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RESUMO: Leiothrix (Eriocaulaceae) € um género exclusivo da Ameérica do Sul, com 37
espécies restritas ao Brasil. Leiothrix flavescens (Bong.) Ruhland e Leiothrix curvifolia (Bong.)
Ruhland, sdo espécies endémicas em areas dos Estados de Minas Gerais e Bahia. Existem
na literatura poucos estudos quimicos e biolégicos realizados com espécies desse género.
Neste trabalho, foi estudada a atividade antioxidante pelo ensaio TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) e de autoxidacao, utilizando acido linoléico, de xantonas isoladas dos
extratos etanolicos de L. curvifolia e L. flavescens. As substancias apresentaram moderada
atividade antioxidante, quando comparadas com padrdes de quercetina e de BHT (2, 6 — di-
tercbutil — 4 — metoxifenil).

Unitermos: Acao antioxidante; TEAC; Autoxidagao; acido linoléico; Eriocaulaceae; Leiotrhrix
spp.; Xxantonas.

ABSTRACT: Antioxidant effects of xanthones isolated from Leiothrix species
(Eriocaulaceae). Leiothrix (Eriocaulaceae) is an exclusively South American genus of which
37 species are restricted to Brazil. Leiothrix flavescens (Bong.) Ruhland and Leiothrix curvifolia
(Bong.) Ruhland, are species endemic to areas of Minas Gerais and Bahia States. Chemical
and biological investigations of this genus are scarse. The objective of this work was to
investigate the antioxidant effect using TEAC and linoleic acid assays of the xanthones isolated
from the ethanolic extract of these species. These substances showed a moderate antioxidant
activity when compared to quercetin and to BHT.

Key Words: Antioxidant; TEAC; Linoleic acid; Eriocaulaceae; Leiothrix spp. Xanthones.

Rev. Bras. Farmacogn., V. 13, n. 2, jul.-dez. 2003.



68 Santos, L.C.; Piacente, S.; Montoro, P.; Pizza, C.; Vilegas, W.

INTRODUGAO

A geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs) € um processo normal na vida dos
organismos vivos, mas elas sao capazes de lesar componentes celulares, contribuindo, assim,
para o desenvolvimento de varias doencas, como artrites inflamatérias (HADJIGOGOS, 2003),
Ulceras (LA CASA et al., 2000 ) e diabetes (EL-REMESSY et al., 2003), dentre outras. Em condigcbes
fisiologicas, essas espécies sdo removidas por sistemas antioxidantes, que podem ser vitaminas,
proteinas ou enzimas (BANERJEE et al., 2003). Dentre os produtos naturais de origem vegetal
com atividade antioxidante, os mais estudados sao os flavonoides (RE et al, 1999).

O Brasil possui uma enorme diversidade bioldgica, especialmente com relagao a sua flora.
O interesse em realizar ensaios biolégicos com substancias isoladas de plantas da familia
Eriocaulaceae surgiu com o isolamento de um metabdlito nao-usual em plantas, mas freqliente
em microorganismos dos géneros Penicillium e Fusarium (HILL, 1986): a isocumarina paepalantina,
isolada dos capitulos de Paepalanthus bromelioides, pertecentes a esta familia (VILEGAS et al.,
1990). Ensaios bioldgicos in vitro indicaram forte atividade antibiética contra Bacillus cereus (7,5
mg/ml), Staphylococcus aureus (7,5 mg/ml), S. epidermidis (15 mg/ml) e Escherichia coli (250
7,5 mg/ml), quando comparada com a azacitidina (0,102 mM), um farmaco utilizado como agente
quimioterapico (VARANDA et al., 1997; TAVARES et al., 1999).

A familia Eriocaulaceae possui ampla distribuicdo, sendo rica em espécies e com grande
diversidade na América do Sul (GIULIETTI et al., 2000). Estas plantas sobrevivem em condigbes
especiais de clima e solo, o que leva ao aparecimento de um grande numero de espécies
endémicas, tornando os campos rupestres a formacgao vegetal com maior indice de endemismos
no Brasil (JOLY, 1970). Elas sdo conhecidas popularmente como “sempre-vivas”, por suas
inflorescéncias de coloragao paleacea e de grande durabilidade (GIULIETTI et al., 2000). Algumas
espécies sao largamente usadas para fins de decoracgéo, sendo também produto de exportacao
do Brasil (DOKKEDAL, 2000).

