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RESUMO

Paepalanthus é um dos géneros mais representativos da familia
Eriocaulaceae e consta na literatura que ja foram isoladas naftopiranonas e
flavonoides, substancias com comprovadas atividades como antirradicalar,
antitlcera e mutagénica. Apesar dos estudos realizados até o momento com
espécies de Eriocaulaceae, é importante destacar que ainda existe um grande
namero de espécies que nao foi estudado quimica e biologicamente. Portanto,
neste trabalho descrevemos o estudo quimico e biolégico do extrato metandlico
dos capitulos de Paepalanthus acanthophyllus. A estratégia de fracionamento
por HPLC-PDA em escala semipreparativa do extrato metanélico permitiu isolar
as substancias 6-metoxicanferol-3-O-(6"-p-cumaroil)-B-D-glucopiranosil-7-O-(-
D-glucopiranosideo, Pa2, 6-metoxicanferol-3-7-di-O-B-D-glucopiranosideo, Pal,
6-metoxicanferol-3-O-B-D-glucopiranosideo, Pa3, paepalantina-9-O--D-
glucopiranosideo, Pa4 e a paepalantina, Pa5. A padronizacdo do extrato
metandlico foi realizada por meio da quantificacdo dos derivados do canferol
glicosilados (Pal, Pa2 e Pa3) e do derivado da paepalantina glicosilada (Pa4)
por HPLC-PDA. A metodologia permitiu avaliar os parametros de linearidade e
limites de deteccéio e quantificacdo. Os limites de deteccdo (12,22 pg.mL™) e
quantificacéo (30,03 pg.mL™) foram satisfatérios para as condicdes analisadas
para os derivados do canferol. Para o derivado da paepalantina glicosilada
observou-se os valores de limite de detecgéo 25,54 pg.mL™ e de quantificacéo
77,39 ug.mL™. Os teores das substancias encontrados no extrato metandlico
dos capitulos foram de 2,39 % (Pal), 1,22 % (Pa2), 2,52 % (Pa3) e 8,38 %
(Pad). O teor de fendis totais encontrados foi de 126,41 mg.g™* de extrato para
os capitulos enquanto que o teor de flavonoides totais no extrato metandlico foi
de 122,15 mg.g™. Paralelamente foram avaliadas as atividades antimicrobiana
do extrato metandlico dos capitulos de P. acanthophyllus frente a bacterias
Gram-Positiva e Gram-negativa, sendo encontrados valores >1000 pg.mL™
para todas as cepas avaliadas. Os valores para a avaliacdo da citotoxicidade
utilizando o método do MTT para o extrato metandlico dos capitulos foi de 1Cs
= 34,81 pg.mL™* para a linhagem MCF7 (cancro da mama humana), sendo
considerado um valor promissor.

Palavras-chave: Flavonoides, Citotoxicidade, Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia, Eriocaulaceae, Atividade Antifungica



ABSTRACT

Paepalanthus is one of the most representative genus of the
Eriocaulaceae family and it is known in literature that naphthopyranones and
flavonoids were isolated. These substances are proven to have antiradical,
antiulcer and mutagenic biological activities. Despite available studies of the
Eriocaulaceae species, it is important to emphasize that there is still a large
number of species that have not been studied chemically and
biologically. Therefore, in this work we describe the chemical and biological
study of the methanol extract of the capitula from Paepalanthus
acanthophyllus. The fractionation strategy by HPLC-PDA semipreparative scale
of the methanolic extract allowed us to isolate substances 6-
methoxykaempferol-3-O-(6"-p-coumaroyll)-B-D-glucopyranosyl-7-O--D-
glucopyranoside, Pa2, 6- methoxyKaempferol-3-7-di-O-B-D-glucopyranoside,
Pal, 6- methoxyKaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside, Pa3, paepalantina-9-O-
B-D-glucopyranoside, Pa4 and paepalantine Pa5. The standardization of the
methanol extract was performed by quantification of glycosides kaempferol
derivatives and paepalantina glycosylated by HPLC-PDA. The methodology
allowed us to evaluate the parameters: linearity, limits of detection and
quantification. The detection limits (12.22 pg.mL™) and quantitation (30.03
ug.mL™?) were satisfactory for the conditions tested for the kaempferol
derivatives. For the derivative of the glycosylated paepalantina, the detection
limit (25.54 pg.mL™) and quantization limit (77.39 pg.mL™) were observed. The
content of substances found in the methanolic extract of the capitula were 2.39
% (Pal), 1.22 % (Pa2), 2.52 % (Pa3) and 8.38 % (Pa4). The total phenols
content obtained was 126.41 mg.g™ in the extract of the capitulae and the
content of the total flavonoid founded were 122.15 mg.g™ At the same time we
evaluated the antimicrobial activities of the methanolic extract of P.
acanthophyllus against bacteria Gram-positive and Gram-negative, and
observed the values > 1000 mg.mL™ for all tested strains. The values for the
assessment of cytotoxicity using MTT method for the methanolic extract of
capitula was ICso = 34.81 pg.mL™ strain against MCF7 (human breast cancer).
It is considered a promising value.

Keywords: Flavonoids, Citotoxicity, High Performance Liquid Chromatography,
Eriocaulaceae, Antifungal Activity.
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1 INTRODUCAO

A familia Eriocaulaceae é composta por 1200 espécies e esta dividida em 10
géneros (ANDRADE et al., 2011; GIULIETTI et al. 2012).

A Ultima revisédo da familia Eriocaulaceae foi publicada ha mais de 100 anos,
e até recentemente, as relagcdes genéricas e infra-genéricas ainda eram pouco
resolvidas. Entretanto, tem havido nos ultimos 30 anos, um grande esfor¢o por parte
de pesquisadores brasileiros para preencher as lacunas existentes, utilizando
caracteres morfoldgicos e anatdmicos, complementados por dados adicionais de
diferentes fontes, como palinologia, quimica, embriologia, genética de populacdes,
citologia e, mais recentemente, estudos de filogenia molecular (GIULIETTI et al.,
2012).

Na literatura (COSTA, et al., 2008, ANDRADE et al., 2011; GIULIETTI et al.
2012) ainda existem dados informando que esta familia possui uma complicada
taxonomia, sendo as espécies divididas em género, subgénero, secéo e subsecao.

A classificagdo aceita até os dias atuais & de que a familia Eriocaulaceae
divide-se ainda em duas subfamilias conhecidas por Paepalanthoideae e
Eriocauloideae. A subfamilia Paepalanthoideae compreende 8 géneros e 900
espécies, sendo definida por possuir flores isostémones (que possui tanto os
estames como as pétalas em numero igual) e pétalas sem glandulas. Dos 10
géneros que eram encontrados na subfamilia Paepalanthoideae: Tonina,
Blastocaulon, Comanthera, Lachnocaulon, Leiothrix, Paepalanthus, Philodice,
Rondonanthus, Syngonanthus e Actinocephalus (GIULIETTI et al., 2000, GIULIETTI
et al., 1990; SANO et al., 2004; TROVO, 2010), hoje devido especialmente aos
estudos morfolégicos e moleculares, uma nova reclassificacdo reagrupou as
espécies em apenas 8 géneros, sendo que Blastocaulon foi sinonimizado em
Paepalanthus (ANDRADE et al, 2011) e Philodice foi sinonimizado em
Syngonanthus (GIULIETTI et al., 2012).

A distribuicdo geogréfica das espécies de Eriocaulaceae por paises, foi

apresentada por Moldenke (1971 apud GIULIETTI et al.,, 1990). Com relacdo a
ocorréncia das Eriocaulaceae no Brasil, as principais espécies podem ser
destacadas como as pertencentes aos géneros Actinocephalus, Comanthera,
Eriocaulon, Lachnocaulon, Leiothrix, Paepalanthus, Rondonanthus, Syngonanthus, e

Tonina, ou seja, dos 10 géneros presentes na familia, 9 deles ocorrem no Brasil,
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sendo alguns deles endémicos a Serra do Cip6, Minas Gerais (GIULIETTI et al.,
1990, SANO et al., 2015). A Figura 1, apresenta o mapa de distribuicdo dos géneros
de Eriocaulaceae no mundo, onde destaca-se os que dos 10 géneros presentes na

familia, 8 deles ocorrem no Brasil (INSTITUTO CHICO MENDES DE
CONSERVAQAO DA BIODIVERSIDADE, 2016).

‘s;i

Figura 1 - Mapa de distribuicdo da familia Eriocaulaceae.

' - _

Livia Echiernacht

Friocaulon [ Eriocaulon, Mesanthemum, Actinocephalus, Comanthera, Eriocaulon, Lachnocaulon Centros de diversidade
Paepalanthus e Syngonanthus  Leiothrix, Paepalanthus, Rondonanthus, Syngonanthus e Tonina I de Eriocaulaceae

Fonte: INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE,
(2016).

A Figura 2 apresenta o cladograma simplificado e adptado, representando os
principais géneros de Eriocaulaceae no Brasil. Um dos principais géneros é
Paepalanthus e neste trabalho, com destaque a Paepalanthus acanthophyllus, a
espécie que esta sendo estudada.
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Figura 2 - Cladograma simplificado de Eriocaulaceae
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Fonte: Adaptado de ANDRADE et al. (2011); GIULIETTI et al. (2012).

A Serra do Espinhagco no Sudeste do Brasil € o centro de diversidade do
género, que também é bastante diversificado no escudo da Guiana e, em menor
grau, na Central do Brasil e no dominio da Mata Atlantica. Piaui, no nordeste do
Brasil, € particularmente pobre em Paepalanthus, com apenas quatro espécies
reconhecidas (SANO et al., 2014).

O ambiente onde sobrevivem estas espécies sdo constituidos, principalmente
por afloramentos de arenito, quartziticos, com altitudes superiores a 1.000 m de
altitudes, onde as espécies precisam se adaptar com pouca agua e muito calor
durante o dia (ANDRADE et al., 2011, GIULIETTI, 2012, SANO et al., 2014).

Sob a denominacdo de “sempre-vivas” podem também ser encontradas
espécies de outras familias de plantas (Xyridaceae, Cyperaceae, Rapataceae e
Compositae). No entanto, o nome tem sido aplicado popularmente a maioria das
espécies de Eriocaulaceae, que sdo as sempre vivas mais coletadas,

comercializadas e utilizadas no artesanato e na ornamentacdo (COSTA, et al., 2008,
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GIULIETTI et al.,, 2012, SANO et al.,, 2015, INSTITUTO CHICO MENDES DE
CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE, 2016).

Eriocaulaceae sdo facilmente reconhecidas por serem ervas que possuem, na
base, uma roseta de folhas (também chamada de “sapata”) geralmente dispostas
em espiral. Dessa roseta, partem 0s escapos, ou hastes, que portam, em seu apice,
as inflorescéncias. As inflorescéncias constituem a caracteristica mais marcante da
familia: sdo capitulos, as vezes esféricos, as vezes achatados, o que geralmente
confere 0s nomes populares as espécies: “botdo-bolinha”, botdo-branco”,
‘margarida” e “mini-saia”. Em outros casos, s&o as hastes que possuem
caracteristicas usadas dando o nome popular a espécie: o “capim-dourado” e a
“sempre-viva-pé-de-ouro” sao dois exemplos, entre varios outros. As flores sdo muito
reduzidas, atingindo somente um ou dois milimetros de comprimento, havendo de
algumas dezenas a centenas delas por inflorescéncia, sendo polinizadas
principalmente por insetos. As sementes, por sua vez, sGo menores ainda e sao
produzidas, em média, duas ou trés por fruto. (GIULIETTI, et al., 1990, COSTA, et
al., 2008, SANO, et al., 2015, INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVAQAO
DA BIODIVERSIDADE, 2016). A Figura 3 mostra o esquema geral de das partes

aéreas de Eriocaulaceae.
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Figura 3 - Esquema dos capitulos, escapos e folhas em Eriocaulaceae.
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Fonte: Adaptado de SANO, et al. (2015).

