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RESUMO

O presente estudo quimico foi realizado com extrato
metandlico de Leiothrix flavescens (Bong.) Ruhland
(Eriocaulaceae) por HSCCC. Fracionamento do extrato
metandlico dos capitulos de L. flavescens por métodos
cromatogr aficos prepar ativos e identificagao das subs-
tanciasisoladas por (I1V, UV, RMN) forneceu asflavonas
apigenina, luteolina e 6-metoxiluteolina e o 1,3-di-O-
feruloilglicerol. O extrato metandlico deL. flavescensfoi
avaliado quanto a sua atividade antioxidante utilizan-
do-se o reagente de DPPH, enquanto que a quantificacio
defendistotaisfoi determinada utilizando-se o reagente
de Folin-Ciocalteau. Osresultados evidenciaram que o
extrato metandlico dos capitulosL. flavescens possui uma
significativa atividade antioxidante. Estes resultados
permitiram aprofundar a discussdo taxonémica da fa-
milia Eriocaulaceae.

Palavras-chave: Eriocaulaceae; Leiothrix; HSCCC; ativi-
dade antioxidante.

INTRODUCAO

A familia Eriocaul aceae possui cercade 1200 es-
pécies divididas em 10 géneros. Alguns desses géneros sao
ainda distribuidos em vérias categorias, tais como
subgéneros, secoes, subsecies, séries até chegar as espéci-
es ou até mesmo em subespécies. Esta subdivisdo € aceita
por quase todos os pesqguisadores e é baseada quase que
exclusivamente em caracteres morfologicos florais
(Giulietti et al., 1996).

Espécies de Eriocaul aceae sdo conhecidas popu-
larmente como "sempre vivas', por suas inflorescéncias
de coloragéo paleacea e de grande durabilidade (Giulietti
et a., 1988). Algumas espécies sdo largamente usadas para
fins de decoragéo, sendo também produto de exportacéo
do Brasil (Giulietti et a., 2000; Dokkedal, 2000). Este fato
confere aelas alto valor comercial, principa mente no mer-
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cado internacional, e seu extrativismo constitui-se impor-
tante atividade econdmica nas regides onde ocorrem
(Giulietti et al., 1988). Estas plantas sobrevivem em con-
dicbes especiais de clima e solo, 0 que leva ao aparecimen-
to de um grande nimero de espécies endémicas (Joly, 1970).
Possuem ampla distribuicdo e apresentam amaior diversi-
dade de espécies na Américado Sul. Por exemplo, Leiothrix
Ruhland, um dos principais géneros dafamilia, é exclusi-
vo da Américado Sul, com 37 espécies restritas ao Brasil
(Giulietti & Hensold, 1991).

Leiothrix flavescens (Bong.) Ruhland recebe os
nomes de bot&o-bolinha (segundo os habitantes de
Diamantina), botdo-iris, capim-manso, capipoatinga-amarela,
gravatamanso, sempre-viva-do-campo (Giulietti et al., 1996).
Tem ocorréncia no Brasil, Venezuela e Peru, sendo que Mi-
nas Gerais é o centro de diversidade, com 30 espécies
(Giulietti et al., 1995). Estudo quimicos realizados por
Dokkedal (2000) e Santos et a. (2001) relatam o isolamento
eaidentificagdo de flavonas e xantonas de seus capitul os.
Estudos botanicos aliados aos dados quimicos suportam até
0 presente momento que o género Leiothrix seja considera-
do grupo-irmé&o de Syngonanthus (Giulietti et al., 2000).

O presente estudo teve como objetivo redlizar o
estudo fitoquimico e avaliar a atividade antioxidante do
extrato metandlico dos capitulos de Leiothrix flavescens,
com afinalidade de obter mais informagdes que auxiliem
na taxonomia do género.

MATERIAL E METODOS
Planta

Partes aéreas de Leiothrix flavescens (Sano 4798)
foram coletadas e identificadas em maio de 2006, em Santana
do Riacho (Serra do Cip0), Estado de Minas Gerais, pelo
Prof. Dr. Paulo Takeo Sano. A exsicata encontra-se deposi-
tada no herbério do Instituto de Biociéncias da Universida-
de de S&o Paulo.
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Prepar o dos Extratos

Partes aéreas da espécie investigada foram previ-
amente secas em estufa a 40 °C por quatro dias. Apds seca
gem, foram separadas em capitul os, escapos e folhas e tri-
turadas em moinho de facas para realizagao do processo de
extragdo. Cada parte foi extraida sequencialmente por
maceracdo com solventes orgénicos (hexano,
diclorometano) e por percolagdo com metanol. Em segui-
da, os extratos foram filtrados e concentrados em
rotoevaporador sob pressdo reduzida a temperatura de 45°C
fornecendo as seguintes massas. extrato hexano 2,5 g
(0,8%); extrato diclorometano 3,6 g (1,2%) e extrato
metandlico 17,6 g (5,9%).

