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Resumo:

O género Grazielia, pertencente a familia Asteraceae, compreende treze
espécies, sendo que nove delas sdo endémicas do Brasil. Existem na
literatura relatos do isolamento de lactonas sesquiterpénicas, diterpenos,
triterpenos, flavonas e acidos cindmicos de espécies de Grazielia. O estudo
quimico da fracdo diclorometano levou ao isolamento de dois triterpenos e
da fracdo acetato de etila foram isolados dois flavonoides. Foram realizados
ensaios para verificacdo da atividade citotoxica de G. gaudichaudeana,
sendo que as fracdes hidrometandlica, butandlica e acetato de etila foram as
menos toxicas frente a células Vero.

Introducao

O género Grazielia, pertencente a familia Asteraceae, compreende treze
espécies, sendo que nove delas sdao endémicas do Brasil. O primeiro estudo
quimico de espécies deste género foi relatado em 1981 por Bohimann, e
descreve o isolamento lactonas sesquiterpénicas e diterpenos de G.
intermedia, G. dimorpholepsis e G. serrata.

A espécie Grazielia gaudichaudeana € endémica do Brasil, e esta distribuida
nos estados de Goias, Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Da espécie G. gaudichaudeana foi
relatado o isolamento de diterpenos, triterpenos e acidos cinamicos, sendo
gue néao foi isolado lactonas sesquiterpénicas, uma classe de metabdlitos
comum neste género (Taleb, 1999).

Portanto, o reestudo de G. gaudichaudeana tem por objetivo buscar
substancias que ainda nao foram descritas nesta espécie e avaliar a
atividade citotéxica de seu extrato e fragdes.
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Materiais e Métodos
Isolamentos dos constituintes quimicos

O material vegetal foi coletado em Marco de 2014 no Parque do Guaterla e
identificado pela Prof2. Drd Marta Regina Barrotto do Carmo, do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
O material seco e moido (1155 g) foi extraido com etanol, a temperatura
ambiente, por maceracdo exaustiva. Obteve-se 0 extrato bruto etandlico
(76,10 g), sendo este submetido a particdo liquido-liquido com hexano
(F.HEX), diclorometano (F.DCM), acetato de etila (F.AE) e butanol
(F.BUOH). Apd6s a remocao dos solventes utilizando um evaporador rotativo,
obtiveram-se as fracdes: F.HEX (28,45 g), F.DCM (19,03 g), F.AE (3,30 g),
F.BUOH (3,00 g), e hidrometandlica (6,41 g).

Parte da fracdo diclorometano (F.DCM) (10,0 g) foi submetida a uma CC
filtrante (¢=5,0cm x h=20cm), em silica gel 60, utilizando como fase movel
um gradiente crescente de polaridade de cloroformio e metanol. Coletaram-
se 10 subfracdes, que apds andlise de seu perfil cromatografico em CCD
foram reunidas em 7 novas fracbes. Sendo que a fracdo F.DCM-1 nos
forneceu a mistura das substancias codificadas como GG-6 e GG-7 (7,0
mgQ).

A fracdo F.DCM-3 (1,0 g) foi submetida a uma separacdo em CC (¢ =2,5cm
x h=25 cm), em silica gel 60, os solventes cloroférmio, acetato de etila e
metanol foram utilizados como fase mével em um gradiente crescente de
polaridade. Coletaram-se 41 subfracGes, que foram reunidas em 16 fracdes
de acordo com seu perfil cromatografico em CCD. A fracdo codificada como
F.DCM-3-15 levou ao isolamento da substancia codificada como GG-8 (15,0
mg). Ja a fracdo codificada como F.DCM-3-32 levou ao isolamento da
mistura de substancias codificadas como GG-8 e GG-10 (12,0 mg).

Outra fracdo analisada foi a F.DCM-4 (1,0 g), a qual foi submetida a CC (¢ =
3,0cm x h = 25cm), em silica gel 60, sendo usado como fase movel
cloroférmio, acetato de etila e metanol em gradiente crescente de
polaridade. Coletaram-se 61 subfracdes, que apds analise em CCD foram
reagrupadas em 24 novas fracoes. A fracdo F.DCM-4-23 (161,3 mg) foi
submetida a uma nova separacéo por CC (¢ =1,5 cm x h= 23 cm), em silica
flash, sendo a fase moével um gradiente crescente de polaridade de
diclorometano, acetato de etila e metanol. Foram coletadas 34 subfracoes,
que de acordo com seu perfil cromatografico em CCD foram reagrupadas
em 12 fracoes. A fracdo codificada como F.DCM-4-23-17 levou ao
isolamento da substancia codificada como GG-9 (7,4 mg).