A coleta indiscriminada das espécies, principalmente aquele praticada com a
coleta prematura das inflorescéncias, antes da producédo ou da completa maturacao
das sementes ou a retirada de muitas plantas inteiras no momento da coleta dos
escapos e outros fatores como o uso frequente do fogo como estimulador da
floracdo, sao fatores que contribuem para a reducdo das populacées dessas
espécies em seus locais de ocorréncia (COSTA, et al., 2008, INSTITUTO CHICO
MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE, 2014, INSTITUTO CHICO
MENDES DE CONSERVAQAO DA BIODIVERSIDADE, 2016).

Estes fatores contribuem para que muitas das espécies de Eriocaulaceae

facam parte da lista vermelha de espécies em extincdo (SANO et al., 2014).

Com a finalidade de preservar as espécies do cerrado, o Instituto Chico
Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (ICMBio), com base na Portaria
MMA/ICMBIio n° 316/2009, coordena uma estratégia para a conservagdo de
Eriocaulaceae, uma das familias de plantas com grande numero de espécies
ameacadas. Este projeto faz parte do Plano de Acdo Nacional para Conservacao de
Eriocaulaceae — PAN Sempre-vivas. (COSTA, et al., 2008, INSTITUTO CHICO
MENDES DE CONSERVAC}AO DA BIODIVERSIDADE, 2014).

Ainda nos dias atuais, vale ressaltar que a coleta dessas plantas para
exportacdo é responsavel pelo sustento de inUmeras familias da regido. Em muitos

locais como Tocantins e Minas Gerais, familias inteiras sobrevivem da coleta,
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armazenamento e do artesanato dos capitulos e escapos das sempre-vivas. A
comercializacdo deste produto teve inicio nas décadas de 1930 e 1940, e seu auge
ocorreu entre os anos de 1970 e 1980, com o aumento da demanda neste periodo
influenciado pelo interesse na exportacdo para os Estados Unidos, Japao e alguns
paises da Europa (Giulietti et al., 1988). (COSTA, et al., 2008, SANO, et al., 2015).

A figura Figura 4, mostra a foto de alguns trabalhos de artesanato realizados
com escapos de Syngonanthus nitens, uma espécie do género Syngonanthus,

conhecida popularmente por capim-dourado.

Figura 4 — SEMPRE-VIVAS. Comércio e economia - (Syngonanthus nitens).

Fonte: Disponivel em: <http://semprevivasufvjmlab4.blogspot.com.br/p/grupo-
03.html>. Acesso em: 18 ago. 2016.

Dentre os usos populares de espécies de Eriocaulaceae, esta o de afugentar
insetos. Tal caracteristica faz com que sejam colocadas em armarios e gavetas para
repelir tracas e baratas (MENEZES et al., 1986).

1.1 Género Paepalanthus

Paepalanthus é o maior género da familia Eriocaulaceae com cerca de mais de
500 espécies distribuidas entre a América Central e Sul (GIULIETTI et al., 2012).
No Brasil existe cerca de 340 espécies, das quais 95% restritas ao pais, com um
elevado numero espécies endémicas (GIULIETTI et al., 2010; FORZZA, et al., 2010,
SANO et al., 2015). Novas espécies sdo frequentemente descritas, especialmente
para areas mal amostradas (GIULIETTI et al.; 2009; TROVO, et al.; 2009; TROVO
et al., 2011).

Muitas espécies pertencentes a este género ja foram estudadas pelo nosso
grupo de pesquisa durante estes Ultimos 20 anos. E importante destacar que o Prof.
Wagner Vilegas iniciou os estudos com Paepalanthus bomelioides e uma



20

naftopiranona, denominada de paepalantina foi isolada (VILEGAS et al., 1990).
Posteriormente, com esta mesma espécie e com outras estudadas como
Paepalanthus latipes, Paepalanthus planifolius, Paepalanthus microphyllus,
Paepalanthus chiquitensis e Paepalanthus geniculatus, os derivados glicosilados da
paepalatina, contendo glicose, alose, rhaminose, foram também isolados (VILEGAS
et al., 1997, SANTOS et al., 2001, PIACENTE et al., 2001, ZANUTTO et al., 2012 e
AMARAL et al., 2012). Também um dimero da paepalantina simétrico (COELHO et
al., 1999) e dimero assimétrico, contendo uma unidade da paepalantina e uma
unidade da semivioxantina (SANTOS, et al., 2001) foram isolados de P. bromeliodes

e P. planifolius, respectivamente.

Outra classe de substancias isoladas de espécies de Paepalanthus foram os
flavonoides. Especificamente flavonoides derivados da quercetina e do canferol,
contendo unidade de glicose, galactose, rhaminose (VILEGAS et al., 1998,
SANTOS, et al., 2001, DOKKEDAL et al., 2007; ZANUTTO et al., 2012, AMARAL, et
al., 2012). Flavonoides acil glicosilados (ANDRADE et al.,, 1999, SANTOS etal.,
2001), foram isolados especificamente de uma antiga secdo de Paepalanthus, hoje
elevada a género Actinocephalus (SANO et al., 2014).

Quanto as atividades biolégicas, a paepalantina isolada de P. bomelioides e
outas espécies de Paepalanthus apresentam atividade antioxidante (PACIFICO et
al., 2011), citotoxica (COELHO, et al., 2000, SANTOS et al., 2001, SILVA, 2007),
mutagénica (VARANDA et al., 1997, ZANUTTO, 2012) antiulcera (MORAES, et al.,
2010) e para o tratamento de doencga de Chron (DI STASI et al., 2004).

Ensaios utilizando peréxido de hidrogénio (H,0,) em macrofago peritoneal em
camundongos, onde foram determinadas a acdo imunomodulatéria de extratos
(etandlico e etandlico 70%) obtidos de quatro espécies (Paepalanthus hilairei,
Paepalanthus robustus, Paepalanthus vellozioides e Paepalanthus speciocus) na
concentracdo de 10 mg/mL mostraram-se com atividades promissoras (MOREIRA,
et al., 2000).

Apesar de ja existir um significativo nimero de espécies do género
Paepalanthus ja estudadas pelo nosso grupo de pesquisa, ainda existem muitas
espécies que ndo possuem dados quimicos e biolégicos na literatura. Dentre as
espécies nao estudadas quimica e biologicamente, encontra-se P. acanthophyllus
Rhuland.
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Muitas espécies de Paepalanthus sdo também conhecidas popularmente por
chuveirinho e sao utilizadas no artesanato do Centro-Oeste. A espécie P.
acanthophyllus também esta ameacada de extincdo e ndo ha um controle sobre o
seu uso, que deveria estar fundamentado no extrativismo, de forma sustentavel.
Essa planta ocorre nos campos de altitude, possui distribuicdo desde o Estado de
Minas Gerais, Bahia, Goias, Distrito Federal e se desenvolve em solos arenosos e
cobertos de gramineas. Chega a atingir 90 cm de altura. (LEGIAO DO CERRADO,
2016). A Figura 5 mostra o arranjo de capitulos, escapos e folhas de P.
acanthophyllus.

Figura 5 - Capitulos, escapos e folhas de P. acanthophyllus.

Fonte: Foto de Marcelo Trové Lopes de Oliveira
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo:

e Tracar o perfil por HPLC-PDA do extrato metandlico dos capitulos P.
acanthophyllus;

e Purificar os metabdlitos secundarios do extrato metanolico dos capitulos de
P. acanthophyllus;

e Identificar/elucidar os principais metabdlitos isolados do extrato metandlico
dos capitulos de P. acanthophyllus por técnicas espectrométricas (EM) e
espectroscopicas (RMN *H e 'C uni e bidimensionais, UV, IV);

e Quantificar por HPLC-PDA os principais metabdlitos secundérios isolados e
identificados no extrato metandlico dos capitulos de P. acanthophyllus;

e Avaliar o teor de flavonoides e fenodis totais do extrato metandlico dos
capitulos;

e Avaliar as atividades antitumoral e antimicrobiana do extrato metanélico dos
capitulos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Coleta e identificacdo da espécie vegetal

As partes aéreas de P. acanthophyllus (capitulos, escapos e folhas) foram
coletadas e identificadas pelo Prof. Dr. Paulo Takeo Sano do Instituto de Biociéncias
da USP de Sdo Paulo em Alto Paraiso de Goids - GO e a localizagdo por
posicionamento global por satélite de 14°01'39.35"S, 47°31'43.32"W, elev. 1517 m.
Uma exsicata de numero SANO 3965 foi depositada no IB — USP. O Prof. Paulo
Takeo Sano possui autorizagao de coleta registrado no IBAMA e a Profé. Lourdes C.
dos Santos possui Comprovante de registro para coleta de material botanico, fingico
e microbiolégico, Namero: 33512-3, Data da Emisséo: 04/05/2014.

3.2. Preparacao do extrato metandélico dos capitulos de P. acanthophyllus.

O material botanico coletado e identificado foi seco em estufa a 40 °C e
posteriormente triado para a separacdo de capitulos e folhas. Em seguida os
capitulos foram finamente divididos em um moinho de facas (com rotor vertical MAO
90CF), com um tamanho médio de particulas de 1 a 3 mm a fim de facilitar a
extracdo de seus constituintes quimicos. Os pés obtidos foram pesados em uma
balanca (Gehaka®, BG 4000 - com capacidade para 4040 g e precisdo de 0,01 g).
Em seguida, foram submetidas a percolagédo (PRISTA, 1995).

Quantidade do po6 foi intumescida com quantidade de solvente extrator
(metanol) durante 2 horas. Em seguida, o percolador foi empacotado
homogeneamente com a mistura (pé + metanol) e o efluente foi coletado na vazéo
de 1,0-2,0 mL/min/Kg. Durante a percolacdo foi determinado o procedimento
operacional padrdo visando a padronizacdo desta etapa, de forma que a obtencéo
da razéo droga vegetal de extratos : solvente extrator fosse mantida constante. Apos
a extracdo, o liquido extrator foi rotaevaporado sob presséo reduzida em evaporador
rotativo (modelo Laborota 4001 — efficient marca Heidolph, equipado com bomba a
vacuo modelo Rotavac valve control Heidolph), em temperatura menor que 40 °C. O
extrato metandlico (5,12 g) foi transferido para vidro tarado e deixado em capela até

completa eliminagao do solvente
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3.3. Fracionamento em Sephadex® LH-20

A fracdo metandlica (2,30 g) dos capitulos foi solubilizado em MeOH/ H,0
(9:1, viv) (20,0 mL), utilizando-se banho ultrassom por 10 minutos, em seguida
centrifugado por 15 minutos, separando-se o precipitado (0,30 g) do sobrenadante
(2,00 g). O sobrenadante foi filtrado e fracionado em coluna de Sephadex LH-20 (85
x 2,5 cm d.i.), eluida com MeOH/ H,0 (9:1, v/Iv).

