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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.



16

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
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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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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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