Leiothrix € um género exclusivo da América do Sul, com 37 espécies restritas ao Brasil.
Leiothrix flavescens (Bong.) Ruhland ocorre no Brasil, Venezuela e Peru. As outras espécies sao
endémicas em areas dos Estados de Minas Gerais e Bahia (GIULIETT]I et al., 2000).

Uma classe de substancias que nao foi isolada de plantas dos géneros (Paepalanthus e
Syngonanthus), mas que foi encontrada no género Leiothrix (Eriocaulaceae) sao as xantonas
(SANTOS et al, 2001).

O estudo de xantonas é interessante nao so pela investigagdo quimiossistematica, mas
também devido a sua importancia farmacoldgica (PERES; NAGEN, 1977). Varios trabalhos
cientificos ja foram realizados evidenciando as importantes atividades farmacolégicas apresentadas
pelas xantonas. De todas, talvez a mais interessante seja a a¢ao inibitéria da enzima monoamino-
oxidase (MAO), relacionada com o tratamento de estados depressivos; as xantonas apresentaram
um grande potencial de utilizagdo por terem demonstrado atividade inibitéria potente, seletiva e
reversivel desta enzima (USDIN, 1984; THULLA et al., 1993; GNERRE et al., 2001). Diversos
trabalhos tém apresentado as xantonas como potenciais substancias para o tratamento do cancer
(LIN et al., 1996; ASANO et al. 1996; PACHUTA et al., 1986, LIOU et al., 1993; PERMANA et al.,
1994). Algumas xantonas (naturais e sintéticas) apresentaram, ainda, agao antimicrobiana, inclusive
contra Mycobacterium tuberculosis (GHOSAL; CHAUDHURI, 1975; GHOSAL et al., 1978), agao
antifungica (ROCHA et al., 1994), entre outras. Mais referéncias sobre tais potenciais atividades
farmacolégicas podem ser encontradas em Kuster e Rocha (2003). Por outro lado, a toxicidade
das xantonas é ainda pouco estudada, e esse € um dos passos limitantes ao seu emprego
terapéutico.
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Neste trabalho, objetivou-se realizar a investigacao da atividade antioxidante das xantonas
(1, 2 e 3) isoladas dos extratos etandlicos dos capitulos de L. curvifolia e L. flavescens (Figura 1),
através dos dois métodos abaixo descritos.

O ensaio TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) avalia espectrofotometricamente
a habilidade relativa das substancias antioxidantes em capturar o cation radical 2,2'-azinobis(3-
etilbenzotiozolino-6-acido sulfénico) (ABTS*), quando comparada com uma quantidade padrao
do antioxidante sintético Trolox® (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano), um
analogo da vitamina E, soluvel em agua. A atividade dos compostos testados € expressa em
valores TEAC, que é definido como a concentracao de Trolox que possui a mesma atividade que
1 mM da substancia antioxidante investigada. Os compostos sao considerados ativos quando o
seu valor de TEAC é préximo ao da quercetina, flavonéide usado como substancia de referéncia
(RE et al., 1999).

No método de autoxidacgio, utilizando o acido linoléico, os produtos da peroxidagao desse
sdo capazes de reagir com o [3-caroteno, produzindo descoloragao na solugcdo de coloragéo
amarelo-alaranjada. A presenca de uma substancia antioxidante na mistura protege o acido linoléico
da autoxidagao, impedindo tal descoloracdo. A mistura reagente consiste em acido linoléico, -
caroteno, agua, a substancia a ser investigada e o BHT (2,6-di-tercbutil-4-metodxifenol), que é
usado como referéncia.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Capitulos de L. curvifolia e L. flavescens foram coletados em fevereiro de 1998 e julho de
1984, respectivamente, em Dimantina, Minas Gerais. A identificacdo das espécies foi realizada
pelo Prof. Dr. Paulo Takeo Sano do Instituto de Biociéncias da USP — SP. Um exemplar de cada
espécie (exsicata) encontra-se depositado no herbario do IB-USP sob os numeros: L. curvifolia
(WV-11, SANO, 861) e L. flavescens (CFCR 4680).

Preparacao do extrato e isolamento das xantonas

Os capitulos de L. curvifolia (32g) e L. flavescens (200g) foram secos em estufa a 40°C e,
posteriormente, triados para separacao dos capitulos e escapos. Em seguida, foram,
separadamente, moidos e submetidos a maceragao, ficando em contato com cada solvente
organico por uma semana, (hexano, diclorometano, etanol). Apds cada extracao, o solvente foi
concentrado em evaporador rotatério.