Cromatografia em Contracorrente de Alta Velocidade
(High Speed Countercurrent Chromatography,
HSCCC)

Equipamento P.C. Inc. equipado com coluna de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 130 mx 1,6 mmded.i. O
valor de B variou de 0,5 na parte interna da coluna a 0,85
na parte externa da coluna. O volume total da colunafoi de
325 mL. A rotacdo da coluna foi mantida em 850 rpm. As
amostras foram introduzidas no HSCCC através de um
injector P.C. Inc. com loop de 16 mL, com auxilio de uma
bomba FMI Q2 da Waters.

Ressonéncia M agnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de 1D: 'H, C e 2D: gCOSY
(Gradient Correlate Spectroscopy), gHMQC (Gradient
Heteronuclear Through Multiple Quantun Coherence),
gHMBC (Gradient Heteronuclear Multiple Bond
Correlations) e TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)
foram realizados em espectrémetro de ressonancia magné-
tica nuclear de 11.7 Tedla (Varian® Inova). As amostras
foram solubilizadas em dimetilsulfoxido deuterado (Sigma).

Espectrometria de Massas Electrospray (ESI-EM)

Os espectros de massas das substancias isoladas
foram registrados em equipamento Fisons VG Platform de
quadrupolo ssimples. A amostrafoi transferida paraafonte
de eletrospray por uma bomba Rheo 4000 (Flux
Instruments) com fluxo de 30 uL.min* através de injetor
Rheodyne com loop de 1 uL. Foi usado nitrogénio como
gés secante e também para nebulizagdo da amostra, com
fluxo de 250 L/h e 17 L/h, respectivamente. A temperatura
de interface foi mantida em 70°C. A regido analisada va-
riou demy/z 100 a 1200 Da, sendo que foi tomada a medida
dos sinais em 180 s para produzir cada espectro de massas.

Infravermelho (1V)

Os espectros no infravermelho foram registrados
em espectrdometro Jasco , modelo FT/IR - 4100.
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Ultravioleta (UV)
Espectrofotdmetro marca Hach, modelo DR/4000 U.
Cromatografia por Permeacéo em Gel

O fracionamento por cromatografia por permeacdo
em gel foi realizado em colunas de vidro com 80cm de altu-
rapor 2 cm de diédmetro interno, empacotada com Sephadex®
LH-20 (Pharmacia). O solvente foi bombeado paraa coluna
com o auxilio de uma bomba peristéltica (Pharmacia) com
fluxo de 0,5 mL min™. As fragBes, com aproximadamente
10 mL cada uma, foram coletadas em um coletor automatico
Redifrac (Pharmacia).

Cromatografia em Camada Delgada Comparativa
(CCDC)

Placas de Silicagel UV 254 com base de aluminio,
200 um, Sorbent Technologies.

Fracionamento do Extrato M etandlico dos Capitulos de
L. flavescens

O extrato metandlico dos capitulos de L. flavescens
foi submetido a particdo liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente. Aproximadamente 3,0 g do extrato
metandlico foram dissolvidos em 30 mL de agua e particionado
trés vezes com acetato de etila, obtendo-se 1,4 g da fragdo
acetato de etilae 1,6 g dafragdo aquosa. As fragBes obtidas na
particdo foram analisadas por CCDC usando como fase mé-
vel o0 sistema de solvente clorof drmio:metanol:n-propanol :4gua
(5:6:1:4, viviviv) e padrbes de rutina, quercetina, luteolinae
apigenina. Utilizou-se como revelador luz UV (254 e 366 nm),
bem como misturas de anisaldeido/ acido sulfurico e NP/PEG
(Wagner et d., 1984).

Fracionamento dos Constituintes da Fracéo Acetato de
Etila por HSCCC

O sistema de solventes utilizado foi hexano:acetato
de etilazmetanol:agua, 1:5:1:5 (v/v/viv). Os solventes foram
misturados em um funil de separacdo e deixados em repou-
so por doze horas. A fase inferior do sistema de solvente foi
usada como fase estacionaria e a superior, como fase moével.
O bombeamento das fases foi no sentido cauda — cabega
da coluna, com um fluxo de 1 mL min', A rotag&o da coluna
foi mantida em 850 rpm. O volume de fase estacionéria eluida
da coluna depois de estabel ecido o equilibrio hidrodinamico
foi de 40 mL, restando 87,7% da fase estacionéria retida
dentro da coluna cromatogréfica. A amostra (500,0 mg) foi
dissolvida em 16 mL de uma mistura de 1:1 (v/v) dafase
movel e dafase estacionéria e injetada no loop do equipa
mento. A fase mével foi bombeada e a separacéo foi rediza
daem 850 rpm, com fluxo de 1 mL min%, gerando 155 fra-
¢Besde 3 mL cada. Asfragfes foram analisadas por CCDC
usando o sistema de solventes clorof érmio:metanol:n-
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propanol:agua (5:6:1:4, v/viviv) como eluente e reveladas
com os reveladores anteriormente indicados. As fragfes 23-
31 (270,0 mg) forneceram sdlidos amarelos que revelam
como flavondides quando pulverizadas com reagente NP/
PEG. As substancias foram purificadas por meio de
cromatografia de permeacdo em gel em coluna de Sephadex
LH-20 eluida com metanol.

