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Resumo:

O estudo da espécie de Austroeupatorium inulifolium, pertencente a familia
Asteraceae foi iniciada em 2019, durante o desenvolvimento do projeto
PIBIC n° 2960 de 2019, no qual foi realizada a particdo do extrato bruto e o
levantamento bibliografico sobre a espécie. Sendo assim, no presente
trabalho realizou-se otimizacdes para a quantificagdo dos diterpenos
encontrados e analise de substancias por desreplicacéo, além de submeter
0 extrato bruto aos ensaios bioldgicos.

Introducéo

A técnica de desreplicacdo € fundamental na triagem de extratos brutos e
estudos em metabolémica, fornecendo uma identificacdo rapida de
substancias conhecidas, acelerando as pesquisas quimiosistematicas e
fracionamento guiados por bioatividade para a descoberta de novas
moléculas e seus derivados em diferentes matrizes de produtos naturais
(HUBERT et al., 2017).

Austroeupatorium inulifolium (Kunth) R.M. King & H. Rob. (basénimo
Eupatorium inulifolium), objeto de estudo neste trabalho, € nativa do Brasil,
sendo encontrada nos estados do Para, Alagoas, Bahia, Sergipe, e em toda
regido Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil. (ALMEIDA, 2020). Diterpenos
do tipo labdano séao os principais metabdlitos especializados descritos desta
espécie.

Materiais e métodos

Analise do extrato bruto por HPLC-DAD

O extrato bruto de Austroeupatorium inulifolium (2 mg) foi solubilizado em
metanol (1 mL), filtrado e submetido a diferentes condi¢cdes cromatograficas
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em CLAE-DAD, utilizando uma coluna Supelcosil C18 (25 cm x 4,6 mm, 5
pm), a fim de determinar a melhor otimizacdo para a quantificacdo dos
labdanos do extrato. Para essa analise utilizou-se um volume de injecéo de
10pl para cada condicdo. Os cromatogramas foram registrados com detector

DAD em varredura de 190-500nm, sendo 220nm o comprimento de onda
escolhido para a obtencdo dos cromatogramas (Tabela 1).

Tabela 1. Condi¢cdes cromatograficas utilizadas para separacdo dos
constituintes quimicos de A. inulifolium

Condicao Vazéo Fase mével Eluigédo
(mL/min)
1 0,8 H20 (A)/MeOH (B) 40%(B) — 70%(B) — 70%(B) — 100%(B)
10 10° 5
2 0,6 H20 (A)/MeOH (B) 40%(B) — 70%(B) — 70%(B) — 100%(B)
10 10
3 0,8 H20 (A)/ACN(B) 40%(B) — 70%(B) —>70%(B) —100%(B)
10° 10°
4 0,8 H20 (A)/ACN(B) 20%(B) — 40%(B) — 40%(B) — 100%(B)
10° 10 5
5 0,6 H20 (A)/ACN(B) 30% — 40% — 40% — 100%
10° 15 5
6 0,8 H20 (A)/ACN(B) 20%(B)—30%(B)—30%(B)—40%(B)—100%:(B)
10 10 10 5
7 0,8 H20 (A)/MeOH (B) 45% MeOH
8 0,8 H20 (A)/MeOH (B) 50% MeOH
9 0,8 H20 (A)/ACN(B) 20% ACN
10 0,8 H20 (A)/ACN(B) 25% ACN
11 0,8 H20 (A)/ACN(B) 30% ACN

Desreplicacéao do extrato bruto de A. inulifolium por UHPLC-HRMS/MS

O extrato bruto foi inicialmente solubilizado em metanol (2 mg/mL), em
seguida filtrado, centrifugado e foi submetido a analise em um Cromatografo
Liquido de Alta Eficiéncia (UHPLC) acoplado a um espectrémetro de massas
de alta resolucdo com analisador quadrupolo-tempo de voo (Q-tof) e uma
fonte de ionizacao por electrospray (ESI), em modo positivo e negativo. As
separacdes cromatograficas foram realizadas em uma coluna Symmetry
LC18 XR-ODS 1l (75 x 2,0 mm, 1,6 um), e como fase maével utilizou-se um
gradiente de acetonitrila e &agua. Os dados obtidos foram também
introduzidos e processados na plataforma do Global Natural Products Social
Networking - GNPS a fim de organizar os espectros de massa (MS/MS) em
redes moleculares de acordo com as similaridades espectrais e os perfis de
fragmentacdo, buscando auxiliar na etapa desreplicagdo (WANG et al.
2016).

