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Resumo:

Chromolaena laevigata € um arbusto nativo do Brasil, sendo que o
estudo da fracédo diclorometano levou ao isolamento de um composto, cuja
estrutura esta em fase de elucidagcdo. Foram realizados ensaios de
citotoxicidade e avaliacdo da atividade antioxidante, sendo que em ambas
analises as fracdoes acetato de etila e butanodlica apresentaram melhores
resultados.

Introducao

O género Chromolaena pertence a familia Asteraceae,

compreendendo 71 espécies, sendo que 45 destas sdo endémicas do Brasil,
e estéo distribuidas por todo o territério nacional. Na literatura sdo descritos
deste género flavondides (Barua 1978), acidos graxos (Hahn, 2011),
lactonas sesquiterpenicas, germacrenos, além de diterpenos de diversas
classes, como labdanos e clerodanos (Gomez-Hurtado, 2011).
A espécie Chromolaena laevigata, € um arbusto, nativo do Brasil, sendo
usualmente encontrada no Cerrado, Mata Atlantica, Amazonia e Caatinga
(Oliveira, 2015). O primeiro estudo quimico desta espécie levou ao
isolamento de derivados isocaudanos, clerodanos e norsesquiterpenos
(Misra e col., 1985). Portanto, constitui-se como objetivos deste projeto o
reestudo desta espécie vegetal, buscando isolar metabdlitos secundarios
ainda n&o descritos, bem como avaliar a citotoxicidade e a atividade
antioxidante de C. laevigata.
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Materiais e métodos
Estudo Quimico

O material vegetal foi coletado no Parque do Guaterla e identificado
pela Prof2. Dr2. Marta Regina Barrotto do Carmo, do Departamento de
Biologia Geral da Universidade Estadual de Ponta Grossa. O material seco e
moido (946,15¢g) foi extraido com metanol, a temperatura ambiente, por
maceracdo exaustiva. Apos a remocdo do solvente sob vacuo em
evaporador rotativo a temperatura de 33-35°C obteve-se o0 extrato bruto
metandlico (118,29 g). O extrato bruto foi dissolvido em MeOH/H,0 1:1 (500
mL) e submetido a particdo com 3 x 150 mL de cada um dos solventes
organicos: hexano, dicloromentano, acetato de etila e butanol. Apdés a
remocao dos solventes utilizando um evaporador rotativo, obtiveram-se as
fracOes: hexanica (19,81 g), diclometano (12,1 g), acetato de etila (15,98 g),
butandlica (10,75 g), e hidrometandlica (30,25 g). Parte da fracéo
diclorometano (11,0 g) foi submetida & uma coluna cromatogréafica (CC), em
Silica Gel 60, utilizando misturas crescentes de hexano, acetato de etila a
metanol como eluentes, sendo coletadas 12 fracBes, que apds analise de
seu perfil cromatografico em CCD foram reunidas em 8 novas fracdes. A
Fracdo FDCM-10 (256,8 mg) foi submetida a uma CC em Silica Gel,
utilizando como fase mével misturas crescentes em polaridade de hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol. Foram obidas 35 fracGes que
apos analise em CCD, foram reunidas em 11 novas fracdes, sendo que a
subfracdo FDCM-10-28 levou ao isolamento de CL-1 (10 mg).

As demais fracbes avaliadas até o momento ndo levaram ao isolamento de
nenhum composto puro.

Determinacéo 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 espectrofotometro
UV-Visivel (Varian, Carey 50), em 515,5 nm. A porcentagem de inibicdo do
radical livre DPPH, foi calculada pela formula: (% = (Ao — A1) X100/ Ao), onde
Ao € a absorbancia da solucdo de DPPH e A; 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, as
células foram lavadas com PBS e diluicbes seriadas dos extratos 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,. Apés as 72h de
incubacéo, as células foram lavadas com PBS e fixadas com 50ul/poco de
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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 solucéo
de Sulforodamina B 0,4%. Para suspensdao do corante, foi utilizado
100pL/poco de Tris Base 10mM e, apds agitacao, as placas foram lidas em
leitor de ELISA num comprimento de onda de 495nm. A citotoxicidade foi
determinada de acordo com a formula: % destruicao celular = 1 — (DO ttdo /
DO cc), onde: DO ttdo € a densidade Optica dos tratados e DO cc € a
densidade 6ptica do controle de células.

Resultados e Discussao
Identificacdo dos metabdlitos isolados

O composto Cl-1 foi submetido a experimentos de RMN 'H, *3C,
HSQC e HMBC. A analise dos espectros mostrou que se trata de um
diterpeno altamente oxigenado, entretanto sua estrutura ainda néo foi
completamente elucidada.
Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante das folhas de C. laevigata foi testada a partir
do extrato bruto e demais fragcbes obtidas da particdo liquido-liquido. Os

resultados séo apresentados na tabela abaixo (Tabela 1):

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

Amostras I Cso (ng/mL)
Extrato Bruto 104,21 +1,80
Fracdo Hexanica 297,31 £ 0,46
Fracao Diclorometano 211,80 +1,80
Fracdo Acetato de Etila 32,25 +1,05
Fragcédo Butandlica 57,44 + 2 58
Fracdo Hidrometandlica 168,60 = 1,06

A fracdo que apresentou a melhor atividade antioxidante foi a fracdo acetato
de etila. A fragdo butandlica também apresenta uma atividade razodvel,
guando comparamos com os valores obtidos para as demais fracdes, estas
como apresentaram um valor de ICso superior a 100 upg/mL foram
consideradas ndo ativa comparadas com o antioxidante padréo
butilhidroxitolueno (BHT) que apresentou valor de ICsg igual a 16,9 ug/mL.

Avaliacao da Citotoxicidade

A analise da citotoxidade foi realizada pelo método colorimétrico da
Sulforodamina B, e os resultados encontram-se na tabela 2.
Através do teste para a determinacdo de capacidade citotoxica de C.
laevigata, observamos que as fracbes mais polares (acetato de etila,



butandlica e hidrometandlica), foram as menos toxicas, devido os valores de
CCsp serem altos, uma vez que este indice analisa concentracao citotoxica
capaz de destruir 50% das células.

Tabela 2: Avaliagdo da citotoxicidade de C. laevigata.

Amostras CC 50 (ug/ml) = DP
Extrato Bruto 40,75 £6,71
Fracado Hexanica 19,2 + 2,55

Fracdo Diclorometano 27,5+2,12
Fracdo Acetato de etila 108,05 + 2,76
Fragédo Butandlica 116,1 + 2,40
Fracdo Hidrometanolica 123,35+ 3,18

Conclusbes

O estudo fitoquimico de Chromolaena laevigata levou ao isolamento
de um composto pertencente a classe dos diterpenos. A estrutura do
composto ainda néo foi completamente elucidada, entretanto foi possivel
concluir que se trata de um composto diferente dos descritos na literatura
para esta espécie. As fracdes acetato de etila e butandlica apresentaram
potente atividade antioxidante e baixa toxicidade, sendo que estas foram
selecionadas para avaliagdo em ensaios antivirais.
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