As fragcbes com aproximadamente 10 mL foram coletadas em coletor
automatico Redifrac (Pharmacia). Foram obtidas 82 fraces, as quais foram eluidas
em CHCIs/MeOH/H20, (43:37:20:), viviv, fase orgéanica) e reveladas com luz UV,
iodo e também borrifadas com solu¢cdo de anisaldeido/H2SO4, sendo a placa
posteriormente levada a uma estufa a 130 C°. Estas fragbes foram reunidas por
CCDC, de acordo com a coloracao e o Rf.

Para uma maior obtencdo de massa, 0 procedimento descrito acima foi

realizado mais de uma vez, sendo observado uma reprodutibilidade nos resultados.

3.4. Clean-up dos extratos

O clean-up de todas as fragdes deste trabalho foi realizado em cartucho de
SPE RP18 (500 mg). O cartucho foi previamente ambientado com 5,0 mL de
MeOH/H,0 (9:1, v/v). Em seguida, a amostra foi filtrada através do cartucho, o qual
foi em sequéncia eluida com 5,0 mL da mesma mistura de MeOH/H,O. A solugéo
obtida foi seca em temperatura ambiente e o soélido resultante redissolvido em
MeOH/H,0 (9:1, v/v) filtrado em filtro de PTFE (0,22 ym) e armazenado em vial de

vidro.

3.5. Analises por HPLC-PDA de extratos

Com o objetivo de tracar o perfil cromatogréfico do extrato metandlico dos
capitulos, 1 mg do extrato foi solubilizado em 1,0 mL de MeOH/H,O 9:1m(v/v),
fitrado em cartucho SPE RP 18 e em membrana de 0,22 uym e diluidos com
MeOH/H,O 9:1 (v/v) até obtencdo de solucdo de concentracdo de 1 mg/mL. A
andlise do perfil cromatografico do extrato metandlico bruto dos capitulos foi
realizada por HPLC-PDA. Para este perfil foi utilizado um cromatégrafo liquido de
alta eficiéncia (analitico gradiente quaternario) modelo PU-2089 (Jasco®), acoplado a
um detector de arranjo de foto diodos, modelo MD-2018 (Jasco®) e a um injetor

automatico modelo AS-2055 (Jasco®). Foi utilizada uma coluna Thermo Hypersil
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GOLD AQ RP-18 (250 x 4,6 mm i.d.; 5 ym), vazéo 1,0 mL.min?, Solventes: A = H,0,
B = MeOH, ambos com TFA 0,01%. Sistema de eluicdo gradiente linear 5-100% de

B em 60 min.

3.6. Fracionamento por HPLC-PDA semi-preparativo

A fracdo 2 (296 mg) proveniente do fracionamento do extrato metandlico dos
capitulos de P. acanthophyllus por sephadex LH-20 foi solublilizada em 5,0 mL de
MeOH: H,O (9:1, (v/v), passou por um clean-up em cartucho SPE utilizando a
mesma metodologia item 3.4, sendo posteriormente filtrada em em filtro de PTFE
(0,22 pym).

A separacdo dos compostos foi realizada em um HPLC-PDA (semi-
preparativo) modelo PU-2086 (Jasco®), acoplado a um detector de arranjo de foto
diodos, modelo MD-2010 (Jasco®). Foi utilizada uma coluna de fase reversa RP 18
imobilizada com octadecilsilano, Thermo Hypersil GOLD AQ RP-18 (250 x 10 mm
i.d.; 5 um), vazao 13,0 mL.min?, Solventes: A = H,0O, B = MeOH, ambos com TFA
0,01%. Sistema de eluicdo gradiente consistindo de 32-64 % de B em 40 min. e 64-
100 % de B até 60 minutos. O volume de cada injecdo foi de 200 pL. O
fracionamento forneceu as substancias: Pal (2,7 mg, Tr = 6,88 min.); Pa2 (7,2 mg,
Tr = 16,99 min.); Pa3 (11,4 mg, Tr = 20,21 min.); Pa4 (8,3 mg, Tr = 28,79 min.) e
Pa5 (2,9 mg, Tr = 54,59 min.).

3.7. Analise de fracdes por CCD

Nas triagens das fracGes foram usadas placas de camada delgada de silica-
gel em suporte de aluminio (Merck®, Aldrich®), sendo usados como reveladores:
lodo, Anisaldeido/H,SO, e NP/PEG.

3.8. Analise por Espectrometria de Massas

Os espectros de massas foram realizados em espectrometro de massas LCQ
FLEET (Thermocientific®), equipado com dispositivo de inser¢éo direta da amostra
via analise por injecdo em fluxo continuo (FIA). Algumas substancias estudadas
foram analisadas no modo de ionizacdo por electrospray (ESI) e as fragmentacdes
(MS?) realizadas em uma interface do tipo ion-trap (IT). O modo negativo foi
escolhido para a geracdo e analise dos espectros de massas em primeira-ordem

(MS), bem como para os demais experimentos (MS?), sob a seguintes condigdes:
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voltagem do capilar — 4 V, voltagem do spray — 5 kV, temperatura do capilar 280 °C,

gas de arraste (N,) fluxo 60 (unidades arbitrarias).

3.9. Analise por RMN

Os experimentos de 'H-NMR e **C-NMR, obtidos em dimetil sulféxido
hexadeuterado (DMSO-d6, Sigma Aldrich®), foram realizados em espectrometro de
ressonancia magnética nuclear de 11,7 T (Varian® Inova). Os deslocamentos

quimicos sao dados em & (ppm) usando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno.

3.10. Avaliacdo do teor de fendis e flavonoides totais dos extratos metandlicos
de capitulos de P. acanthophyllus

O teor de fendis totais e flavonoides totais foram realizados em triplicata
utilizando o equipamento Thermo Plate TP-READER Basic para a leitura das

absorbéancias para cada ensaio.

3.10.1. Determinacao do teor de fendis totais

A concentracdo de fendis totais foi determinada a partir do método
colorimétrico padrdo de Folin-Ciocalteau (KAHKONEN et al., 1999; GHASEMZADEH
et al., 2010).

A andlise foi realizada utilizando-se uma soluc¢do padrédo de acido galico na
concentracdo de 500 pg.mL™. As solucdes do padrdo utilizadas na construcdo da
curva analitica consistiram na preparacédo de diluicdes seriadas a partir da solucao
estoque nas concentracées de 250,00 pg.mL™, 125,00 ug.mL™, 62,50 pg.mL™, 31,25
pg.mL?, 15,63 pg.mL™, 7,81 pg.mL™?, 3,91 pg.mL™ e 1,95 pg.mL™. Os extratos
analisados foram preparados na concentracdo de 1000 pug.mL™. Em uma placa de
96 pocos adicionou-se 150 pL de uma solucédo de Folin Ciocalteau 6,67% em agua e
50 yL das amostras analisadas, incluindo a solucdo de acido galico em diferentes
concentracdes. Aguardou-se 3 minutos e adicionou-se 50 puL de uma solucdo de
Na,CO3 200 mg.mL™. Apés a adicdo de todos os reagentes, aguardou-se 0 tempo

para reacao de 2 horas e realizou-se a medida das absorbancias a A = 750 nm.
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3.10.2. . Determinacao do teor de flavonoides totais

A determinacéo do teor de flavonoides totais foi realizada de acordo o método
colorimétrico baseado na metodologia descrita por Peixoto Sobrinho et al. (2008) e
Jurd & Geissman (1956).

A andlise foi realizada utilizando-se uma solugcdo padrdo de quercetina na
concentracdo de 500 pg.mL™. As solucdo do padrdo utilizada na construcdo da
curva analitica consistiu na preparacdo de diluicbes seriadas a partir da solucao
estoque nas concentracbes de 250,00, 125,00, 62,50, 31,25, 15,63, 7,81, 3,91 e
1,95 pug.mL™. O extrato analisado foi preparado na concentracdo de 1000 pg.mL™.
Uma solucéo de AICIl; 2% (m/v) também foi preparada em MeOH:H,O 80:20 (v/v).
Os reagentes foram adicionados em uma placa de 96 poc¢os na seguinte ordem: 100
puL da solucdo de AICI; 2% (m/v), 100 pL de cada extrato e as solucbes nas
diferentes concentracfes do padrdo. O tempo de reacao foi de 1 hora sendo apés

isto realizada a leitura da absorbancia em espectrofotometro a A = 415 nm.
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4 ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.1. Determinacao da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana e determinacdo da concentracao
inibitéria minima foi realizada no laboratério de Fisiologia de Micro-organismo da
FCFAr. Unesp Araraquara sob a supervisdo da Profa. Dra. Tais Maria Bauab.

4.1.1. Cepas microbianas

Para a determinagcdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) foram
empregadas trés cepas bacterianas: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Salmonella setubal ATCC 19196. As cepas foram mantidas
em caldo Mueller Hinton (CMH) acrescido de 20% de glicerol a -20° C, e, para 0 uso
foram repicadas em CMH e incubadas a 37°C por 24 horas. Para a avaliacdo da
atividade antifungica foi empregada uma cepa de Candida albicans ATCC 18804. A
cepa foi mantida em Caldo Sabouraud Dextrose (CSD) acrescido de 20% de glicerol

a -20° C, e, para o uso foi repicada em CSD e incubada a 37°C por 48 horas.

4.1.2. Padronizacdo dos in6culos bacterianos

As suspensdes bacterianas de foram padronizadas a partir de uma cultura de
24 horas, em CMH, adicionando-se meio de cultura estéril até atingir turvacao igual
& suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 1,0 x 10°
UFC.mL™). Em seguida foi verificada a leitura espectrofotométrica a 620 nm para
confirmacdo da concentragcdo de micro-organismos. Posteriormente, foi realizada
uma diluicdo 1:10 em CMH, obtendo-se uma suspensdo de 1,0 x 10’ UFC.mL™, a
qual foi utilizada nos ensaios (CLSI, 2006; ARAUJO et al., 2012).

4.1.3. Padronizacao do in6culo fungico

A suspenséo fungica de Candida albicans foi padronizada a partir de uma
cultura de 48 horas em CSD diluidas até escala 0,5 de McFarland (10° UFC/mL). A
concentragcdo das células leveduriformes foi confirmada por leitura
espectrofotométrica a 620 nm. Desta suspensdo foi realizada uma diluicdo 1/1000
obtendo-se uma suspensdo de 10° UFC.mL™ a qual foi utilizada nos experimentos
(CLSI, 2008; ARAUJO et al., 2013).
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4.1.4. Determinacao da CIM para as cepas bacterianas

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios)
de acordo com a metodologia descrita segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006) com modificacdes.

Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 80 pL de
CMH. Em seguida foram acrescentados 100 uL das solu¢des das amostras vegetais
e realizada a diluicdo seriada de 1000 a 7,8 ug.mL™. Adicionalmente foram
distribuidos 20 yL das suspensdes dos micro-organismos em cada orificio das
microplacas. Como controle positivo foi empregado o farmaco a ampicilina (200
ug.mL™). Também foram realizados o controle do meio de cultura, o controle de
crescimento bacteriano, o controle de esterilidade das amostra vegetal e o controle
negativo (solventes).

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas. Os testes

foram realizados em triplicata.

4.1.5. Determinacao da CIM para a cepa fungica

A avaliacdo da atividade antifungica e determinacdo da CIM foi realizada
pela técnica de microdiluicdo de acordo com a metodologia descrita segundo o
documento M27-A3 da CLSI (2008), com modificacdes.

