = 3,65 pg/mL), acetato de etila (Clsp = 4,29 pg/mL) e o 6leo essencial
(Clsp = 5,07 pg/mL). A partir dos tubérculos foram isolados e identificados seis géneros de
fungos endofiticos, sendo de maior ocorréncia o Colletotrichum.

PALAVRAS-CHAVE: Cyperaceae; Oleo essencial; Sazonalidade; Ensaios bioldgicos.



ABSTRACT

This work describes the isolation, identification structural of the chemical constituents of
Cyperus rotundus, acclimatized in the Amazon, as well as seasonal variation of the essential
oil extracted from the tubers collected at different times of the year, besides the ability to
sequester radical DPPH, enzymatic assays as elastase, tyrosinase and a-glucosidase inhibitors,
cytotoxic assay against Artemia salina larvae and colorimetric assay against promastigotes of
Leishmania amazonensis. From the hexane extract obtained from the tubers was identified
mixture of B-sitosterol and stigmasterol steroids, and the ester ethyl hexadecanoate. The ethyl
acetate extract was identified a mixture of cyclic oxygenated sesquiterpenes characterized as
a-cyperone and cyperotundone and the ferulic acid. Extract in methanol was isolated d-
mannitol and ergosterol peroxide. From inflorescence hexane extract was identified mixture
of B-sitosterol and stigmasterol steroids and in methanol extract was isolated luteolin. The
essential oil composition was analyzed by a combination of GC- MS and GC-FID, the results
reveal variation in the content of essential oil in the dry rainy, as well as qualitative variation
of the main constituents depending on the time of year when tubers were collected. The major
components of the essential oil were identified p-selineno (5.79 to 7.34%), caryophyllene
oxide (from 4.68 to 7.47%), cipereno (10.64 to 18.62%), ciperotundona (13.78 to 24.72%)
and a-ciperona (20.34 to 23.73%). In the quantitative assay of scavenging free radicals, the
methanol extract of the inflorescence and luteolin showed strong antioxidant activity. In
enzymatic assays against elastase and tyrosinase, the extracts and isolated compounds showed
weak activity. In enzyme assay against o-glucosidase the hexane extracts (tubers and
inflorescences) and the essential oil showed strong activity with 1Csq = 2,75 ; 12.75 and 15.17
pg/mL , respectively. The result of the LDsy assay with Artemia salina shows low toxicity to
the hexane extract and essential oil and moderate toxicity of the extract in ethyl acetate and
methanol. In the evaluation of the antimicrobial activity hexane extract (tubers) and the
essential oil showed strong inhibition against Gram positive bacteria and against yeast and
methanol extract (inflorescence) and d-mannitol showed high activity against Candida
albicans. In assessing the activity of inhibiting microbial adhesion and the essential oil d-
mannitol reduced by about 50 % the capacity of biofilm formation with Enterococcus faecalis
and Candida albicans, respectively. The results of the colorimetric assay performed in vitro
directed the leishmanicidal action against promastigotes of Leishmania amazonensis revealed
significant activity for hexane extract (IC = 3.65 pg/mL), ethyl acetate (IC = 4.29 pg/mL) and
the essential oil (IC =5.07 w/mL). From the tubers were isolated and identified six genera of
endophytic fungi, with the most frequent Colletotrichum.

KEYWORDS: Cyperaceae; Essential oils; Seasonality; Biological assays.
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1 INTRODUCAO

Tradicionalmente, as plantas tém sido utilizadas por populagdes de todos os
continentes com fins medicinais para tratamento, cura e prevengéo de doencgas, bem como, no
controle de pragas. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude - OMS, devido a pobreza e a
falta de acesso aos medicamentos modernos, cerca de 80% da populagdo mundial que vive em
paises em desenvolvimento dependem essencialmente das plantas medicinais como um
primeiro tratamento de salde. Dessa forma, é reconhecida a importancia dos produtos
naturais, incluindo aqueles derivados de plantas, no desenvolvimento de drogas terapéuticas
modernas (CALIXTO, 2000).

No Brasil, aproximadamente 84% dos medicamentos disponiveis no mercado s&o
importados e 60% de todas as drogas processadas séo consumidas por 23% da populagéo, o
que faz com que os remédios caseiros a base de plantas medicinais sejam ainda a principal
fonte de medicamentos para a maioria do povo brasileiro (ELISABETSKY, 2002).

Nessa vertente, o Ministério da Satde por meio de diretrizes determinou prioridades
na investigagédo das plantas medicinais. O Plano Nacional propde a implantacéo da fitoterapia
como pratica oficial da medicina, orientando as Comissdes Interinstitucionais de Saude (CIS)
a buscarem a insercdo de plantas medicinais, fitoterapicos e servicos relacionados a
Fitoterapia no SUS, com seguranca, eficacia e qualidade (Brasil, 2009). No entanto, para que
essa inclusdo ocorra é essencial que os profissionais da area de saude conhecam as atividades
farmacoldgicas e a toxicidade das plantas medicinais de cada bioma brasileiro, de acordo com
0s costumes, tradi¢des e condi¢des socio-econdmicas da populagéo.

Na literatura cientifica, diversas plantas sdo descritas quanto a sua composi¢ao
quimica e atividade biologica, sendo que algumas tém proporcionado o desenvolvimento de

novos farmacos, fitoterapicos, biocosmeticos e produtos de acdo inseticida.
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Dentre essas espécies destaca-se Cyperus rotundus L., que tem sido reconhecida, em
diversos paises, como potente erva medicinal em decorréncia do resultado de um grande
numero de estudos farmacoldgicos e bioldgicos incluindo atividade antifingica, anti-
inflamatdria, antidiabética, antidiarréica, citoprotetora, antimutagénica, antimicrobiana,
citotoxica, antipirética e analgésica (MEENA et al., 2010). No entanto, ha também, muitos
registros de infestacdo da espécie em culturas de guarand, feijdo, algoddo, cana-de-agucar,
dentre outras. Estima-se que no Brasil, cerca de 1 bilhdo de hectares de cana-de-agucar
apresentam infestacdo por C. rotundus, o que vém despertando o interesse da comunidade
agrondmica na descoberta de insumos agricolas que possam controlar ou erradicar a espécie
(MILEO, 2007).

No Brasil, ha registro do uso de C. rotundus como fitoterdpico no Hospital de
Medicina Alternativa em Goiania, onde é usado como remineralizante e no tratamento de
Ulcera gastrica (ARANTES et al., 2005). Nosso grupo de pesquisa, em testes realizados in
vitro dirigidos & acdo antileishmania, usando formas promastigotas de Leishmania
guyanensis, verificou que o extrato em hexano da espécie apresentava significativa atividade
com Clsopan 16,1 = 1,0 pg/mL (SANTOS, 2003).

Dessa forma, o presente estudo tem como finalidade realizar estudo quimico do dleo
essencial e dos extratos de Cyperus rotundus, bem como, como investigar por intermédio de
ensaios quimicos e bioldgicos especificos sua potencialidade em substancias bioativas,
visando gerar subsidios para o desenvolvimento de futuros fitoterapicos ou fitocosméticos a
partir desta espécie.

Os fatores de relevancia para a escolha da espécie foram: facilidade de acesso

adaptabilidade e cultivo e por ser uma espécie comumente encontrada na Regido Amazonica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CYPERACEAE JUSS (1789)

2.1.1 CLASSIFICACAO BOTANICA

Cyperaceae Juss. € a terceira familia mais representativa entre as monocotileddneas e a
sétima entre as angiospermas. A familia é cosmopolita e ocupa, preferencialmente, ambiente
aberto e umido ou alagado, sazonal ou permanentemente, bem como, ambientes florestais ou de
transicdo campo-mata. O maior género € o Carex com 2000 espécies, seguido por Cyperus
com cerca de 600 espécies (GOETGHEBEUR, 1998).

Segundo o sistema taxondmico de Cronquist (1998) a familia foi incluida na classe
Liliopsida, ordem Cyperales, juntamente com a familia Poaceae. Entretanto, estudos
filogenéticos, incluindo dados moleculares, mostram a sua maior afinidade com Juncaceae,
sendo incluida na classe Commelinidae, ordem Poales juntamente com o clado que agrupa as
familias Bromeliaceae, Eriocaulaceae, Juncaceae e Poaceae, entre outras (CHASE, 2003;
APG 11, 2009).

Diversas propostas de classificacbes quanto ao numero de subfamilias, tribos,
subtribos e géneros vém sendo propostas para Cyperaceae (BRUHL, 1995;
GOETGHEBEUR, 1998; CHASE, 2003, APG IIl, 2009). Segundo Bruhl (1995), Cyperaceae
é constituida por cerca de 5000 especies distribuidas em duas subfamilias, 12 tribos e 112
géneros. Para Goetghebeur (1998) a familia € composta também por cerca de 5000 espécies,
porém distribuidas em quatro subfamilias, 14 tribos e 104 géneros. De acordo com Govaerts et
al., (2007), a familia possui cerca de 100 a 109 géneros e entre 4500 e 5500 espécies.

Para o Brasil, Luceno et al. (1998) citaram a ocorréncia de 500 a 600 espécies reunidas
em 45 géneros. Porém, estudos mais recentes de Alves et al., (2012) referiram 621 espécies

distribuidas em 40 géneros, correspondendo a 11% das espécies e 40% dos géneros da familia
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ocorrentes no mundo, sendo que os géneros com maior diversidade sdo: Rhynchospora Vahl

(136 spp.), Cyperus L. (86 spp.), Scleria P. J. Berg. (71 spp.) e Eleocharis R. Br. (65 spp.).

2.1.2 CARACTERISTICAS GERAIS

As espécies de Cyperaceae sdo, em sua maioria, herbaceas e perenes, apresentando
flores agrupadas em espiguetas e o fruto do tipo aquénio. O tipo de caule mais freqliente € o
rizoma, sendo consideradas ervas rizomatosas, com folhas laminares e lineares, concentradas
na base de ramos aéreos bastante rigidos (BACCHI, 1989). As inflorescéncias sdo do tipo
espigueta, sutentando uma ou mais flores reduzidas como sua unidade de reprodutiva bésica,
sendo que sua estrutura, arranjo, quantidade de flores masculinas e femininas sdo importantes
para a sistematica do grupo. A polinizacdo pelo vento (anemofilia) € uma estratégia comum
da familia, sendo rara a polinizacdo por insetos (entomofilia) (DAHLGREN et al., 1985).

A anatomia foliar é a caracteristica anatbmica mais utilizada na familia, sendo
considerada um parametro indispensavel, para classificacdo botanica das espécies. Uma das
razbes para a forte valorizacdo da analise anatbmica dos 6rgdos fotossintéticos esta
relacionada as variagdes que estes apresentam quanto a via de assimilagdo do carbono, C3 ou
C4 (METCALFE, 1969; BRUHL, 1995). Segundo Soros & Bruhl (2000) aproximadamente
32% das espécies de Cyperaceae utilizam o mecanismo fotossintético C4.

As plantas com via de assimilacdo do carbono do tipo C4 tem vantagem sobre as do
tipo C3, em condicgdes de estresse hidrico, altas temperaturas e alta intensidade de luz, sendo
mais facilmente adaptadas em locais com clima mais quente e seco (BRYSON & CARTER,
2008). O género Cyperus tem a maior diversidade de espécies no leste e sul da Africa, onde
tais regides sdo propensas a secas periddicas e apresentam temperaturas elevadas e alta

intensidade de luz (SIMPSON et al.,2001).
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2.1.3 IMPORTANCIA ECONOMICA E USOS POPULARES DA FAMILIA

CYPERACEAE

Cerca de 500 espécies de Cyperaceae apresentam registros de utilizacdo econémica ou
etnobotanica tais como: alimentacdo animal (tubérculos, rizomas e partes aéreas), confeccdo
de utensilios (fibras), usos sociais (religiosos, ornamentais), ambiental (contengdo de eroséo,
inseticida natural), medicinais, sendo que as referéncias de espécies infestantes se sobrepdem
as de importancia econémica. Os géneros que sdo mais amplamente citados séo o Cyperus L.
e Carex L. (GOETGHEBEUR, 1998; SIMPSON & INGLIS, 2001; KISSMANN, 1991).

Espécies de Cyperaceae tem demonstrado uso proveitoso para a agroquimica, por
apresentarem substancias conhecidas como fagorrepelentes, que interrompem o0 pastejo
apresentando efeito temporario ou permanente, dentre estes podemos citar o remirol,
ciperaquinona e escabequinona que tem sido reportados como substancias antialimentares
(MORIMOTO et al., 1999).

Em relacdo a importancia econémica do género Cyperus no Brasil, podemos citar a
espécie Cyperus maritimus que tem sido considerada de grande importancia no ambiente
dunal, por atuar na rapida colonizacdo das dunas e na fixacdo de sedimento, reduzindo assim,
os danos causados pela erosdo (CORDEIRO, 2005). O o6leo essencial de C. articulatus, por
apresentar aroma agradavel vem sendo utilizado pela empresa Natura Cosméticos como
ingrediente natural de diversos produtos de higiene e limpeza (CASTELLANI et al., 2011),
sendo que a espécie é cultivada por comunidades rurais do Para em quintais ou em sistemas
de consorcio com outras culturas e comercializada como planta aromatica (ZOGHBI et al.,
2008). No Gabdo, os tubérculos da espécie sdo utilizados para o tratamento da enxaqueca
(INGLIS, 1994).

Os tubérculos de C. esculentus L., conhecidos como chufa ou nozes de tigre, sdo

comestiveis e utilizados na Africa Ocidental, como sedativo, ténico e adocante alimentar. O

20



0leo extraido dos tubérculos foi muito utilizado na Italia e no Egito para a fabricacdo de sabao
(KISSMANN, 1991). No Brasil, a espécie é produzida anualmente por agricultores do
Nordeste e comercializada em feiras, devido apresentar sabor levemente adocicado, ou ainda,
como remédio popular supostamente afrodisiaco e antiofidico (LORENZI & MATQOS, 2002).
A espécie foi recentemente sugerida como matéria-prima para a producdo de biodiesel, pois
seus tubérculos possuem cerca de 26-36% de acido graxo (OFOEFULE et al., 2013).

Em Portugal, os tubérculos de C. rotundus, conhecido pelos nomes vernaculos de
juncinha, junca-brava, junca-de-conta, sio utilizados na alimentagio de suinos. Na India o
tubérculo fresco é usado para o tratamento de Ulceras da pele. No Vietnam a espécie é usada
como diurético e contra a cefaleia. Na Africa o tubérculo ¢ usado na forma de pasta para
tratamento de doencas cardiacas (MOREIRA, 1990).

No Quénia, a espécie Cyperus involucratus é usado como forragem que serve de
pastagem para acOes domésticas. Na Tailandia, Cyperus corymbosus é usado na producao de

tapetes (INGLIS, 1994).

2.2 QUIMICA DO GENERO Cyperus L

Espécies do género Cyperus tém sido extensivamente estudadas e as principais classes
de metabolitos secundarios citados na literatura sdo quinonas (ALLAN et al., 1978;
MORIMOTO et al., 1999; NASSAR et al., 2002), flavonoides (NASSAR et al., 2002;
HARBONE et al., 1982), e sesquiterpenos (SONWA & KONIG, 2001; NYASSE et al.,
1988).

Nassar et al., (2002) ao investigarem o extrato etandlico da inflorescéncia de Cyperus
alopecuroides isolaram a quinona alopequinona [1] e os flavonoides 3,3'-dimetil-éter-
guercetina [2] e o vicenin [3]. No extrato hexanico do caule de Cyperus nipponicus foram

identificadas as quinonas ciperaquinona [4] e do seu precursor remirol [5], enquanto que no
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extrato hexanico dos tubérculos de Cyperus distans, foi isolada a escabequinona [6]. Tais
substancias foram reportadas como antialimentares e tem sido utilizadas na agroquimica, uma
vez que apresentam persisténcia ambiental minima e reduzida toxicidade para os mamiferos
(MORIMOTO et al., 1999).

A andlise fitoquimica qualitativa dos extratos obtidos dos tubérculos de Cyperus
esculentus L. revelou a presenca de alcaloides, flavonoides, taninos, esteroides e terpenoides
(PRAKASH & RAGAVAN, 2009).

Harborne et al. (1982) a partir da investigacdo de 92 espécies de Cyperaceae sugere a
existéncia de um distintivo padrdo de flavonoides presentes nos frutos, folhas e
inflorescéncias. Nas folhas geralmente estdo presentes as flavonas rutina [7], luteolina [8] e
quercetina [9]. Os frutos e inflorescéncias, que normalmente s&o coloridos, apresentam a
aureusidina [10] em sua composicéo quimica.

O extrato metandlico da inflorescéncia de Cyperus capitatus possibilitou o isolamento
das metil-auronas, 4,6,3',4-tetrahidroxi-5-metilaurona [11] e 4,6,3"4'-tetrahidroxi-7-

metilaurona [12] (SEABRA et al., 1998) (Figura 1).
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[10] [11] [12]

Figura 1 - Principais constituintes isolados em espécies de Cyperus

Os oleos essenciais de espécies de Cyperus sdo geralmente constituidos de tracos de
monoterpenos com predominancia de sesquiterpenos do tipo cariofilano, eudesmano,
rotundano e patchoulano, sendo o cipereno, o-ciperona e ciperotundona 0s principais
hidrocarbonetos identificados.

A investigacdo do 6leo essencial obtido dos tubérculos de Cyperus alopecuroides R.
possibilitou a identificacdo de (—)-eudesma-2,4(15)-11-triene [13] , (—)-eudesma-3,11-dien-5-
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ol [14] e do diterpeno (—)-dolabella-3,7,18-triene, além de ciproteno [15], cipera-2,4-dieno
[16], cipereno-epoxi [17] e do a-copaeno [18] (Figura 2) (SONWA & KONIG, 2001).
A partir dos tubérculos de Cyperus articulatus foram isolados os sequiterpenos -

corimbolol [19] e B-corimbolol [20] e o mandassidiona [21] (NYASSE et al., 1988).

OH ‘ -
[14] [15]
/”““rf%E;;E ,f|
}"‘c‘: H
[16] [17] [18]

éH |

[19] [20] [21]

Figura 2 - Constituintes predominantes e identificados no 6leo essencial de espécies de Cyperus
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2.2.1 ESTUDOS BIOLOGICOS DO GENERO Cyperus

No género Cyperus os estudos quimicos e bioldgicos se concentram nas espécies
Cyperus rotundus, com amplo espectro de acdo bioldgica, além de C. esculentus e C.
articulatus.

Os extratos obtidos dos tubérculos de C. esculentus L. foram avaliados pelo método de
disco difusdo. O extrato etandlico apresentou atividade antimicrobiana para E. coli, S. aureus,
e Salmonella sp. O extrato aceténico apresentou moderada atividade antimicrobiana contra
Salmonnella sp e Pseudomonas auruginosa (PRAKASH & RAGAVAN, 2009).

No estudo de atividade ovicida e larvicida, o 6leo essencial de Cyperus giganteus Vahl
apresentou atividade contra ovos e larvas do quarto instar de Aedes albopictus, indicado por
valores de CEsp <5 ppm e CLsg € CLgo < 20 ppm, revelando o potencial da espécie para uso
como inseticida natural (KEMPRAJ & SUMANGALA, 2008).

Os sesquiterpenos corimbolona e mustakona que foram isolados dos rizomas de
Cyperus articulatus foram ativos contra cepas de Plasmodium falciparum com Clsp = 2
mg/mL, sendo que o mustakona foi dez vezes mais ativo do que a corimbolona (RUKUNGA,
et al,. 2008). No estudo da atividade sedativa, induzida pela associacdo do extrato aquoso de
Cyperus articulatus com diazepam que foi administrado em ratos, o extrato facilitou a
inducdo do sono e aumentou o tempo total do sono, sem qualquer efeito analgésico
concomitante, o que justifica o uso do tubérculo na medicina tradicional como sedativo
(RAKOTONIRINA et al., 2001).

O extrato etanolico da inflorescéncia de Cyperus alopecuroides apresentou moderada

atividade estrogénica contra cepa de Saccharomyces cerevisiae (NASSAR et al., 2002).

25



2.2.2 Cyperus rotundus L.

Cyperus rotundus é caracterizada como monocotileddnea perene, de larga amplitude
ecoldgica, sendo favorecida pela alta intensidade luminosa e elevados teores de fésforo no
solo. Os tubérculos e os bulbos subterrdneos sdo os principais 6rgaos de armazenamento de
reservas e de propagacio dessa espécie (Figura 3). E uma planta herbacea, ereta, de caule
triangulado, com rizomas e tubérculos, de 20-40 cm de altura (KISSMANN, 1991).

A fotossintese é efetuada pelo ciclo C4, altamente eficiente em regiGes quentes, sendo
que em condi¢bes ambientais favoraveis, onde ha temperatura elevada e intensa luminosidade,
seu estabelecimento é rapido devido ao intenso crescimento vegetativo e a produgao de novos
tubérculos, razdo primaria da sua vantagem competitiva com outras culturas (FISHER et al.,
1998; KISSMANN, 1991; JAKELAITIS et al.,, 2003). Em condigdes adversas, sua
capacidade de sobrevivéncia & enorme desenvolvendo-se numa grande variedade de
ambientes e solos com as mais diferentes texturas, num amplo espectro de pH com variados
graus de fertilidade. Em temperatura baixa, o desenvolvimento e a multiplicagdo dos
tubérculos € lenta, pois o congelamento do solo mata os tubérculos, que quando jovens sdo
brancos e suculentos e tornam-se marrons ou pretos e fibrosos quando mais velhos (ERASMO
etal., 1994; KISSMANN, 1991).

E considerada uma das espécies vegetais com maior amplitude de distribuicio no
mundo. Esta presente em todos os paises de clima tropical e subtropical e em muitos de clima
temperado. No Hemisfério Norte ocorre a partir do sul dos Estados Unidos e da Europa,
aumentando sua presenca em direcdo ao tropico. No Brasil, ocorre praticamente em toda
extensdo territorial. Acredita-se que a introducdo no Brasil tenha se dado através dos navios
mercantes portugueses, em tempos coloniais. O estabelecimento inicial teria sido em zonas
portuarias como Salvador, Recife, Rio de Janeiro, Santos e Sdo Vicente, com posterior

alastramento para o interior (KISMANN, 1991).
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FOTOS: Corréa, 2010
Figura 3 - C. rotundus e suas bases tuberosas

Segundo Soumaya et al. (2005), os tubérculos desta planta sdo utilizados no
tratamento da amenorréia e irregularidades menstruais. Em grande parte do mundo, C.
rotundus é utilizada na fabricacdo de papel, na industria téxtil e na industria alimenticia. Na
China, o seu amido é utilizado comumente na cozinha tradicional (UMERIE & EZEUZO,
2000). No Brasil, ndo ha indicacbes de uso popular da espécie C. rotundus.