Atividade Antioxidante por DPPH

O potencial antioxidante do extrato metandlico dos
capitulos de L. flavescens e dos padrfes de acido gdlico foi
avaliado por meio de um ensaio espectrofotométrico utili-
zando-se uma solucdo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila)
0,004% em metanol, o qual foi misturado & solu¢do da amos-
traem andlise. A cada 1 mL daamostra nas diferentes con-
centracBes foram adicionados 2 mL da solugdo de DPPH.
Ap6s 30 minutos de reacdo, as solucdes foram analisadas
em espectrofotdmetro a 517 nm. A solucdo referéncia foi
preparada adicionando-se 2 mL da solugdo de DPPH acres-
cida de 1 mL de metanol. Os valores medidos das
absorbancias foram plotados em um gréfico de variagdo da
absorbancia (% A) versus concentracdo da amostra.

Quantificacdo de Fendis Totais
A quantificagdo espectrométrica de compostos

fendlicos foi realizada utilizando-se o reagente de Folin-
Ciocalteau (Zidliski & Kozowska, 2000; Genovese et al.,

2003). A curvade calibracdo foi obtida utilizando seis dilui-
¢Oes das solucbes de &cido galico comercia (Merck). As
solugdes-padrdo foram submetidas a0 mesmo procedimento
descrito por Sousa et al. (2007). As leituras da absorbancia
(760 nm) em funcdo da concentracéo do padréo foram feitas
em triplicata.

RESULTADOS

Fracionamento das substancias presentes nos capi-
tulos de L. flavescens por HSCCC seguido por purificagdo
por cromatografia de permeacéo em gel forneceu a apigenina
(1, 10,0 mg) luteolina (2, 10,0 mg), 6-metoxiluteolina (3,
10,0 mg) e 1,3-O-diferulailglicerol (4, 15,0 mg), (Figura 1).
Todas as substancias foram identificadas por IV, UV, ESI-
EM, RMN mono e bi-dimensionais e seus dados foram com-
parados com os da literatura (Agrawal 1989; Cooper et al.,
1978; Delaporte et a., 2006; Santos et al., 2004).

Avaliac8o da atividade antioxidante do extrato
metandlico dos capitulos de L. flavescens, pelo método do
DPPH (517 nm, 30 min de rea¢éo) (Figura 2), demonstrou
gue o extrato bruto é mais ativo na concentracdo acima de
80,0 ug mL* quando comparada com o padréo do &cido
gdlico.

Quantificagdo dos compostos fendlicos usando o
reagente de Folin-Ciocalteau demonstrou que a concentra-
¢&o dos fendis totais presentes em 1 g do extrato metandlico
éde 47,0 mg.

Substancia

HO
OCHs

R R
H H
H OH

OCH;  OH

o)

OH
OCHs

FiguraOl. Substanciasisoladas do extrato metandlico dos capi-
tulos de Leiothrix flavescens por HSCCC.
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Figura 02. Gréafico da capacidade sequiestradora de radicais
livres do extrato metandlico.

DISCUSSAO

O estudo fitoquimico do extrato metandlico dos
capitulos de L. flavescens levou ao isolamento das flavonas
apigenina (1), luteolina (2) e 6-metoxiluteolina (3), bem como
do 1,3-O-diferuloilglicerol (4), este Ultimo isolado pela pri-
meiravez em espécies de Eriocaul aceae.

A ocorréncia de diglicerideos fendlicos naturais é
restrita as espécies de Gramineae (Cooper et al., 1978 e
Koshino et al., 1988), Liliaceae (Shimomura et al., 1987;
Shimomuraet a., 1988a; Shimomuraet d., 1988b; Mimaki
et d., 1989; Jang et al., 2004), Sparganiaceae (Shirotaet al.,
1986) e Bromeliaceae (Queirogaet al., 2004). A Unica ocor-
réncia de diglicerideos em espécies de Eriocaulaceae foi
descrita por Santos et al. (2004), que isolou de Paepalanthus
microphyllus o 1,3-di-O-cafeoilglicerol.