Em cada orificio das microplacas (96 pocos) foi acrescentado meio de
cultura RPMI 1640, ajustado ao pH 7,0 com tampdo MOPs (&cido 3-[N-morfolino]
propanossulfénico) e esterilizado por membrana filtrante.

Adicionalmente foram acrescentados 100 pL da solucdo da amostra vegetal
e realizada a diluicdo seriada de 1000 a 7,8 pg.mL™. Em seguida foram distribuidos
100 pL das suspensdes dos micro-organismos previamente padronizados em cada
orificio das microplacas.

Como controle positivo foi utilizado anfotericina B (16,0 a 0,06 ug.mL™) e o
fluconazol (512 a 1,0 ug.mL™). Também foi realizado o controle do meio de cultura,
do crescimento leveduriforme, esterilidade da amostra vegetal e solvente. As
microplacas foram incubadas em estufa microbiolégica a 37°C por 48 horas. Os

testes foram realizados em triplicata.
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4.1.6. Leituras espectrofotométricas

Apobs o periodo de incubacdo de ambos o0s ensaios (bactérias e levedura), as
microplacas foram submetidas a leitura de absorbancia a 595 nm, em
espectrofotdmetro de microplacas (Epoch 2- Biotek®). Os valores obtidos foram
considerados para a realizacdo de calculos que expressaram a porcentagem de
viabilidade dos micro-organismos de acordo com GUDINA et al. (2010). A CIM foi
considerada como a concentracdo da amostra vegetal capaz de inibir o crescimento
de 90% das cepas (HORNER et al., 2008).

4.1.7. Leituras com revelador

Nos testes com as bactérias foram realizadas leituras com o revelador
resazurina (100 pg.mL™) do qual 30 uL foram adicionados em cada orificio das
microplacas. No decorrer de 2 horas a presenca de cor azul representa auséncia de
crescimento e de cor rosa, presenca de crescimento bacteriano (PALOMINO et al.,
2002). A resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-onal0-0xido) € considerada o
indicador mais utilizado em condicbes de reducdo em meios de cultura
(FUKUSHIMA et al., 2003). O mecanismo baseia-se na reducao da resazurina (cor
purpura) em resarufina (cor résea). A resazurina tem uma correlagdo direta com a
guantidade/proliferacdo de organismos vivos, que incluem células bacterianas e até
células de mamiferos (O’BRIEN et al., 2000, O'BRIEN et al., 2005).

Para os ensaios com a cepa fungica foram adicionados 20 uL de solugéo
aquosa de 2% de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC), e incubagédo a 37°C por 3
horas. A auséncia de crescimento do micro-organismo mantém as solucdes dos
pocos incolores, enquanto a coloracao vermelha representa crescimento do mesmo
(ARAUJO et al., 2013). O TTC é um indicador de oxirreducdo utilizado para
diferenciar tecidos metabolicamente ativos daqueles n&o ativos, principalmente
relacionado com a viabilidade celular. O mecanismo baseia-se na reducéo
enzimatica do 2,3,5-trifeniltetrazdlio (incolor) em 1,3,5-trifenilformazan (cor
avermelhada) em tecidos vivos devido a atividade de varias desidrogenases,
enzimas importantes na oxidagdo de compostos organicos e portanto no
metabolismo celular (GABRIELSON et al., 2002).
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4.2 Avaliacdo da atividade citotoxica pela técnicade MTT

A avaliacao da atividade citotoxica foi realizada no Departamento de Analises
Clinicas da FCFAr, Unesp, Araraquara sob a supervisdo da Prof®. Dr®. Iracilda

Zeppone Carlos.

4.2.1. Ajuste das concentracdes das suspensdes das células tumorais

As linhagens tumorais de murinos LM3 e LPO7 foram cedidas pelo Instituto de
Oncologia Angel H. Roffo, Buenos Aires, Argentina.

As células LM3 e LP0O7 foram mantidas em meio MEM, suplementado com 10
% de soro fetal bovino, 2 mM L-glutamina e 80 pg.mL™ de gentamicina, em frascos
plasticos (Corning) em estufa a 37 °C, com atmosfera iimida e tens&do constante de
5% de CO,. Foram realizados repiques trés vezes por semana. O namero de células
foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco),
utilizando corante Azul de Tripan, a 0,04 % em PBS, e ajustado a uma concentracao

de 5 x 10* células.mL™.

4.2.2. Ajuste das amostras avaliadas

A solucdo-méae do extrato avaliado foi preparada em concentracdo maxima de
DMSO de 5% v/v, conforme os métodos convencionais. As solu¢des foram diluidas
em MEM (Minimum Essential Medium) por diluicdo sucessiva nas concentracdes de
1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2, 15,7 e 7,8 pug.mL™.
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4.2.3. Ensaio de viabilidade celular de células tumorais LM3 e LP0O7

A determinacdo da citotoxicidade do extrato metanodlico dos capitulos de P.
acanthopyllus sobre as células tumorais foi quantificado pelo método baseado na
capacidade das células viaveis de reduzirem o MTT (Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-
2-i)-2,5-Difeniltetrazolium) pela acdo de enzimas desidrogenases presentes na
mitocéndria ativa formando cristais de formazana. Amostras (200 pL) de LM3 e LPO07
(5 x 10* células.mL™) foram adicionadas em placas de 96 pocos e entdo pré-
incubadas na auséncia dos extratos investigados por 24 h para que as células se
adaptem antes da adicdo dos agentes de teste. Apés 24 h de incubacédo, formado o
tapete celular, os sobrenadantes foram removidos e os extratos foram adicionados
(200 pL; 1000 & 7,8 ug.mL™'). Os efeitos dos extratos sobre as células foram
determinados apés 24 h de incubacdo. Os sobrenadantes foram removidos, e a
solucdo de MTT (100 uL; 1 mg.mL™) foi adicionada a cada poco contendo as
amostras. O ensaio de MTT foi realizado e as placas foram incubadas durante 3
horas, o contetudo da placa foi novamente vertido e 100 yL de alcool isopropilico
foram adicionados a cada orificio para solubilizar os cristais formados. Somente
células e meio de cultura foram utilizados como controle, equivalendo a 100% de
viabilidade celular. A leitura da absorbéncia foi realizada no Fotocolorimetro
multicanal UV-Vis Multiscan Ascent (Labsystems), em comprimento de onda de 540

nm e filtro de referéncia 620 nm.

Os valores correspondentes a concentracado que reduz em 50% a viabilidade
celular (ICsg) dos compostos foram quantificados através de curvas dose-resposta
Concentracdo da Amostra x Viabilidade Celular utilizando o software Origin® 5.0. O

experimento foi realizado em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo dos constituintes quimicos dos capitulos de espécies de
Eriocaulaceae, utilizando metanol por maceragcao ja foi muito utilizada por nosso
grupo de pesquisa com outras espécies estudadas, porém estudos realizados por
Zanutto et al., (2012) e por Pacifico et al. (2010) revelaram-se melhores, com
maiores rendimentos quando utilizada a percolacdo. Por este motivo, a percolagao
foi 0 método de extracdo escolhido para a extracdo dos constituintes quimicos do

extrato metandlico dos capitulos de P. acanthopyllus. Foi obtido 5,21 g de extrato.

O extrato metandlico dos capitulos de P. acanthophyllus foi analisado por
HPLC-PDA modo analitico. O cromatograma apresenta picos bem separados na
regido entre 20 e 55 minutos, Figura 5. O extrato metandlico foi analisado em varios
comprimentos de onda, porém, como descrito na literatura que as espécies de
Paepalanthus possuem naftopiranonas e flavonoides (VILEGAS, et al., 1998,
SANTOS, et al, 2001, ZANUTTO et al, 2012, AMARAL et al.,, 2012), os
comprimentos de onda destas substancias foram entdo selecionados para registrar o
perfil cromatogréafico do extrato. Como apresentado na Figura 6, 0S picos mais

intensos, sao destas substancias, e serdo confirmados nas discussfes seguintes.
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Figura 6 - Cromatograma HPLC-PDA analitico do extrato MeOH dos capitulos de P.
acanthophyllus (coluna: Thermo Hypersil GOLD AQ RP-18 (250 x 4,6 mm i.d.; 5 um),
vazdo 1,0 mL.min?, Solventes: A = H,O, B = MeOH, ambos com TFA 0,01%.
Sistema de eluicdo gradiente linear 5-100% de B em 60 min volume de injecdo de 20
pL. A =270 nm.
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O extrato metanolico dos capitulos de P. acanthophyllus foi fracionado por
sephadex LH-20. Deste fracionamento foi escolhida a fragdo 2 (296 mg) para
isolamento de seus metabdlitos. Esta fragcdo possuia uma razoavel quantidade de
massa e uma boa separacdo entre os picos no cromatograma por HPLC-PDA,
facilitando assim o isolamento dos mesmos por HPLC-PDA semi-preparativo. O
fracionamento por HPLC-DAD semi-preparativo resultou no isolamento de 5

substancias (Figura 7).
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Figura 7 - Fluxograma de fracionamento do extrato metandlico dos capitulos de P.
acanthoplhyllus
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Fonte: o Autor

Apés cromatografia de permeagdo em gel (Sephadex LH-20) do extrato
metandlico dos capitulos de P. acanthophylus, as fracdes foram reagrupadas de
acordo com as suas semelhancas em 4 subfracfes. As figuras 8 e 9 mostram
algumas das analises realizadas das subfragdes por CCDC, utilizando reveladores

de iodo e anisaldeido/H,SO,.
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Figura 8 - Analise por CCDC das fracfes obtidas ap6s separacdo em Sephadex LH-
20 do extrato metandlico dos capitulos de P. acanthophyllus (Silica-gel), CHCI3
/MeOH /H,0 [43:37:20), v/viv], lodo).

Figura 9 - Analise por CCDC das fra¢fes obtidas ap0s separa¢do em Sephadex LH-
20 do extrato metandlico dos capitulos de P. acanthophyllus. (Silica-gel), CHCI3
/MeOH /H,0/ [43:37:20:], [v/V/], anisaldeido/H,SOy).
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Pode-se observar manchas de coloracbes marrom-parda e de coloracdes
roxas quando reveladas com o revelador anisaldeido/H,SO4. Devido a esta
diferenciagcdo e comparagédo do espectro de UV no cromatograma por HPLC-PDA,
pode-se sugerir que as manchas de coloracdo marrom-parda pertencem a classe
dos flavonoides.

Depois de reagrupadas, as fracdes foram secas e suas massas obtidas. A
tabela 3 mostra a distribuicdo das massas das frac6es obtidas ap6s o procedimento
de separagdo cromatografica do extrato metanodlico dos capitulos usando Sephadex

LH-20, eluida com metanol.
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Tabela 1 - Distribuicdo das massas das fracdes apds separag¢do por permeacao em
gel em Sephadex LH-20 e agrupamentos por CCDC.

Capitulos Agrupamento Massa (mg)
j+1+2 (1) 82,0
g+h+e2 (2) 296,0
g2+h2 (3) 33,6
f+d2 (4) 90,0

Com o fracionamento realizado, pode-se observar uma concentracdo de
massa maior na fracdo 2, sendo esta escolhida para o fracionamento em HPLC
semi-preparativo. As Figuras 10-13 mostra o perfil por HPLC-PDA destas fracoes.
Figura 10 - Cromatograma HPLC-PDA da fragdo 1 (j+|+f2). Coluna: Thermo Hypersil
GOLD AQ RP-18 (250 x 4,6 mm i.d.; 5 ym), vazdo 1,0 mL.min™, Solventes: A = H,0,

B = MeOH, ambos com TFA 0,01%. Sistema de eluigao gradiente linear 5-100% de
B em 60 min volume de injecdo de 20 yL. A = 270 nm.

