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Resumo

Stevia leptophilla € um arbusto nativo do Brasil, sendo que o estudo da
fracdo cloroférmica levou ao isolamento de uma lactona sesquiterpénica, do
tipo guaianolideo. Foram realizados ensaios de citotoxicidade e avaliacdo da
atividade antioxidante, sendo que em ambas analises as frac6es acetato de
etila, butandlica e hidrometandlica apresentaram melhores resultados.

Introducao

O ogénero Stevia pertencente a familia Asteraceae, compreende
aproximadamente 230 espécies (BRENDLE &TELMER, 2007). Na literatura
séo descritos deste género substancias pertencentes a classes de lactonas
sesquiterpénicas, derivados de longuipinenos, diterpenos labdanos, além de
flavonoides. Entretanto, o0 maior destaque deste género da-se a uma espécie
em especifico, S. rebaudiana, que apresenta um diterpeno glicosilado do tipo
caureno, com propriedades adocgantes (PHILLIPS, 1987).

S. leptophylla Sch.Bip. ex Baker é uma erva nativa do Brasil, todavia néo é
endémica, sendo confirmada sua presenca no sul do estado do Parana
(NAKAJIMA, 2015). Nao hé registros na literatura de estudos quimicos ou
bioldgicos desta espécie de Stevia, assim 0 objetivo deste trabalho é avaliar
a composicdo de metabdlitos secundarios, bem como, a atividade
antioxidante e citotoxicidade de S. leptophylla.

Materiais e Métodos

O material vegetal foi coletado no Parque do Guaterla e identificado pela
Prof2, Dr2, Marta Regina Barrotto do Carmo, do Departamento de Biologia
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Geral da Universidade Estadual de Ponta Grossa. O material seco e moido
(g) foi extraido com metanol, a temperatura ambiente, por maceracao
exaustiva. ApO0s a remocdo do solvente em evaporador rotativo a
temperatura de 33-35°C obteve-se o extrato bruto metandlico (4,5307 g). O
extrato bruto foi dissolvido em MeOH/H,0 1:1 (110 mL) e submetido a
particdo com 3 x 20 mL de cada um dos solventes organicos: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e butanol. Apés a remocédo dos solventes
utilizando um evaporador rotativo, obtiveram-se as fragdes: hexanica (0,74
g), cloroférmica (1,68 g), acetato de etila (0,38 g), butandlica (0,57 g), e
hidrometandlica (1,22 g). Parte da fragcéo cloroférmica (1,0 g) foi submetida a
uma separacdo em coluna cromatografica CC, de Silica Gel 60, utilizando
misturas crescentes de hexano, cloroférmio, acetato de etila a metanol como
eluentes, coletaram-se 138 fracbes. Entre as fracbes 36 a 45 correu
precipitacdes de um soélido cristalino, que foram ressuspendidos em acetato
de etila e separados dos seus respectivos sobrenadantes, que apos analise
de seu perfil cromatografico em CCD juntamente com as demais fracoes,
foram reunidas em 11 novas fracfes. A fracdo codificada como F.CHCI3-7
(39,9 mg) forneceu o isolamento de SL-1.

Determinacédo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada a partir da atividade sequestradora
de radical livre do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) (EL-MASSRY e col.,
2002). A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro UV-Visivel
(Varian, Carey 50), em 515,5 nm. A porcentagem de inibicdo do radical livre
DPPH, foi calculada pela formula: (% = (A0 — A1) x100/ AO), onde A0 é a
absorbancia da solucdo de DPPH e Al a absorbancia na presenca das
amostras.

Avaliacao da Citotoxicidade

Placas de 96 pocos foram preparadas com monocamada de células VERO e
incubadas até confluéncia. Para os ensaios de citotoxicidade, diluicdes
seriadas do extrato e fracdes foram preparados e adicionou-se 200 pL/poco
de cada concentracdo, em triplicata, na placa, que foi incubada 72h, 37 °C e
5% CO,. ApoGs a incubacdo, o meio antigo foi removido, 0os pocos lavados
com 100 pL de PBS ( tampéo fosfato salino), e, posteriormente, adicionados
50 pL/pogo de MTT (2 mg/mL), exceto no branco, incubando por 4h, ao
abrigo da luz, em estufa 37°C. Em seguida, o reagente foi removido e foram
adicionados 150 pL/pogo de DMSO, inclusive no branco, e a leitura da placa
realizada em leitor de ELISA, em 570 nm. Foi possivel calcular o indice de
seletividade, que € a razéo entre o CCsp. A citotoxicidade foi determinada de
acordo com a formula: % destruicdo celular = 1 — (DO ttdo / DO cc); Onde:
DO ttdo é a densidade Optica dos tratados DO cc é a densidade Optica do
controle de células

Resultados e Discussao
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Metabdlito isolado

A fracdo F.CHCIs-7 foi identificado como sendo lactona sesquitérpenica, com
ndcleo guaianolideo, 8-epixerantolideo, comumente denominada de
xerantolideo (SL-1), que através da comparacdo de seus dados
espectroscopicos com dados da literatura (MISKI et al, 1987; SAMEK et al,
1977), permitiu a determinagéo estrutural.

SL-1
Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das folhas de S. leptophylla foi testada a partir do
extrato bruto e demais fracbes obtidas da particdo liquido-liquido. Os
resultados séo apresentados na tabela abaixo (Tabela 1):

Tabela 1: Resultado da atividade Antioxidante, frente ao DPPH.

Amostras | Cso (ng/mL)
Extrato Bruto 87,52 +0,98
Fracdo Hexanica 365,03 £ 0,77
Fragéo choroférmica 224,06 £ 1,05
Fracdo Acetato de Etila 22,16 £ 1,44
Fracédo Butandlica 52,37 £1,19
Fracdo Hidrometandlica 65,83 £ 0,84

Os melhores resultados foram obtidos para a fracao fracdo acetato de etila,
no qual apresentou ICsg muito proximo numericamente ao do padrdo BHT (t-
butil-hidroxitolueno). A fracdo butandlica e extrato bruto apresentaram
atividade antioxidante moderada, e as fra¢des cloroférmica e hexanica foram
consideradas inativas.

Citotoxicidade

O extrato bruto e fracdes foram submetidos aos ensaios de citotoxicidade e
atividade antiviral frete a cepa KOS, em células VERO, empregando-se o
meétodo colorimétrico do MTT [Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio], descrito por Mosmann (1983), com modificacdes (Tabela 2).
Tabela 2: Citotoxicidade do extrato bruto e fracdes de S. leptophylla em
células Vero
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FracOes ou EB CCso (ug/ml) £ DP

Fracao cloroférmica < 31,25
Fracao hidrometanol 354,67 + 18,23
Fracédo hexanica 71,67 £7,37
Extrato bruto 89,83 +1,04
Fracéo acetato de etila 201 +5,29
Fracao butandlica 189,33 + 9,07

Os valores encontrados no ensaio de citotoxicidade, apresentam apenas um
valor de toxicidade consideravel para a fracdo cloroférmica, tendo em vista
que o extrato bruto e demais fracbes apresentaram CC50 superior a 70

pg/mi.

Conclusoes

O estudo fitoquimico de Stevia leptphylla levou ao isolamento de uma
substancia pertencente a classe dos guaianolideos, comumente encontrados
em espécies do género Stevia. As fracdes acetato de etila, butandlica e
hidrometandlica apresentaram atividade antioxidante e baixa toxicidade,
sendo que estas foram selecionadas para avaliagdo em ensaios antivirais.
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