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato bruto e fracbes de A. inulifolium foi
realizada pelo método de determinacdo da concentracdo inibitéria minima
(CIM) (CLSI, 2012) por microdiluicdo seriada em microplaca de 96 pocos,
contra as bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Bacillus cereus
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(INCQS 00003), Escherichia coli (ATCC 25922) e Salmonella enteritidis

(ATCC 13076). A CIM foi determinada como a menor concentracao de

amostra capaz de inibir o crescimento microbiano visivel.
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Resultados e Discussao

A partir das otimizacbes realizadas com gradientes exploratorios e
isocraticos, como mostrado na tabela 1, foi possivel analisar seus
respectivos cromatogramas.

O cromatograma mostrado na figura 1, que corresponde a condicdo com
fase movel de H,O/ACN com eluicdo de 30% ACN e fluxo 0,8 mL/min,
apresentou a melhor condicdo entre as demais, pois foi possivel observar
uma melhor separagdo entre os picos. Porém essa separagdo néo foi ideal
para os labdanos serem quantificados.

PDA Multi 2 220nm,4nm

25
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Isocrético 30% acetonitrila

Figura 1 — Cromatograma obtido apos a injecdo do extrato bruto. Condi¢céo
de analise: H,O/ACN, com 30% de ACN. Fluxo: 0,8 mL/min.

min

Ao analisar a rede molecular obtida no modo positivo de ionizacao,
observou-se a presenca de uma familia molecular principal (A) (Figura 2),
sugerindo a presenca de substancias da classe de terpenoides no extrato.
No modo negativo, observou-se a presenca de 3 familias moleculares (B D)
(Figura 2) com compostos anotados pela biblioteca do GNPS, indicando a
presenca de flavonoides (O-glicosilados e agliconas) e &cidos fendlicos.
Contudo, a analise de desreplicacdo do extrato bruto de A. inulifolium
resultou na identificacdo putativa de 13 substancias até o momento, sendo 6
diterpenos do tipo labdano, além de 6 flavonoides (rutina, isoquercitrina,
astragalina, canferol-3-O-rutinosideo, 4’-O-metilescutelarina e luteolina), e 1
acido fendlico (acido clorogénico). A identificacdo foi realizada com base no
padrdo de fragmentacdo dos compostos, erro de massa e compara¢cao com
dados da literatura. Todas as substancias identificadas apresentaram erro de
massa inferior a 10 ppm.

O extrato bruto de A. inulifolium apresentou atividade contra as bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus e Bacillus cereus, com CIM de 0,62 e
2,50 mg/mL, respectivamente. A fracdo diclorometano promoveu a inibigao
de S. aureus na CIM de 1,25 mg/mL.
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Figura 2: Parte da rede molecular contendo as principais familias
moleculares identificadas na analise de desreplicagdo do extrato bruto de A.
inulifolium utilizando a plataforma GNPS.
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Conclusodes

Apesar de terem sido estabelecidas varias condi¢cdes para a quantificacdo
dos labdanos, ndo foi possivel realiza-la, sendo necessario estabelecer
novas otimizagdes e obter uma condicdo efetiva. A desreplicacdo do extrato
bruto de A. inulifolium resultou na identificacdo putativa de 13 substancias.
Além disso, 0s ensaios mostraram que o0 extrato bruto e a fragédo
diclorometano apresentaram moderada atividade antimicrobiana.
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