Nos testes histolégicos realizados por Santos (2003), os cortes transversais da parte
cortical dos tubérculos de C. rotundus, revelaram um stber desenvolvido (tecido secundario
elastico e impermeabilizante) e parénquima cortical com células arredondadas apresentando
conteildo amilaceo e idioblastos de 6leo-resinosos (Figura 4).

No Brasil ocorrem diversos ecotipos, que apresentam pequenas diferencas
morfolégicas e de comportamento. No estado de Sdo Paulo e no sul de Minas Gerais ocorre a
subespécie Cyperus rotundus L. ssp tuberosus Rottb que apresenta porte mais elevado,
geralmente entre 50-100 c¢cm, com espiguetas mais longas que alcancam até 5 m de
comprimento e tubérculos menos numerosos e com menor tendéncia em formar correntes

(KISSMANN, 1991).
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Figura 4 - Fotomicrografias das seccOes transversais dos tubérculos de C. rotundus. A - Regido
cortical contendo 6leo-resinosos; B - Regido cortical evidenciando suber desenvolvido de conteudo
amilaceo

2.2.2.1 NOMES E SINONIMIAS DE Cyperus rotundus

A palavra Cyperus € derivada de antigo nome dado a uma pessoa e rotundus € um
adjetivo latino que significa “redondo” que ¢ alusivo aos tubérculos arredondados que a planta
forma no solo.

No Brasil, a espécie é conhecida popularmente como “tiririca-vermelha”, “tiririca-
roxa”, “tiririca”, “tiririca verdadeira”, “piprioca”, “trés-quinas”, “jun¢a’, “capim-alho”, “alho-
bravo”, “capim-danda”. na Argentina como “cebolita”; na Colémbia como “coquito”; na Italia
como “cipero’; no México como “cebollin”; nos Estados Unidos como “nutgrass” e “purple
nutsedge” (BLANCO, 2006).

As principais sinonimias de C. rotundus sdo: Cyperus hexastachyos Rottb., Cyperus
tetrastachyos Desf., Cyperus stoloniferus pallidus Boeckeler, Cyperus purpureo — variegatus
Boeckeler (KISMANN, 1991), Cyperus olivaris Targ e Chlorocyperus rotundus Palla

(LORENZI, 2003).
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2.2.2.2 QUIMICA DE Cyperus rotundus

Estudos tém mostrado que a constituicdo quimica da espécie consiste principalmente
de flavonoides, polifenois, triterpenos, terpenos como mono e sesquiterpenos (OHIRA et al.,
1998; KILANI et al., 2005) e alcaloides sesquiterpénicos (JEONG et al., 2000).

O estudo da fracdo etandlica dos tubérculos de C. rotundus forneceu 0s compostos
fendlicos metoxi-ciperotundol [22] e o ciperotundol [23] (ZHOU & YIN, 2012).

A investigacdo fitoquimica do extrato hexanico obtidos dos tubérculos levou a
identificacdo de trés sesquiterpenos do tipo patchoulano {(6S,9S)-6,9-diacetoxi-
cipereno}[24], {(6S)-6-acetoxi-cipereno}[25], e {(6S)-cipereno-6-01}[26], além de dois
sesquiterpenos do tipo eudesmano a-ciperona [27] e isociperol [28] (KIM et al., 2012).

Segundo Thebtaranonth et al. (1995), do extrato hexanico foram isolados
pathchoulenona [29], 6xido de cariofileno [30] e 4,7-dimetil-1-tetralona [31].

O extrato metandlico dos tubérculos forneceu o0s sesquiterpendides 4,5-
secoeudesmanolide [32], ciperolona [33], acetal tetraciclico com esqueleto da ciperolona [34],
mustakone [35] (OHIRA et al., 1998).

A investigacdo fitoquimica do extrato metandlico dos tubérculos de C. rotundus
coletado na Asia, resultou na identificacdo dos flavonoides quercetina [36], kaemferol [37],
miricetina [38] e isoramnetina [39] (AYAD et al., 2010). O extrato metandlico das folhas e da
inflorescéncia da espécie coletada na Australia resultou na identificacdo da luteolina e a
aureusidina, respectivamente (HARBONE et al., 1982).

A investigagdo fitoquimica da fracdo alcaloidica de C. rotundus resultou na
identificacdo de trés pseudoalcaldides com esqueleto sesquiterpénico rotundina-A [40],
rotundina-B [41] e rotundina-C [42] (JEONG et al., 2000). Os principais constituintes

isolados de C. rotundus estdo listados na Figura 5.
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Figura 5 - Principais constituintes isolados da espécie C. rotundus

30




A composicdo quimica dos 6leos essenciais de C. rotundus tem sido extensivamente
estudada e quatro quimiotipos (H, K, M, e O) identificados a partir de espécies coletadas de
diferentes localidades da Asia tém sido relatados (KILANI et al., 2005; KOMAI & CHUNG,
1989; JIROVETZ et al., 2004).

O ecotipo-H coletado no Japdo contém a-ciperona [43] (36,6%), B-selineno [44]
(18,5%), ciperol [45] (7,4%) e 6xido de cariofileno [46] (6,2%). O ecotipo-M coletado na
China, Hong Kong, Japdo, Taiwan ¢ Vietna apresentam a-ciperona (30,7%), ciperotundona
[47] (19,4%), B-selineno (17.8%), cipereno [48] (7,2%) e ciperol (5,6%) (KOMAI &
CHUNG, 1989; JIROVETZ et al., 2004).

O ecotipo-O coletado no Japéo, Taiwan, Tailandia e Filipinas foi caracterizado por
apresentar o cipereno (30,8%) e ciperotundona (13,1%). O ecotipo-O coletado no Hawai
apresentou como constituintes majoritarios a ciperotundona (25%) e cipereno (20,7%). O
ecotipo-K, também coletado no Hawai apresentou o cipereno (28,7%), ciperotundona (8,8%),
acetato de patcholenil [49] (8,0%) e acetato de sugeonil [50] (6,9%) (KOMAI & CHUNG,
1989; JIROVETZ et al., 2004).

Em espécies coletadas na Nigéria e Tunisia o cipereno (19,2 — 30,9%) e a-ciperona
(4,5 — 25,2%) foram os constituintes mais abundantes (KILANI et al., 2005).

A espécie coletada no estado do Para apresenta a-ciperona (22,8%) e ciperotundona
(12,1%) como os principais constituintes, ndo tendo sido identificado o cipereno (ZOGHBI et
al., 2008).

O estudo comparativo dos Oleos essenciais dos tubérculos coletados nos meses de
junho e outubro na Tunisia demonstrou a semelhanga na constituicdo dos 6leos, com
variagdes nos teores dos seus constituintes. A a-ciperona (25,23%) e o cipereno (20,38%)
foram os componentes majoritarios, sendo que o cipereno apresentou elevado teor em junho,

seguido do ciperotundeno e rotundeno, enquanto que a a-ciperona apresentou elevado teor em
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outubro (SOUMAYA et al., 2008). Os principais estudos referentes a composic¢do quimica de
ecotipos e espécies de C. rotundus em diferentes partes do mundo estdo sumarizados no
Quadro 1 (pag. 55).

Os diversos ecotipos apresentaram elevada concentracdo de terpenoides. Essa classe
de substancia tem sido reportada como inibidora de crescimento de plantas superiores. As
plantas possuem suas préprias defesas que as protegem de insetos fitofagos ou de herbivoros
predadores. Estas defesas sdo de natureza quimica, e normalmente, envolvem substancias do
metabolismo secundério, as quais podem ser chamadas de fitotoxinas ou aleloquimicos
(MORIMOTO et al., 1999). Os principais terpenoides identificados nos diversos ecotipos de
C. rotundus estdo listados na Figura 6.

As diferencas na composicdo quimica dos 6leos essenciais coletados em diversos
paises sugerem a existéncia de mais diversidade quimica da espécie C. rotundus. Tais
diferencas podem estar associadas a condi¢fes climaticas e ambientais, quimiotipos, estado
nutricional das plantas, ritmo circadiano, além de outros fatores que podem influenciar a
composicdo quimica do 6leo essencial (KOMAI & CHUNG, 1989). Segundo Gobbo-Neto &
Lopes (2007) nos 6leos essenciais o teor dos contituintes ativos ndo é constante durante o0 ano
e, portanto, a época em que uma droga é coletada é um dos fatores de maior importancia.
Lopes et al., 1997, estudando os efeitos da evolugdo dos ciclos circadianos e sazonais na
composicdo dos constituintes do 6leo essencial de Virola surinamensis verificaram variagao
na composicgdo relativa dos componentes, embora o rendimento do Oleo essencial tenha se
mantido constante (0,5%) nas diferentes estacfes do ano.

Outro fator relevante a ser considerado na variagdo do rendimento de 6leos essenciais
¢ a temperatura, visto que a formacdo de Oleos volateis, em geral, parece aumentar em
temperaturas mais elevadas, embora em dias muito quentes ocorram perdas excessivas destes

metabolitos (GOBBO-NETO & LOPES, 2007).
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Figura 6 - Principais substancias identificadas nos diversos ecotipos de C. rotundus

2.2.2.3 ESTUDOS BIOLOGICOS E FARMACOLOGICOS DE C. rotundus

Um grande nimero  de  estudos  farmacolégicos e biol6gicos
incluindo atividade anticandida, anti-inflamatoria, antidiabética, antidiarréica, citoprotetora,
antimutagénica, antimicrobiana, citotoxica, antipirética e analgésica tém sido relatados para
C. rotundus (MEENA et al., 2010).

Segundo Jin et al. (2011), os sesquiterpenos valenceno, nootkatono e Oxido de
cariofileno exerceram atividade antialérgica in vitro e in vivo. A pesquisa revela que o
valenceno (sesquiterpeno mais ativo) inibe a desgranulagdo da -hexosaminidase por meio da
reacdo de fosforilagdo Lyn em células IgE-estimuladas e RBL-2H3. Os sesquiterpenos
valenceno e nootkatono, também inibiram a reacdo de hipersensibilidade do tipo tardio em

ratos quando administrado por via oral na faixa de 50-300 mg/Kg.
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Nos estudos de Singh et al., (2011), o extrato em acetato de etila da C. rotundus inibiu
em 100% a germinacdo de esporos de espéecies de fungos do género Colletotrichum nas
concentragdes de 2000 pg/mL e 3000 pg/mL, sendo que em concentragcBes mais baixas a
reducdo foi de 50 a 60%. A alta eficiéncia anti-fungica das fracdes do extrato de acetato de
etila contra fungos causadores da doenca antracnose, sugere 0 uso do extrato no controle de
alguns patogenos como fonte alternativa de fungicida natural, visto que a matéria-prima
(tubérculos de C. rotundus) é de producdo continua, 0 que torna o material disponivel para a
producdo comercial.

Zeid et al. (2008), ao estudarem a atividade antibacteriana do dleo essencial por meio
do teste de disco-difusdo, utilizando varios microrganismos (Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa), verificaram que 0leo apresentou atividade notavel contra bactérias
Gram-positivas, menor atividade antibacteriana contra as Gram-negativas, ndo apresentando
nenhuma atividade contra Pseudomonas aeruginosa e Proteus vulgaris Novel. No estudo de
Bisht et al., (2011) o Oleo essencial apresentou atividade contra E. coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus.

O oleo essencial apresentou notavel atividade ovicida e larvicida contra ovos e larvas
do quarto instar Aedes albopictus, indicado por valores de ECsp < 5 ppm e CLsg € CLgp < 20
ppm. Os ovos e larvas foram expostos a uma série de concentracdes que variaram de 50-150
ppm. Os resultados obtidos sugerem que o0 Gleo essencial pode servir como inseticida natural
(KEMPRAJ & SUMANGALA, 2008).

Investigagdes realizadas in vivo avaliaram o efeito do extrato hidro-alcodlico sobre a
hiperglicemia induzida por aloxana em ratos. A administracdo oral diaria de 500 mg/Kg do
extrato (uma vez por dia durante sete dias consecutivos) reduziu significativamente os niveis

de glicose no sangue. A atividade antihiperglicémica pode ser atribuida a atividade
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antioxidante que se mostrou forte no extrato hidro-alcodlico referente ao sequestro de radicais
livres em testes realizados in vitro (RAUT & GAIKWAD, 2006).

O extrato em metanol administrado oralmente em doses de 250 e 500 mg/Kg de peso
corporal, mostrou atividade antidiarréica significativa em diarréia induzida por 6leo ricino em
ratos, sendo mais eficiente do que o controle. O extrato em acetato de etila ndo apresentou
qualquer atividade (UDDIN et al., 2006).

Segundo Thebtaranonth et al. (1995) o sesquiterpeno 4,7-dimetil-1-tetralona, do
extrato hexanico da espécie apresentou moderada atividade antimalérica (CEsq 8,62 x 10 M).

No ensaio quimico de avaliagdo da atividade antioxidante os extratos obtidos das
partes aéreas de C. rotundus foram avaliados quanto a capacidade sequestrante do radical
livre DPPH e inibicdo da formacdo de perdxidos lipidicos. Os extratos em acetato de etila e
metanol mostram forte atividade antioxidante com valores de Clsy de 14 e 20 pg/ml,
respectivamente. No entanto, o extrato aquoso apresentou fraca atividade antixiodante quando
comparado com o a-tocoferol (KILANI et al., 2008).

No Brasil, ha registro do uso de C. rotundus como fitoterapico no Hospital de
Medicina Alternativa em Goiénia, onde é usado como remineralizante e no tratamento de
Ulcera gastrica (ARANTES et al., 2005).

Puratchikody et al. (2006), avaliaram o extrato hidroalcodlico quanto a atividade de
cicatrizacdo de feridas sob a forma de pomada, em trés tipos de modelos de feridas realizadas
em ratos machos da raga “Wistar”. A pomada do extrato mostrou diferenca consideravel na
resposta em todos os modelos, quando comparada a pomada do farmaco padrdo de
nitrofurazona (0,2% m/m NFZ), em termos da capacidade de contracdo de feridas, tempo de
fechamento e resisténcia a tragdo. Na concentracdo de 2% m/m do extrato hidroalcodlico

apresentou atividade de cura mais eficiente do que o padrdo com o fechamento de 100% da
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lesdo, apo6s uso de 18 dias e o efeito produzido pela aplicacdo da pomada do padréo foi o
mesmo quando aplicada a pomada do extrato.

A atividade fungicida do 6leo essencial de C. rotundus avaliada por Duarte et al.,
(2005), contra cepa de C. albicans, revelou atividade moderada. A Concentracdo Inibitéria
Minima — CIM do 6leo essencial foi de 0,6 mg/mL.

Santos (2003) em testes realizados in vitro dirigidos a acdo antileishmania, usando
formas promastigotas de Leishmania guyanensis, verificou moderada atividade para o extrato
em hexano (Clsg;an 16,1 + 1,0 pg/mL).

Estudos realizados por Ha et al. (2002), sugeriram que 0 composto isocurcumenol,
extraido dos rizomas do C. rotundus pode ser um agonista do receptor benzodiazepinico e
modulador alostérico gabaérgico, indicando uma possivel acao ansiolitica desta planta.

Nos Ultimos anos, os usos tradicionais e etnobotanicos de compostos naturais,
especialmente de origem vegetal tem recebido muita atencdo a medida que sdo testados
guanto a sua eficiéncia. A espécie C. rotundus tem sido reportada como uma potente erva
medicinal, sendo muito utilizada como remédio popular para cura de doencas entre varios
grupos tradicionais étnicos, praticantes de Ayrveda, a ciéncia da vida, que lida com a visdo
holistica da vida saudavel (MEENA et al., 2010).

Dessa forma, justifica-se a investigacdo quimica e a realizacdo de ensaios biol6gicos
de C. rotundus, aclimatada no Amazonas, tendo em vista que muitas propriedades

terapéuticas da espécie ainda ndo sao conhecidas.
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2.3 ABUSCA DE COMPOSTOS ATIVOS FRENTE AS DOENCAS TROPICAIS

As doencas causadas por protozoarios em hospedeiros humanos representam,
atualmente, um dos maiores problemas de satde publica no mundo, com aproximadamente 1
bilhdo de pessoas vivendo em é&reas de risco. Destacam-se neste quadro as seguintes
patologias: malaria, leishmaniose visceral, doenca do sono, doenca de Chagas e
esquitossomose (GUDDAT, 2011).

A alta incidéncia da leishmaniose, com grande ndmero de individuos com lesbes
incapacitantes, desfigurantes e, algumas vezes, fatais, levaram a Organizagdo Mundial de
Saude - OMS a inclui-la entre as seis mais importantes endemias do mundo, que esta
diretamente associada a situacdo de pobreza, as precérias condi¢des de vida e as iniquidades
em saude. Dessa forma, a demanda por novos farmacos tem se intensificado com o aumento
da resisténcia aos antimoniais pentavalentes, bem como, a farmacos de segunda geragdo. No
entanto, 0 nimero de quimioterapicos disponiveis, principalmente para tratamento de doengas
cronicas, ainda ndo € satisfatério (NEVES et al., 2001; VOULDOUKIS et al., 2006).

No Brasil, segundo o Ministério da Satde — MS (2010), o incremento em investimento
em pesquisas relacionadas as doencas negligenciadas durante o periodo de 2003 a 2008 foi na
ordem de 39 milhdes, com a publicacdo de editais de fomento especificos e criacdo de redes
de pesquisa voltadas para as doencas negligenciadas. No entanto, o conhecimento produzido
ndo se reverte na descoberta de novos farmacos, métodos diagndsticos e vacinas. Uma das
razOes para esse quadro é a falta de interesse da industria farmacéutica, tendo em vista o
reduzido potencial de retorno lucrativo para a indudstria, uma vez que a populagdo atingida é
de baixa renda e presente, em sua maioria, nos paises sub-desenvolvidos ou em
desenvolvimento.

Nessa perspectiva, a quimioterapia para leishmaniose tem sido objeto de estudo de

muitos laboratérios de pesquisa, 0s quais tém testado outras substancias quimicas e extratos
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de plantas com a finalidade de se encontrar novos agentes leishmanicidas com menores
efeitos colaterais e 6tima biodisponibilidade. Dessa forma, a pesquisa com produtos naturais
podem servir como subsidios para a sintese total de novos compostos bioativos, ou serem
utilizados como substratos para a obtencdo de derivados com as caracteristicas quimicas

desejadas (MICHELETTI & BEATRIZ, 2012).

2.3.1 LEISHMANIOSES

O género Leishmania, definido por Ross em 1903 (Filo: Protozoa; Ordem:
Kinetoplastida; Familia: Tripanosomatidae), compreende espécies de protozoarios parasitas
unicelulares que apresentam entre si heterogeneidades bioguimicas, imunoldgicas e genéticas
(ASHFORD, 2000).

De acordo com as manisfestacdes clinicas a leishmaniose pode ser classificada em trés
grupos: leishmaniose cutdnea, mucocutdnea e visceral. A leishmaniose cutanea ¢é
caracterizada por lesbes cronicas na pele, desenvolvidas no local da picada do inseto vetor. A
leishmaniose mucocutanea produz ulceragbes destrutivas e desfigurantes que destroem o
tecido e geralmente, sdo acompanhadas por infeccdes secundarias. A leishmaniose visceral,
também conhecida por calazar, ¢ a forma mais severa da doenca, tendo em vista que 0s
parasitas migram pela corrente sanguinea, afetando principalmente os 0Orgdos com
consideravel concentracdo de leucdcitos, tais como figado, baco e medula 6ssea (ASHFORD,
2000).

As leishmanioses constituem um sério problema de saude publica no Brasil, sendo
consideradas doengas emergentes e sem controle, uma vez que a prevengdo desta doenca
depende de medidas ecoldgicas, sanitéarias, assim como emprego de farmacos antiparasitarios

eficazes e seguros (DESJEUX, 1996; ASHFORD, 2000).
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O Brasil ¢ um dos paises mais endémicos, dividindo com a india, Suddo, Nepal e
Bangladesh cerca de 90% dos casos de leishmaniose visceral, e com Afeganistdo, Ird, Peru,
Arabia Saudita, Siria e Argélia 90% dos casos da forma cutdanea. No ano de 2010 foram
confirmados 21.981 casos de leishmaniose tegumentar e 3.536 de leishmaniose visceral, com
registro de 219 mortes (MICHELETTI & BEATRIZ, 2012).

A populacdo do Amazonas destaca-se como uma das mais acometidas por
Leishmaniose Tegumentar Americana - LTA. Na Amazonia, a LTA ocorre habitualmente, na
forma de surtos epidémicos em locais de caca, em areas de assentamentos e de construcdo de
estradas, nos processos desordenados de ocupacdo nas periferias da cidade, bem como, nos
treinamentos militares na selva e no periodo das chuvas (outubro a maio) quando ha aumento

da densidade de vetores (GUERRA, 2007).

2.3.1.1 Leishmania amazonensis

A Leishmania amazonensis, em particular, produz um amplo espectro de doencas
clinicas e a gravidade da doenca varia de leishmaniose cutanea localizada (LCL),
caracterizada por les6es Unicas e normalmente benignas e leishmaniose cutanea difusa (LCD),
que representa uma das formas mais grave da leishmaniose tegumentar, devido a
imunossupressao celular especifica induzida pelo parasito que gera forte inibicdo da resposta
de hipersensibilidade celular, pobre proliferacdo de linfocitos, alem de fraca ativacdo dos
macrofagos parasitados, o que dificulta o controle da infec¢éo, resultando no carater evolutivo
crénico da doenca. O quadro clinico da doenca € caracterizado pela infiltracdo difusa da pele,
lesGes cutaneas fechadas que ocupam quase todo o corpo, em casos mais graves pode ocorrer
ulceracéo, traumatismo e perda de substancia 6ssea (SILVEIRA, 2009; COSTA et al., 2006).

A L. amazonensis, tem como hospedeiros naturais varios marsupiais, principalmente, o
roedor “rato-soia” (Proechymis), além do Oryzomys, seus principais vetores os Lutzomyia
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flaviscutellata, Lutzomyia reducta e Lutzomyia olmeca nociva tém habitos noturnos, voo
baixo e sdo pouco antropofilicos (LAINSON & SHAW, 1974), sendo que no Brasil, a
incidéncia de LCD estd concentrada nas regides Norte e Nordeste, com maior nimero de
casos relatados no Para e Maranhdo (SILVEIRA, 2009).

A multiplicacdo das leishmanias nos seus hospedeiros ocorre por fissdo celular, ndo
tendo sido descrito nenhum ciclo sexual. A transmissdo da doenca para 0 homem ocorre
qguando o flebotomineo - fémea promove seu repasto sanguineo, enquanto o inseto vetor suga
0 sangue do hospedeiro vertebrado, ele transfere promastigotas metaciclicos (1); estas formas
tendem a infectar células do sistema fagocitico mononuclear do homem, principalmente
macrofagos e quando se encontram no interior do macréfago, os promastigotas se
transformam em amastigotas, que se multiplicam, levando ao rompimento desta célula
hospedeira (2, 3, 4, 5). A lise leva a liberacdo de grande quantidade de parasitas, que infectam
outros macrofagos (6). A infeccdo gera lesdes, sendo a forma visceral a mais grave e fatal

desta protozoose (MAGILL,1995).