] ——CH-9 [270.0 nm]
700000

600000
500000

400000

Intensity [HAU]

300000

200000

100000

0

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0
Retention Time [min]



38

Figura 11 - Cromatograma HPLC-PDA da fragdo 2 (g2+h2). Coluna: Thermo
Hypersil GOLD AQ RP-18 (250 x 4,6 mm i.d.; 5 um), vazdo 1,0 mL.min, Solventes:
A = H;0, B = MeOH, ambos com TFA 0,01%. Sistema de eluicdo gradiente linear 5-
100% de B em 60 min volume de injecao de 20 pL. A =270 nm.
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Figura 12 - Cromatograma HPL-PDA da fracdo 3 (g+h+e2). Coluna: Thermo
Hypersil GOLD AQ RP-18 (250 x 4,6 mm i.d.; 5 ym), vazéo 1,0 mL.min?, Solventes:
A = H;0, B = MeOH, ambos com TFA 0,01%. Sistema de eluicdo gradiente linear 5-
100% de B em 60 min volume de inje¢ao de 20 uL.A =270 nm.
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Figura 13 - Cromatograma HPLC-PDA da fracao 4 (f+d2). Coluna: Thermo Hypersil
GOLD AQ RP-18 (250 x 4,6 mm i.d.; 5 ym), vazdo 1,0 mL.min™, Solventes: A = H,0,
B = MeOH, ambos com TFA 0,01%. Sistema de eluigdo gradiente linear 5-100% de
B em 60 min volume de injecdo de 20 yL. A = 270 nm.
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Os espectros na regido de UV/Vis das substancias contidas no cromatograma
da Figura 14 sdo tipicos de flavonoides derivados do canferol. A analise dos
espectros no UV destes compostos em MeOH  apresentam bandas, que
dependendo da substituicdo, apresentam o maximo de absor¢cao Amaxentre 330-380
nm Banda |, enquanto que a Banda Il apresenta Ans entre 250-280 nm, (MABRY et
al,. 1980). As naftopiranonas apresentam espectros no UV com uma banda
bipartidas em 273 nm (VILEGAS et al., 1997, SANTOS et al., 2001, ZANUTTO et al.,
2012). Como pode ser observado, o espectro no UV das substancia Pal apresentou
bandas em (Amax 264, 293 e 336 nm). A substancia Pa2 mostrou apresentou bandas
em (Amax 273 e 318 nm) enquanto que Pa3 mostrou apresentou bandas em (Amax 268
e 338 nm). Todas estas substancias, portanto, apresentaram perfil no UV de

derivados do canferol.
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Figura 14 - Otimizag&do do cromatograma HPLC-PDA da fragdo 2 (g+h+e2). Coluna:
Thermo Hypersil GOLD AQ RP-18 (250 x 4,6 mm i.d.; 5 um), vazdo 1,0 mL.min%,
Solventes: A = H,O, B = MeOH, ambos com TFA 0,01%. Sistema de eluicéo
gradiente linear 32-64% de B em 40minutos e 64-100% em 60min. volume de
injecdo de 20 uL. Espectros de absorgdo no UV (Amax.) dOS picos cromatograficos
das substancias Pal, Pa2, Pa3, Pa4, Pa5..
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As condicfes da andlise HPLC-PDA analitico (Figura 14) foram utilizadas em
HPLC-PDA semipreparativo, modificando apenas a coluna e fluxo, fornecendo as
substancias Pal, Pa2, Pa3, Pa4, Pab5.

A Figura 15 apresenta os cromatogramas HPLC-PDA analitico das
substancias isoladas por HPLC-PDA semi-preparativo, mostrando os tempos de
retencdo de cada composto. Observa-se que houve uma boa separagédo dos picos e
gue a maioria das substancias, no comprimento de onda analisado, apresentaram

um Unico pico no cromatograma.
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Figura 15 - HPLC-PDA (analitico das substancias isoladas por HPLC-PDA semi-
preparativo. Coluna: Thermo Hypersil GOLD AQ RP-18 (250 x 4,6 mm i.d.; 5 um),
vazdo 1,0 mL.min?, Solventes: A = H,O, B = MeOH, ambos com TFA 0,01%.
Sistema de eluicdo gradiente linear 32-64% de B em 40minutos e 64-100% em
60min. volume de injecdo de 20 yL. Espectros de absor¢do no UV (Amax.) dos picos
cromatograficos das substancias Pal, Pa2, Pa3, Pa4, Pa5.
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5.1. Identificacdo das substancias
5.1.1. Substancia Pa2

A substéncia Pa2 foi isolada da fragdo 2, como um sélido amorfo. A revelagéo
da CCDC com vapores de lodo e com anisaldeido/H,SO,4 apresentaram manchas de

cor marrom parda, Figuras 8 e 9.

A Figura 16 apresenta o espectro de UV de Pa2, onde é possivel observar
duas bandas de absorcdo sendo uma em 273 nm e outra em 318 nm. Comparacgéo
com dados da literatura (MABRY et al,. 1980) estabelecem que as bandas de

derivados do canferol sdo visualizadas em : banda | com Ansx entre (330-380 nm)

enguanto que a Banda Il apresentam Amax entre (250-280 nm).



42

Figura 16 - Espectros de absor¢cdo no UV (A = 270nm.) da substancia Pa2.
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Andlise dos espectros de RMN de 'H (Figura 17, Tabela 3, de Pa2)
apresentou sinais de deslocamentos quimicos de hidrogénios acoplados em orto,
um em ¢ 8,00 (d, J = 8,8 Hz) referentes a H-2'/H-6' e outro em 66,86 (d, J = 8,8 Hz)
referentes a H-3'/H-5' tipicos do anel B do canferol (HARBONE et al., 1996).

O singleto em ¢ 6,95 foi atribuido ao H-8 do anel A do flavonoide. Este sinal
de deslocamento quimico € caracteristico deste hidrogénio, quando a posicdo 7 do
Anel A do flavonoide esta substituida (HARBONE et al., 1996).

O espectro de RMN de *3C, Figura 18, apresentou dois sinais intensos sendo
um em 6 130,9 e outro em 6 115,8, atribuidos a H2'/H6' e H3'/H5', respectivamente.
Os sinais em 6 120,7 e 6 160,2 séo tipicos do anel B de uma estrutura como a do
canferol (AGRAWAL, 1989). O singleto em & 3,71 no espectro de RMN de 'H é
referente a presenca de um grupo metoxila. Andlise do mapa de contorno gHSQC
(Figura 19) mostrou a correlacdo a 'J de hidrogénios com seus respectivos & *C. O
mapa de contorno gHMBC (Figura 20) estabeleceu a °J que a metoxila esta
localizada na posicdo C-6 do flavondide, devido a correlagdo do sinal dos
hidrogénios em 6 3,71 com o carbono em 6 132,3.

Na regido de hidrogénios aromaticos, observou-se dois dubletos sendo um
em 67,46 e outro em 66,78 (J= 8,7 Hz) que foram atribuidos ao H-2"/H6"" e H-3"/H-
5" de uma unidade p-cumaroil respectivamente.

Os dubletos em 6 7,38 e 6 6,17 foram designados ao Ha e HB da dupla
ligacdo p-cumaroil com estereoquimica em trans (J = 15,7 Hz).

Observou-se ainda os sinais de deslocamentos quimicos referentes aos
hidrogénios anoméricos em o6 5,11 e 6 5,46. Andlise das constantes de
acoplamentos (J = 7,3 Hz e 7,6 Hz) possibilitaram atribuir as unidades a

configuragdo em B para ambos glicosideos.
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Andlise dos experimentos de RMN TOCSY 1 D (Figura 20), com irradiacao
em ¢ 5,11, possibilitou atribuir o sistema de spin referente a uma das unidades do
glicosideo (63,33 — 63,27 —»03,19 —»63,45 — 64,45 —6 3,69). Irradiacdo no
sinal em 6 5,46 (Figura 21) possibilitou atribuir o sistema de spin referente ao
segundo glicosideo (63,22 — 63,32 —»63,19 —»63,30 — 64,45 —54,05).

Andlise dos experimentos de gHMBC (Figura 22) possibilitaram estabelecer
as ligacdes interglicosidicas das duas unidades de glicose como sendo uma na
posicdo C-7 devido a correlacéo a *J entre o hidrogénio em 65,11 (H1”) com o C-7
em ¢ 156,5. A posicdo do segundo glicosideo foi estabelecida pela observagédo a 3
entre o hidrogénio em 65,46 (H1”) com o C-3 em §133,1.

Para posicionar a unidade p-cumaroil, o experimento gHMBC também
forneceu a correlacdo do sinal do hidrogénio em 64,27 (H6a”) com a carbonila da
unidade p-cumaroil em 6166,2.

O espectro ESI-MS no modo negativo de Pa2 (Figura 23) mostrou o ion da
molécula desprotonada em m/z 785 [M-H]". Andlise do espectro ESI-MS? (Figura 24)
permitiu evidenciar a presenca do um ion produto em m/z 623, atribuido a perda de
uma unidade de glicose [M-162-H] localizada na posi¢ao 7 do anel A do flavonoide.
Portanto esta substéancia foi elucidada como sendo a estrutura do 6-metoxicanferol-
3-0-(6”-p-cumaroail)-B-D-glucopiranosil-7-O-B-D-glucopiranosideo (Figura 25).

Flavonoides acil glicosilados sdo substancias que ja foram anteriormente
identificadas em algumas espécies de Paepalanthus como em P. ramousus, P.
hilairei, P. polyantus (SANTOS et al., 2002, ANDRADE et al., 1999). Porém este é o
primeiro relato na literatura de um flavonoide acil diglicosilado, derivado do canferol

com uma unidade de acucar ligado na posicéo 7 do flavonoide.



