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Resumo:

O género Piptocarpha, pertencente a familia Asteraceae , compreende 50 espécies,
sendo nove encontradas no Parana. Para este género sao descritos o isolamento de
substancias bioativas das classes dos terpenoides e flavonoides, contudo sao
poucos os trabalhos desenvolvidos com seus representantes. Em virtude da
importancia do género na busca de novas biomoléculas e auséncia de estudos
guimicos com os galhos da espécie Piptocarpha axillaris, esse trabalho objetivou
avaliar o potencial quimico e farmacolégico da espécie. Por meio do estudo quimico
de Piptocarpha axillaris, tornou-se possivel isolar os terpenoides, estigmasterol, 3-
sitosterol, estigmasterol glicosilado, daucosterol e lupeol. Na determinacéo do teor
de fendlicos totais pelo método espectrofométrico de Follin-Ciocalteau foi observado
um valor de 70,96 * 8,41 mg GAE/g para o extrato bruto. Foi realizado o ensaio de
atividade antiproliferativa frente a linhagens de células tumorais pelo método
colorimétrico com sulforrodamina B, sendo observada potente atividade da fracao
cloroférmica frente a linhagem de pulméo, além de moderadas respostas das
fracOes cloroférmica e acetato de etila frente a linhagem de mama.

Introducao

O género Piptocarpha estéa inserido na familia Asteraceae e sua distribuicdo natural
€ neotropical, sendo encontrado na regido sul do Brasil, norte da Argentina até a
América Central. Este género abriga aproximadamente 50 espécies, sendo nove
encontradas no Parana (Grokoviski, Cervi, Tardivo, 2009). S0 escassos 0S
trabalhos desenvolvidos com espécies desse género, entretanto sdo descritos 0s
isolamentos de terpenoides, especialmente lactonas sesquiterpénicas e triterpenos
de esqueletos ursano, oleanano e lupano, além de flavonoides. Do ponto de vista
farmacoldgico, sdo relatadas atividades antimicrobianas, larvicida e citotdxica
(Rodrigues et al., 2006). Do estudo quimico com as folhas de Piptocarpha axillaris
foram descritos isolamento de terpenoides e flavonoides (Pereira et al, 2019)
contudo nédo sdo descritos estudos quimicos e farmacolégicos com os galhos desta
espécie. Sendo assim, esse trabalho objetivou verificar a composi¢do quimica dos
galhos da espécie Piptocarpha axillaris e avaliar o seu potencial antiproliferativo
frente a trés diferentes linhagens de células tumorais.
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Materiais e métodos

Isolamento dos constituintes quimicos e teor de fendlicos totais

O material vegetal foi coletado em setembro de 2017, no Parque Estadual do
Guarteld (Tibagi- PR). Os galhos secos e moidos (700 g) foram submetidos a
extracao exaustiva por maceragcao com metanol a temperatura ambiente, obtendo-se
0 extrato bruto metanodlico (EB- 49,17 g). Parte do EB (40,0 g) foi suspenso em
agua:metanol (1:1- 120 mL) e particionado com diferentes solventes organicos
(hexano, cloroférmio e acetato de etila), obtendo-se as fracdes hexanica (FH- 3,94
g), cloroférmica (FC- 2,04 @), acetato de etila (FAc- 5,71 g) e remanescente
hidrometandlica (FHM- 32,2 g). A fracdo FH (3,00 g) foi submetida a cromatografia
em coluna (CC) em gel de silica 60 (90 g, ©= 3,0 cm; h= 20 cm) com hex,
hex.AcOEt, AcOEt, AcOEt:MeOH, MeOH e MeOH.H,O em diferentes proporcdes e
volumes fixos (200 mL) obtendo-se 11 sub-fragcbes. A sub-fragdo PAFH9 (82,9 mg)
foi purificada por lavagem com acetona resultando na substancia PA-1 (17,0 mg). A
sub-fracdo PAFH3 (954,0 mg) foi submetida a CC em gel de silica 60 (60 g, ©= 2,5
cm; h= 30 cm), empregando hex, hex.AcOEt e AcOEt, obtendo-se 32 sub-fracdes
reunidas de acordo com o perfil cromatografico. A sub-fracdo PAFH3.6 (48,4 mg) e
PAFH3.9 (67,8 mg) foram purificadas por lavagem com acetona, fornecendo as
substancias PA-2 (20 ,0 mg) e PA-3 (30,0 mg). O teor de compostos fendlicos totais
foi determinado pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por
Singleton, Orthofer, Lamuela (1999) utilizando-se acido galico como padréo, para
esse experimento foi empregado o extrato bruto metandlico dos galhos de
Piptocarpha axillaris.