Figura 7 - Ciclo de transmisséo da Leishmania sp
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2.3.2 TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE

Nos Ultimos 60 anos, o tratamento das leishmanioses esta limitado a administracdo de
agentes da familia dos antimoniais pentavalentes, representados por estibogluconato de sddio
[51] (Pentostan®) e antimoniato de meglumina [52] (Glucantime®) (BARBOSA et al., 2011).

Os medicamentos de segunda escolha incluem pentamidina [53] e anfotericina B [54]
(AnfB), menos utilizados devido a alta toxicidade e alto custo. A pentamidina apresenta
efeitos colaterais graves, como toxicidade renal e hepdtica, pancreatite, hipotensdo,
disglicemia e problemas cardiacos. A anfotericina B é efetiva no tratamento de leishmaniose
visceral, com toxicidade mais baixa quando encapsulada em lipossomas, porém € um
medicamento muito caro e, além disso, ndo € apropriada para o tratamento de outras formas
da doenga (JORDA et al., 2011).

No inicio deste século, o alquilfosfolipideo miltefosina [55], Gnico medicamento oral
disponivel para o tratamento da leishmaniose visceral, foi registrado na India, Europa e
América do Sul. A droga é altamente efetiva em criancas, mas pode apresentar complicaces
gastrointestinais e seu uso em mulheres gravidas € limitado devido a sua teratogenicidade.
Outro medicamento que se tem mostrado efetivo contra a leishmaniose visceral é a
paromomicina [56] (também chamada aminosidine), antibiético aminoglicosideo que é ativo

contra espécies de Leishmania in vitro e in vivo (BARBOSA et al., 2011).
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Figura 8 - Principais farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses

2.3.3 ATIVIDADE ANTILEISHMANIA IN VITRO COM PRODUTOS NATURAIS

Diversos ensaios in vitro com extratos vegetais tém comprovado atividade
leishmanicida sobre formas promastigotas e/ou amastigotas. Ha registro da atividade
leishmanicida de oOleos essenciais (UEDA et al., 2006; MEDEIROS et al., 2011; COSTA et
al., 2009) flavonoides (MENDONCA-FILHO et al., 2004) alcaloides COSTA et al., 2006;
TURABEKOVA et al., 2011; LIMA et al., 2012; SILVA et al., 2012) e iridoides glicosilados
(SHUKLA et al., 2011).

Ueda et al. (2006), demonstraram a atividade antileishmania do 6leo essencial de

Ocimum gratissimum L., bem como de seu principal constituinte, o eugenol. O 6leo essencial
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inibiu progressivamente o crescimento de L. amazonensis na faixa de concentracdo de 100 a
1000 pg/mL. A Clso do 0Oleo para promastigotas e amastigotas foi respectivamente de 135 e
100 pug/mL, e a Clso para o eugenol foi 80 ug/mL para formas promastigotas.

Os ensaios com Oleos essenciais de Lippia sidoides (Verbenaceae) e do composto
timol, majoritario do Gleo essencial apresentaram moderada atividade antiparasitaria contra
promastigotas de L. amazonensis (Clso 44,38 pg/mL e 22,6 pug/mL, respectivamente), porém
com baixo indice de seletividade (MEDEIROS et al., 2011).

Lima et al. (2012), avaliaram o efeito antileishmania in vitro sobre L. amazonensis de
fracdes alcaloidicas obtidas de extratos de Annona mucosa, das quais foi isolado o alcaloide
liridenina, o qual apresentou Clso= 1,43 p/mL.

Em avaliacdo realizada por Silva et al. (2012), da atividade antileishmania in vitro
sobre L. amazonensis, as fracdes ricas em alcaldides obtidas de extratos dos galhos, cascas
e folhas de Unonopsis guatterioides foram consideradas altamente ativas, com Clsg = 1,07,
1,90, 2,79 W/mL, respectivamente.

Mendonga-Filho et al. (2004), avaliaram o efeito antileishmania in vitro sobre L.
amazonensis do extrato rico em polifendis do mesocarpo fibroso dos frutos de Cocos nucifera
L. (Palmae). O referido extrato apresentou CIM de 10 pg/mL.

Turabekova et al. (2011), realizaram estudos com derivados N-benzilicos do alcaldide
cistina contra amastigotas de L. donovani, onde alguns dos compostos se mostraram ativos,
com Clsg entre 8,7 e 77,0 pg/mL.

WERT e colaboradores (2011) sintetizaram derivados da betulina para avaliagdo dos
efeitos das modificacbes estruturais da atividade contra promastigotas e amastigotas
intracelulares de L. infantum e L. donovani, onde o derivado heterociclo, 3,28-di-O-acetil-lup-

13(18)eno foi 0 mais ativo (Clsg = 9,0 uM).
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Iridéides glicosilados de Nycthantes arbortristis (Oleaceae) foram isolados e testados
para atividade leishmanicida com bons resultados. Nos testes in vitro os iridoides inibiram a
tripanotiona redutase, enzima chave do metabolismo de tidis em tripanosomatideos, um alvo
interessante por ndo existir em mamiferos. O arbortristosideo A composto mais ativo inibiu a

enzima com Clsg de 2,29 uM (SHUKLA et al., 2011).

2.4 A BUSCA DE COMPOSTOS ATIVOS FRENTE AS DOENCAS INFECCIOSAS

Infecgdes humanas, envolvendo a pele e mucosas constituem um sério problema de
salde publica, principalmente em paises de clima tropical e subtropical, sendo que as
doencas infecciosas sdo a segunda maior causa de morte no mundo.

O aumento da resisténcia dos microrganismos aos medicamentos e produtos quimicos
convencionais, tem levado os cientistas a procurar novas fontes de biocidas com atividades de
amplo espectro, visto que as bactérias multiplicam-se rapidamente e sofrem mutacéo, o que
facilita a troca de conteddo genético entre linhagens de mesma espécie ou de espécies
distintas. A resisténcia microbiana pode ser considerada um fenémeno ecol6gico que ocorre
como resposta da bactéria frente ao amplo uso de antibidticos e sua presenca no meio
ambiente, e estd diretamente associada aos seguintes fatores: inativacdo do antibidtico na
molécula bioativa por alteracbes quimicas, modificacdo do alvo que leva a perda da atividade
do antibidtico, permeabilidade externa da membrana, dentre outros (LEVY, 2002;
LAMBERT, 2005).

Geralmente, as bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes do que as bactérias
Gram-positivas e apresentam diferencas bioquimicas em sua parede celular.
Aproximadamente 95% da parede celular das bactérias Gram-positivas sdo formadas por
peptidioglicano, onde outras moléculas como o &cido teicdico e proteinas estdo ligados. A

parede celular das bactérias Gram-negativas € mais complexa, pois € formada por
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peptidioglicano, lipoproteina, lipopolissacarideos, além de apresentar parede externa que é
responsavel pela prevencdo da perda de proteinas periplasmaticas e evitar 0 acesso de enzimas
hidroliticas e de certos antibiGticos ao peptidioglicano (GUIMARAES et al., 2010).

O mecanismo de acdo de compostos naturais frente aos microrganismos oportunistas,
ainda ndo esta completamente elucidado, porém acredita-se que envolve a ruptura da
membrana celular por compostos lipofilicos (DORMAN e DEANS, 2000). Na literatura tem
sido relatado que os terpenos sao ativos contra diversos microrganismos Gram-positivos. A
acao dos terpenos, que normalmente constituem a composicdo quimica de éleos essenciais,
pode estar associada a estrutura da parede celular da bactéria Gram-positiva que permite que
as moléculas hidrofobicas presentes no Oleo essencial possam penetrar com facilidade nas
células e atuar tanto na parede da célula e no citoplasma. Em baixas concentracdes as
moléculas podem interferir com as enzimas envolvidas na producdo de energia, e em
concentracdes mais elevadas, elas podem desnaturar proteinas, levando a degradacdo da
parede celular e consequente aumento da permeabilidade de vazamento do contetido da célula
(NAZARRO et al., 2013).

Enterococus faecalis € uma bactéria comensal que habita o trato gastrointestinal em
humanos, mas podem agir como patégenos oportunistas causando infeccBes severas do trato
urinario, bacteremia (presenca de bactérias no sangue) e endocardite bacteriana. Na cavidade
oral, € a mais comum e as vezes a Unica bactéria isolada de canais radiculares de dentes com
lesbes periapicais persistentes. A viruléncia de E. faecalis nos canais radiculares esta
relacionada a sua capacidade de resistir ao tratamento de drogas intracanal e a sua capacidade
de sobreviver no canal radicular como o Unico microrganismo sem o apoio de outras
bactérias, levando a formacgdo de biofilmes, sendo este o responsavel pelo fracasso dos
tratamentos endoddnticos (ROCAS et al., 2004; BADASSARI et al., 2005). Estuturalmente,

as bactérias aderidas ao biofilme se comportam de maneira diferente diante de substancias
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quimicas, porque as substancias poliméricas que compdem a matriz do biofilme podem
dificultar a difusdo dessas substancias no meio celular, uma vez que a velocidade de
penetracdo da substancia varia de acordo com o microrganismo e depende da composicao de
sua matriz de oxopolissacarideo (COSTERTON et al., 1999).

Candida albicans € um patdégeno oportunista que pode causar infecdes locais e
sistémicas que normalmente afeta pacientes imunologicamente comprometidos ou submetidos
a tratamentos prolongados com antibiéticos. Espécies do género Candida fazem parte da flora
normal da boca, estando presentes em 30% a 70% dos individuos sadios, sendo Candida
albicans a espécie mais freqliente em relacéo as outras deste género como agente colonizador
de proteses dentarias (ZHANG et al., 2002, DARWAZETH et al, 2001).

A busca por novos agentes antimicrobianos de origem natural que possam ser
utilizados no combate a agentes microbianos ou na irrigacdo de canais radiculares em
tratamentos endodonticos tem se intensificado, visto que, nos tratamentos odontolégicos, o
irrigante utilizado na maioria das vezes é o hipoclorito de sédio, que embora apresente forte
atividade antimicrobiana, é toxico aos tecidos periapicais dependendo de sua concentracdo

(SPENCER & BRENNAN, 2007).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar estudo quimico do 6leo essencial e dos extratos de Cyperus rotundus, assim como
investigar por intermédio de ensaios quimicos e biologicos especificos sua potencialidade
em substdncias bioativas, visando gerar subsidios para o desenvolvimento de futuros

fitoterapicos ou fitocosméticos a partir desta espécie.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Analisar o perfil quimico dos constituintes volateis presentes nos tubérculos da espécie

Cyperus rotundus coletados em diferentes épocas do ano;

e |solar os constituintes quimicos dos extratos de Cyperus rotundus por meio de técnicas

cromatograficas e espectroscopicas (UV, IV, RMN *H e °C CG e EM);

e Realizar testes de atividades leishmanicida, antimicrobiana, antibiofilme e antioxidante

dos extratos e fragoes;
¢ Realizar ensaios enzimaticos de acdo anti-elastase, anti-tirosinase e anti-a-glucosidase;

e Isolar e identificar a microbiota fungica manifestada nos tubérculos de C. rotundus.
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4 METODOLOGIA

4.1 SUPORTES PARA CROMATOGRAFIA

« Cromatografia em coluna (CC). Os fracionamentos cromatograficos foram
realizados em coluna de vidro, utilizando como fase estacionéria silica gel 60 com particulas
entre 0,063-0,200 mm (70-230 mesh ASTM) da Merck e gel polimérico LH 20 (Sephadex
™). O comprimento e diametro das colunas variaram de acordo com as quantidades de
amostras que foram cromatografadas. A proporcao de silica foi cerca de 20 vezes a massa do
produto bruto a ser purificado (MATQS, 2009).

« Cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). As analises em camada
delgada analitica foram realizadas em cromatofolhas Merck, silica gel 60, com indicador de
fluorescéncia F254, com suporte em aluminio e 0,2 mm de espessura.

» Reveladores. A revelacdo das faixas foi feita sob luz ultravioleta 254 e 366 nm e
solucdo de sulfato cérico, vanilina sulfurica, reagente de Dragendorff e NP/PEG
(difenilaminoborato/polietilenoglicol).

e Solventes. Para cromatografia foram utilizados solventes das marcas Dinamica,

Vetec, Cinética, Nuclear e Tédia.
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4.2 EQUIPAMENTOS

Os oOleos essenciais e fragdes foram analisados em Cromatdgrafo em fase Gasosa
modelo CG 2010 da Shimadzu com detector por ioniza¢do de chama (CG-DIC). As analises
foram realizadas com coluna CP-Sil 5 CB (5% fenil-95% dimetilpolisiloxano) da Varian, com
medidas de 15 m x 0,25 mm x 0,25 mm, sendo utilizado Hélio como gas de arraste em um
fluxo de 2,0 mL/min. A injecdo em modo split 1:20 foi realizada com injetor a 250 °C. A
temperatura do detector foi de 240 °C e o forno foi programado de 60 °C a 180 °C a 3 °C/min.
Foram co-injetados padrdes de hidrocarbonetos lineares para a determinacdo dos indices de
retencdo. Apos a analise por CG-DIC, os 6leos foram analisados em Cromatdgrafo em fase
Gasosa modelo QP-2010 da Shimadzu com detector por Espectrometria de Massas (CG-EM).
As analises foram realizadas com coluna VF-1MS da Varian, com medidas de 15 m x 0,25
mm x 0,25 mm. As condicdes de andlise do forno foram as mesmas utilizadas por CG-DIC,
utilizando a técnica de impacto eletronico a 70 eV. As anélises foram realizadas no Centro de

Biotecnologia da Amaz6nia — CBA.

Os indices de retencdo foram calculados em relacdo aos tempos de eluicdo das
substancias e dos tempos de eluicdo de uma série de hidrocarbonetos lineares (Co-Cgp) que
foram co-injetados com a amostra em CG-DIC. A identificacdo dos constituintes foi obtida
com o conjunto de dados de indices de retencéo e dos espectros de massas, comparando com
dados da literatura (ADAMS, 2009) e de espectroteca Wiley 7.0.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram registrados em
espectrometro Bruker Avance 600 e 400 do Laborat6rio de RMN da Universidade Federal do
Parana. Os hidrogénios foram observados a 400 e 600 MHz. As amostras foram solubilizadas
em cloroférmio deuterado (CDCI3), metanol deuterado (CD3OD) e misturas destes, utilizando

o tetrametilsilano (TMS) como padréo de referéncia interna.
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Os espectros de massas de alta resolucdo foram registrados em espectrémetros do tipo
ion-trap operando com fonte de lonizacdo Electron Spray (ESI) e triplo-quadrupolo modelo
TSQ Quantum Acess que opera com fonte de ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI). Os dois equipamentos operam no modo positivo e negativo. As andlises foram
realizadas na Central Analitica da Universidade Federal do Parana.

A leitura da CIMB foi realizada em leitora de microplacas ELx800, Biotek, utilizando

filtro de 630nm.

43 COLETA, SELECAO DO MATERIAL BOTANICO E PREPARACAO DA
AMOSTRA

O material botanico foi coletado nos meses de janeiro/2012, abril/2012, julho/2012 e
outubro/2012 no Campus da Universidade Federal do Amazonas — UFAM para obtencéo dos
6leos essenciais e no més de janeiro/2012 para obtencdo dos extratos (Figura 9), sendo que as
principais especificacdes da coleta estdo descritas na Tabela 1. A exsicata foi preparada, e
identificada pelo Dr. Antonio Carlos Webber do Departamento de Biologia, do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFAM e depositada no Herbario da instituicdo, sob o nimero de
registro 9977. As plantas foram secas em estufa de ar circulante a 40 °C por um periodo que
variou de 24 a 72 horas, posteriormente foram trituradas para obtencdo do 6leo essencial e dos
extratos. Foram utilizados tubérculos (extracdo de O&leos essenciais e extratos) e

inflorescéncias (extratos) de C. rotundus.
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Coleta Cyperusrotundus terralfifme

Google earthy
Fonte: Google Earth a 605 m de altura '
Figura 9 - Local de coleta de C. rotundus

Tabela 1 - Informagdes de coleta do material botanico de C. rotundus

Espécie C. rotundus

Local de Coleta Campus da UFAM, setor Sul

Coordenadas Latitude 3° 06° 04,38 S

Geodesicas Longitude 59° 58’ 37,68” O

obtidas por GPS Altimetria 71 m acima do nivel do
mar

Periodo Janeiro/12 a outubro/2012

Horério Manha

Herbario HUAM 9977

Coletor 686-S. Silva

Durante o periodo do experimento da extracdo do O6leo essecial (janeiro/12 a
outubro/12) foram observados os dados climatologicos referentes a temperatura e
precipitagcdo. Os dados que foram disponibilizados pelo Instituto Nacional de Metereologia —

INMET estao descritos na Tabela 2.

o1



Tabela 2 - Dados climatoldgicos referentes ao periodo de janeiro a outubro de 2012.

Temperatura (°C) Precipitacéo
Periodo Max. Min. Méd. total (mm)
Janeiro/12 31,1 23,9 26,3 364,2
Abril/12 31,6 24,6 27,1 195,6
Julho/12 32,6 24,2 27,6 83,0
Outubro/12 34,4 24,8 28,8 181,4

Fonte: INMET

4.4 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS DE C. rotundus

Os oOleos essenciais extraidos a partir de 100 g do material seco proveniente dos
tubérculos foram obtidos por meio de processo de hidrodestilacdo, em sistema Clevenger
modificado por um periodo de 3,5 horas, mantendo-se a temperatura de 100 °C.
Posteriormente foram filtrados usando sulfato de sodio anidro (Na,SQO,) para retirar residuos
de agua. Os o6leos foram armazenados em ampolas, de cor ambar seladas e mantidas sob

refrigeracdo, para manutencéo da integridade de seus constituintes quimicos volateis.

4.4.1 ANALISE ESTATISTICA DA FRACAO VOLATIL DE C. rotundus

Em decorréncia da variedade de compostos presentes na matriz do 6leo essencial e de
diversos ecotipos citados na literatura, os resultados cromatograficos obtidos por CG-EM e
CG-FID de C. rotundus foram analisados por PCA (principais componentes de analises) e
HCA (andlise hierarquica de agrupamentos), utilizando o Programa Chemoface versédo 4.1. Os
métodos estatisticos foram usados para sugerir a estrutura do conjunto e analisar as variaveis
em relagdo as caracteristicas em estudo. Para reduzir os efeitos de disperséo e para comparar
as amostras, 0s cromatogramas obtidos a partir de 6leos foram normalizados pela reducdo da
area sob cada cromatograma para um valor de 1.

A PCA foi realizada com 30 variaveis, que corresponde a 30 substancias identificadas

na fracdo volatil. Na PCA, o agrupamento das amostras definiu a estrutura dos dados por
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meio de graficos de scores e loadings, cujos eixos sdo componentes principais (PCs) nos quais
esses dados foram projetados. Os scores forneceram a composicdo das PCs em relacdo as
amostras, enquanto os loadings forneceram essa mesma composic¢do em relacdo as variaveis.
O estudo conjunto de scores e loadings permitiu estimar a influéncia de cada variavel em cada
amostra.

A HCA foi realizada utilizando as matrizes das 4 (quatro) amostras, que foram
coletadas em diferentes épocas do ano, e todas as variaveis (substancias identificadas). O
coeficente de dissimilaridade utilizado foi a distancia euclidiana. Para realizar o agrupamento
foi utilizado o método pela associacdo média, foi escolhida a opcdo de truncamento
automatico para definir os conglomerados e obter o dendrograma.

O método estatistico também foi aplicado para os ecotipos citados na literatura. A
PCA foi realizada com 12 (doze) variaveis que representam as principais substancias
identificadas nos diversos ecotipos. A HCA foi realizada utilizando as matrizes de 10 (dez)
ecotipos e os dados do presente estudo. Definimos como pardmetro de analise a maior
variagdo percentual da amostra analisada. Os resultados foram obtidos utilizando os dados
citados na literatura, onde o ecotipo-H (1- Japdo); Os ecotipos-O (2-Japdo, Taiwan, Tailandia
e Filipinas e 5-Hawaii); ecotipo-M (3-China, Hong Kong, Japdo, Taiwan e Vietnd); ecotipo-K

(Hawaii), e das demais localidades, conforme sumarizado no Quadro 1.
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Quadro 1 - Matriz para obtengdo de dados do PCA e HCA

Constituintes Porcentagem da composicio do 6leo essencial

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

H (0O M) (K) (0) (Pard) (india) (Nigéria) (Tunisia) (Africa) (Amazonas)
a-pineno - - - - - - - - - 10,0 1,02
B-pineno - - - - - - - - - 11,3 2,07
a-Ccopaeno - - - - - - 12,1 - - - -
cipereno - 308 7,2 28,7 20,7 - 11,1 19,2 30,9 2,6 18,62
B-selineno 18,3 - 178 - - - - - - 51 7,34
ciperotundona - 13,1 194 88 250 12,1 - - 8,8 - 24,72
a-ciperona 38,6 - 30,7 - - 22,8 - 17,7 25,2 11,0 23,73
valerenal - - - - - - 9.8 - - - -
oxido de - - - - 9.7 - 5.4 7,47
cariofileno
acetato de - - - 80 - - 9.7 - - - -
patcholenil
acetato de - - - 89 - - - - - - -
sugeonil

- ndo identificado

4.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos provenientes dos tubérculos (1920,0 g) e inflorescéncia (122,8 g) de C.
rotundus foram obtidos por meio de maceracdo com o0s solventes hexano, acetato de etila e
metanol, por um periodo de 15 dias para cada solvente, com renovagdo a cada 3 dias. As
solucBes foram concentradas em evaporador rotativo a pressdo reduzida e em seguida secas
em dessecador e posteriormente pesados, codificados, armazenados em frascos de vidro e

conservados em geladeira (Fluxograma 1).
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Material botanico

Extracdo com hexano
5 vezes em intervalo de 72 horas
Filtracdo e concentracéo do solvente

Residuo
Extrato em | |
hexano

I Extracdo com Acetato de etila
: 5 vezes em intervalo de 72 horas

:_ Filtracéo e concentracao do solvente

Extrato em acetato de
etila Residuo

! Extragdo com metanol '
1 5 vezes em intervalo de 72 horas ]
' Filtragdo e concentragdo do solvente '

Extrato em
metanol

Fluxograma 1- Esquema para obtenc&o dos extratos de C. rotundus
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4.6 FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM HEXANO DOS TUBERCULOS

Parte do extrato hexanico dos tubérculos de C. rotundus (4,0 g) foi inicialmente
submetido a fracionamento por meio de uma coluna cromatografica filtrante de silica gel
(0,063-0,200 mm, 80,0 g), eluida com hexano, acetato de etila e metanol em misturas de
polaridades crescentes, obtendo-se 41 fragfes de 15 mL cada, que apds comparagdo por
CCDA foram reunidas em 7 fragcGes com as respectivas massas descritas no Fluxograma 2. As
fragbes HF1 e HF3 foram submetidas a outros fracionamentos, obtendo-se 2 solidos

cristalinos que foram analisados por CG-EM e RMN de 'H e *3C.