Tabela 2 - Dados de RMN 'H e *C (DMSO-g, 11,7 T) de Pa2.
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Posicao sc SH Posicao s=Bc SH

1 - Cumaroil

2 157,2 " 124,9

3 133,1 2" 130,3 7,46 d =87

4 177,8 3 115,1 6,78d =87

5 152,0 4" 160,0

6 132,3 5" 115,1 6,78d =8,7

7 156,5 6" 130,3 7,46 d =87

8 94,1 6,95 s C=0 166,2 -

9 151,3 Ca 113,1 6,17d =157
10 105,9 CB 144,7 7,38d =157
1’ 120,7

2' 130,9 8,00d=8,8

3 115,8 6,86 d = 8,8

4' 160,2

5' 115,8 6,86 d = 8,8

6’ 130,9 8,00d=8,8

OCH; - 6 60,3 371s
OH - 12,7 s
Gli Cc-3 Gli C-7

1" 101,0 5,46 d =76 1" 100,1 511d=73

2" 74,3 3,22dd =7,6;9.0 2" 73,7 3,30dd =7,3;9,0
3" 76,7 3,32dd =9,0; 9.0 3" 76,2 3,27 dd =9,0; 9,0
4" 69,6 3,19.dd =9,0; 9.0 4m 69,6 3,19.dd =9,0; 9.0
5" 74,2 3,30m 5" 77,3 3,45m

6a" 62,7 4,27 dd =1,9; 12,0 6a"" 60,7 4,45dd =5,5; 11,0
6b" 62,7 4,05dd =1,9; 12,0 6b"" 60,7 3,69 dd =5,0; 11,0

Deslocamentos quimicos (6) em ppm e constantes de acoplamento (J) em Hz.
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(5 6,7-8,0).

v

Figura 17 - Espectro de RMN *H de Pa2 (em DMSO-d6, 11,7 T) com expansdo na
regido
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Figura 19 - Espectro gHSQC de Pa2 (11,7 T, DMSO-d6).
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Figura 21 - Experimento TOCSY 1D irradiado em & 5,11, da substancia Pa2 (11,7 T,

DMSO-ge).
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Figura 23 - Espectro de ESI-MS (modo negativo) registrado para o ion de m/z 785,1
da substancia Pa2.
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Figura 24 - Espectros de ESI-MS? (modo negativo) registrado para o fon de m/z
785,1 da substancia Pa2.
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5.1.2. Substancia Pa3

Andlise do espectro de RMN *'H (Figura 26, Tabela 3), de Pa3 apresentou
sinais de deslocamentos quimicos de dois hidrogénios acoplados em orto, sendo um
em 6 8,03 (d, J = 8,8 Hz) referentes a H-2'/H-6" e outro em 66,84 (d, J = 8,8 Hz)
referentes a H-3'/H-5' tipicos do anel B do canferol. O singleto em & 6,54 foi atribuido
ao H-8, do anel A do flavonoide. O singleto (3H) em ¢ 3,75 confirma a presenca de
um grupo metoxila. O sinal em 6 5,46 (d, J = 7,3 Hz) foi atribuido ao hidrogénio
anomeérico da unidade glucopiranosil com configuracdo em g (HARBONE et al.,
1986).

O experimento TOSCY 1D (Figura 27) possibilitou atribuir o sistema de spins
dos hidrogénios do glicosideo, com irradiacdo no sinal em 65,46 (6 3,22 — &6 3,32
—63,19 —63,30 — 54,45 —54,05).

O espectro gHSQC (Figura 28) mostrou as correlacdes a 'J dos hidrogénios
com seus respectivos carbonos (Tabela 4).

A posicdo da metoxila foi atribuida mediante a correlacdo existente no
espectro gHMBC (Figura 29) dos hidrogénios em ¢ 3,74 com o carbono em 6131,6
(C-6) enquanto que a posicéo do acucar foi atribuida na posicao C-3 do flavonoide
devido a correlacdo do hidrogénio anomérico em ¢ 5,46 com o carbono em 6 133,2
(C-3). Comparacao destes resultados com os obtidos na literatura MERFORT et
al.,1987) confirmaram que esta substancia € o 6-metoxicanferol-3-O-3-D-

glucopiranosideo (Figura 30).
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Figura 26 - Espectro de RMN *H de Pa3 (em DMSO-g, 11,7 T).
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Figura 27 - Experimento TOCSY 1D irradiado em & 5,46 da substancia Pa3 (11,7 T,
DMSO-ge).
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Figura 28 - Espectro gHSQC Pa3 (em DMSO-g, 11,7 T).
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Figura 29 - Espectro gHMBC Pa3 (em DMSO-g¢, 11,7 T).
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Figura 30 - Estrutura de Pa3. (6-metoxicanferol-3-O--D-glucopiranosideo).
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5.2.3. Substancia Pal

A anélise comparativa dos valores de deslocamentos quimicos de RMN *H da
substancia Pa3 (Tabela 3) com o espectro RMN *H de Pal, permitiu-nos estabelecer
as diferencas entre as substancias. Observou-se no espectro de RMN *H que Pal
(Figura 31) a presenca de dois hidrogénios anoméricos, sendo um em & 5,47 (d, J =
7,6 Hz) e outro em 4 5,13 (d, J = 7,3 Hz) sugerindo a presenga de duas hexoses com
configuragédo em B. Espectro de ESI-MS, modo negativo (Figura 32) mostrou o ion
da molécula desprotonada em m/z 639, evidenciando a férmula molecular
(Ca8H32017), confirmando que esta substancia possui duas hexoses. Comparacao
com o deslocamento quimico de RMN de 'H de H-8 de Pa3 (& 6,54) observa-se que
este estd mais blindado devido a auséncia da glicose na posicéo 7 desta substancia.
O deslocamento quimico do hidrogénio em & 6,95 de Pal que foi atribuido ao H-8 do
anel A do flavonoide, sugere portanto, que a posicdo C-7 do flavonoide esteja,

portanto, substituida pelo segundo glicosideo.

Os dois dubletos com acoplamento em orto em 6 8,05 e em 6 6,89 (d, J = 8.8
Hz) foram atribuidos aos H2’/H6’ e H3'/HS’ do anel B do flavonoide respectivamente,
confirmando que esta substancia também € um derivado do canferol. O singleto em

d 3,71 confirmou a presenca da metoxila.

Com base nas evidéncias apresentadas até o momento nos experimentos de
RMN realizados e comparados com dados da literatura (Amaral et al., 2012), e com
os dados das substancia Pa3, concluimos que a substancia Pal € a 6-

metoxicanferol-3-7-di-O-B-D-glucopiranosideo (Figura 33).



Figura 31 - Espectro de RMN *H de Pal (em DMSO-g, 11,7 T).
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Figura 32 - Espectro ESI-MS, modo negativo de Pal.
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Tabela 3 - Dados RMN *H e **C (11,7 T, DMSO-4) dos flavonoides (Pal e Pa3).

Pa3 Pal

Posicado §1%¢ 5 H §1%¢ §H

2 156,8

3 133,2

4 178,1

5 152,8

6 131,6

7 157,8

8 94,3 6,54 s 6,95s

9 152,0

10 104,8

1 121.2

2 131,3 8,03d=8,8 8,05d=8,8

3 115.,6 6,84d=8,8 6,89d=8,8

4 160,5

5 115,6 6,84d=8,8 6,89d=8,8

OCH3-6 60,4 3,75s 3,71s

OH-5 12,7 s 12,7 s

1 101.2 547d=17,3 5.48 d=7.6

2 74.7 3,17dd=7,3e9,0 322

3 76.8 3,21dd=9,0e9,0 332

4 70.2 3,07dd =9,0e 9,0 319

5 77.7 3,19 m 3.38

6a” 61.2 3,55dd =2,5e 11,0 427dd=19e12,2

6b” 3,22dd =5,0e 11,0 4,05dd =55 e 12,0

1 513d=7,3
3,33dd=7,3 e9,0
3,27dd=9,0e9,0
3,19dd=9,0e9,0
3,45m

6a!”
4,45dd=55¢e 11,0

6b¥”

3,69dd=50e11,0

Deslocamentos quimicos (6) em ppm e constantes de acoplamento (J) em Hz.
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5.2.3. Substancia Pa4

A substancia Pa4 apresentou no espectro de UV (Figura 34) bandas
caracteristicas de naftopiranonas (Vilegas et al., 1998). Este dado pode ser
confirmado, pois as naftopiranonas apresentam no espectro no UV bandas
bipartidas caracteristicas em 270-273 nm (ZANUTTO, et al., 2012, PACIFICO et al.,
2011).

Figura 34 - Espectro no UV de Pa4.
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O espectro de RMN de 'H de Pa4 (Figura 35) mostrou dois sinais de
hidrogénios acoplados em meta (1H, d, J = 2,00 Hz) sendo um sinal em ¢ 7,00 e
outro em 6 6,87 atribuidos aos H-7 e H-6 respectivamente. O sinal em 66,67 (1H, s)
corresponde a um singleto do H-4 de uma naftopiranona. O singleto em ¢ 2,27 (3H)
corresponde ao grupo metila da posicdo CHs-11, e dois sinais de hidrogénios ¢ 3,81
(3H, s) e 63,93 (3H,s ), que foram atribuidos a dois grupos metoxilas. Estes dados
sdo consistentes aos de naftopiranonas identificadas em outras espécies de
Paepalanthus (VILEGAS et al., 1998, SANTOS et al., 2001, ZANUTTO et al., 2012).

A andlise dos experimentos TOCSY 1D (Figura 36) foi feita através da
irradiacdo do hidrogénio anomérico em ¢ 5,07 (1H, d, J = 8,0 Hz) possibilitando
assim visualizar o sistema de spin de uma glicose cuja constante de acoplamento
indica uma configuragdo em B (HARBONE et al., 1986). A figura 34 apresenta o
espectro de *3C, onde observa-se a presenca de carbonos carbonilicos, alifaticos e
aromaticos (Tabela 4).

A partir do mapa de contorno gHMBC (Figura 37), verificou-se a correlacao a
longa distancia entre o sinal de hidrogénio em ¢ 7,00 (H-8) e os sinais referentes aos
carbonos em 6 94,4 (C-6), 158,5 (C-9) e 161,9 (C-7); o sinal do hidrogénio em 6,87
(H-6) e os carbonos ¢101,2 (C-8), 139,0 (C-5) e 161,7 (C-7); o hidrogénio em 66,67



56

(H-4) e o sinal dos carbonos 619,1 (C11), 152,9 (C-3), 139,0 (C-5); o sinal da metila
em 62,27 (CHs-11) e o carbono a 98,7 (C-4).

A posicdo da glicose na molécula foi estabelecida observando-se as
correlagdes entre o hidrogénio anomérico ¢ 5,07 (H-1’ glicose) e o sinal em 6 159,9
(C-9 da aglicona).

Através do gHMBC (Figura 38) também foram confirmamos a posicdo das
metoxilas, mostrando as correlacdes entre o sinal do hidrogénio em 6 3,94 e o C-7
da aglicona (6 161,9), e entre o sinal do hidrogénio 6 3,82 e o C-5 da aglicona (o
139,0).

Portanto, a estrutura de Pa4 (Figura 39) foi determinada como sendo
Paepalantina-9-O-8-D-glucopiranosideo.  Esta substéncia ja foi identificada em
varias espécies de Paepalanthus (VILEGAS et al., 1989, SANTOS et al., 2001,
ZANUTTO et al.,, 2012, AMARAL et al.,, 2012), sendo considerada o marcador

taxondmico do género Paepalanthus.

Figura 35 - Espectro de RMN *H de Pa4 (em DMSO-d6, 11,7 T).
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Figura 36 - Espectro de RMN **C de Pa4 (em DMSO-d6, 11,7 T).
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Figura 38 - Espectro gHMBC de Pa4 (11,7 T, DMSO-d6).
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Figura 39 - Estrutura de Pa4 (Paepalantina-9-O-p-D-glucopiranosideo).
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5.2.5. Substancia Pa5

No espectro de RMN *H de Pa5 (Figura 40) observa-se sinais referentes a
mistura de duas substancias, sendo que os sinais da substancia majoritaria mostrou-
se semelhante ao da substancia Pa4 (ver Tabela 4), tratando-se também de uma
naftopiranona. A diferenca observada foi apenas na auséncia de sinais na regiao do
hidrogénio anomérico, evidenciando que se tratava da aglicona da paepalantina
(Figura 41). Os deslocamentos quimicos em & 9,51 e & 13,3 evidencia que as
hidroxilas das posigcdes OH-9 e OH-10 estdo livres. Os dubletos com acoplamento
em meta em 6 6,89 e 6 6,58 séo referentes a H-6 e H-8 respectivamente e o

singleto em ¢ 6,53 refere-se a H-4. O sinal da metila em CHz-11 foi observado em ¢
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2,30. Os hidrogénios das metoxilas foram observados em & 3,87 (OCH3-5) e & 3,94
(OCHg-7).