Atividade antiproliferativa em células tumorais humanas

Para avaliacdo do crescimento celular foi utilizado o método colorimétrico com
sulforrodamina B (SRB) de acordo com o protocolo padréo descrito pelo Instituto
Nacional do Cancer (do inglés National Cancer Institute- NCI) empregando
doxorrubicina como controle positivo (Monks et al., 1991). Foram avaliadas o extrato
bruto (EB) e as fragbes FH, FC, FAc e FHM e os resultados foram expressos em
Glso, sendo a concentracdo necessaria para inibir a proliferacdo celular em 50%.
Foram avaliadas as linhagens tumorais U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI-H460
(pulmao, tipo ndo pequenas células).

Resultados e Discussao

Do estudo quimico da fragao hexanica obtida do extrato bruto metandlico dos galhos
de Piptocarpha axillaris foram isoladas as substancias PA-1, PA-2 e PA-3, nas quais
foram caracterizadas com base dos espectros de RMN de 'H, *C e 2D e
comparacdes com a literatura.

O espectro de RMN de 'H da substancia PA-1 indicou sinais tipicos de mistura de
esteroides glicosilados. Foi observado um dupleto em &y 5,32 (d; J = 5,1 Hz)
atribuido aos hidrogénios olefinicos (H-6) dos dois nucleos esteroidais, dois duplos
dupletos em &H 5,15 (dd; J = 15,3 e 8,8 Hz) e 5,02 (dd; J = 15,0 e 8,9 Hz) referente
aos hidrogénios olefinicos 22 e 23 da estrutura PA-1.1, além do multipleto em &y
3,40 (m) tipico dos hidrogénios carbindlicos H-3. Os sinais do nucleo glicosidico
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foram observados como um dupleto em &y 4,21 (d; J = 7,74 Hz) atribuido ao
hidrogénio anomérico (H-1'. Os sinais em dy 2,89 (m); 3,12 (m); 3,07 (m); 3,02 (m);
3,64 (m) e 3,47 (m) foram atribuidos aos hidrogénios H-2’, H-3’, H-5’, H-6’a e H-6b,
respectivamente. Os dados de RMN de **C foram comparados com os da literatura e
foram concordantes com o0s esteroides estigmasterol glicosilado (PA-1.1) e
daucosterol (PA-1.2) (Ridhay et al., 2012; Gangwal et al., 2010).

Por meio dos dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C da substancia PA-2 e
comparagdes com a literatura tornou-se possivel caracterizar a mistura de esteroides
estigmasterol (PA-2.1) e B-sitosterol (PA-2.2) (Chaturvedula, 2012).

O espectro de RMN de 'H da substancia PA-3 indicou sinais de hidrogénios
olefinicos em &y 4,66 (d) e o4 4,64 (m) que correlacionaram com os carbonos em &¢
109,5 (C-29) e &¢ 151,2 (C-20), sendo correlagBes tipicas de triterpenos de
esqueleto lupano. Foi observado ainda, um multipleto em d4 3,1 (m) que apresentou
correlagcdo com o carbono em 79,2 (C-3), sendo tipico de hidrogénio e carbono
carbinélico. Os demais deslocamentos quimicos de *H e **C foram comparados com
a literatura e foram concordantes com o triterpeno lupeol (Mahato, Kundu, 1994).

O teor de compostos fendlicos totais encontrados no extrato bruto dos galhos de P.
axillaris foi de 70,96 + 8,41 mg GAE/g extrato bruto, sendo esse a primeira descricéo
para o género Piptocarpha. A avaliacdo da atividade antiproliferativa frente a trés
diferentes linhagens de células tumorais indicou que a fracdo FC foi a mais ativa,
com Glsp = 9,5 pg mL™ para a linhagem de pulmao, tipo ndo pequenas células (NCI-
H460). Observou-se ainda uma resposta moderada para as fracdes FC e FAc frente
a linhagem de mama (MCF-7). As demais fracdes n&o apresentaram resultados
significativos até a maxima concentracao avaliada.

Tabela 1: Avaliacdo do potencial antiproliferativo frente a linhagens de células
tumorais do extrato bruto e fracoes de Piptocarpha axillaris

Glso (g ML™Y)

Amostra U251 MCFE-7 NCI-H460
Dox 0,053 <0,025 <0,025
EB >250 130,0 >250
FH >250 >250 >250
FC 36,3 26,9 9,5
FAc 32,8 30,8 >250

FHM >250 >250 >250

U251 (glioma); MCF-7 (mamay); NCI-H460 (pulm&o, tipo ndo pequenas células).
Inativo: Atividade moderada: 10 < Glso< 30 pug mL™, Potente atividade: Glso< 10 ug mL™ (N'Da, Smith, 2014)

Conclusbes

O estudo quimico dos galhos de Piptocarpha axillaris resultou no isolamento e
caracterizacao dos terpenoides, estigmasterol, B-sitosterol, estigmasterol glicosilado,
daucoterol e lupeol. O teor de compostos fendlicos foi determinado e esta sendo a
primeira descricdo para o género. O ensaio de atividade antiproliferativa indicou
resultados significativos para as fracdes, especialmente as fragbes cloroférmica e
acetato de etila.
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