Extrato em hexano CCSiO, (hx @ =42,0x3,5¢cm)
(4,00) Hex:AcOEt em ordem crescente de
polaridades

41 fragdes (615 mL)

HF 1 HF 2 HF 3 HF 4 HF 5 HF 6 HF 7
948,5 mg 329,5 mg 1.155,2 mg 430,3 mg 209,7 mg 134,5mg 304,6 mg
CC SiO, CC SiO,
Hex:AcOEt Hex:AcOEt
16 — 4 fragdes 15 — 4 fragoes
HF 1.2 HF 3.2
417,3mg 117,21 mg
CC SiO, CC SiO,
Hex:AcOEt Hex:AcOEt
13 = 3 fragBes 13 = 3 fragBes
HF 1.2.1 HF 3.2.1
267,4 mg 10,3 mg
CC SiO,
Hex:AcOEt
10 — 3 fragdes
RMN 'He °C
HF 1.2.2 L
1544mg — > RMN'H

e ¥C

Fluxograma 2 - Esquema do fracionamento do extrato em hexano dos tubérculos de C. rotundus
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4.7 FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM HEXANO DA INFLORESCENCIA

Parte do extrato hexanico da inflorescéncia C. rotundus (900,0 mg) foi inicialmente
submetido a fracionamento por meio de uma coluna cromatografica filtrante de silica gel
(0,063-0,200 mm, 20,0 g), eluida com hexano, acetato de etila e metanol em misturas de
polaridades crescentes, obtendo-se 56 fragfes de 15 mL cada, que apds comparagdo por
CCDA foram reunidas em 7 fragfes com as respectivas massas descritas no Fluxograma 3.

A fracdo EHI 3 (195,2 mg) foi recromatografada em silica gel (0,063-0,200 mm, 10,0
g), eluida com hexano e acetato de etila em misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 10
fracbes de 15 mL cada, que ap6s comparacdo por CCDA foram reunidas em 3 fracfes. A
fragdo codificada como EHI 36 (22,3 mg) apresentou-se como cristais em forma de agulhas.

A amostra foi submetida a analises por RMN *H e *C de 1D e 2D.

Extrato em hexano CC SiO; (hx ¢ =30,0x 3,5¢cm)
(900,0 mg) Hex:AcOEt:MeOH em ordem crescente de
polaridades
56 fracBes (840 mL)

Apo6s CCD reunidas em 7 fragfes

EHI 1 EHI 2 EHI 3 EHI 4 EHI 5 EHI 6 EHI 7
58,9 mg 68,7 mg 195,2 mg 28,7 mg 40,7 mg 17,8 mg 36,5 mg

CC SiO,
Hex:AcOEt
10—-3
fragdes

EHI 36
22,3 mg

}

RMN H e ¥¥C

Fluxograma 3 - Fracionamento do extrato em hexano da inflorescéncia de C. rotundus
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4.8 FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM ACETATO DE ETILA DOS
TUBERCULOS

Parte do extrato em acetato de etila dos tubérculos de C. rotundus (4,0 g) foi
inicialmente submetido a fracionamento por meio de uma coluna cromatografica filtrante de
silica gel (0,063-0,200 mm, 80,0 g), eluida com hexano, acetato de etila e metanol em
misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 58 fracGes de 15 mL cada, que apos
comparacdo por CCDA foram reunidas em 6 fracGes com as respectivas massas descritas no
Fluxograma 4.

A fracdo EAC1 (647,2 mg) foi recromatografada em silica gel (0,063-0,200 mm, 20,0
), eluida com hexano e acetato de etila em misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 21
fracbes de 15 mL cada, que apds comparacdo por CCDA foram reunidas em 4 fracdes. A
fracdo codificada como EAC 1.3 (35,2 mg) apresentou aspecto oleoso sem coloragdo e
guando analisada por CCDA e revelada com vanilina sulfurica apresentava manchas
caracteristica de terpenos. A amostra foi analisada por CG-EM e CG-FID e forneceu uma
mistura de hidrocarbonetos sesquiterpénicos (EAC 1.3; 35,2 mg).

A fracdo EAC2 (1455,2 mg) foi analisada por uma combinacéo de CG-EM e CG-DIC
e apresentou predominéncia de sesquiterpenos oxigenados. A amostra foi recromatografada
em silica gel (0,063-0,200 mm, 25,0 g), sendo eluida com hexano e acetato de etila em
misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 16 fracBes de 15 mL cada, que apds
comparacdo por CCDA foram reunidas em 4 fracBes. A fracdo codificada como EAC 2.3
(105,9 mg), foi recromatografada em CCDP sendo eluida com Hexano:Acetato (8:2). A
amostra forneceu a mistura de sesquiterpenos oxigenados (EAC 2.3.2; 10,3 mg) que foi
analisada por RMN *H e *C de 1D e 2D.

A fracdo EAC3 (467 mg) foi recromatografada em silica gel (0,063-0,200 mm, 10 g),

eluida com hexano e acetato de etila em misturas de polaridades crescentes, obtendo-se 25
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fragbes de 15 mL cada, que apds comparacdo por CCDA foram reunidas em 4 fracdes. A
fracdo codificada como EAC 3.4 (184,6 mg), foi recromatografada em CCDP sendo eluida
com acetato de etila. A amostra apresentou aspecto oleoso amarelado (EAC 3.4.4; 46,4 mg) e
foi analisada por RMN *H e *C de 1D e 2D.

A fracdo EAC5 (702,3 mg) foi recromatografada em silica gel (0,063-0,200 mm, 20
0), eluida com hexano, acetato de etila e metanol em misturas de polaridades crescentes,
obtendo-se 39 fracdes de 15 mL cada, que apds comparagdo por CCDA foram reunidas em 5
fragdes. A fracdo codificada como EAC 5.1 (196,2 mg), foi recromatografada em CCDP
sendo eluida com acetato de etila. A amostra apresentou aspecto oleoso amarelado (EAC

5.1.4; 20,4 mg) e foi analisada por RMN *H e *C de 1D e 2D.

Extrato em acetato de CC SIO;, (hx ¢ = 42,0 x 3,5 cm)

etila (4,0 g) Hex:AcOEt em ordem crescente de
polaridades
58 fracbes (870 mL)
EAC1 EAC 2 EAC 3 EAC4 EACS EAC6
647,2 mg 1455,2 mg 467 mg 199,8 mg 702,3 mg 119,Amg
CC SiO;, CC SiO, CC SiO, CC SiO,
Hex:AcOEt Hex:AcOEt Hex:AcOEt Hex:AcOEt
21 — 4 16 — 4 25— 4 3955
fracOes fracOes fracOes fracoes
EAC 1.3 EAC 2.3 EAC 3.4 EAC5.1
35,2 mg 105,9 mg 184,6 mg 196,2 mg
l CCDP CCDP CCDP
100% 100% AcOEt 100% AcOEt
EAC 2.3.2 EAC 3.4.4 EAC5.1.4
10,3 mg 46,4 mg 20,4 mg
RMN 'He C
1De2D

Fluxograma 4 - Esquema do fracionamento do extrato em acetato de etila dos tubérculos de C.
rotundus
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4.9 FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM METANOL DOS TUBERCULOS

Inicialmente uma parte do extrato em metanol dos tubérculos de C. rotundus (12 g) foi
solubilizada em metanol (500 mL) que ao término do processo, houve formacéo de um soélido
branco amorfo (162,6 mg), fornecendo o composto EMP1 que foi analisado por RMN H e
3C de 1D e 2D.

Em seguida, a parte solivel em metanol foi lavada com hexano (3 x 200 mL), o
sobrenadante da lavagem foi filtrado, concentrado em evaporador rotatdrio e seco em capela
com exaustdo. A fracdo solivel em hexano (920,4 mg) apresentou aspecto oleoso com
formacgdo de um solido branco, e foi cromatografada em coluna de silica gel (0,063-0,200
mm, 20,0 g), eluida com hexano, acetato de etila em misturas de polaridades crescentes,
obtendo-se 36 fracdes de 15 mL cada, que apds comparacdo por CCDA foram reunidas em 4
fragdes com as respectivas massas descritas no Fluxograma 5. A fracdo codificada como EHP
23 (eluida com hexano:acetato 1:1), forneceu o composto EHP 23 que foi submetido a
analises por RMN *H e *C de 1D e 2D.

Solubilizado em 500 mL de

Extrato em metanol metanol, formacdo de p6 branco
129 (162,6 mg) l
1 13
a) Lavagem com hexano (3x) RMNHe™C
b) Filtracdo
EHP Insollvel
920 mg
CC SiO,
Hex:AcOEt
36=4
fracOes
EHP 23 1 13
6,8 mg —» RMN"He™C

Fluxograma 5 - Fracionamento de EHP
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4.10 FRACIONAMENTO DO EXTRATO EM METANOL DA INFLORESCENCIA

Parte do extrato em metanol da inflorescéncia de C. rotundus (2,0 g) foi submetido ao
fracionamento por meio de uma coluna cromatogréfica (0,063-0,200 mm, 20,0 g), em gel
polimérico LH 20 sephadex e eluida com metanol 100%, obtendo-se 20 fragdes de 15 mL
cada, que apdés comparacdo por CCDA foram reunidas em 6 fracbes com as respectivas
massas descritas no Fluxograma 6. A fracdo EMI 8-9 apresentou um sélido amarelo amorfo
que quando revelado com vanilina sulfirica apresentava coloragdo amarela, fornecendo o

composto EMI 8.9. A fraco foi submetida a analises por RMN *H e **C de 1D e 2D.

CC SiO, (hx ¢ =42,0 x 3,5 cm)
Extrato em metanol 100% MeOH

(209) 20 fragBes (300 mL)
Apds CCD reunidas em 6 fragdes

EMI 1.4 EMI 5.7 EMI 8.9 EMI 10 EMI 11 EMI 12.20
15,4 mg 125,6 mg 24,8 mg 45,6 mg 60,7 mg 134,5mg
RMN *He C
1De2D

Fluxograma 6 - Fracionamento do extrato em metanol da inflorescéncia
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4.11 DETERMINACAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

A concentracdo de fenois totais foi quantificada pelo método descrito por Singleton &
Rossi (1965) com modificagdes. Em microplacas de 96 pocos foram adicionados 10 pL dos
extratos a 1 mg/mL, 50 pL da solucdo Folin-Ciocalteu (1:10) e incubada por 8 minutos. Apos
esse periodo foi adicionado o carbonato de sodio 0,4% e incubado por mais 3 minutos. Em
seguida foi realizada a leitura da microplaca a 620 nm em leitora de Elisa. O padrdo utilizado
foi o0 acido gélico.

O calculo do teor de fenois totais (FET) seguiu a formula FET = AbSamostra X 100/
AbSpaarze. Para a comparagdo das amostras com o acido galico foi construida uma curva
padrdo e a partir do célculo da equacdo da reta foram determinados os valores em mili
equivalentes de acido gélico (MEgAG).

A quantificacdo de flavonoides totais foi realizada pelo método descrito por Zhishen,
Mengcheng & Jianming (1999) com modificacbes. Em microplacas de 96 pogos foram
adicionados 30 pL do extrato a 1 mg/mL, 90 puL de EtOH, 6 pL de cloreto de aluminio 10% e
6 UL de acetato de potassio. A microplaca foi incubada por 30 minutos e ap6s este periodo foi
realizada a leitura a 510 nm. O padrdo utilizado para quantificagao foi a quercetina.

A determinacdo de flavonoides foi deduzida pela seguinte formula FLT = AbSamostra X

100/ AbSpadrao .
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4.12 AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DO RADICAL DDPH

O teste de DPPH é um método indireto mais antigo utilizado para se determinar a
atividade antioxidante. O radical DPPH possui colorag¢do pdrpura com o maximo de absor¢ao
em comprimento de onda aproximadamente 517 nm. Por a¢do de um antioxidante (AH) ou
uma especie radicalar (R.), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela (Figura 10), com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a
mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos
determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou

porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional (BORGES, 2011).

%
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Figura 10 - Estabilizacéo do radical livre DPPH

Os extratos brutos e o 6leo essencial de C. rotundus foram avaliados com relacdo a sua
capacidade de captura de radical livre estavel 2,2’-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), segundo
metodologia descrita por Molyneux (2004) com modificagOes necessarias para utilizacdo de
microplacas.

Inicialmente os extratos e 6leo essencial foram avaliados qualitativamente com relagéo
a sua capacidade de captura de radical livre estavel 2,2’-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH), por
CCDA. Foram preparadas placas cromatograficas com o extratos em hexano e 6leo essencial
(hexano:acetato de etila — 8:2), acetato de etila (hexano:acetato de etila — 6:4) e metanol

(metanol:acetato de etila — 9:1), e posteriormente eluidos em placa de silica e fase reversa, de
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acordo com a especificidade do extrato. Apds a evaporagdo do solvente a placa foi nebulizada
com a solucdo de DPPH e entdo, foi realizada a leitura da placa, em que halos amarelados
sobre fundo de coloracdo purpura, sdo considerados positivos.

Para o ensaio quantitativo, a solucdo de DPPH a 0,8 mmol/L foi previamente
preparada. Na microplaca foram adicionados 30 pL do extrato a 1 mg/mL e 170 pL de etanol.
O controle foi constituido de 200 pL de etanol e o padréo utilizado foi quercetina a 1 mg/mL.
O ensaio foi realizado em quadruplicata.

Apds a primeira leitura foi adicionado em cada po¢o 100 pL da solucdo de DPPH, em
seguida as microplacas foram incubadas em temperatura ambiente na auséncia de luz por 30
minutos e realizada a segunda leitura das absorbancias em leitor de microplacas DTX800, da
marca Beckman a 517 nm.

Os valores de capacidade sequestrante (CS) do radical DPPH foram calculados pela
formula CS = 100 x [1 — (Abs2 — Abs1)/Abs], onde Abs2 = ¢é a absorbancia da amostra na
segunda leitura e Absl = é a absorbancia da amostra na primeira leitura e Abs = é a média das

absorbancias do controle.
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4.13 ENSAIOS BIOLOGICOS

O dleo essencial, extratos brutos, fraces e substancias isoladas foram submetidos a
ensaios in vitro de acdo enzimatica, de atividade antimicrobiana e antibiofilme, de
toxicicidade frente a larvas de Artemia salina e contra formas promastigotas de Leishmania

amazonensis.

4.13.1 ENSAIOS ENZIMATICOS in vitro

As enzimas que estdo presentes na matriz extracelular promovem a degradacdo de
colageno, elastina, &cido hialurénico e tirosina que estdo diretamente envolvidas na perda da
firmeza, elasticidade e tonus da pele (THRING et al., 2009).

A elastase é responsavel principalmente pela quebra de elastina, que é uma proteina
importante encontrada dentro da matriz extracelular. A elastina devido a sua propriedade de
retracdo elastica Unica, é vital para dar elasticidade as artérias, pulmdes, ligamentos e
pele (KIM & KOBAYASHI, 2004). Em condi¢cbes normais a atividade da elastase é
necessaria ap6s o ferimento para degradar proteinas estranhas no interior da matriz
extracelular agindo principalmente no reparo do tecido (MELZIG & LOSER, 2001).

A tirosinase, também denominada polifenol oxidase, € uma enzima multifuncional que
contém cobre, sendo considerada a enzima chave na biossintese de melanina que esta
diretamente associada a coloracdo da pele. A melanina € produzida por um processo
fisiologico denominado melanogénese, que tem como funcdo proteger a pele dos prejuizos
induzidos pela radiagdo solar via absorcéo da luz ultravioleta e remocéo das espécies reativas
de oxigénio. (PAWELEK et al., 1992).

As glucosidases sdo enzimas responsaveis pela clivagem de grupos glicosidicos e séo
responsaveis pela mediagdo da digestdo de oligossacarideos no intestino delgado. Defeitos ou
deficiéncias genéticas nessas enzimas estdo associados a graves desordens do metabolismo de
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carboidratos como diabetes e obesidade. A busca por novos inibidores de glucosidases sao de
grande interesse da industria farmacéutica, uma vez que apresentam atividade contra virus,
crescimento tumoral e metéastases, além de diabetes e doenga de Gaucher (ASANO, 2003).

Na literatura é relatada a acdo de compostos antioxidantes como inibidores das
enzimas objeto deste estudo. Dessa forma, a acdo de inibicdo dos extratos, 0leo essencial e
substancias isoladas de C. rotundus foram avaliados frente as enzimas, elastase, tirosinase e o-
glucosidase. As andlises foram realizadas na Faculdade de Farmacia de Universidade Federal

do Amazonas, sob a coordenacédo do Prof. Dr. Emerson Lima.

4.13.1.1 TESTE DE INIBICAO SOBRE A ELASTASE

O ensaio de inibicdo de elastase dos extratos brutos, 6leo essencial e substancias
isoladas foi realizada espectrofotometricamente de acordo com o método descrito por Kim &
Kobayashi (2004).

Preparo dos reagentes: solucdo tampdo TRIS-HCI a qual foi diluido em 100 mL de
agua estéril e ajustado o pH a 7,5 com HCI; solugdo da enzima elastase pancreatica: preparar
solucdo a 0,4 mg/mL da enzima diluida em agua estéril; Substrato (N-succinil-ala-ala-ala-o-
nitroanilide — AAAPVN): diluir em 5 mL do tampéo 0,0036 g do substrato.

Em uma placa de 96 pocos, foram adicionados 10 pL do diluente (tampéo), 10 pL do
inibidor (extrato, 6leo essencial ou substancia pura), 10 pL do controle negativo (DMSO) e 10
pL do padrdo (silverlestat 1mg/mL) em pogos diferentes. Em seguida, foram adicionados 90
pL da enzima em cada pogo. A placa foi incubada por 15 minutos a 37 °C e adicionados 100
pL do substrato (N-succnil-ala-ala-ala-p-nitroanilide-AAAPVN). Em seguida foi realizada a
primeira leitura da placa (Al) em leitor de Elisa e as placas foram encubadas a temperatura
ambiente. Posteriormente, foram realizadas a leitura das placas de 10 em 10 minutos até 50
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minutos (A2). A porcentagem de inibicdo sobre a tirosinase foi deduzida a partir da equacao:

%inib=100- (A2 — A1 amostra)/(A2 - Al controle) x 100

4.13.1.2 TESTE DE INIBICAO SOBRE A TIROSINASE

A capacidade de inibicdo da enzima tirosinase pelos extratos brutos, 6leo essencial e
substancias isoladas foi avaliada segundo o método descrito por Chang et al., 20009.

Preaparo dos reagentes: solucdo tampéo fosfato a qual foi diluido o PBS concentrado
e ajustado o pH a 6,5; solucdo da enzima: 0,002 g da enzima foi dissolvida em 20 mL do
tampéo; reagente de cor (L-dopa): 0,0020 g do reagente sigma D9628 (DOPA-3.4-dihidroxi-
L-fenilalanina) foi dissolvido em 10 mL do tampdo.

Inicialmente foram preparadas diferentes solugdes teste dos extratos em 20% de
DMSO nas concentragdes de 0, 0,625; 1,25; 2,5; 5 e 10 mg/mL. Para a leitura das
absorbancias dos extratos, 25 pL de cada solucdo teste dos extratos foram pipetados em
triplicata a uma placa de 96 pocos aos quais foram previamente adicionados 75 pL de solugéo
de tirosinase. A absorbancia 1 (Al) foi determinadas em 475 nm. A placa foi incubada
durante 5 minutos a 37 ‘C e em seguida adicionou-se 100 pL do reagente de cor DOPA
(dihidroxifenilalanina). Incubou-se a placa por 15 minutos a 37° C e determinou-se a
absorbancia final (A2) no mesmo comprimento de onda em espectrofotdometro UV-Vis
(modelo Biomat 3 da Thermo Electron Corporation). Como controle positivo foi utilizado o
acido kajico que foi preparado da mesma forma que as amostras.

A capacidade de inibicdo foi calculada por meio da seguinte formula: % inibicdo =
100 — (At2 amostra — At0 amostra / At2 controle — AtO controle)* 100, onde: At2 amostra - é
a absorbancia final da amostra; At0 amostra — é a absorbancia da amostra no tempo zero; At2
controle — é a absorbéncia do controle; AtO controle — é a absorbancia do controle no tempo

ZEro.
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4.13.1.3 TESTE DE INIBICAO SOBRE a-GLUCOSIDASE

A capacidade de inibi¢do da enzima a-glucosidase pelos extratos brutos, 6leo essencial
e substancias isoladas foi avaliada segundo o método descrito por Andrade et al., 2008.

Preparo dos reagentes: solucdo tampéo fosfato (10 mM) o qual foi ajustado o pH a
7,5 com adicdo de HCI; solucdo da enzima: diluir em 1 mL do tampéo 0,002 g da enzima;
reagente de cor (reagente sigma N 1377): diluir em 10 mL do tampdo 0,0151 g do reagente.

Inicialmente foram preparadas as diluicdes das amostras a serem testadas e do padrao
quercetina a uma concentracdo de 1 mg/mL. Em seguida foi retirada uma aliquota de 30 pL e
adicionada no primeiro e no segundo poco, seguido por diluicdo seriada até o oitavo pogo.
Para o poco controle foram adicionados 30 pL do diluente e sua absorbancia foi monitorada a
cada 5 min, que deve estar proxima a 1,000 em 405 nm. A amostra foi incubada por um
periodo de 5 min a 37 °C. Em seguida foram adicionados nos pocos 170 pL da solucdo da
enzima e efetuada a primeira leitura da placa no método glucosidase no leitor de ELISA.
Logo ap6s foram adicionados 100 uL do reagente de cor (PNPG) e realizada a leitura da
absorbancia a cada 5 min incubando a placa na estufa a 37 °C. Fazer o célculo de inibicéo,
utilizando a seguinte férmula: %inibi¢do = 100 — (A final amostra — A inicial amostra/A final

controle — A inicial controle) x 100
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4.13.2 TOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA (TAS)

Diversos ensaios biologicos simples tém sido desenvolvidos no intuito de serem
utilizados no monitoramento de extratos vegetais, dentre esses, a toxicidade sobre A. salina,
que ¢ um bioensaio rapido e conveniente como ‘“‘screening” prévio no monitoramento de
extratos de plantas. O teste de toxicidade frente & A. salina constitui um modelo de baixo
custo e préatico para analises de substancias toxicas devido a sua alta sensibilidade a quaisquer
alteracdes do meio (CARVALHO et al., 2009).