Parte da fracdo acetato de etila (F.AE) (1,00 g) foi submetida a uma CC (¢ =
2,00 cm x h= 46,0 cm), em Sephadex LH-20, utilizando como fase moével
metanol. Coletaram-se 47 subfracbes, que apds analise de seu perfil
cromatografico em CCD foram reunidas em 11 novas fragBes. Sendo que a
fracdo F.AE-28 (35,0 mg) nos forneceu o isolamento da substancia
codificada como GG-11. A fracdo F.AE-34 (38,1 mg) foi ressuspendida e

precipitada com metanol, sendo que a subfracado
W7 :
FUNDACAO i PARANA
& ARAUCARIA @Eﬁfﬂ )

) _— s ¢ Mprrsinicrcs eEnsino Superior



e 2016

precipitada nomeada como F.AE-34ppt (12,0 mg) nos forneceu a substancia
codificada como GG-12.

Avaliacédo da Citotoxidade

Placas de 96 pocos foram preparadas com monocamada de células VERO e
incubadas até confluéncia. Para os ensaios de citotoxicidade, as células
foram lavadas com PBS e diluicGes seriadas dos extratos e fragoes foram
preparadas e adicionou-se 200 pL/poco de cada concentracédo, em triplicata,
na placa, que foi incubada 72h, 37 °C e 5% CO,. Apés as 72h de incubacéo,
as células foram lavadas com PBS e fixadas com 50ul/poco de &acido
tricloroacético 10%, por 1h a 4°C. As placas foram entdo lavadas em agua
corrente e, apos a secagem foram coradas com 50uL/poco de solucdo de
Sulforodamina B 0,4%. Para suspenséo do corante, foi utilizado 100uL/poco
de Tris Base 10mM e, apOs agitacdo, as placas foram lidas em leitor de
ELISA num comprimento de onda de 495nm. A citotoxicidade foi
determinada de acordo com a férmula: % destruicdo celular = 1 — (DOyqo /
DOc), onde: DOgyqo € a densidade Optica dos tratados e DO, é a densidade
Optica do controle de células.

Resultados e Discusséo
Identificacdo dos metabdlitos isolados

Os compostos GG-6 e GG-7 foram identificados como triterpenos através da
andlise de seus dados de RMN mono e bi-dimensionais e comparagfes com
dados da literatura. O composto GG-6 foi caracterizado como sendo o acido
oleandico (Mendes, 1999) e o composto GG-7 foi identificado como o &cido
betulinico (Siddiqui, 1988). J4 os compostos codificados como GG-8, GG-9 e
GG-10 ainda encontram-se em fase de determinagao estrutural.

O composto codificado como GG-11 foi identificado com base nos dados de
RMN em comparacdo com a literatura (Markham, 1978) como sendo um
flavonoide, o Canferol-3-O-B-D-glucosideo. J4 a substancia codificada como
GG-12 foi identificados através das andlises dos espectros de RMN de *H e
13C, e em analogia com os dados da literatura (Agrawal, 1989), como sendo
também um flavonoide, a pedalitina.

Avaliacao da citotoxidade

Os resultados obtidos através do ensaio para verificacdo da atividade
citotbxica dos extratos e fracbes obtidos das partes aéreas de G.
gaudichaudeana estao listados na Tabela 1. Dentre as fracfes analisadas
de Grazielia gaudichaudiana, as fracées aquosa, butanol e acetato de etila
foram menos toxicas para as células Vero.
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Tabela 1: Citotoxicidade do extrato bruto e fracdes de G. gaudichaudiana em células Vero

Amostra CCso (ug/ml) + DP
Extrato Bruto 64,2 +151
Fracdo Hexanica 28,0+ 2,9

Fracao Diclorometano 45,4 +12,8
Fracdo Acetato de etila 99,0+£19,5
Fracao Butandlica 114,0+£10,7
Fracdo Hidrometanolica 121,4 +10,0

CCso = Concentracdo capaz de destruir 50% da monocamada de células Vero.
Numero de experimentos independentes (realizados em triplicata): 03

Conclusbes

O estudo das fragfes diclorometano e acetado de etila das partes aéreas de
G. gaudichaudeana levou ao isolamento de dois triterpenos, sendo estes
descrito pela primeira vez no género, e dois flavonoides que estdo sendo
relatados pela primeira vez nesta espécie vegetal, além de trés compostos
que encontram-se em fase de determinacdo estrutural. Quanto a avaliacdo
da citotoxidade de G. gaudichaudeana, os testes demonstraram que as
fracdes hidrometandlica, e butandlica apresentam uma menor toxicidade as
células Vero, e por sua vez foram selecionadas para a realizacdo de testes
antivirais.
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