Parte do extrato etandlico dos capitulos de L. curvifolia (2,0g) foi submetido ao fracionamento
em coluna de permeacgao em gel de Sephadex LH-20, eluida com metanol. As fracdes de nimeros
25-28 (101mg) foram purificadas, utilizando uma coluna de polivinilpolipirrolidona (Sigma), eluida
com metanol, fornecendo a 8-Carboximetoxi-1,6-diidroxi-3,5-dimetoxi-xantona 1 (10,0mg); as
fragdes de numeros 32-36 foram purificadas nas mesmas condigdes que as fragbes 25-28,
fornecendo a 8-Carboximetoxi-1,5,6-triidroxi-3-metoxi-xantona 2 (12,0mg). O extrato etandlico dos
capitulos de L. flavescens (2,0g) foi submetido ao fracionamento em coluna de Sephadex LH-20
(100 x 5cm) eluida com metanol. Foram coletadas fragcbes de 8 mL, que foram analisadas por
cromatografia em camada delgada [gel de silica, n-butanol : acido férmico : agua (20:5:8)]. As
fracbes de numeros 65-73 (69,8 mg) foram reunidas e purificadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (coluna C,, - pBondapak, 30cm x 4.6mm d.i. x 10um) eluidas com metanol : agua
(1:1, 1 mL/min), fornecendo a 8-Carbdéximetéxi-1,3,5,6-tetraidréxi-xantona 3 (4,2mg,
t = 8min), (Figura 1).
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Figura 1. Xantonas isoladas dos extratos etandlicos dos capitulos de Leiothrix flavescens e L.
curvifolia (Eriocaulaceae)

Ensaios para a detecgao da agcao antioxidante

Ensaio TEAC — (Trolox Equivalent Antioxidante Capacity). As substancias puras 1,2 e 3
foram testadas, de acordo com o método descrito por RE et al. (1999). O cation radical ABTS* foi
produzido pela reagédo entre 7 mM de ABTS em H,O e 2,45 mM de persulfato de potassio,
armazenado em frasco escuro, temperatura ambiente por 12 horas. A solugado de ABTS* foi entdo
diluida com PBS (pH = 7,4) para uma absorbancia de 0,70 a 734 nm e mantida a 30°C. As amostras
foram diluidas em metanol, nas concentracdes de 0,3; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0mM. A reacao foi iniciada
pela adicdo de 1mL de ABTS diluido em 10mL de cada amostra em solugado. Foram realizados
trés ensaios para cada amostra. A porcentagem da inibicdo de absorbancia a 734nm foi calculada
para cada concentracdo relativa, utilizando-se metanol como branco, e foi considerada como
uma funcao da concentragao da substancia ou do padrao (acido 2-carboxilico-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano, Trolox, Aldrich). A atividade antioxidante foi expressa em valores de TEAC, em
comparacgao com a atividade da quercetina.

O ensaio de autoxidagao utilizando o acido linoléico foi realizado segundo o método descrito
por PRATT (1992). O &cido linoléico (20mg) e Tween 20 (200 mg) foram colocados em um erlenmeyer
e, em seguida, foi adicionada uma solugéo contendo 2 mg de B-caroteno em 10mL de cloroférmio.
Apds aremogao do cloroférmio, foi adicionada uma solugao de agua destilada saturada com oxigénio
por 30 min. Aliquotas de 200uL de cada xantona foram dissolvidas em etanol e ajustadas para um
volume final de 15pg/mL de solug&o. Solugbes sem as xantonas isoladas foram usadas como branco
e uma amostra com 2,6-di-tercbutil-4-metoxifenol (BHT Aldrich) foi utilizada como substancia de
referéncia. As amostras foram submetidas a oxidacao, a 50°C, por 3h. A absorbancia foi lida a 470
nm em intervalos de 1 e 2h. A atividade antioxidante foi expressa como AA e calculada utilizando-se
a equacao: AA% = [1-(Ao - At) / (Aoo - Aot)] x 100; onde: Ao = Absorbancia no inicio do experimento,
com o composto teste (xantonas); At = Absorbancia no tempo t com o composto teste (xantonas);
Aoo = Absorbancia no comego do experimento sem o composto teste (xantonas); Aot = Absorbancia
no tempo (t), sem o composto teste (xantonas). As substancias sdo consideradas ativas quando
suas AA sdo da mesma magnitude que a do BHT, que é a substancia referéncia.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversas substancias fendlicas sao importantes antioxidantes, uma vez que possuem
esqueleto carbdnico propicio para a estabilizagao de radicais livres. Verificou-se que a posicéo e
0 grau de hidroxilagao sao fatores importantes para a atividade antioxidante dos flavondides
(LARRAURI et al., 1996). No entanto, pouco se conhece sobre a atividade antioxidante de outros
compostos fendlicos derivados de plantas, como por exemplo as xantonas (MAHABUSARAKAM
et al., 2000).