O ensaio de avaliacdo de toxicidade sobre Artemia salina (TAS) foi realizado segundo
a metodologia descrita por MEYER et al. (1982).

Os ovos de A.salina foram postos para ecloséo em uma cuba de vidro com
aproximadamente 200 mL de solucéo salina a 3,7% (m/v). Os ovos foram colocados para
eclodir na solucgéo salina por 24 horas, com aeracdo constante e temperatura controlada de
25°C. Apos o periodo de 24 horas os nauplios foram transferidos para uma segunda cuba nas
mesmas condi¢des para a maturacdo dos microcrustaceos.

As amostras foram preparadas dissolvendo-se 2 mg do extrato bruto ou do Gleo
essencial em 1 mL de DMSO para que as amostras fossem testadas nas seguintes
concentragdes: 10, 20, 30 e 50 pg/mL.

Apbs o periodo de 24h foram contados 10 nauplios em 0,5 mL e transferidos para
frascos de 10 mL, contendo 4,5 mL de solugéo salina.

Os testes foram realizados em triplicata, sendo que para cada amostra testada foram
utilizados 12 frascos. O teste foi acompanhado de um ensaio branco com o solvente (DMSO)
e de controle positivo utilizando o padréo de lapachol.

A contagem das larvas mortas e vivas foi realizada apds 24h de incubagdo com o
auxilio de uma lupa. Por se tratar de um crustaceo ativo em &gua salina, a morte do

microcrustaceo € evidenciada pela sedimentacdo ou falta de movimento do mesmo.
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Os resultados dos testes foram analisados em um programa de anélise estatistica de
dados (PROBITOS) a 95% de confianca para a obtencdo de suas respectivas ClLsg. A
concentragéo letal (CLsp) foi estimada a partir da regressao linear obtida da correlacéo entre a

percentagem de individuos mortos e a concentracdo do extrato ou do 6leo essencial.

4.13.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME

Para a avaliagdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas as técnicas de difuséo
em meio sélido baseada na técnica do poco, disco difusdo e a microdiluicdo para a
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima - CIM. Os micro-organismos utilizados
foram: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Sreptococcus sanguinis (ATCC 15300),
Enterococus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli ATCC (ATCC 25922) e Candida
albicans (ATCC 10231).

Os testes foram realizados no Laboratério de Microbiologia do INPA e no Laboratério

de Producdo e Pesquisa do Instituto Federal de Ciéncia e Tecnologia do Amazonas - IFAM.

4.13.3.1 DIFUSAO EM MEIO SOLIDO BASEADO NA TECNICA DO POCO

O ensaio foi realizado com as cepas Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli ATCC (ATCC 25922) e Candida albicans (ATCC 10231).

Inicialmente o indculo foi preparado com solucdo de cloreto de sodio a 0,8% e sua a
turbidez comparada com a escala 0,5 de McFarland, que equivale a 1,5x10® UFC (Unidades
Formadoras de Colonias). Em seguida, foi acrescentado ao meio sélido Muller-Hinton, sendo
fundido a temperatura de aproximadamente 50 °C e vertido em placas de Petri.

Apo6s a solidificacdo em Agar, foram feitos os orificios de 4,0 mm de didmetro cada,

para acréscimo de 15 pL de extrato solubilizado em DMSO (20 mg/mL), como controle
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positivo foi utilizada a amoxicilina (1 mg/mL) para as bactérias e o itraconazol (1 mg/mL)
para a levedura e o branco (DMSO).
A presenca de halo de inibicdo apds 24 horas foi um indicativo da acao antimicrobiana

das amostras testadas.

4.13.3.2 DISCO DIFUSAO E MICRODILUICAO EM CALDO

As cepas Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Streptococcus sanguinis (ATCC
15300) e Candida albicans (ATCC 10231), cedidas pelo INCQS/FIOCRUZ — Rio de Janeiro,
foram reativadas a partir do estoque em caldo de infusdo cerebro coracdo (BHI, Merck) e
incubadas a 35 + 2 °C por 24 horas em estufa bacterioldgica, previamente a realizacdo dos
ensaios de difusdo em 4gar e de determinagdo da concentracdo inibitdria minima (CIM) por
técnica de microdiluicdo utilizando placas de 96 pocos. Os indéculos foram aferidos por
contagem em camara de Neubauer, assegurando uma concentracdo de 10” células/mL de cada
cepa microbiana. As amostras foram diluidas em dimetil sulféxido (DMSO), na concentracédo
de 20 mg/mL.

Por técnica de disco-difusdo, 50uL do indculo de cada cepa foram depositados
separadamente na superficie de d&gar Mueller-Hinton estéril em placas de Petri. Em seguida,
discos de filtro medindo 6 mm de didmetro foram embebidos em cada amostra/DMSO e
depositados com pinca estéril sobre o &gar, em triplicata. Todas as placas foram incubadas a
35 + 2 °C em estufa bacteriolégica por 24 h. Os resultados foram avaliados quanto ao
didmetro total dos halos inibitérios medidos com régua milimetrada e para cada amostra foi
calculada a média.

Para a determinagdo da CIM por técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocos,

todos os pogos foram preenchidos com 100 uL de caldo BHI estéril e, posteriormente, foram
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adicionados 100 uL de cada amostra (20 mg/mL) nos pogos correspondentes a primeira
coluna, linhas A-F. Como controle positivo foi utilizada solucdo de digluconato de
clorexidina (0,12%) (linha G) e como controle negativo, dgua destilada esteril (linha H). Em
seguida, a diluicdo em série foi realizada com a transferéncia de 100 pL entre todas as colunas
de pocos subsequentes. Por fim, foi adicionada uma aliquota de 100 pL do inéculo em cada
poco. Cada micro-organismo foi inoculado em microplacas isoladamente e todo o
procedimento foi realizado em camara de fluxo de laminar.

A incubacdo foi realizada em estufa bacteriologica a 35°C + 2°C durante 21 h. A
resazurina (fenoxazin-3-ona) 0,1 mg/mL, um corante indicador de oéxido-reducdo, foi
empregada para avaliar a atividade metabdlica microbiana, sendo adicionada (10 pL) a cada
poco e incubada por mais 3 horas antes da leitura e registro fotografico dos resultados. A
manutencdo da coloracdo azul da resazurina indicou a auséncia do crescimento microbiano
(resultado positivo) e o desenvolvimento de coloracgdo rosa, foi interpretado como presenca de
celulas vidveis em crescimento (resultado negativo). A concentracdo inibitdria minima (CIM)
foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir o crescimento microbiano, ou seja, 0
ultimo pogo da microplaca a manter o corante inalterado. Todos os testes foram efetuados em
triplicata e a média das CIM de cada amostra foi calculada.

Seguindo o mesmo procedimento descrito para a microdiluicdo, uma segunda bateria
de microplacas foi preparada para avaliar a atividade antibiofilme (CIMB). Porém, foi
utilizado o caldo triptona de soja com adicdo de dextrose (TSB+1% dextrose) e a incubacéo
se deu por 18h. O conteudo de cada poco foi entdo aspirado e lavado cuidadosamente com
agua destilada estéril (3 x) para preservar as células microbianas aderidas. Para fixar o
biofilme e aumentar a absor¢do subsequente do corante, as placas foram tratadas em estufa de

secagem por 60 minutos a 60 °C. Em seguida, foram adicionados 200 pl de solugdo de cristal
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violeta (0,06%) a cada poco. O corante foi removido apds 5 minutos com solugdo de etanol
(10%), seguido por agua destilada estéril e secagem em estufa por 5 a 10 minutos.

A leitura da CIMB foi realizada por método automatizado utilizando filtro de 630nm
em leitora de microplacas (ELx800, Biotek). A quantidade de biofilme formado no controle
negativo foi considerada como 100% e serviu para o calculo do percentual de biofilme
formado em todos os demais pogos, em presenca das amostras. Todos os testes foram
realizados no minimo em triplicata, sendo calculados a média e desvio padrdo, e a

significancia da diferenca entre esses valores, sendo que a média foi calculada pelo Teste T.

4.13.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA

Dentre as diversas metodologias utilizadas para realizacdo de ensaios in vitro com a
finalidade de avaliar a acdo antileishmania de produtos advindos de plantas se destacou na
literatura consultada o ensaio com difeniltetrazolium brometo. Esse teste baseia-se na medida
do dano induzido por uma droga no metabolismo celular de glicideos usualmente por meio da
atividade de desidrogenases. A atividade celular é quantificada pela reducdo do brometo de 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (MACIEL et al., 2002).

As reacdes com o teste citado sdo usadas para localizar a atividade de desidrogenases
presentes em células viaveis. O sal de tetrazolio ndo reage diretamente com as desidrogenases,
mas com os produtos da reacdo nicotinamida-adenina-dinucleotideo (reduzido) - NADH ou
nicotinamidaadenina-dinucleotideo-fosfato (reduzido) - NADPH que reduzem o MTT para a
formazana correspondente. A quantificacdo da inibicdo enzimatica €é realizada
espectrofotometricamente permitindo a obtencdo dos valores de 1Csy - concentracdo das

drogas que inibem 50% da atividade enziméatica (MACIEL et al., 2002).
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Para a realizacdo do teste antileishmania foram utilizadas formas promastigotas de
Leishmania amazonensis cepa PH8 (IFLA/BR/67/PH8), cuja cultura original foi cedida pelo
Dr. Francisco Juarez Ramalho-Pinto, da Universidade Sdo Paulo, Ribeirédo Preto, Sdo Paulo.

As amostras foram testadas nas concentracdes de 100, 50, 25 e 12,5 pug/ml diluidas em

DMSO.

4.13.4.1 AVALIACAO DA VIABILIDADE DE FORMAS PROMASTIGOTAS DE L.

amazonensis DOS EXTRATOS E OLEOS ESSENCIAS DE C. rotundus

Para avaliar a viabilidade das promastigotas na presenca dos produtos de Cyperus
rotundus, inicialmente, promastigotas de L. amazonensis em inicio de fase estacionaria de
crescimento foram lavadas duas vezes por centrifugacdo a 1000 xg por 10 min em PBS estéril.
Apds a lavagem, os parasitas foram distribuidos em placas de 96 pogos contendo meio RPMI
suplementado com soro fetal bovino a 10% e incubados por 72h a 24°C com diferentes
concentragdes diluidas em DMSO (100, 50, 25 e 12,5 g/ml). Apos esse periodo, 10ul de uma
solugéo de 5 ug/mL de MTT foi adicionado a cada poco e as placas incubadas por 4h a 24 °C.
O controle para determinar a morte dos parasitas foi a Pentamidina (100 pg/ml) e as culturas
contendo o controle do solvente foram incubadas com DMSO na maior concentragao (1%).

O grau de reducdo de MTT para formazan foi quantificado pela medida de densidade
oOptica em espectrofotdmetro a 540nm. O ICsx foi calculado por meio da analise de regressédo

linear das amostras em triplicata.
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4.14 AVALIACAO DA MICROBIOTA FUNGICA DOS TUBERCULOS DE C.

rotundus

Os fungos endofiticos constituem um vasto grupo de organismos produtores de
metabdlitos secundarios com potencial para serem empregados na medicina como
antitumorais, antiparasitarios, imunossupressores dentre outros, devido a sua capacidade
metabdlica de produzir uma grande diversidade de micromoléculas bioativas (STROBEL &
DAISY, 2003; GUO et al., 2008). Portanto, o conhecimento da microbiota fungica de
espécies vegetais tem sido alvo de muitos estudos em busca de compostos bioativos que
possam ser empregados na medicina, na indUstria e como inseticidas naturais.

Dessa forma, a investigacdo da microbiota fungica dos tubérculos de C. rotundus foi

investigada a fim de isolar e identificar os fungos presentes nesta parte da planta.

4.14.1 DESINFECCAO SUPERFICIAL DAS AMOSTRAS

Para o isolamento dos fungos endofiticos o material vegetal passou por uma
desinfeccdo visando retirar da superficie externa dos tubérculos os micro-organismos
epifiticos. Para o processo de assepsia, 0 material vegetal foi cortado em fragmentos de 5 cm
e posteriormente parafinados nas extremidades a fim de evitar que os agentes de desinfeccéo
penetrassem nas aberturas das estruturas do vegetal, alterando-os. A desinfecc¢do superficial
foi feita por meio de lavagens por imersdo. Primeiramente, duas vezes em agua destilada
esterilizada durante 30 segundos, seguida de solucdo de alcool etilico a 70% durante 1
minuto, apds por solucdo de hipoclorito de sédio a 3% por quatro minutos, nhovamente em
solucgéo de alcool etilico a 70% durante 30 segundos e, posteriormente enxaguadas trés vezes
em &gua destilada esterilizada por um minuto (PIMENTEL, 2006). Como controle negativo

foi coletado 50ul da ultima agua utilizada na assepsia das amostras, sendo essa também
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plaqueada; os que apresentaram crescimento de coldnias foram descartados, evidenciando

falhas no processo de assepsia superficial das amostras (MAGALHAES et al., 2008).

4.14.2 INOCULACAO, ISOLAMENTO E CONSERVACAO DOS FUNGOS

ENDOFITICOS

Os fragmentos dos tubérculos desinfectados foram novamente seccionados em
pedacos de 1 cm e inoculados 5 fragmentos por técnica de spread plate em placas de Petri
contendo meio de cultivo BDA (infuso em 200 g de batata; dextrose 20 g; &gar 15 g; solucédo
de amoxilina, 350 mg/L; &gua destilada g.s.p., 1000 mL) e incubados a temperatura de 28+2
°C, durante 7 dias. Apds esse periodo, as colbnias fungicas que se apresentavam distintas
umas das outras, de acordo com observacGes macroscopicas (coloracdo, caracteristicas de
crescimento em meio de cultura) foram isolados pela transferéncia dos micélios ou conidios
para tubos de ensaio com meio BDA inclinado, para identificagdo ao nivel de género
(PIMENTEL, 2006).

Os fungos endofiticos foram identificados pela Dra. Lucilene da Silva Paes do
Departamento de Biologia do Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia — IFAM,

onde foram inseridos na micoteca do Instituto Federal.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO (%) DO OLEO ESSENCIAL

O rendimento do 6leo essencial obtido nas diferentes épocas do ano da espécie foi de
0,42% em janeiro/12 (chuvosa), 0,53% em abril/12 (chuvosa), 0,69% em julho/12 (seca) e
0,58% em outubro/12 (seca) (Grafico 1). Outros estudos mostram variagGes de rendimento
para 0 Oleo essencial de C. rotundus na ordem de 0,2-0,9%, (KILANI et al., 2008;
OLADIPUPO & ADEBOLA, 2009), a variacdao do nivel de constituintes no dleo essencial
pode estar sendo influenciada pelas condigdes de cultivo e desenvolvimento (tipo de solo e
clima), colheita e pds-colheita de processamento (hora do dia e estacdo do ano), bem como,

pelas diferentes épocas de coletas sobre os teores (GOBBO & NETO, 2007).
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Grafico 1 - Rendimento do 6leo essencial dos tubérculos de C. rotundus coletados em diferentes
épocas do ano

Durante o periodo experimental, a temperatura média no periodo de janeiro a abril foi

de 26,5 °C, e a do periodo de julho a outubro de 28,3 °C.
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A precipitacdo pluviométrica foi muito varidvel, atingindo picos de até 364,2 mm, em
janeiro, seguida por valores minimos de 26,6 mm, em agosto, acumulando um total de 1776,5

mm durante todo o experimento. As varia¢fes climaticas estao dispostas no Grafico 2.
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Gréfico 2 - Temperatura média (A) e Precipitagdo (B).

No més de janeiro/12, obtiveram-se os menores teores do 6leo essencial. O periodo de
menor incremento no conteddo do Oleo essencial coincidiu com o periodo de menor
temperatura mensal e de alta precipitacdo pluviométrica. O periodo de maior incremento no
contetido do 6leo essencial coincidiu com o inicio do aumento na temperatura média mensal e
com um momento de baixa precipitacdo pluviométrica. Os resultados sugerem que a variacao
no rendimento pode estar relacionada com as variagfes climaticas ao longo do periodo
coletado, sendo o conteddo de Oleo inversamente proporcional ao aumento do indice
pluviométrico e diretamente proporcional ao aumento da temperatura.

A época da coleta e a temperatura sdo fatores que podem afetar diretamente na
composigdo quimica dos 0leos essenciais, visto que durante o0 ano 0s constituintes ativos ndo
sdo constantes e o rendimento dos 6leos em geral, aumenta em temperaturas mais elevadas,
embora em dias muito quentes ocorram perdas excessivas destes metabolitos (GOBBO &
NETO, 2007). Segundo Taiz e Zeiger (1991), o aumento da temperatura e da intensidade

luminosa durante a estacdo de seca pode atuar diretamente em processos primarios, como
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fotossintese e respiracdo, e influenciar indiretamente a producdo de metabdlitos secundarios,
cuja sintese depende de produtos do metabolismo primario.

Lopes et al., (1997), estudando os efeitos da evolugdo dos ciclos circadianos e sazonais
na composicdo dos constituintes do Oleo essencial de Virola surinamensis verificaram
variacdo na composicao relativa dos componentes, embora o rendimento do dleo tenha se

mantido constante (0,5%) nas diferentes estacfes do ano.

5.2 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE C. rotundus

Os Oleos essenciais foram analisados por CG/EM e CG/DIC. Um total de 30
constituintes, representando 85,38% - 96,66% da composicdo total do Oleo foram
identificados. Os cromatogramas de ions totais da amostra coletada no més de janeiro/12 a
outubro/12 estdo expressos nas Figuras 11, 12, 13 e 14 e a identificacdo dos constituintes

volateis identificados, bem como, suas concentrac@es relativas assinalados na Tabela 3.
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Figura 11 - Cromatograma de lons Totais (CIT) do 6leo essencial de C. rotundus (amostra coletada em

janeiro/12)
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Figura 12 - Cromatograma de fons Totais (CIT) do dleo essencial de C. rotundus (amostra coletada em

abril/12)
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Figura 13 - Cromatograma dos fons Totais (CIT) do 6leo essencial de C. rotundus (amostra coletada
em julho/12)
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Figura 14 - Cromatograma dos fons Totais (CIT) do 6leo essencial de C. rotundus (amostra coletada
em outubro/12)
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Tabela 3 - Constituintes quimicos identificados no 6leo essencial de C. rotundus

Constituintes IK!'  IK® Porcentagem relativa (%)
Jan/12 Abr/12 Jul/12 Out/12
a-pineno 939 932 1,02 0,44 0,67 -
B-pineno 979 975 2,07 1,07 1,20 1,47
0-cimeno 1026 1021 0,15 0,23 0,13 -
1,8 —cineol 1031 1028 0,29 0,19 0,52 0,48
trans-pinocarveol 1139 1135 1,00 1,52 1,03 1,21
nopinona 1140 1141 0,19 0,13 - -
pinocarvona 1164 1158 0,15 0,09 0,61 -
mirtenol 1195 1186 0,11 0,30 1,54 0,62
mirtenal 1195 1192 0,92 1,90 0,39 1,71
verbenona 1205 1204 0,38 0,50 - -
a-copaeno 1376 1375 0,60 0,54 0,56 -
B-elemeno 1390 1391 0,17 0,38 - -
cipereno 1398 1399 15,61 18,62 12,38 10,64
rotundeno 1459 1460 1,86 1,90 1,68 1,25
B-selineno 1490 1487 7,32 7,34 6,88 5,79
a-selineno 1498 1496 2,28 0,68 2,68 1,36
italiceno éter 1537 1529 2,30 2,40 2,68 2,98
oxido de cariofileno 1583 1582 7,47 4,68 6,63 6,25
<cis-dihidro>maiurono 1595 1594 0,74 - 2,7 -
epoxido de humuleno 1608 1608 2,17 2,11 2,18 2,58
<2-epi-o>cedren -3 — 0NO 1627 1619 2,32 3,49 2,89 3,61
<3-iso>thujopsanono 1642 1636 3,35 1,55 2,22 2,28
gimnomitrol 1670 1667 - 0,54 - -
muskatona 1677 1679 - 0,42 - 3,80
khusinol 1680 1678 0,41 1,00 - -
germacra-4(15), 5, 10, (14)-trien-1-a-0l 1686 1681 0,67 1,12 - -
ciperotundona 1695 1696 13,78 17,55 18,15 24,72
longifolol 1714 1705 1,51 1,62 - 2,18
a-ciperona 1758 1750 23,41 21,15 20,34 23,73
a-vetivona 1843 1846 0,51 0,45 - -
Hidrocarbonetos monoterpénicos 3,24 1,74 3,00 1,47
Monoterpenos oxigenados 3,04 4,63 5,00 4,02
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 27,84 29,46 24,18 19,04
Sesquiterpenos oxigenados 58,64 58,08 5511 72,13
Total identificado 92,76 93,91 85,38 96,66

l’Indice de Kovats em coluna DB-5 relativo a série de n-alcanos (Adams, 2009).
2 indice de Kovats em coluna RTX-5MS relativo a série de n-alcanos (C; aCy).

Nas amostras analisadas ha predominancia dos sesquiterpenos oxigenados (55,11 a
72,13%) e dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos (19,04 a 29,46%), sendo que nédo foi
observada variacdo qualitativa no teor do Oleo essencial ao longo das estacbes, embora
tenham sido observadas variagdes nas concentracdes relativas dos fitoconstituintes. Os

componentes majoritarios identificados foram B-selineno (5,79 a 7,34%), 6xido de cariofileno
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(4,68 a 7,47%), cipereno (10,64 a 18,62%), ciperotundona (13,78 a 24,72%) e a-ciperona
(20,34 a 23,73%). A variacdo da proporc¢do relativa dos hidrocarbonetos monoterpénicos,
monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados, detectados nas

amostras estdo dispostas no Grafico 3.
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HM - hidrocarbonetos monoterpénicos; MO — monoterpenos oxigenados; SH — sesquiterpenos
hidrogenados; SO — sesquiterpenos oxigenados.
Grafico 3 - Variacdo da proporcdo relativa das diferentes classes de compostos do 6leo essencial de C.
rotundus

5.2.1 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados quimicos pela técnica de PCA permitiu agrupar as amostras em 2

(dois) grupos de modo a expressar e evidenciar suas semelhancas e diferencas (Figura 15).
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OCR1 — amostra de janeiro/12; OCR2 — amostra de abril/12; OCR3 — amostra de julho/12;
OCR4 — amostra de outubro/12
Figura 15 - PCA para as analises cromatogréficas do 6leo essencial de C. rotundus

Observa-se que as amostra OCR1 e OCR2 apresentam similaridade, ou seja, ha
concordancia entre essas amostras e maior dependéncia em relacdo as suas massas
percentuais. De maneira contraria, p6de-se observar a relativa diferenca entre OCR3 e OCR4
em relacdo a OCR1 e OCR2. Para OCR4, a dispersdo é bem mais elevada, visto que se
observa um desvio em relacdo ao comportamento das amostras da vizinhanga.