Esta substancia ja anteriormente isolada de P. bomelioides e outas espécies
de Paepalanthus que segundo relatos da literatura apresentam atividade
antioxidante (PACIFICO et al., 2011), citotoxica (COELHO, et al., 2000, SANTOS et
al., 2001), antitlcera (COELHO et al., 2006), mutagénica (VARANDA et al., 1997,
ZANUTTO, 2012) e para o tratamento de doenca de Chron (DI STASI et al., 2004).

Figura 40 - Espectros de RMN de *H da Pa5 — (11,7 T, CDCI3-g).

Felipe_Gregorio_PA_subs_5

Felipe_Gregorio_PA_subs_5 1H 30/04/2015

7.2600 Chloroform-d

3.9415
3.8662

2.3017

2.3087

P 13.3804
t; —9.5076
L O JIL,
~ } 6.9076
6.5718
6.5683
6.5330

0.58=
097=
1,00y
0.96”
o
-
3.76=

g
o

5 90 85 80 75 7.0 65 6.0 55 50 45 40 3.5 3.0 25 2.0
f1 (ppm)

12.5 11.5 10.5

wn 0.96=

-
@ -

Figura 41 - Estrutura de Pa5 (Paepalantina).
OH OH O

B0
4 11
H4CO Z > CH,

OCH;



60

Tabela 4 - Dados de RMN 'H e de *C (11,7 T, DMSO-¢) de Pa4 e Pa5
Deslocamentos quimicos (6) em ppm e constantes de acoplamento (J) em Hz.

Pa4 Pab5
Posigdo s8¢ 5'H s8¢ 5'H
1 166,7 168,2
2
3 152,9 153,0
4 98,7 6,67s 99,7 6,53 s
5 139,0 140,3
6 94,4 6,87d = 2,0 Hz 96,7 6,89d=21Hz
7 161,9 163,4
8 101,2 7,00d = 2,0 Hz 104,9 6,58 d = 2,1Hz
9 158,5 159,0
10 159,5 160,5
11 19,1 2,25s 19,7 2,30s
OH -9 9,51s
OH-10 12,4s 13,3s
OCH; -5 61,7 3,825 61,8 3,87s
OCH; -7 55,6 394s 55,6 394s
1" 102,0 5,07 d = 8,0 Hz
2" 73,4 3,42 dd =8,0;9,0; Hz
3 76,5 3,18 dd = 9,0; 9,0Hz
4 75,4 3,32 dd = 9,0; 9,0Hz
5 77,3 3,35m
6a’ 69,8 3,46 dd J = 3,0; 12,0 Hz
6b’ 3,79dd J =4,0; 12,0 Hz

Deslocamentos quimicos (6) em ppm e constantes de acoplamento (J) em Hz.
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De Paepalanthus acanthophyllus foram isolados e identificados os flavonoides
(Pal, Pa2 e Pa3) e as naftopiranonas derivadas da paepalantina (Pa4 e Pa5). A
substancia Pa2 ndo foi descrita na literatura até o exato momento. Percebe-se,
porém, que o padrao de flavondis e naftopiranonas continuam a definir a taxonomia
para o género Paepalanthus.

A presenca majoritaria de flavondides 6-oxigenados, e de flavonoides acilados
sdo informacdes relevantes para o estudo do género Actinocephalus. Em P.
acanthophyllus foram identificados flavonoides com metoxila¢gdes na posi¢cdo em C-
6, além do flavonoide acilado contendo a unidade p-cumaroil.

Os flavonoides acilglicosildados foram identificados em algumas espécies
pertencentes a antiga secdo Actincocephalus, (ANDRADE et al., 1999, SANTOS et
al., 2002;) hoje denominado género Actinocephalus (SANO, 2014). Observa-se que
estes flavonoides acilados sao caracteristicos deste género e que, portanto, pode-se
sugerir que um estudo mais aprofundado para reclassificagdo da espécie de P.

acanthophyllus possa ser feito.

A presenca das naftopiranonas Pa4 e Pa5 em P. acanthophyllus foi também
muito importante, uma vez que a aglicona é a mesma da paepalantina existente em
guase todas as espécies de Paepalanthus estudadas, corroborando, portanto, com
as consideracoes realizadas até entdo por (VILEGAS et al., 1989; GIULIETTI et al.,
2000; SANTOS et al., 2001; DOKKEDAL et al., 2008; e PACIFICO et al., 2011).
Porém em espécies do género Actinocephalus, as naftopiranonas existem nos
capitulos em concentragdes menores que nos capitulos de espécies do género
Paepalanthus (Silva, 2016).

As substancias quimicas encontradas em espécies de Eriocaulaceae
fornecem informac¢des que podem auxiliar na taxonomia, auxiliando na delimitagdo
dos géneros. Estes dados também reforcam os estudos morfologicos (SCATENA et
al, 1996; GIULIETTI et al., 2000; DOKKEDAL et al., 2008, SANO, et al., 2014,
SANQO, et al., 2015), mostrando a integracdo dos caracteres morfologicos, quimicos

e anatdbmicos na tentativa de elucidar os problemas em Eriocaulaceae.
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5.2 Determinacgao do teor de fendis totais
A determinacao de fendis totais baseia-se na reacdo do reagente de Folin-
Ciocalteau com os fendis presentes na amostra e na subsequente oxidacao desses

fendis formando assim um composto azul (LENORE et al., 2005).

Para o mesmo, foi elaborada uma curva de calibracéo (Figura 42), utilizando
como padrdo o &cido galico. A partir da curva, foi determinado o teor de fendis, que

é dado em concentracdo de mg.g™.

Figura 42 - Curva de calibracao utilizando o acido gélico como padréo.
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Tabela 5 - Teor de Fendis Totais expressos em mg.g™” de extrato metandlico.

Fenois Totais Capitulos

Média + DESVPAD (mg.gh) | 133,19 + 4,31

Os compostos fendlicos de plantas enquadram-se em diversas categorias,
como fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzéico e cinamico),
cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e
ligninas (NACZK et al., 2014).

Os resultados obtidos na determinacdo dos fendis totais pelo método Folin
Ciocalteu, expressos como equivalentes de acido galico (EAG) por g de extrato
bruto, sdo apresentados na Tabela 5. O extrato metandlico dos capitulos de P.

acanthophyllus avaliado apresentou alto teor de compostos fendlicos, quando


http://www.scielo.br/img/revistas/qn/v30n2/20t1.gif
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comparados a dados de outras espécies de Eriocaulaceae descritos na literatura.
Silva, (2016) avaliou o teor de fendis totais nos capitulos de Actinocephalus
divaricatus encontrando o valor de 126,41 + 4,45 mg.g’. Em Paepalanthus
chiquitensis o teor de fendis totais expressos em mg/g de extrato metandlico foi de
25,96 mg.g-1 (ZANUTTO et al., 2012, ZANUTTO, 2013).

5.3 Determinacédo do teor de flavonoides totais

A quantificacdo de flavonoides totais foi determinado a partir do método

colorimétrico no qual ocorre a complexacédo dos flavonoides com aluminio.

A Figura 43 apresenta a curva de calibragdo utilizando a quercetina como
padrdo, enquanto que a Tabela 6 apresenta o teor de flavonoides totais expressos

em mg.g* de extrato metandlico.
Figura 43 - Curva de calibracéo utilizando a quercetina como padréo.
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Tabela 6 - Teor de Flavonéides Totais expressos em mg.g™* de extrato metandlico.

Flavonoides Totais Capitulos

Média + DESVPAD (mg.g™) 122,15 + 15,94

Os teores de flavonoides totais expressos em mg.g™* de extrato metandlico
dos capitulos de P. acanthophyllus mostraram-se maiores a outras espécies de

Eriocaulaceae analisadas. Para o extrato metandlico de P. chiquitensis este valor foi
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de 15,8 mg.g’ de flavonoides totais expressos em mg/g de extrato metandlico
(ZANUTTO, et al., 2012, ZANUTTO, 2013).

5.4 Quantificagdo das substancias Pal, Pa2, Pa3 e Pa4 no extrato metanolico

dos capitulos de P. acanthophyllus

A quantificacdo das substancias isoladas foi realizada através de HPLC-PDA.
Primeiramente, as condi¢des cromatograficas foram otimizadas a fim de se obter
uma melhor resolugéo na separagao das substancias Pal, Pa2, Pa3 e Pa4 sendo a
melhor condicdo apresentada no cromatograma da Figura 44.

Figura 44 - Cromatograma representativo da separagdo por HPLC-PDA analitico
para quantificacdo de Pal, Pa2, Pa3 e Pa4 do extrato metandlico dos capitulos P.

acanthophyllus. Coluna Thermo® Hypersil GOLD aQ RP18 (250 x 4.6 mm d.i.: 5
pm), A = 270 nm, vazéo 1,0 mL/min.
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A quantificacdo dos flavonoides derivados do canferol (Pal, Pa2 e Pa3) foi
realizada por HPLC-PDA, utilizando curva de calibracdo do canferol como padréao
externo. J& para a quantificacdo da naftopiranona Pa4, foi realizada como padrdo

externo a propria substancia isolada.
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A equacdo linear da curva analitica obtida para cada padrdo é dada pela
equacdo: y = ax + b, onde a = coeficiente angular; b = intersec¢cdo com eixo y, onde
obteve-se o0s valores de a e b apresentadas na tabela 8. As injecOes foram

realizadas em triplicata para cada concentracao das curvas analiticas.

5.4.1. Linearidade, limite de deteccao e limite de quantificacdo

A linearidade foi obtida a partir do coeficiente de correlagdo da regressao
linear dentro da faixa de concentracdes estudadas. Todos os analitos apresentaram
excelente linearidade dentro da faixa analisada (31,25 - 1000 pug mL™), o que pode
ser verificado pelos valores do coeficiente de correlacdo (r?) das curvas analiticas
superiores a 0,999. Tabela 8.

Os limites de deteccao (LOD) e de quantificacado (LOQ) foram determinados a
partir dos parametros analiticos das curvas analiticas pelas equacfes apresentadas

a seqguir:

3,30 10 o
S LOQ = —

LOD =
S

O parametro o corresponde ao desvio padrao da curva de calibracdo e S a
inclinacdo da curva (RIBANI et al., 2004). Os resultados foram apresentados como

concentracdo em pg mL™ na Tabela 7.

Tabela 7 - Dados obtidos a partir da regresséo linear da curva analitica usando
canferol e a naftopiranona (Pa4) isolada como padrdes externo.

Substéancias Coeficiente Coeficiente Coeficiente de LOD LOQ
. ~ 2
angular (a) linear (b) correlacédo (r) ug.mL'l pg.mL'l
Pal, Pa2 e Pa3 19208 317027 0,9999 12,22 30,03

Pa4 15833 93062 0,9997 25,54 77,39
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As curvas analiticas apresentaram coeficientes de correlacdo (r*) com valores
superiores a 0,999 indicando boa linearidade da correlacdo entre as areas dos picos
no cromatograma e as concentracdes estudadas, permitindo utilizar a metodologia

para quantificacéo destes analitos no extrato.

A sensibilidade do método foi satisfatéria, pois os limites de deteccéo para o
método apresentaram-se menores que as concentracfes utilizadas para as
construgdes das curvas analiticas. Dessa forma, o método pbéde ser utilizado para

guantificacdo destes analitos no extrato.