O método TEAC para verificar a atividade antioxidante é descrito como um ensaio de
descoloracao aplicavel a antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, incluindo os flavondides,
carotendides, hidroxinamatos e plasma (RE et al., 1999). A tabela 1 apresenta os resultados da
determinacdo da acao antioxidante das xantonas 1, 2 e 3, isoladas de espécies de Leiothrix,
obtidos pelo ensaio TEAC. Comparando-se com a quercetina (substancia de referéncia), a atividade
antioxidante relativa detectada foi de 68% para 1, 55% para 2 e 40% para 3.

Tabela 1. Atividade antioxidante das xantonas isoladas dos extratos etandlicos dos capitulos de
Leiothrix flavescens e L. curvifolia (Eriocaulaceae)

ENSAIO DE AUTOXIDACAO

ENSAIO TEAC COM ACIDO LINOLEICO

(mM) + DP® AA%
Xantonas Apds 1h Apds 2h
1 1,04 + 0,02 20,81 22,80
2 1,44 + 0,02 5,82 11,58
3 1,77 £ 0,01 14,91 17,11
Quercetina 2,60 + 0,02 - -
BHT® - 71,3 64,1

an=3 ; °=BHT = 2,6-di-tercbutil-4-metdxifenol (substancia de referéncia)

A maior atividade apresentada pela xantona 3 poderia estar relacionada com a presenga do
sistema catecélico (OH-5 e OH-6) em sua estrutura. RE et al. (1999), ao estudarem os efeitos
antioxidantes de varios flavonodides, verificaram que a atividade antioxidante decresce no sentido
quercetina > luteolina > canferol, evidenciando que o grupo catecdlico no anel B tem maior influéncia
na atividade do que a hidroxila na posi¢cao 3. Além disso, o maior nimero de hidroxilas fendlicas
confere maior hidrofilicidade a xantona 3, o que também é considerado um fator de extrema
importancia para a atividade antioxidante (VAN DEN BERG et al., 2000).

A tabela 1 também apresenta o resultados da determinacéo da agao antioxidante das
xantonas 1, 2 e 3, obtidos através do ensaio de autoxidagao do acido linoléico, apds 1 e 2h. Os
resultados indicam que as xantonas testadas possuem uma fraca atividade antioxidante, quando
comparadas com o antioxidante de referéncia BHT. Apds 1h, a atividade antioxidante calculada,
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com relagao ao BHT, foi de 29% para 1, 8% para 2 e 21% para 3. Apds 2h observou-se um
pequeno aumento na atividade antioxidante relativa das xantonas: 36% para 1, 18% para2 e 27%
para 3. Verificou-se que atividade antioxidante relativa da xantona 1 € maior do que a das xantonas
2 e 3. Isso pode ser atribuido a presenga de grupamentos metoxila nas posicoes C-3 e C-5, o que
aumenta a lipofilicidade de 1 em relagao as xantonas 2 e 3. Tendo em vista que o acido linoléico é,
também, uma substancia de alta lipofilicidade, é justificavel que substancias mais lipofilicas
apresentem maior atividade do que as mais hidrofilicas.

CONCLUSAO

As plantas produzem muitos metabdlitos que atuam como antioxidantes para o controle do
estresse oxidativo, causado pela incidéncia da luz solar e oxigénio. Esses metabdlitos representam
uma fonte de novos compostos com atividade antioxidante, e muitos estudos ja foram realizados
com o objetivo de identificar substancias antioxidantes com baixa toxicidade (SCARTEZZINI;
SPERONI, 2000). Aanalise quimica de espécies da familia Eriocaulaceae tem mostrado a presenca
de um grande numero de flavondides, naftopiranonas e xantonas. Os flavondides ja sao
considerados substancias com potentes propriedades antioxidantes (SAlJAet al., 1995; VAN DEN
BERG et al., 2000). Porém, modelos de outras substancias fendlicas como xantonas ainda séo
pouco conhecidos. Assim, as substancias isoladas de espécies de Eriocaulaceae podem constituir
um modelo promissor para se avaliar mecanismos envolvidos na atividade antioxidante.
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