O valor percentual das componentes 97,45% e 1,77% explica a percentagem da
variancia, quanto maior o fator melhor é a resolucdo e menor sera a perda de informag6es de
dados durante o agrupamento das amostras, tornando os resultados confiaveis.

O dendograma da Figura 16 corrobora com os resultados previamente apresentados
por PCA. Fica claro o agrupamento existente entre os grupos formados pelas amostras OCR1
e OCR2. Os resultados demonstram que estatisticamente ndo existe uma diferenca

significativa entre as composi¢des dos 0leos essenciais obtidos nos meses de janeiro/12 e
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abril/12, fato ndo observado para as amostras dos meses de julho/12 e outubro/12, visto que a

distancia euclidiana & bem mais acentuada.
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Figura 16 - Dendograma obtido através do PCA dos compostos quimicos presentes no 6éleo essencial
de C. rotundus

O gréfico de loading atribuiu aos compostos 13 (cipereno), 15 (B-selineno), 18 (60xido
de cariofileno) e 29 (a-ciperona) a contribuigdo na diferenciacdo do 6leo essecial coletado ao
longo do ano. A maioria dos compostos esta proximo ao zero, o que significa que ndo estao
envolvidos na diferenciacdo dos 6leos essencias.

Os compostos 13 (cipereno), 15 (B-selineno), 18 (6xido de cariofileno) e 29 (o-
ciperona) estdo deslocados positivamente no PC2 (Figura 17) e, portanto, colaboram de forma
moderada na diferenciacdo dos Oleos essenciais. Os compostos 24 (muskatono) e 27
(ciperotundona) estdo deslocados negativamente no PC1 e ndo contribuem de forma efetiva

na diferenciacdo dos 6leos essenciais.
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Figura 17 - Loading do Gleo essencial de C. rotundus

A variagdo no teor de cipereno e a-ciperona nos meses de junho e outubro é relatada
na literatura. Segundo Kilani et al., (2008), o teor de cipereno é mais elevado no més de junho
enquanto que o teor da o-ciperona é mais elevado no més de outubro, tal variacdo na
composicdo quimica do 6leo essencial pode estar sendo influenciada pelo periodo da colheita,
por fatores climaticos ou de quimiotipos. No presente estudo o cipereno obteve maior teor no
més de abril (18,62%) e da a-ciperona obteve o maior rendimento no més de outubro
(24,72%).

As técnicas de PCA e HCA mostraram ser Gteis para diferenciacdo e agrupamento dos
6leos essenciais analisados de C. rotundus, em combinacdo com a CG-EM e CG-FID, para
avaliacdo da sazonalide. Os espectros de massas dos principais constituintes identificados no

o0leo essencial de C. rotundus estdo dispostos nas Figuras 18 a 22.
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Figura 18 - Espectro de massas do cipereno
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Figura 19 - Espectro de massas do p-selineno
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Figura 20 - Espectro de massas do 6xido de cariofileno
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Figura 21 - Espectro de massas do ciperotundona
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Figura 22 - Espectro de massas da a-ciperona

5.2.2 PCA DOS DIVERSOS ECOTIPOS DE C. rotundus

A andlise multivarida dos principais componentes identificados nos diversos ecotipos

de C. rotundus citados na literatura permitiu agrupar as amostras em trés grupos de modo a

expressar e evidenciar suas semelhancas e diferencas (Figura 23). As componentes explicam

55,64% (PC1) e 21,37% (PC2) da variancia.
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PC2 (21.37%)
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Figura 23 - PCA dos diversos ecotipos de C. rotundus
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A partir do dendograma (Figura 24) € possivel verificar que a espécie do presente
estudo esta associada aos ecotipos 8 (Nigéria) e 9 (Tunisia), ndo representando um ecotipo

diferente dos que foram reportados na literatura.

N —
— H

10

@ =

}

1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 01 02 0.3 04 0.4 0.6 07 0.8 09
Euclidean distance

75}

Figura 24 - Dendograma obtido por meio do PCA dos diversos ecotipos de C. rotundus

O grafico de loading (Figura 25) atribuiu aos compostos 5 (B-selineno), 6 (a-
ciperona), 11 (ciperotundona) a contribuicdo na diferenciagdo dos 6leos esseciais extraidos
dos diversos ecotipos de C. rotundus. Os compostos 5 (B-selineno), 6 (o-ciperona) e 11
(ciperotundona) estdo deslocados positivamente no PC2 e podem colaborar de forma
moderada na diferenciacdo dos 6leos essenciais. O composto 4 (cipereno) estd deslocado

negativamente no PC1 e ndo contribui de forma efetiva na diferenciagéo dos 6leos essenciais
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Figura 25 - Loading do 6leo essencial de C. rotundus

Embora tenha ocorrido variagdo na concentragdo relativa dos fitoconstituintes 0s

resultados revelam a ndo existéncia de novos quimiotipos, uma vez que a espécie em estudo

apresenta forte correlacdo com as espécies coletadas na Nigéria e Tunisia. Outro fator

relevante a ser considerado é que nas amostras analisadas ha predominancia dos compostos

cipereno, pB-selineno, 6xido de cariofileno, ciperotundona e a-ciperona, podendo ser

considerados como marcadores da espécie aclimatada no Amazonas.
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5.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Os extratos de C. rotundus obtidos por maceragdo com solventes organicos, apds secos
foram previamente pesados. Os rendimentos estéo descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Rendimento dos extratos de C. rotundus

Espécie Parte da Massa Rendimento (%)
planta (9) EH EAC EM
C. rotundus Tubérculos 1948 6,00 6,99 56,09
(0,31%) (0,35%) (2,87%)
Inflorescéncia 122,8 1,29 049 3.8¢
(0,97%) (0,3%) (3,1%)

EH — extrato obtido em hexano; EAC — extrato obtido em acetato de etila; EM — extrato obtido em metanol

Os extratos que apresentaram maior rendimento foram o de alta polaridade.
Considerando a indicacdo da literatura da presenca de alcaloides na espécie C. rotundus,
fizemos particdo acido-base do extrato metandlico obtido dos tubérculos (30 g) para obtencédo
da fracdo alcaloidica. No entanto, devido a pequena quantidade de amostra obtida 0,39 mg,

ndo foi possivel dar continuidade ao estudo desta fracao.
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5.4 IDENTIFICAO ESTRUTURAL DOS CONSTITUINTES DE C. rotundus

5.4.1 IDENTIFICACAO DE HF 1.2.2

A fracdo principal HF1 quando analisada por CG-EM e CG-DIC apresentava como

compostos majoritarios o ciperotundona e o hexadecanoato de etila, alem dos sesquiterpenos

oxigenados, conforme Tabela 5, Figura 26.

Tabela 5 - Principais constituintes identificados em HF 1.2.2

Fracdo Constituintes K “IK IS % area CG-DIC
oxido de cariofileno 1583 1584 95 9,87
epoxido humuleno 1808 1810 94 3,11
HCR1  <2-epi-a>cedren -3 — 0no 1627 1621 89 5,25
ciperotundona 1696 1695 96 27,52
hexadecanoato de etila - 1994 92 15,42
! Indice de Kovats em coluna DB-5 relativo a série de n-alcanos (Adams, 2009).
2 Indice de Kovats em coluna RTX-5MS relativo a série de n-alcanos (C; a Cy).
o i JLJ_ I J- A

Figura 26 - Cromatograma dos lons Totais da fracdo HF1
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A fracdo apds ter sido recromatografada forneceu a amostra HF 1.2.2 (154,4 mg), que
apresentava-se como cristais brancos e quando revelado com vanilina sulflrica apresentava
coloracgéo azul.

A anélise do espectro de RMN de *H (Figura 27) permitiu identificar um tripleto em &
2,29 (J = 7,6 Hz), atribuido ao hidrogénio a a carbonila, um quarteto em & 4,12 (J = 7,1 Hz),
referente aos hidrogénios metilénicos do grupo etoxila, indicativo da presenca do éster
derivado de &cido graxo. Os sinais entre & 1,0-2,0 caracterizaram os demais hidrogénios da
cadeia, bem como, dois tripletos em & 0,89 e 0,88 (J = 7,1 Hz), sendo o primeiro atribuido a
metila acoplada ao grupo metilénico do éster e o segundo a metila terminal. A partir dos

dados obtidos pode-se determinar a presenca do éster hexadecanoato de etila.
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Figura 27 - Espectro de RMN de 'H de HF 1.2.2 (CDCl;, 400 MHz)
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5.4.2. IDENTIFICACAO HF 3.2.1

A amostra codificada como HF 3.2.1 (10 mg) apresentou-se como um sélido branco
em forma de agulhas quando recristalizado em Hexano: AcOEt (8:2).

Pela analise preliminar do espectro de RMN de 'H (Figura 29), observaram-se
caracteristicas de esqueleto esteroidal. No espectro de RMN de *H foi possivel identificar um
dupleto largo em & 5,35, compativel com o hidrogénio olefinico em H-6 e um multipleto
centrado em & 3,52 que é caracteristico de hidrogénio carbinélico. Na regido de 6 0,68 a &
2,32 verificaram-se os sinais referentes aos hidrogénios metilicos e metilénicos, além de
sinais de dois duplos dupletos, mutuamente acoplados em 6 5,02 (16,0 e 8,7 Hz, 1H) e em &
5,16 (16,0 e 8,7 Hz, 1H) confirmando a presenca de dupla ligacdo trans-dissubstituida,
atribuidos aos hidrogénios vinilicos H-22 e H-23, sugerindo a presen¢a do estigmasterol na
mistura.

No espectro de RMN de 13C foram observados os sinais em & 140,7 ¢ & 121,7
caracteristicos dos carbonos olefinicos C-5 e C-6 dos esteroides além de sinais em & 138,2 &
129,5 tipicos do C-22 e C-23 da cadeia lateral do estigmasterol. O sinal em & 71,9 referente a
um carbono carbinolico foi atribuido ao C-3 de ambos os compostos, enquanto os sinais em 6
33,9, 26,4 e 23,0 correspondem aos carbonos sp® C-22 e C-23 e C-28 do B-sitosterol.

Os dados fornecidos pelas analises RMN de *H e **C (Tabela 6), do espectro de
massas obtido por CG-EM (Figura 28) e comparagGes com os dados da literatura, Goad &
Goodwin (1966), permitiram concluir que o sélido HF 3.2.1 trata-se de uma mistura

esteroidal de B-sitosterol (HF 3.2.1 A) e estigmasterol (HF 3.2.1 B).
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Tabela 6 - Dados de RMN de *C de HF 3.2.1 Ae HF 3.2.1 B

Posicao Bcs) Bc®)
HF 3.2.1 A HF3.2.1B

1 37,3 37,3
2 31,4 31,4
3 71,9 71,9
4 42,3 423
5 140,7 140,7
6 121,7 121,7
7 32,1 32,1
8 31,9 31,9
9 50,1 50,1
10 36,5 36,5
11 21,3 21,3
12 39,8 39,7
13 42,3 42,2
14 56,8 56,9
15 56,8 56,9
16 28,4 28,4
17 56,0 55,9
18 11,9 11,9
19 19,4 19,4
20 36,1 36,1
21 18,9 18,8
22 34,2 138,2
23 26,4 129,5
24 46,1 51,2
25 29,4 29,1
26 19,9 19,8
27 19,5 19,1
28 233 23,0
29 12,1 12,0

Experimento realizado a 100 MHz para ~°C em CDCls,
utilizando o TMS como padrao interno
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5.4.3 IDENTIFICACAO DE EAC 1.3
A partir da analise comparativa da amostra EAC 1.3 com a biblioteca Wiley 7.0 do
CG-EM foi possivel identificar como principais constituintes hidrocarbonetos

sesquiterpénicos, conforme Tabela 7, Figura 30.

Tabela 7 - Principais constituintes identificados em EAC 1.3

Amostra Constituintes IK ~ °IK IS Principais fragmentos (EM) % area
CG-DIC
cipereno 1399 1402 92 204 (100), 189 (90), 175 (30), 161 47,99
EAC 1.3 (60), 147 (30), 133 (30)

B-selineno 1490 1488 94 204 (55), 189 (50), 175 (30), 161 28,02
(60), 147 (40), 133 (30)
a-selineno 1498 1497 91 204 (60), 189 (100), 175 (30), 161 5,16
(35), 147 (30), 133 (60)
! Indice de Kovats em coluna DB-5 relativo a série de n-alcanos (Adams, 2009).
2 indice de Kovats em coluna RTX-5MS relativo a série de n-alcanos (C; a Cy).
IS — indice de similaridade

O composto que apresentou maior percentagem por normalizacdo de area simples foi
identificado como cipereno (47,99%). O ion do pico molecular [M]" = 204 confirma a
formula molecular CisHz4. Os picos m/z = 189 [M*-15] e m/z=175 [M*-15-14] referem-se &

perda do grupo metila e metileno, respectivamente.
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Figura 30 - Cromatograma dos lons Totais (CIT) de EAC 1.3
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5.4.4 IDENTIFICACAO DE EAC 2.3.2

A amostra codificada como EAC 2.3.2 apresentou aspecto oleoso de coloragéo
amarela, quando revelado em CCD com vanilina sulflrica apresentou coloracéo rosa.

A anélise por CG-EM e CG-DIC da fragdo principal (EAC 2) indicou uma mistura
com predominancia de sesquiterpenos oxigenados. O Cromatograma dos lons Totais da
fragéo inicial apresentou 0s picos com tg = 50,6 e tg = 50,8 min (Figura 31). A partir dos
espectros de massas e em comparagcdo com a espectroteca Wiley 7.0 foi possivel identificar a
presenca dos sesquiterpenos oxigenados ciperotundona e o-ciperona, além de outros
compostos. Apods a fracdo EAC 2 ter sido recromatografada, forneceu somente a mistura dos

sesquiterpenos oxigenados a-ciperona e ciperotundona.
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Figura 31- Cromatograma dos fons Totais da fragio EAC2

No espectro de RMN de *C e DEPT 135 (Figura 32 e 34) foram observados sinais
préximos de mesma intensidade, indicando que a amostra se tratava de uma mistura binaria.
A partir dos dados descritos na literatura, WONG et al. (2013), verificaram-se concordancias
entre os deslocamentos quimicos atribuidos a substancias com os sinais das enonas
ciperotundona e a-ciperona (Tabela 8). Os sinais dos carbonos sp? C-4 e C-5 da a-ciperona
foram observados em & 128,8 ¢ & 161,9 e da ciperotundona em 6133,4 ¢ 6 181,3. O carbono

carbonilico da a-ciperona foi observado em 6 198,9 e da ciperotundona em 6 210,6. Os sinais
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dos carbonos vinilicos C-11 e C-13 da a-ciperona foram observados em & 149,0 e & 109,3,

respectivamente.
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Figura 32 - Espectro de RMN de **C de EAC 2.3.2 (CDCl;, 100 MHz)

Tabela 8 - Dados de RMN de **C de EAC 2.3.2a e EAC 2.3.2b

Posicéo EAC 2.3.2 a (5)° a-ciperona® EAC 2.3.2 b (5)° ciperotundona®
a-ciperona () ciperotundona ()
1 41,8 41,9 58,6 58,7
2 35,8 35,8 411 41,1
3 198,9 199,1 210,6 210,8
4 128,8 128,8 133,4 133,4
5 161,9 162,1 181,3 181,6
6 32,9 32,9 30,5 30,5
7 46,0 45,9 45,3 454
8 26,9 26,9 27,0 27,0
9 37,5 37,5 28,4 28,4
10 36,1 33,8 33,8 33,8
11 149,0 149,1 41,6 41,6
12 20,6 20,6 19,7 19,6
13 109,3 109,2 24,9 24,8
14 10,9 10,9 8,3 8,3
15 22,5 22,5 16,8 16,8

Experimento a 200 MHz para °C em CDCl;, utilizando o TMS como padréo interno. "WONG et al., 2013 (100
MHz, CDCly). (8) Deslocamentos em ppm.

99



Os sinais do RMN de 'H (Figura 33) corroboram com a identificagdo das enonas. Os
sinais dos protons metilicos C-12, C-14 e C-15 da a-ciperona foram assinanalados em 6 1,78,
o 1,77 e 6 1,22 respectivamente. Os protons metilicos da ciperotundona C-13, C-14 e C-15
foram observados em 6 0,74, 6 1,52 e 6 0,61 (d, J = 6,5 Hz), respectivamente. Os sinais dos
hidrogénios do grupo metilénico terminal da a-ciperona, referentes aos H-13a e H-13b foram
observados em & 4,77 e 6 4,78. Também foram identificados dois singletos em 6 0,74 e 6 1,11
que sdo referentes aos hidrogénios das metilas (C-13 e C-12) da cabeca de ponte da
ciperotundona, além dos sinais caracteristicos da cadeia terpénica na regido de 6 0,8 a & 1,5
ppm.

No mapa de contornos gHMBC (Figura 35) foi possivel correlacionar os protons
vinilicos terminais da o-ciperona em 6 4,77 ¢ 6 4,78 com os carbonos C-7, C-11 e C-12. Os
prétons das metilas ligadas a cabeca de ponte da ciperotundona em & 0,74 foram
correlacionados com os carbonos C-1, C-7, C-11, C-12, e 0os em & 1,11 com os carbonos C-1,

C-7,C-11e C-13.
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Figura 34 - Espectro de DEPT 135 da amostra EAC 2.3.2 (CDCl3, 100 MHz)
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Figura 35 - Mapa de contornos gHMBC de EAC 2.3.2

No presente estudo as enonas foram identificadas como os sesquiterpenos oxigenados
mais abundantes no 6leo essencial de C. rotundus. Na literatura ha relatos das cetonas terem
sido isoladas do 6leo essencial (WONG et al., 2013), sendo que e a partir da investigacdo do

extrato diclometanico foi isolada a ciperotundona (YAN XU et al., 2009).
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5.4.5 IDENTIFICACAO DE EAC 3.4.4

A amostra codificada como EAC 3.4.4 apresentou aspecto oleoso amarelado, quando
revelado em CCD com vanilina sulfdrica apresentou coloragdo azul. A anélise dos espectros
de RMN de *H (Figura 36) permitiu identificar um par de dubletos entre & 7,62-7,59 (J = 15,9
Hz; 1H) e 6 6,33-6,30 (J= 15,9 Hz; 1H), tipicos do sistema trans-alceno de derivados
aromaticos C6-C3. Os sinais em ¢ 7,16 (d, J = 1,9 Hz), 6 7,05 (ddd, J =8,2:1,9: 0,4 Hz) e
6,81 (d, J = 8,2 Hz) observados foram atribuidos aos hidrogénios H-2, H-6 e H-5,
respectivamente. O singleto em & 3,89 (3H) foi atribuido a metoxila. A ligacdo do grupo
metoxilico ao anel aromatico foi estabelecida pela correlacdo observada entre os sinais em &
3,89 (OCHj3) e 149,3 (C-3) no mapa de contornos gHMBC (Figura 37). Esses dados sugerem
a presenca de um anel aromético 1,3,4-trissubstituido, permitindo caracterizar a substancia
como derivado do &cido hidroxi-cindmico, conhecido como é&cido ferulico. Os dados

referentes a RMN de *H e 3C, estéo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9 - Dados de RMN de *H e **C de EAC 3.4.4

Posicdo Bcs) '"H (mult., J em Hz) gHMBC (‘H-°C)
1 127.8 - -
2 111,7 7,16 (d, 1,9Hz) C-3,C-4, C-6, C7
3 149,3 - -
4 150,4 - R
5 116,5 6,81 (d, 8,2 Hz) C-1,C-3, C-4
6 123,9 7,05 (ddd, 8,2:1,9: 0,4 Hz) C-2,C-4, C-7
7 146,8 7,59 (d, 15,9 Hz) C-2,C-6, C-9
8 116,0 6,30 (d, 15,9 Hz) C-1,C-7,C-9
9 171,0 - -
(OCHs) 56,4 3,89 (s) c-3

Experimento realizado a 400 MHz para "H e 100 MHz para °C em CDClIs, utilizando 0 TMS como
padrao interno. (8) Deslocamentos em ppm.

103



$73.0071.esc

JF o0318.001esp
i ..187,57 (1H,d, 7 = 15,9)
0.45 Je g -4 :; 56,3% (1M, d, 7 = 15,0)
_E c.o3 ZI:- ~ -
skl |
- E M s I 1’
'u;;o&a_: 7.6 T'5 e 73 £ ) T el snl om & (36 13 &5 (1) i)
S ]
= 3
= 0.304 o
= 3 =
£0.25] § = i
z Z
0.203
0.153
E \ .
0.104 S
3 S=28_ 52 5% - o
3 862252 oo = =
0059 T eSlT |- it -
Y %-mr || JE’i 5
1Rl "
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 O
Chemical Shift (ppm)
Figura 36 - Espectro de RMN de 'H de EAC 3.4.4 (CDCl;, 400 MHz)
M-’L — @ Aman, @ -
_E
o
- L &
- -
57,59; 5 1F1,7 §7,05; 8 111,7 M o
= 0

§7,59; § 123,9

§7,16; & 146,8

57,16; & 149,3

§7,16; & 123,9

57,16; & 150,4

G,

56,81; 5 127,8

©

56,30; 8 127,8

56,81; 5 149,3
56,81; § 150,4

£7,59; 8 171,0

©

O

56,30; 6 171,0

6.4 F2[p

T
Ppm

Figura 37 - Mapa de contornos gHMBC regido aromatica ampliada de EAC 3.4.4

104



O acido ferulico pertence a classe dos fenilpropandides é considerado como potente
agente antioxidante, sendo atribuido a esse acido acéo fotoprotetora que inibe a formacéo de
eritema provocado pela exposicdo da pele aos raios ultravioleta B (UVB) (SANA, et al.,

2000).