5.4.2. Construcao das curvas analiticas e guantificacdo

A quantificagao dos flavonoides foi realizada utilizando calibragdo com padréo
externo canferol (Sigma®), sendo esta aglicona utilizada para a quantificacdo de
seus derivados. Seis niveis de concentracdo (31,25; 62,5, 125; 250; 500 e 1000

ng.mL™) em triplicatas e a resposta de absorc&do obtida em 270 nm.

A quantificagcdo da naftopiranona seguiu 0 mesmo procedimento, porém
utilizando como padréo externo a prépria substancia isolada (Pa4). Ao final, a area
sob os picos cromatograficos dos padrdes foi calculada e os valores obtidos foram

interpolados em fungéo da concentracédo usando regressao linear (Figura 45).

Figura 45 - Curva analitica utilizada para a quantificacdo a) dos flavonoides Pal,
Pa2 e Pa3; b) da naftopiranona Pa4.
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A fim de se obter o teor de cada substancia no extrato metanélico dos capitulos
de P. acanthophyllus, esses resultados foram entdo convertidos para uma relacéo
de pug mgt. O teor das substancias Pal, Pa2, Pa3 e Pa4 na matriz foram

determinados com base na seguinte equagao:

(Teor) % = [ug/mL ] x volume de diluicdo (mL) x 100

massa amostra (g) x 10°

Todos os dados foram apresentados como média + desvio padrdo das
injecdes. Tabela 8.

Tabela 8 - Concentragéo das substancias e teor no extrato metandlico dos capitulos
de P. acanthophyllus.

Substancias Concentracdo + DP* Concentracao + DP* Teor
[1(ug.mL™) (mg.g™) de extrato (%)

Pal 238,76 + 6,01 23,9+0,6 2,39

Pa2 122,84 + 13,11 12,2+1,3 1,22

Pa3 252,49 + 20,09 25,2+20 2,52

Pa4d 838,19 + 14,40 83,8+14,4 8,38

*DP: desvio padréo para n = 3.

A concentracdo de quercetina encontrados para o0 extrato metanodlico dos
capitulos de Paepalanthus giganteus (sinonimia de P. chiquitensis) foi de
335 + 2,4 upg.mL' enquanto que o da paepalantina (aglicona, foi de
455 + 3,3 pug.mL?), (CARDOSO, et al., 2012). Para o extrato metandlico dos
capitulos de A. divaricatus (SILVA, 2016) encontrou valores de 34,26 + 0,45 pug.mL™,
enguanto que os capitulos de P. acantophyllus apresentam um teor de paepalantina

superior as espécies ja estudadas com uma concentracdo de 838,19 + 14,40 pg.mL™

E importante ainda destacar que para valida¢do da metodologia por HPLC-

PDA faz-se necessario ainda avaliar todos os parametros recomendados pelo ICH
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(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONIZATION, 2005) para a validacao
de procedimentos analiticos e a resolucdo RE n°® 899, de 29 de maio de 2003,
determinada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) intitulada “Guia

para a validagéo de métodos analiticos e bioanaliticos” (AGENCIA..., 2003).

Portanto, parametros como precisdo, exatidao, recuperacéo, especificidade e
seletividade, necessitam ser realizados para a validagcdo dos métodos utilizados na

determinacao dos padrdes analisados.
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5.5 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.5.1 Atividade antimicrobiana do extrato metandlico de P. acanthophyllus

A importancia na triagem bioldgica para a descoberta de novos compostos
que apresentem atividade antimicrobiana contra uma variedade de linhagens de
fungos e bactérias € relevante, pois a resisténcia antimicrobiana é um fator de
preocupacao na sociedade (CRAGG et al., 2013). Neste sentido, foi realizado o
ensaio antimicrobiano do extrato metandlico dos capitulos de P. acanthophyllus A
tabela 10 mostra os resultados obtidos com as bactérias Gram-negativas, Gram-

positivas e leveduras ensaiadas.

Tabela 9 - Atividade antibacteriana e antifangica do extrato metandlico P.
acantophyllus.

CImM?
Amostras Bactéria Bactéria
Levedura
Avaliadas Gram-negativa Gram-positiva
E.coli S. setubal S. aureus C. albicans
Capitulos 1000 >1000 1000 >1000

2yalores em pg.mL™; (=) CIM > 1000 pg.mL™

Segundo Aligiannis et al. (2001) valores de CIM igual ou inferior a 500 pg mL™
sdo classificados como inibidores potentes; CIMs entre 600 e 1500 pg.mL™ como
inibidores moderados e acima de 1600 pg/mL como inibidores fracos. Outros autores
como Holetz et al, (2002) realizou screening com 13 extratos hidroalcodlicos de
plantas, com ambas bactérias gram-positiva e gram-negativas, usando método de
microdiluicdo e considerou resultados de CIM menores de 100 pg.mL™* como
satisfatérios, ou seja, uma boa atividade antimicrobiana; valores entre 100 a 500
png/ml, uma moderada atividade antimicrobiana; de 500 a 1000 pg/ml uma fraca
atividade antimicrobiana e valores superiores a 1000 pg.mL™ os extratos foram

considerados inativos.

Portanto, existem parametros diferentes de avaliacdo para atividade

antimicrobiana para extratos de plantas e com estas informac¢des, podemos
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considerar que a triagem deste estudo inicial mostrou resultados fracos, ou seja, as
linhagens ndo apresentam sensibilidade frente ao extrato metandlico dos capitulos
de P. acanhtophyllus, uma vez que este extrato apresentou inibicdo em
concentracdes igual ou superiores a 1000 pg.mL™ para todas as bactérias e

levedura avaliadas.

5.5.2. Atividade antitumoral do extrato metandlico dos capitulos de P. acanthophyllus

O céancer, também denominado de neoplasia maligna e tumor maligno, é uma
doenca caracterizada pela multiplicacéo e propagacéo descontroladas no corpo de

formas anormais das proprias células corporais (LEMKE; et al., 2008).

Os produtos naturais tém sido uma importante fonte de componentes
antineoplasicos. Existem, no minimo, 250.000 espécies de plantas no mundo, sendo
que mais de 1000 plantas apresentam propriedades antitumorais significantes (LIMA
et al., 2006, FERRAZ et al, 2005; MUKHERJEE et al, 2001).

Durante os anos 60 ° National Cancer Institute (EUA) realizou uma extensiva
pesquisa com extratos de plantas com atividade antitumoral (MONKS et al, 2002).
Desde entdo, tem aumentado o interesse na pesquisa de compostos isolados de
plantas medicinais, como uma rica fonte de novos farmacos antitumorais (GOMES,
2008).

Um dos ensaios colorimétricos para a avaliacdo de proliferacdo celular ou
citotoxidade (ICsp) mais comumente utilizados na atualidade é o ensaio de MTT
descrito por Mosmamm (1983).

O principio do método é a reducdo de um substrato amarelo, o sal de
tetrazolium MTT, por enzimas mitocondriais resultando em um produto azul/roxo.
Desta forma esta reacao ocorre somente em células vivas e que estejam com suas
mitocondrias ativas, configurando-se assim um ensaio versatii e quantitativo
(MOSMAMM, 1983).

O ensaio bioldgico do efeito inibitério pelo método MTT de crescimento celular
causado pelo extrato metanodlico dos capitulos de P. acanthophyllus e a cisplatina
(controle positivo) foram realizados in vitro contra linhas de células de tumores de
murinos LM3 (adenocarcinoma maméario) e LPO7 (adenocarcinoma de pulmdao),

sendo também realizados com células de tumores humana MCF-7 (cancro da mama
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humana). A dose citotoxica para 50% das células (ICso) foi definida utilizando o
método estatistico de curva dose-resposta sigmoidal e estdo apresentados na
Tabela 10.

O melhor resultado que causou uma reducdo significativa do numero de
células foi para o extrato metandlico dos capitulos (ICs; = 34,81 ug.mL™?) contra

MCF7 (cancro da mama humana), quando comparado com a cisplatina.

Tabela 10 - Valores de citotoxicidade para o extrato metandlico dos capitulos de P.
acanthophyllus em comparagcdo com a cisplatina.

ICso + (Desvio Padréo) [ug mL™]

Extrato

LM3 LPO7 MCF-7
Capitulos 132,66 £ 4,5 121,37+ 0,5 34,81 +0,3
Cisplatina 9,09+1,1 1,30+£0,1 588x14

LPO7 (adenocarcinoma de pulméo); LM3 (adenocarcinoma mamario) e MCF7 (cancro da mama
humana).

Os resultados aqui apresentados s&o promissores uma vez que outros
extratos metandlicos de capitulos de Actinocephalus divaricatus (Eriocaulaceae)
apresentou resultados de 498.63 + 1.03 (LP07); 246,02 + 0,43 (LM3) e 66,98 + 4,5
(MCF7) (SILVA, 2016). Ensaios com o dimero simétrico da paepalantina e da
paepalantina isolados dos capitulos de P. bromelioides utilizando teste de Ames em
MTT-tetrazolium modificado, utilizando linhagens de células McCoy evidenciou CIM

de 55,9 e 128,1 uM para estas substancias respectivamente (COELHO, et al., 2000).

Pode-se entdo sugerir que o resultado para este ensaio seja devido ao alto

teor de naftopiranonas (8,38 %) no extrato de P. acanhophyllus.
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6 CONCLUSOES

O fracionamento por sephadex LH-20 do extrato metandlico dos capitulos de
P. acanthophyllus e posterior fracionamento por HPLC semi-preparativo, forneceu
trés flavonoides e duas naftopiranonas que foram identificados por UV, RMN mono e
bi-dimensionais, sendo que um destes flavonoides € considerado inédito na literatura
que e o] 6-metoxicanferol-3-O-(6"-p-cumaroil)-B-D-glucopiranosil-7-O-B-D-
glucopiranosideo.

A avaliagdo quantitativa dos teores de flavonoides e naftopiranonas foi
determinada pelo desenvolvimento de método analitico por HPLC-PDA. Os
métodos apresentaram boa linearidade na determinacdo dos compostos de
interesse.

A quantificacdo dos derivados de canferol e paepalantina glicosilada (Pa4)
foram realizadas no extrato metandlico dos capitulos de P. acanthophyllus. A
concentracdo de derivados do canferol encontrada no extrato metandlico das
capitulos foi de (61,3 + 3,9 mg.g” de extrato), enquanto, que a concentracéo de
derivados da paepalantina glicosilada (Pa4) foi de (83,8 + 14,4 mg.g™* de extrato).

Os teores de fendis totais encontrados para os extratos metandlicos foi de
133,19, mg.g™ de extrato para os capitulos. O teor de flavonoides totais no extrato
metandlico foi de 122,15 mg.g™

Os extratos apresentaram fraca sensibilidade para a atividade antimicrobiana
frente as cepas de bactérias gram-positiva e gram-negativa e levedura testadas.

A citotoxicidade dos extratos foi considerada promissora, quando comparado
com o padrao de controle cisplatina, sendo o melhor resultado encontrado para o
extrato metanolico dos capitulos (ICs = 34,81 ug.mL™?) contra MCF7 (cancro da
mama humana). Este resultado pode ser atribuido ao alto teor de naftopiranonas
neste extrato, visto que esta classe de metabdlito possui atividade antitumoral
comprovada na literatura.

Os resultados apresentados contribuem para o conhecimento da composicao
guimica dos capitulos de P. acanthophyllus, sendo os dados aqui obtidos relevantes
pois poderdo auxiliar na discussao taxondmica do género Paepalanthus.
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