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Resumo:

Para dar continuidade aos estudos de espécies pertencentes a familia
Asteraceae encontradas nos Campos Gerais do Parana, a espécie Stevia
leptophylla foi selecionada para estudo fitoquimico. Esta planta ndo é
endémica do Brasil e tem ocorréncia confirmada apenas no estado do
Parana. Durante o desenvolvimento do projeto PIBIC 2110/2015 foi realizado
um estudo preliminar desta espécie, da qual foi isolado um dimero de
cumarina, com esqueleto inédito. Sendo assim, o desenvolvimento deste
trabalho buscou isolar outras substancias que ocorrem nas partes aéreas de
Stevia leptophylla, além de submeter a substancia inédita a ensaios
biolégicos.

Introducao

O género Stevia, pertencente a familia Asteraceae, compreende
aproximadamente 230 espécies (BRANDLE, 2007). Na literatura sé&o
descritos deste género substancias pertencentes a classe de lactonas
sesquiterpénicas, derivados de longuipinenos, diterpenos, além de
flavonoides. Além disso, este género é considerado ndo uniforme, devido a
presenca de diversas classes de metabdlitos secundarios (MERALGEMAN,
2004), entretanto, as lactonas sesquiterpénicas podem ser consideradas
como marcadores quimiotaxbnomicos para este género, sendo que 0s
principais nucleos encontrados sdo os guaianolideos, heliangolideos e
eusdemanolideos

A espécie Stevia leptophylla € uma erva nativa do Brasil, todavia ndo €&
endémica (NAKAJIMA, 2015). Nado h& registros na literatura de estudos
guimicos ou bioldgicos desta espécie de Stevia.
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Materiais e métodos

Material vegetal

As partes aéreas de S. leptophylla foram coletadas em marco de 2019 na
regido dos Campos Gerais do Parana, e identificado pela Profa. Dr2. Marta
Regina Barrotto do Carmo, do Departamento de Biologia Geral da
Universidade Estadual de Ponta Grossa.

Preparacao e fracionamento do extrato bruto

Inicialmente, o material vegetal foi seco a temperatura ambiente, e em
seguida triturado em moinho de facas e armazenado em local seco. O
material seco e moido (110 g) foi submetido a extracdo com etanol P.A, a
frio, por maceracdo exaustiva. Apos a remocado do solvente em evaporador
rotativo a temperatura de 35°C, obteve-se o extrato bruto etandlico (14,74 g).
O extrato bruto foi dissolvido em MeOH/H,O 1:1 (200mL) e submetido a
particdo com 3 x 50 mL de cada um dos solventes organicos: hexano,
cloroférmio, acetato de etila e butanol. Ap6s a remocgdo dos solventes
utiizando um evaporador rotativo, foram obtidas as seguintes fracdes:
hexanica (2,63 g), cloroférmica (4,70 g), acetato de etila (0,45 g), butandlica
(2,85 ), e hidrometandlica (1,75 g).

Estudo da Fragédo Hexanica (F. Hex) de S. leptophylla

Parte da fracdo hexanica (1,60 g) foi submetida a uma separacdo em coluna
cromatografica (&= 3,0 cm x h= 28,5 cm), de silica gel 60, utilizando
misturas de hexano, acetato de etila a metanol como eluentes em gradiente
crescente de polaridade, resultando em 85 fracdes, que foram reunidas em
12 novas fracbes de acordo com o perfil observado em Cromatografia em
Camada Delgada (CCD). A amostra denominada F. Hex - 29 (75,2 mg) foi
submetida a uma purificagdo em coluna cromatogréafica (= 0,8 cm x h=
25,5 cm), de silica flash, utilizando misturas crescentes de hexano, acetato
de etila a metanol, resultando em 19 fracdes. As amostras denominadas
F.Hex — 7 (28 mg), F.Hex — 8 (42,8 mg), e F.Hex — 9 (28,6 mg) foram
submetidas a uma lavagem com hexano em banho de gelo, sendo assim
possivel separar os precipitados de seus respectivos sobrenadantes. As
fracbes F.Hex — 7, F.Hex — 8, e F.Hex — 9, apds a lavagem com hexano,
resultaram em precipitados, que apos analise de CCD, serdo submetidos a
analise de RMN.

Andlise das fracOes das partes aéreas de S. leptophylla por CLAE-DAD
Aproximadamente 10,0 mg das fragBes cloroférmica, acetato de etila,

butanodlica, e hidrometandlica foram solubilizadas em metanol (2 mL, v/v)
grau HPLC, e em seguida foram filtradas e analisadas por Cromatografia
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Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD), utilizando a seguinte condigédo
cromatografica: Volume de amostra injetado: 10 ul; Vazao: 0,8 mL min-1;
Coluna: Supelcosil LC-18 (25 cm x 4,6 mm, 5 ym); Detecgao: A 254 nm;
Fase moével: Agua (A):MeOH (B); Gradiente eluicdo: 5-100% de (B) em 30
min; 100% de (B) por 10 min. Ao término da corrida utilizou-se um gradiente
de retorno de 100-5% por 5 min com tempo de espera para o
recondicionamento da coluna de 15 min.

Os cromatogramas foram registrados com detector DAD em varredura de
190-500 nm, sendo 254 nm o comprimento de onda escolhido para a
obtencédo dos cromatogramas.

Resultados e Discussao

Apesar de amostras terem sido submetidas a analises de RMN, até o
momento a fracdo hexanica ndo resultou no isolamento de nenhuma
substancia pura.

A analise do cromatograma obtido a partir da inje¢do da fragdo cloroférmica
de S. leptophylla, obtido em A=254 nm (Figura 1), utilizando gradiente
exploratério, mostrou a presenca de 3 picos principais, sendo uma

substancia majoritaria com tempos de retencéo entre 17 e 20 minutos.
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Figura 1 : Cromatograma obtido apés a injecédo da fracao cloroférmica. Condicdes
de analise: gradiente eluicdo: 5-100% de (A) em 30 min; 100% de (A) por 10 min; vazao
0,8mL min™; A =254 nm.

Os espectros de UV/DAD obtidos para a fracdo cloroférmica de S.
leptophylla (Figura 2) apresentaram bandas de absorcéo na regido de 268-
362 nm, caracteristicas de flavonoides. Os flavonoides apresentam intensa
absorcdo na regido ultravioleta, exibindo duas bandas caracteristicas, a
primeira aproximadamente entre 320-385 nm, e a banda segunda entre 240-
285 nm (MARKHAM, 1982).
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Figura 2: Espectros UV/DAD obtidos para ;';1 fracao cloroférmica; (A) A=248 nm e 345 nm;
(B) A=241 nm e 387 nm; (C) A=241 e 341 nm; (D) A=346 nm.

Conclusodes

Durante a realizacdo das andlises de acordo com o perfil observado em
CCD a fracdo hexanica apresentou possiveis substancias puras, entretanto,
quando submetidas a analise de RMN, foi observado uma mistura de
compostos.

Além disso, foi possivel tracar o perfil de metabdlitos secundarios presentes
na fracdo cloroférmica, a partir das analises de CLAE, e seus respectivos
espectros de UV/DAD, e em comparacdo com a literatura, visualizar a
possivel presenca de flavonoides.
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