5.4.6 IDENTIFICACAO DE EAC 5.1.4

A amostra codificada como EAC 5.1.4 apresentou aspecto oleoso amarelado, quando
revelado em CCD com vanilina sulfirica apresentou coloragdo azul. O espectro de RMN de
'H (Figura 38) apresentava caracteristicas da substancia descrita anteriormente (EAC 3.4.4),
onde o sistema trans-alceno tipico de derivados aromaticos C6-C3 foi identificado pelo par de
dubletos em & 7,62 (J = 15,9 Hz; 1H) ¢ § 6,26 (J = 15,9 Hz; 1H). Os sinais em & 7,05 (d, J =
1,9 Hz), 6 7,06 (dd, J = 8,7:1,9 Hz) ¢ & 6,88 (d, J = 8,7 Hz) observados foram atribuidos aos
hidrogénios H-2, H-6 e H-5, respectivamente. O singleto em & 3,92 (3H) foi atribuido a
metoxila. O carbono carbindlico da substancia 1 (acido ferulico) foi identificado em & 148,6
(C-4) e da substéncia 2 em 6 139,8 (C-4). No mapa de contornos gHMBC a ligagédo do grupo
metoxilico ao anel aromatico foi estabelecida pela correlacdo observada entre os sinais em 6
3,92 (OCHj3) e 147,7 (C-3). Na regido aromatica foi possivel identificar ainda um singleto em
6 7,35 (1H) e uma metoxila em & 3,93 que apresentava correlacdo com o carbono 6 147,1 no
mapa de contornos gHMBC, sugerindo que a amostra era uma mistura binaria. Os dados

referentes a RMN de ‘H e *3C, estdo dispostos na Tabela 10.
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Tabela 10 - Dados de RMN de *H e **C de EAC 5.1.4

Posicdo C(3) H (mult.) gHMBC (*H-2C) Bc() 'H (mult)  gHMBC (*H-C)
substancia 1 substancia 2
1 126,9 - - 121,1 - -
2 110,2 7,05 (d, 1,9 Hz) C-3,C-4,C-6 1072 7,35(s) C-1,C-2,C-3,C4,C-7
3 147,7 - - 147,1 - -
4 148,6 - - 139,8 - -
5 115,3 6,88 (d, 8,7 Hz) C-1,C-3 147,1 - -
6 1233 7,06(dd, 87:19Hz) C-2,C-4,C7 1072 735(s) C-1,C-2,C-3,C-4, C7
7 146,0 7,62 (d, 15,9 Hz) C-2,C-6,C-9 1689 - -
8 115,3 6,26 (d, 15,9 Hz) C-1,C-9 - - -
9 169,7 - - - - -
(OCHz;) 56,1 3,92 (s) c-3 - - -
(OCHs,) - - C-3,C-5 56,5  3,93(9) C-3,C-5

Experimento realizado a 200 MHz para “H e °C em CDCls, utilizando 0 TMS como padr&o interno.
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Figura 38 - Espectro de RMN de 1H de EAC 5.1.4 (CDClj3, 200 MHz)
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Figura 39 - Mapa de contornos gHMBC da regido aromética de EAC 5.1.4

A partir dos dados referentes a RMN de 1D e 2D foi possivel caracterizar a mistura

binaria constituida de um derivado do acido hidroxi-cinamico, &cido fertlico, e um derivado

do acido benzoico, acido-4-hidroxi-3,5-dimetoxi-benzeno.
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5.4.7 IDENTIFICACAO DE EMP1

A amostra codificada como EMP1 apresentou-se como um pé branco. O espectro de
massas operando com fonte de eletrosplay (ESI), no modo positivo registrou o pico de m/z
205,178 [M+H]", com intensidade méaxima de 100% (Figura 40). A analise do espectro de
massas evidenciou a molécula cationizada com sddio de m/z 205,08 [M+Na]", sugerindo a

formula molecular CgH140s.

EMP1_140211123605 #1679 RT: 7.63 AV: 1 NL: 2.07E4
T: ITMS + p ESI Full ms [55.00-500.00]
205.17

100
95
90
85
80
753
703 202.17
653
60
553
509
453
3 149.08
403
SEE 209.42
303
25 389.33
203
15% 68.92 121.00 355.25
E 83.00 239.08
12 E JM 111. OOL‘Jl 171.17 21117 Ul 254, 17}\281 159l08 322.25 17 L 47133 L AJ‘TE? 33 a75.67
oju.ﬂ Il n \ MMMMJMW n)ﬂ MMWMI MM Wl bl Al 1 m Mu« \\ M n UMJM« Mur s s M
100 150 200 250 300 350 400 450 "s00

m/z

Figura 40 - Espectro de massas de primeira ordem, em modo full-scan da substancia EMP1

O espectro de RMN de *H (Figura 41) apresentou 4 sinais referentes a 6 hidrogénios
carbindlicos, sendo dois duplos dubletos em & 3,66 (J =11,6 : 6,1 Hz) e 63,84 (J=11,6:3,0
Hz), um duplo duplo dubleto em 6 3,73 (J = 8,4 : 6,1 : 3,0) e um dubleto em 6 3,78 (J = 8,4

Hz).
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Figura 41 - Regifo ampliada do espectro de RMN de *H de EMP1 (CDCls, 400 MHz)

No espectro do DEPT 135 (Figura 42) observou-se trés carbonos carbinélicos em 6
74,0 (CH), 6 72,4 (CH) e 66,3 (CH,) referentes aos seis carbonos presentes na molécula. A

existéncia de apenas trés sinais de carbonos € justificada pela simetria da molécula.

1.04EMP1.003.esp
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Figura 42 - DEPT 135 de EMP1 (CDCls, 400 MHz)
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No mapa de contornos (Figura 43), foi possivel observar as correlagdes dos
hidrogénios carbinolicos em & 3,66 com os carbonos C-2 e C-3 e dos em 6 3,84 com 0
carbono C-3, além das correlacdes dos hidrogénios em 6 3,73 e 6 3,78 com os carbonos C-1 e
C-3 e C-1e C-2, respectivamente.

Os dados fornecidos pelas anélises RMN de *H e *3C (Tabela 11) e comparagées com
os dados da literatura permitiram concluir que o composto EMP1 é o d-manitol.

Tabela 11 - Dados de RMN de *H e **C de EMP1

Posicdo  °C(5) 'H (m, Jem Hz) gHMBC (‘*H-*C)
1 66,3 1la—3,66dd(J=116:6,1Hz) C-2;C-3
1b-3,84dd (J = 11,6 : 3,0 Hz) C-3
2 740 3,73ddd (8,4:6,1:3,0Hz) C-1;C-3
3 72,4 3,78d (J=3,78 Hz) C-1; C-2
53,66

53,78; 6 66,3

53,66; § 72,4 70

53,84; 8 72,4 q
{ =Y,
-y

53,78; & 74,0

F1 Chemical Shift (ppm)

1% 3% 38 380 3 K] 36 3.60

F2 Chemica Shift (ppm)
Figura 43 - Mapa de contornos gHSQC regido ampliada de EMP1
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5.4.8 IDENTIFICACAO DE EHP 23

A amostra codificada como EHP 23 apresentou-se como um sélido branco em forma
de agulhas, quando revelado em CCD com vanilina sulfurica apresentou coloracéo azul, pela
analise preliminar do espectro de RMN de *H (Figura 44), observaram-se caracteristicas de
esqueleto esteroidal.

O perfil do esterdide no espectro de RMN *H foi confirmado pela presenca dos
dubletos dos grupos referentes as metilas em & 1.00 (H-21), 6 0.82 (H-26), 6 0.82 (H-27) e
0,91 (H-28), além dos singletos em 6 0.82 (H-18) e 0.88 (H-19), que sdo caracteristicos de
esteroides com esqueleto ergostano. O duplo dupleto em 6 5,15 e & 5,22 foram atribuidos aos
protons vinilicos (H-22 e H-23). Os sinais dos hidrogénios olefinicos em C-6 e C-7 aparecem
como dois pares de dubletos em & 6,50/6,24 e 6 6.60/6,28 (8.5 Hz), indicando a presenca do
peroxido de ergosterol nas formas endo e exo (Tabela 12).

No mapa de contornos gHMBC (Figura 45) foi possivel observar as correlacbes dos
prétons vinilicos da forma endo em & 5,15 com os carbonos C-17 e C-24 e 0s em 6 5,22 com
os carbonos C-17, C-24 e C-28, bem como os protons em & 6,24 com os carbonos C-5, C-8 e
C-10 e os em & 6,50 com os carbonos C-5 e C-8. As demais correlagdes foram observadas
pelo mapa de contornos gHSQC (Figura 46).

A partir dos dados de RMN *H, comparados aos dados da literatura (YUE et al.,
2001), levaram a identificacdo do composto como sendo o perdxido de ergosterol na forma
endo (5a,8a - epidioxiergosta- 6,22 - dien-3p-ol) e na forma exo (5 B,8 B - epidioxiergosta-

6,22 - dien-3p-ol).
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Tabela 12 - Dados de RMN de *H e °C de EHP 23

Posicio =C* ®C® 1H(m,JemHz) gHMBC (*H-®*C) 1H(m,JemHz) gHMBC (*H-"C)
EHP 23a EHP 23a EHP 23b EHP 23b
1 348 30,2 - - - -
2 331 347 - - _ i
3 66,5 66,4 3,97 (m) - 4,01 (m) -
4 39,8 394 - - - -
5 82,1 821 - - - -
6 1355 1352  6,24(d, 8,5 Hz) C-5,C-8, C-10 6,28 (d, 8,5 Hz) C-5,C-8,C-10
7 130,8 130,7  6,50(d, 8,5 Hz) C-5,C-8 6,60 (d, 8,5) C-5,C-8
8 796 794 - - - i
9 51,2 512 - - - -
10 369 37,0 - - - -
11 193 206 - - - -
12 332 370 - - - -
13 42,7 44,6 - - - .
14 51,4 517 - - - -
15 253 234 - - - -
16 28,3 285 - - - -
17 56,1 56,3 - - - -
18 12,7 129 0,82 (s) 0,82 (s)
19 183 181 0,88 (s) C-1,C-5,C-9, 0,88 (s) C-1,C-5,C-9, C-10
C-10
20 39,5 396 - - - -
21 208 209 1,00 (d, 6,6 Hz) - 1,00 (d, 6,6)
22 1353 1354 5,15(dd, 15,3: 8,5 C-17,C-24 5,16 (dd, 15,3:8,5) C-17,C-24
Hz)
23 132,4 1323 5722(dd,153:7,6 C-17,C-24,C-28 5,24 (dd, 15,3:7,6)  C-17, C-24, C-28
Hz)
24 426 428 - - - -
25 330 331 - - - -
26 19,1 196 0,82 (d, 6,8 Hz) - 0,82 (d, 6,8 Hz) -
27 198 19,9 0,82 (d, 6,8 Hz) - 0,82 (d, 6,8 Hz) -
28 174 175 0,91 (d, 6,8 Hz) - 0,91 (d, 6,8 Hz) -

*Experimento realizado a 400 MHz para 'H e 100 MHz para ~°C em CDCls, utilizando o TMS como padréo
interno. ®YUE et al.,(2001) (400 MHz, CDCls). (5) Deslocamentos em ppm.
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Figura 44 - Espectro de RMN de 'H de EHP23 (CDCl;, 400 MHz)
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Figura 45 - Mapa de contornos gHMBC de EHP23
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Figura 46 - Mapa de contornos gHSQC de EHP23

O peroxido de ergosterol também foi isolado do extrato etandlico de C. rotundus por

Yan-Xu e colaboradores (2008). O composto ndo é metabolizado diretamente pelas plantas,

sendo amplamente encontrado em extratos de fungos endofiticos.
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5.4.9 IDENTIFICACAO DE EMI 8-9

A amostra codificada como EMI 8-9 apresentou-se como sélido amorfo amarelo,
quando revelado em CCD com vanilina sulfurica apresentou coloracdo amarela. Os dados
obtidos do espectro de RMN *H revelaram sinais que corroboram com valores de
deslocamento quimico, multiplicidade e constantes de acoplamento caracteristicos de
esqueleto flavonoidico.

O espectro de RMN *H (Figura 47) revelou a presenca de um par de dubletos em &
6,21 (d, J=2,1 Hz) e 6 6,43 (d, J = 2,12 Hz) que s&o caracteristicos de hidrogénios acoplados
na posicdlo meta no anel A. Trés sinais de hidrogénios aromaticos em
67,37(d,J=2,2Hz), 56,90 (d,J=8,8Hz)eem s 7,36 (dd, J = 8,2:2,2 Hz), caracterizando a
presenca de um anel aromatico tetra-substituido e um tri-substituido, respectivamente, além
de um singleto em & 6,52 caracteristico de hidrogénio olefinico referente ao H-3.

A andlise do mapa de contornos gHMBC (Figura 48) permitiu determinar as
correlagdes diretas entre o sinal de H-6 em 6 6,43 com & 95,1 e o sinal de H-8 em & 6,21 com
6 100,2. Verificam-se ainda, os sinais dos hidrogénios aromaticos do anel B, H-2’/H-6’em &
7,37 correlacionando com § 150,8 e H-3°/H-5" em 6 6,90 com & 123,7 bem como as outras
correlacdes.

A partir dos dados obtidos pelos espectros RMN *H e 1D e 2D (Tabela 13) foi possivel

confirmar a estrutura da flavona 5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona, conhecida como luteolina.
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Tabela 13 - Dados de RMN de *H e *C de EHI 8-9

Posicdo °C() 'H (m,JemHz) gHMBC (*H-*°C)

2 166,4 - -

3 104,0 6,52 () 2,4,10,1°

4 183,7 - -

5 159,3 - -

6 951  643(d 21) 5,7, 8,10

7 166,0

8 100,2 6,21 (d, 2,1) 6,7,9, 10

9 163,0 - -

10 105,3 - -

1’ 123,7 - -

» 1142 737(d 22) 3, 4,6

3’ 145,0 - -

4’ 150,8 - -

5 1168 6,90 (d, 8,8) 1,3, 4

6 1204 7,36 (dd, 8,8; 2.2) 2.4
FEM8-9.001.esp

0.025-

"o 56,52 (1H, s)

" 87,37 (14, d, 7 = 2,2) ' 0
goms_- 86,43 (1H, d, 7= 2,1)
E —E 87,36 (1H, dd, 7 = 8,2:2,2)

E ] -
Zo010d & @
] 56,90 (1H, d, 7 = 8,8) ) -
ooos] 7. 23 ?::T 1=
| t ) \/l L
] W
B A A AU AR O
Chemical Shift {(ppm)

Figura 47 - Espectro de RMN de 1H de EMI 8-9 (MeOH, 400 MHz)
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Figura 48 - Mapa de contornos gHMBC regido ampliada de EMI 8-9
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5.5 DETERMINACAO DE FENOIS E FLAVONOIDES TOTAIS

Os extratos de alta polaridade e de média polaridade obtidos dos tubérculos e da

inflorescéncia de C. rotundus apresentaram os maiores teores de fenois totais, destacando-se o

extrato em metanol da inflorescéncia que apresentou 60,08% em sua composi¢do quimica,

seguido pelo extrato metandlico (30,27%) e acetato de etila (26,13%) provenientes dos

tubérculos. Todos os extratos analisados apresentaram baixo teor de flavonoides, conforme

Tabela 14, Grafico 4.

Tabela 14 - Concentracdo (%) de fenois e flavonoides totais

Amostra Fenois totais Flavonoides totais
(ng/mL) Teor (% + DP) Teor (% + DP)
EH 5,28 +1,20 0,27 £0,40
EAC 26,13+ 1,96 5,90 + 0,08
EMCR 30,27 £ 2,27 5,42 + 0,05
EMI 60,08 + 4,50 3,40 £ 0,45
EHI 1,35+1,62 2,35+1,05
70
60 -
_. 50 -
s
® 40 -
E W Fenois
§ 30 4 Flavonoides
&
“ 20 -
10 -
, M
EH EAC EMICR

Grafico 4 - Concentracgdo de fenois e flavonoides totais dos extratos de C. rotundus
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5.6 ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO RADICAL DPPH

O ensaio preliminar de atividade antioxidante frente ao radical DPPH em placas
cromatograficas de gel de silica revelou atividade de captura de radicais livres para 0s extratos
obtidos dos tubérculos de C. rotundus em acetato de etila e metanol, ndo apresentando para o

extrato em hexano (Figura 49).

Figura 49 - Atividade antioxidante qualitativa dos extratos obtidos dos tubérculos de C. rotundus

No ensaio quantitativo, o extrato metandlico da inflorescéncia e a amostra EMI 8-9
(luteolina) apresentaram maior eficiéncia na captura do radical livre DPPH (Tabela 15). A
capacidade sequestrante do extrato metandlico foi superior a do padréo utilizado, sendo que o
extrato apresentou elevado teor de fenois e baixa concentracdo de flavonoides totais. Dessa
forma, podemos inferir que a eficiéncia do extrato esta associada ao sinergismo de
flavonoides e de outros compostos fenolicos presentes na amostra. Segundo Alves et al.,
(2010), para avaliagdo do efeito do sequestro de radicais deve-se levar em consideragdo néo
somente a reatividade do antioxidante com o radical, como também, sua concentracao, tendo
em vista que na amostra analisada, muitas moléculas, que sdo mais abundantes que as

substancias antioxidantes, reagem também rapidamente com esse radical.
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Tabela 15 - Avaliacdo da atividade sequestrante de radical DPPH

Amostra DPPH
(ug/mL) CS (%) £ DP
OECR 7,67 0,77

EH 15,94+ 0,3

EAC 33,58+ 0,6

EMCR 43,12 +1,14

EMI 83,53 +0,23

EMP1 19,28 + 1,14

EMI 8-9 (luteolina) 77,64 £0,51
EAC 3.4.4 (acido ferulico) 42,83 + 0,26
guercetina (padrao) 83,22 +0,42

DP = desvio padrao

Nos estudos de Bashir e colaboradores (2012), o extrato metandlico dos tubérculos de

C. rotundus coletados no Paquistdo, apresentou elevada capacidade sequestrante do radical

DPPH (61,73%), bem como, elevado teor de fenois (37,86%) e flavonoides totais (18,25%).

No presente estudo, o extrato metandlico da inflorescéncia foi o que apresentou a maior

porcentagem de inibicdo do radical DPPH (83,53%), quando comparado ao padrdo quercetina

e ao extrato metandlico dos tubérculos.

Os resultados revelam a potencialidade do extrato metanolico da inflorescéncia de C.

rotundus, e fornece subsidios para utilizacdo do referido extrato como agente antioxidante,

estimulando a continuacdo dos estudos referentes aos seus contituintes quimicos, tendo em

vista a necessidade de se buscar fontes naturais na cura de doengas relacionadas ao estresse

oxidativo e degenerativas.
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Gréfico 5 - Porcentagem de inibicdo (%) dos extratos e substancias isoladas de C. rotundus frente ao
radical DPPH

5.7 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.7.1 ANALISE DA ATIVIDADE ANTI-ELASTASE

Na avaliagdo da atividade anti-elastase observou-se que o 6leo essencial, o extrato
hexanico (tubérculos e inflorescéncia) e a amostra EMI 8-9 (luteolina) apresentaram efeito
positivo frente a enzima, embora com porcentagem de inibi¢cdo abaixo de 50%. As demais
amostras apresentaram efeito negativo, ou seja, potencializaram a acdo da enzima, néo
apresentando qualquer acdo inibitdria. Os resultados da porcentagem de inibicdo dos extratos

e substancias isoladas de C. rotundus estdo expressos na Tabelal6.
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Tabela 16 - Porcentagem de inibicdo de extratos e substancias isoladas C. rotundus frente a enzima
elastase

Amostra (ug/mL) % de inibicdo + DP
OECR 23,41 0,68
EH 18,28 £ 0,41
EAC -2,95 + 3,43
EMCR -9,93+0,72
EMI -15,95+ 2,04
EHI 14,56 + 1,67
EMP1 -26,12 £ 2,74
EMI 8-9 15,98 + 2,84
EAC 3.4.4 -4,78 + 2,07
silvestart (padrao) 91,81 + 0,66

O efeito negativo observado dos extratos EMCR e EMI podem estar relacionados a
varios fatores tais como: baixa concentracdo de flavonoides, interferéncia de moléculas ndo
fenolicas presentes nos referidos extratos, tendo em vista que a atividade inibitéria da enzima

esta diretamente associada a concentragdo do agente antioxidante.
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5.7.2 ANALISE DA ATIVIDADE ANTI-TIROSINASE

Na avaliacdo da atividade anti-tirosinase os melhores resultados foram das amostras
EMI 8-9 (luteolina) e EAC 3.4.4 (&cido ferulico) quando comparado ao padrdo de quercetina.
As demais amostras demonstraram pouca eficiéncia na inibicdo da enzima. Os resultados da
porcentagem de inibicao dos extratos e substancias isoladas de C. rotundus estdo expressos na

Tabela 17.

Tabela 17 - Porcentagem de inibicdo de extratos e substancias isola de C. rotundus das frente a enzima
tirosinase

Amostra (ng/mL) % de inibicéo + DP
OECR 12,26 £ 2,45
EH 9,78+ 1,24
EAC 6,86 + 1,78
EMCR 2,38+ 1,76
EHI 7,45+123
EMI 16,68 + 1,76
EMP1 4,48 £0,79
EMI 8-9 19,11+ 2,34
EAC 3.4.4 18,28 £ 0,84
quercetina (padréo) 44,81 + 1,67

Os dados obtidos para os fenois totais e atividade antioxidante indicam que 0s
compostos fenolicos concentram-se preferencialmente no extrato polar (metanolico) da
inflorescéncia e tubérculos de C. rotundus. No entanto, no presente ensaio ndo foi observada
atividade significativa dos referidos extratos, demonstrando que os compostos fenolicos

isolados apresentam maior capacidade de inibicdo da enzima.
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5.7.3 ANALISE DA ATIVIDADE ANTI-a-GLUCOSIDASE

Na avaliagdo da atividade a-glucosidase observa-se que o 6leo essencial, 0s extratos
hexanico (tubérculos e inflorescéncia), acetato de etila (tubérculos) e as substancias isoladas
luteolina (EMI 8-9) e acido ferulico (EAC 3.4.4) apresentaram porcentagem de inibi¢do
superior a do padrdo utilizado. Os valores da porcentagem de inibicdo e de Cls estdo descritos

na Tabela 18, Grafico 6.

Tabela 18 - Porcentagem de inibigdo da a-glucosidase dos extratos brutos e substancias isoladas de C.
rotundus

AMOSTRA (ng/mL) % de inibicdo £ DP  CI (ug/mL)

OECR 96,35+ 0,16 15,17

EH 93,43+0,03 2,75

EAC 92,09 + 2,88 40,51

EMCR 82,00+x4,11 27,08

EHI 97,18 £ 0,08 12,75

EMI 85,06 + 1,25 32,07

EMP1 15,85 + 3,45 67,98

EMI 8-9 93,64 + 0,96 30,39
EAC3.44 98,17 £ 0, 07 nr

guercetina (padréo) 90,27 £ 1,87 14,83

DP — desvio padrao; nr — ndo realizado
O extrato hexanico dos tubérculos apresentou concentracdo inibitéria em cerca de 5
vezes superior a do padrao quercetina. No entanto, por se tratar de um extrato bruto, existem
inimeras substancias que podem ser responsaveis por tal capacidade. Para a substancia
isolada EAC 3.4.4 (4cido ferulico), ndo foi possivel determinar a concentragdo inibitoria,
tendo em vista que apds sucessivas diluigdes a amostra ainda apresentava capacidade de
inibicdo acima de 94%, fato que ndo permitiu que fosse determinada a curva para anélise de

regresséo linear.
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Recentemente o mecanismo de agdo de inibi¢do da a-glucosidase da flavona luteolina
foi descrito por Yan e colaboradores (2014), por meio de interacdes cinéticas e moleculares,
demonstrando que a alta afinidade da luteolina pelo sitio ativo da enzima a induziu a
rearranjos e alteracdes conformacionais, o que indiretamente inibiu a atividade catalitica da
enzima. Segundo Yan, a acdo inibitoria da luteolina € compardvel ao padrdo arcabose,
independente da concentracdo utilizada. O padréo acarbose € um potente farmaco utilizado no
tratamento da dibetes mellitus do tipo Il e 11l e no controle da doenca de Gaucher, no entanto,
apresenta reacOes adversas, como dores abdominais, diarreia e flatuléncia, o que justifica a
busca por novos inibidores da enzima.