Os é&cidos cafeico e ferdlico, aém de outros deri-
vados hidroxicinémicos, sdo importantes protetores contra
herbivoros e patdgenos para as plantas (Bazzalo et al., 1985).
Eles possuem também outras atividades biol dgicas relevan-
tes, tais como antioxidante e sequestradora de radiciais li-
vres (Bracaet al., 2003).

Quanto & presenca de outras substancias fendlicas
em espécies de Leiothrix, Dokkedal (2000) identificou as
flavonas luteolina-C-glicosideo, Iuteolina-7-O-glicosideo,
|uteolina-7-O-triglicosideo, luteolina-7-O-diarabinosideo,
nepetina, nepetina-7-O-glicosideo e nepetina-7-0O-
arabinosideo. Este estudo possibilitou além de distinguir os
géneros Leiothrix e Eriocaulon, sugerir anivel infragenérico
gueLeiothrix € um género mais evoluido. Santos et al., (2001)
isolou as flavonas: 3',4°,5,6-tetraidroxi-7-metoxiflavona,
3,4 5-triidroxi-7-metoxi-6-C-glucopiranosilflavona, 4°,5-
diidroxi-3’,6-dimetoxi-7-O-B-D -glucopiranosilflavona,
3,45, 7-tetraidroxi-6-C-glucopiranosilflavona, 3°,4°,5,6,7,8-
hexaidroxiflavona. A identificag@o dessas flavonas corrobora
com adiferenciacéo quimicaentre Leiothrix e Paepalanthus
realizada por Giulietti et al. (2000). Esses autores verifica
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ram que, enquanto em Paepal anthus existem flavonéis6 e 7
metoxilados, Leiothrix produz predominantemente flavonas
e seus derivados.

O isolamento das flavonas 1 e 2 e da flavona-6-O-
oxigenada 3 dos capitulos de L. flavescens, neste trabalho
reforca a discussdo iniciada por Dokkedal (2000) e Giulietti
et a. (2000), que consideram que a presenca de flavonas é
um carater marcante para definir o clado Leiothrix-
Syngonathus.

Esses dois géneros sao considerados evol utivamente
préximos, ndo apenas devido aos seus caracteres anatémicos
e morfol 6gicos, mas também pela presenca dessa classe de
metabdlitos secundérios.

O habitat relativamente indspito no qual sobrevivem
essas espécies € um desafio constante para a defesa dessas
espécies. Condigdes de luz e calor intensos exigem o desen-
volvimento de um arsenal quimico adequado para a propaga-
¢80 das espécies, tais como substancias com capacidade
antioxidante, capazes de neutralizar aagéo deradicaislivres.

Diversas substancias fendlicas so importantes
antioxidantes, uma vez que possuem esqueleto carbdnico
propicio para a estabilizac&o de radicaislivres. Um exemplo
€ aposi¢do e o grau de hidroxilagdo dos flavondides (Larrauri
et al., 1996). Essas substancias ja sdo extensamente conhe-
cidas pelas suas potentes propriedades antioxidantes (Saija
et a., 1995; Van den Berg et al., 2000).

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato
metandlico dos capitulos de L. flavescens demonstrando que
0 extrato bruto é mais ativo, quando comparada com o pa
drdo do écido gélico, pode ser explicada devido a presenca
dessas substancias fendlicas identificadas.

A quantificacdo de fendis totais evidenciou que o
extrato metandlico dos capitulos de L. flavescens tem um
teor de fendis totais de 47,0 mg por grama de extrato bruto
da espécie estudada. Os dados dessa quantificago corrobo-
ram com os dados apresentados no ensaio de DPPH, suge-
rindo que a atividade antioxidante deve estar relacionada a
presenca dessas substéncias fendlicas.
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ABSTRACT

Phenolic compounds and antioxidant activity in extract of
Leiothrix flavescens (Bong.) Ruhland (Eriocaulaceae)

This paper describes a chemical investigation (by high-
speed counter-current chromatography) of an extract in
methanol of the capitula (flower-heads) of the endemic
Brazilian herb Leiothrix flavescens (Bong.) Ruhland
(Eriocaulaceae). Fractionation of this extract by
preparative chromatography and identification of the



Fendlicos e atividade antioxidante de Leiothrix

isolated compounds by spectrometric methods (IR, UV,
ESI-MS, NMR) led to the identification of flavones
(apigenin, luteolin and 6-methoxyluteolin) and 1,3-di-O-
feruloyl glycerol. The antioxidant activity of the extract
was determined by DPPH reduction and the total
phenolic content by the Folin-Ciocalteau assay. It was
found that the methanolic extract of L. flavescens
possesses strong antioxidant activity. Additionally, the
chemical profile provided useful data for a discussion of
the taxonomy of the Eriocaulaceae.

Keywords: Eriocaulaceae, Leiothrix, HSCCC, antioxidant
activity.
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