Dessa forma, é possivel que as substancias presentes nos extratos e no 6éleo essencial
exercam a mesma acdo frente a enzima da o-glucosidase e que sejam potencialmente tdo
ativas quanto o padréo utilizado.

Os resultados do presente estudo fornecem subsidios para novas pesquisas com
substratos de C. rotundus. No entanto, estudos pre-clinicos sdo necessérios para avaliar a
eficacia dos produtos e a concentracdo inibitoria da a-glucosidase in vivo. O interesse por
novos agentes inibidores da enzima tem se intensificado, uma vez que, a inibicdo da atividade
catalitica da enzima, retarda a liberacéo de glicose para o sangue. Inibidores de a-glucosidases
também tém sido estudados como potenciais agentes anti-HIV, com grande influéncia no

ciclo de replicagéo viral.
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Gréfico 6 - Porcentagem de inibi¢ao dos extratos e substancias isoladas frente a enzima a-glucosidase

5.7.4 TOXICIDADE FRENTE A ARTEMIA SALINA (TAS)

A Tabela 19 apresenta 0 nimero de 6bitos de A. salina ocorridos na presenca em
diferentes concentracdes dos extratos hexanico, acetato de etila, metanol e do 6leo essencial
obtidos dos tubérculos de C. rotundus. Considerando que o programa de andlise de probitos
(EPA probit analysis program, versdo 1.5.) ndo admite o input de dados em triplicata, o
namero de ébitos para cada concentracdo foi considerado em conjunto, referindo-se entdo a

um total de 10 individuos expostos.

Tabela 19 - NUmero de 6bitos de A.salina frente aos extratos brutos e 6leo essencial testado e suas
respectivas concentragdes.

Concentracio (ug/mL) EH EAC EM OECR Controle

10 0 0 0 0 0
20 0 0 0 7 0
30 1 0 4 6 0
50 2 5 3 8 0

EH- extrato em hexano; EAC — extrato em acetato de etila; EM — extrato em metanol;
OECR - 6leo essencial de C. rotundus
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Os dados quando analisados segundo o método de Finney (1971), resultaram nos

valores de DLsg constantes da Tabela 20.

Tabela 20 - Avaliacdo da toxicidade dos extratos brutos e 6leos essenciais testados (DL50)

Amostra DLso (ng/mL)
EH 944,01
EAC 501,82
EM 500,13
OECR 760,60

EH- extrato hexanico; EAC — extrato em acetato de etila; EM — extrato em metanol;
OECR - ndo foi possivel calcular.

Os resultados da DLsp revelam baixa toxicidade para o extrato em hexano e 6leo
essencial. Moderada toxicidade do extrato em acetato de etila e em metanol.

Para avaliacdo da toxicidade frente a A. salina considerou-se baixa toxicidade quando
a dose letal (DLso) foi superior a 500 pg/mL; moderada para valores entre 100 e 500 pug/mL e
muito toxico quando a DLs foi inferior a 100 pg/mL (MEYER et al., 1982).

Os resultados obtidos frente a A. salina sugerem a necessidade de estudos posteriores

mais especificos, principalmente, no que se refere aos mecanismos de acdo dos metabolitos

em nivel fisioldgico.
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5.7.5 AVALIACAO ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ANTIBIOFILME

Na avaliagdo da atividade antimicrobiana, o 0leo essencial dos tubérculos de C.
rotundus apresentou média dos diametros dos halos inibitorios variando de 12,3 a 14,3 mm
(Figura 50) e valores de CIM entre 0,31 e 0,62 mg/ mL para as bactérias Gram-positivas e de
0,31 mg/mL para a levedura, ndo apresentando nenhuma atividade contra a bactéria Gram-
negativa. Tanto os valores alcangados por difusdo em &gar como os de CIM demonstraram um
desempenho superior do Oleo essencial em comparacdo com o controle positivo de
clorexidina (Tabela 21).

O extrato em hexano apresentou media de halo inibitério de 11,3 mm contra a bactéria
S. aureus, demonstrando sensibilidade da bactéria ao extrato. As bactérias testadas foram
resistentes aos extratos em acetato de etila e metanol.

Zeid e colaboradores (2008), ao estudarem a atividade antibacteriana do 6leo essencial
de C. rotundus, verificaram que 0 mesmo apresentou atividade notavel contra bactérias Gram-
positivas, porém menor atividade inibitéria contra as Gram-negativas. A atividade fungicida
do bleo essencial de C. rotundus avaliada por Duarte et al., (2005) contra cepa de C. albicans,
revelou atividade moderada, com CIM de 0,6 mg/mL. Embora no presente estudo, as médias
dos didmetros dos halos inibitérios e das CIM tenham indicado melhor desempenho do OECR
do que o controle positivo e do que o valor relatado na literatura, essa diferenca nao foi
considerada estatisticamente significante (P<0.5). Entretanto, no que diz respeito ao teste de
disco difusdo, os halos formados demonstraram, além do efeito antifungico, boa difusibilidade
e baixa viscosidade do oleo.

Os métodos de disco-difusdo e difusdo em meio solido foram utilizados como teste
preliminar, pois apresenta limitagdes para substancias com baixa difusibilidade no meio de
cultura. Diante disso, ha possibilidade de se obter resultados diferentes em outros testes de

acao antimicrobiana.
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No teste da microdiluicdo o extrato em hexano (tubérculos), demonstrou desempenho
superior quando comparado ao padrdo tanto para as bactérias Gram-positivas quanto para a
levedura, destacando-se o melhor resultado para S. sanguinis com CIM = 0,78 mg/mL.

O extrato em acetato de etila (tubérculos) apresentou os mesmos valores de CIM do
padrdo, revelando sensibilidade das cepas testadas ao extrato e igual eficacia do extrato em
relacdo ao padrdo. O extrato em metanol apresentou CIM superior ao padréo para a bactéria S.
sanguinis.

A clorexidina que foi utilizada como padrdo, é um potente antisséptico empregado,
especialmente na odontologia, para o controle de infeccBes na cavidade oral na forma de
solugdes colutdrias (0,12%) e como solucdo irrigadora (2,0%) durante o tratamento de canais
dentarios infectados.

Tabela 21 - Médias dos didmetros dos halos inibitérios (mm) dos extratos dos tubérculos e 6leo
essencial de C. rotundus

Micro-organismos

Amostra E. CiM S. CiM S. E. coli C. CiM
faecalis (mg/mL) sanguinis mg/mL) aureus @ (mm) albicans mg/mL)
@ (mm) @ (mm) @ (mm) @ (mm)
EH 8,0* 0,39 - 0,78 11,3 - - 0,78
EAC 8,0%* 3,13 - 12,5 - - - 3,13
EM - 6,25 - 5,0 - - - 12,5
OECR 12,3 0,31 12,3 0,62 75 - 14,3 0,31
CHX 9,0 3,13 11,3 12,5 12,4 8,0 11,3 3,13
(0,12%)
Agua - - - - - - - -

* Halos com inibicdo parcial: pequenas col6nias cresceram no interior do halo; **Houve formacdo de halo
em apenas uma placa. CHX — clorexidina (controle positivo); Agua (controle negativo)
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Figura 50 - Formacéo de halos de inibi¢do no teste antimicrobiano. A — 6leo essencial; B — extratos

Considerando os resultados para o extrato hexanico, as sete fracbes foram avaliadas
frente as bactérias Gram-positivas (E. faecalis e S. sanguinis). Os resultados estdo descritos na

Tabela 22.

Tabela 22 - CIM* das fragOes do extrato em hexano contra E. faecalis e S. sanguinis

Fracdo Micro-organismos
E. faecalis S.sanguinis
(CIM = mg/mL) (CIM = mg/mL)
HF1 10,00 5,00
HF2 0,62 2,50
HF3 1,25 2,50
HF4 5,00 1,25
HF5 5,00 2,50
HF6 10,0 2,50
HF7 1,25 2,50
CHX (0,12%) 5,00 2,50
Agua - -

CHX — clorexidina (controle positivo); Agua (controle negativo)

Os melhores resultados para as fragdes semipurificadas do extrato hexano foram de
HF2, HF3 e HF7 para E. faecalis, que demonstraram desempenho superior ao padréo
clorexidina. Para S. sanguinis o melhor desempenho foi da fragdo HF4. Embora os resultados
tenham sido satisfatorios quando comparados ao padrao, observa-se que nenhuma das fracdes
obteve melhor resultado do que o extrato de origem, demonstrando que a a¢ao antimicrobiana

do extrato pode ser por sinergismo frente as cepas testadas.
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A atividade antimicrobiana dos extratos brutos obtidos da inflorescéncia, as
substancias puras EMP1 (d-manitol), e EAC 3.4.4 (&cido ferulico), foi avaliada pela técnica
da microdiluicdo contra as cepas de E. faecalis, S. sanguinis e C. albicans, os resultados estdo
descritos na Tabela 23.

Tabela 23 - CIM dos extratos obtidos da inflorescéncia e de substancias puras

Amostra Micro-organismos
E. faecalis S. sanguinis C. albicans
CIM (mg/mL) CIM (mg/mL) CIM (mg/mL)

EHI - 20,00 3,34
EMI - 20,00 0,01
EMP1 20,00 20,00 0,84
PREC1 - 20,00 0,01
EAC34.4 20,00 - 3,34
CHX (0,12%) 2,5 2,5 0,05

Agua - - -

CHX — clorexidina (controle positivo); Agua (controle negativo)

Dos extratos da inflorescéncia avaliados contra a cepa de C. albicans o extrato em
metanol apresentou desempenho superior ao padrdo com CIM = 0,01 mg/mL. As substancias
puras d-manitol (EMP1) e acido ferulico (EAC 3.4.4) apresentaram moderada atividade.

A fracdo PREC1 proveniente da particdo do extrato em metanol (tubérculos) com
hexano apresentou desempenho superior ao padrdo de clorexidina. Da fracdo foi isolado o
perdxido de ergosterol, no entanto, devido a pequena quantidade de substancia obtida néo foi
possivel realizar o ensaio com a substancia pura.

Em relacdo a inibicdo de adesdo microbiana, a agdo do OECR foi especialmente
significativa contra E. faecalis, reduzindo em cerca de 50% a capacidade de formagéo de
biofilme por esta cepa e numa concentragdo varias vezes menor do que a necessaria para obter
efeito semelhante sobre C. albicans. Embora o efeito antibiofilme tenha sido atingido numa

concentracdo superior a necessaria para inibir seu crescimento, pode-se supor que 0S

diferentes compostos presentes no OECR agem tanto em E. faecalis como em C. albicans por
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mecanismos diversos, uns interferindo ao nivel de parede celular e outros internamente na
célula, impedindo a expressdo de moléculas associadas a adesdo celular.

Observa-se efeito contrario do d-manitol (EMP1), sua acéo foi significativa para C.
albicans, reduzindo em cerca de 50% a capacidade de formacdo de biofilme da levedura,
numa concentracdo varias vezes menor para se obter o mesmo efeito contra E. faecalis, onde
o percentual de inibicdo do biofilme também atingiu a percentagem de 50%. Os resultados

da CIMB e do percentual de biofilme formado estdo descritos na Tabela 24.

Tabela 24 - Concentracdo inibitoria minima de biofilme (CIMB) e percentual de biofilme formado por
E. faecalis e C. albicans

Amostra Micro-organismos
E. faecalis CIMB%* C. albicans CIMB%**
CIMB (mg/mL) CIMB (mg/mL)

EHI 0,01 66,0+ 5,9 0,63 97,7+2,1
EMI 0,01 74,8 £ 8,6 0,02 62,3+£6,3
EMP1 20,00 453+35 0,02 46,3 +8,9
PREC1 0,63 75,7+14,9 10,00 48,2+7,9
OECR 0,63 52,0+9,4 10,00 471+73

*A média e desvio padrdo de 100% de biofilme formado por C. albicans foi de 0,7200p £0,4; ** A média e
desvio padrdo de 100% de biofilme formado por E. faecalis foi de 0,231op +0,1; Os ensaios foram realizados em
triplicata

Os microrganismos utilizados como alvo deste estudo, além de patdgenos sistémicos
sdo de importancia odontoldgica devido a sua relacdo com infecgbes endodoénticas
persistentes (FERRARI et al., 2005; MOHAMMADI et al., 2012).

O presente estudo sugere que o0s extratos, o 6leo essencial e as substancias puras
testadas tém um amplo espectro de atividade antibacteriana, embora o grau de
susceptibilidade possa diferir entre os diferentes microrganismos. Os resultados promissores
da atividade antibacteriana, podem ser atribuidos a presenca de metabolitos secundarios de
diversas classes organicas presentes no material vegetal individualmente ou em combinag&o.

Os nossos resultados indicam a utilidade potencial de Cyperus rotundus no tratamento de
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diferentes doencas patogénicas, bem como, pode ajudar na descoberta de novas classes de
produtos quimicos antibioticos, além de fornecer subsidios para a possivel utilizacdo do 6leo
essencial de C. rotundus e do d-manitol como adjuvantes no tratamento de canais radiculares
gue mostram colonizacdo por E. faecalis e C. albicans, respectivamente. No entanto, estudos
pré-clinicos sdo necessarios para avaliar a eficacia dos produtos e a concentracéo inibitoria de

biofilme in vivo.

5.7.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTILEISHMANIA

Para avaliar o efeito dos extratos e dleo essencial de C. rotundus sobre o crescimento
de L. amazonensis in vitro, formas promastigotas foram tratadas com as concentracdes de 1,5;
3,1; 6,2; 12,5; 25; 50 e 100 pg/mL. Na avaliacdo por meio da contagem diéria foi possivel
observar, que o extrato metanodlico ndo apresentou atividade em nenhuma das concentracdes
testadas. O extrato hexanico e em acetato de etila apresentaram atividade nas concentragoes
de 25, 50 e 100 pg/ml. Na concentragdo de 100 pg/mL o extrato hexanico foi capaz de
promover a morte de 100% dos parasitas.

O odleo essencial apresentou atividade nas concentragfes de 50 e 100 pg/mL, sendo
que a concentracdo de 50 pg/mL foi mais eficiente para promover a morte de 100% dos
parasitas, apresentando resultados semelhantes ao obtido pela pentamidina que é um
medicamento utilizado para o tratamento da leishmaniose e que é capaz de matar todos 0s
parasitas nesta concentragédo (SILVA-JARDIM et al., 2011).

A avaliagdo da viabilidade dos extratos e 0leo essencial de C. rotundus sobre formas

promastigotas de L. amazonensis esta expressa na Figura 51 e a Clso na Tabela 25.
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Figura 51 - Avaliacdo da atividade dos extratos e 0Oleos essenciais de C. rotundus frente a formas
promastigotas de L. amazonensis.

Tabela 25 - Concentragdo inibitoria (ICsy) da atividade leishmanicida dos extratos de Cyperus
rotundus contra L. amazonensis

Amostra Clso (Mg/mL)
OECR 5,07
EH 3,65
EAC 4,29

Os resultados revelam a atividade contra formas promastigotas de L. amazonensis do
0leo essencial e dos extratos hexanico e acetato de etila. Em estudos anteriores do nosso
grupo de pesquisa, 0 extrato hexanico e de diclorometano apresentaram atividade contra
formas promastigotas de Leishmania guyanensis com Clsy de 16,1 pg/mL e 31,7 pg/mL
respectivamente (Santos, 2003).

Estabelecer o mecanismo de acdo de produtos naturais frente formas promastigotas de
Leishmanias € muito complexo, uma vez que os parasitos do género sdo capazes de adaptar
seu metabolismo conforme a disponibilidade de substratos energéticos, pois apresentam um

ciclo de vida complexo, envolvendo dois hospedeiros diferentes. Para as formas amastigotas a
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glicose € a principal fonte energética, porém promastigotas preferem os aminoacidos. No
entanto, o estudo de compostos ativos de plantas pode se tornar um método alternativo na
busca pelo controle e tratamento da doen¢a (VAN-HELLEMOND & TIELENS, 1997).

Nessa perspectiva, 0 presente estudo fornece subsidios para novas pesquisas com 0
Oleo essencial e os extratos de C. rotundus na busca de substancias bioativas que possam

auxiliar no tratamento da Leishmaniose.

5.8 AVALIACAO DA MICROBIOTA FUNGICA de C. rotundus

A partir dos tubérculos de C. rotundus foram obtidos 32 isolados fangicos. A maior
ocorréncia foi do género Colletotrichum (12 isolados), seguida por Aerobasidium (6 isolados)
e Penicilium (5 isolados), Fusarium (4 isolados), Aspergillus (2 isolados), Cladosporium (2

isolados), Tricoderma (1 isolado), conforme Tabela 26, Figura 52.

Tabela 26 - Isolados flngicos de dos tubérculos de C. rotundus

Género Quantidade Coloragéo
Colletotrichum 12 marrom veo
Aerobasidium 6 branco

Penicillium 5 cinza com a borda branca
Aspergillus 2 preto granulado
Cladosporium 2 preto veludo

Tricoderma 1 verde borda branca
Fusarium 4 bege

O género Colletotrichum é causador da doenca conhecida como antracnose que
comumente infesta cultura de café, tomate e maméo. No estado do Amazonas, ha registros, de
culturas de guarana infestadas pelo fungo endofitico Colletotrichum guaranicola que foi
isolado da especie Cyperus flavus, fato que vem comprometendo a producdo do guarana nos

municipios de Manaus, Maués e Presidente Figueiredo (MILEO et al., 2007).
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Espécies de Penicillium sdo reconhecidas por produzirem metabdlitos toxicos, as
micotoxinas que comumente sdo encontradas em alimentos, tais como: ocrotoxina, pantulina,
cistinina e citroevidrina (MAZIERO & BERSOT, 2010). No entanto, 0 género possui
capacidade de produzir metabolitos secundarios bioativos, como é o caso dos policetideos.
Segundo Marinho et al., (2005), o policetideo citrinina isolados do fungo Penicillium
janthinell de Melia azedarach, mostrou importante atividade inibitéria de crescimento de
Leishmania mexicana.

A partir das espécies Cyperus rotundus e Cyperus esculentus foram isolados alcaloides
do tipo ergot produzidos pelo fungo Claviceps ciperi. Os alcaloides isolados sdo substancias
altamente toxicas que tem como funcgédo proteger a planta e o fungo dos predadores, que ao
serem ingeridas junto com a planta provocam doencas em insetos e mamiferos herbivoros
(NAUDE et al., 2005).

Na literatura ha poucos registros sobre a investigacdo da microbiota fungica da espécie
C. rotundus, sendo tal conhecimento de fundamental importancia para o entendimento das
interacOes inter e intraespecificas planta-microrganismo, a fim de que possam ser estudadas e
elucidadas a base bioldgica dessas interacfes, tendo em vista, que muitos fungos endofiticos,
sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios de interesse farmacoldgico e tém sido

utilizados como agentes de controle bioldgico de pragas e doencas.
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A - Colletotrichum ; B — Aerobasidium; C — Penicillium; D — Aspergillus;E — Cladosporium; F - Fusarium
Figura 52 - Isolados fangicos dos tubérculos de C. rotundus
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6. CONCLUSAO

O estudo fitoquimico de Cyperus rotundus resultou no isolamento de compostos
pertencentes a classes dos esterdides, sesquiterpenos, flavonoides e compostos fenolicos,
pertencentes ao metabolismo secundario da espécie em estudo. O estudo permitiu ainda,
identificar o triterpeno peroxido de ergosterol que é comumente encontrado na parede celular
de fungos endofiticos.

A investigagdo do dleo essencial ao longo do ano revela variacdo no teor de 6leo
essencial no periodo seco e chuvoso, bem como variacdo qualitativa dos principais
constituintes em fungdo da época do ano em que os tubérculos foram coletados, tendo sido
considerados os fatores abidticos como temperatura, época de coleta e precipitagdo, para
avaliacdo da variacdo sazonal. Os principais constituintes identificados foram: B-selineno
(5,79 a 7,34%), Oxido de cariofileno (4,68 a 7,47%), cipereno (10,64 a 18,62%),
ciperotundona (13,78 a 24,72%) e a-ciperona (20,34 a 23,73%),

No ensaio quantitativo de sequestro de radicais livres, o extrato em metanol da
inflorescéncia e a luteolina revelaram forte atividade antioxidante. Nos ensaios enzimaticos
frente as enzimas elastase e tirosinase 0s extratos e substancias isoladas apresentaram fraca
atividade inibitdria. No entanto, no ensaio frente a enzima a-glucosidase 0s extratos hexanicos
(tubérculos e inflorescéncia) e o 6leo essencial apresentaram forte atividade.

O ensaio biolégico realizado com Artemia salina L. revelou baixa toxicidade para o
extrato em hexano e dleo essencial e moderada toxicidade do extrato em acetato de etila e em
metanol.

Os resultados do teste colorimétrico realizados in vitro dirigidos a acdo leishmanicida,
contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis, revelaram significativa atividade

para 0 extrato hexanico (Clsp = 3,65 pg/mL), acetato de etila (Clsp = 4,29 pg/mL) e 6leo
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essencial (Clsp = 5,07 pg/mL), sugerindo a continuidade dos estudos em busca dos principios
ativos responsaveis por tal atividade.

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, o extrato hexanico (tubérculos) e o 6leo
essencial apresentaram moderada inibicdo contra as bactérias Gram positivas e forte inibicdo
contra a levedura e o extrato metanolico (inflorescéncia) e o d-manitol apresentaram elevada
atividade contra Candida albicans. Na avaliacdo da atividade de inibicdo de adesdo
microbiana o 6leo essencial e d-manitol reduziram em cerca de 50% a capacidade de
formacéo do biofilme com Enterococus faecalis e Candida albicans, respectivamente.

A avaliacdo da microbiota fangica de C. rotundus possibilitou isolar e identificar seis
géneros de fungos endofiticos, sendo o de maior ocorréncia o Colletotrichum.

Os resultados deste estudo confirmaram o potencial quimico e bioldgico da espécie
para tratamento de diferentes patogenias, bem como, sugerem novos estudos no controle da
enzima a-glucosidase e podem servir como subsidios para a descoberta de novas classes de
antibidticos de origem vegetal, que possam satisfazer a demanda atual, tendo em vista que 0s
agentes antibacterianos atualmente disponiveis no mercado sdo limitados devido a sua

toxicidade, baixa efetividade e resisténcia bacteriana .
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