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Resumo:

A Austroeupatorium Laetevirens pertence ao género Austroeupatorium e é
encontrada em varias regifes do Brasil, e ainda assim ndo possuia henhum estudo
em relacdo ao seu potencial biolégico e constituintes fixos. Com isso foi
desenvolvida a andlise da sua fracdo hexanica, a qual resultou na identificacdo de
cinco substancias, através da ressonancia magnética nuclear de 'H e ®°C,
entretanto, o extrato bruto e a fragdo hexanica nao foram ativas para a inibicdo do
crescimento celular de carcinoma de colon.

Introducéo

O género Austroeupatorium compartilha uma série de caracteres com o
género Eupatorium, semelhanca essa que justifica 0 nome da mesma. Esse género
foi estabelecido por King & Robinson em 1970 e surgiu da fragmentacdo do género
de Eupatorium s.|. sendo importante enfatizar que esta reestruturacdo foi
fundamentada apenas em aspectos botanicos*®. O género possui 14 espécies
distribuidas principalmente na América do Sul, sendo encontradas 11 espécies no
Brasil 3% A espécie Austroeupatorium laetevirens (Hook. & Arn.) R. King & H.
Robinson!™, (basiénimo de Eupatorium laetevirens Hook. & Arn.) é um subarbusto
que pode ter até 1 m de altura”, e que possui flores brancas®. Encontra-se
distribuida geograficamente no Paraguai, na Argentina e no Brasil”. No Brasil ocorre
em toda a regido sul do pais, e também nos estados de Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Mato Grosso do Sull@,
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Materiais e Métodos
Fracionamento do extrato bruto de Austroeupatorium laetevirens

A fracdo hexanica (3,3 g) foi submetida a uma coluna cromatogréafica (®= 3,0
cm x h= 35,5 cm), de silica gel 60, utilizando solventes em misturas como eluentes
de gradiente crescente de polaridade, resultando em 122 fracbes que
posteriormente foram reunidas em novas fracbes de acordo com o perfil
cromatografico observado na Cromatografia de Camada Delgada (CCD).

A fracdo denominada FHEX-AL 8 (m =193,6 mg), apresentou-se como um
liquido oleoso de coloracdo amarela e foi submetido a anélise de RMN de H' e C*3,
gue resultou em uma mistura de trés substancias (AL-1, Al-2 e AL-3). A fracéo
F.HEX-AL 12-14 (m =105,7 mg) foi submetida a analise de RMN de H' e C*3,
resultando no isolamento de trés substancias (AL-1, Al-4 e AL-5). As fracdes
reunidas F.HEX-AL 35-59 (m=131,8 mg) e 71-93 (m =263,8 mg) foram submetidas a
uma purificagdo em coluna cromatografica de (®=2,5cm x h=27,5cm) e ($=1,5cm x
h=2,5cm), respectivamente, de silica flash, porém n&o resultou no isolamento de
nenhuma substancia. As demais fracbes reunidas foram analisadas pela
cromatografia de camada delgada comparativa (CCD), mas nao foi obtido um
resultado satisfatorio. Os espectros foram obtidos por analise de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) em um espectrometro AVANCE IIl HD operando a 300
MHz, usando cloroférmio deuterado como solvente.

Atividade antiproliferativa do extrato bruto e fracdo de A. laetevirens.

As amostras foram diluidas em DMSO e plaqueadas 1x104 células, em
placas de 96 pocos. ApGs 24 horas, as substancias foram adicionadas em
concentracfes de 5 e 50 pg/mL, cada concentracdo em duplicata, e incubadas por
72 horas, logo apds o sobrenadante é substituido por meio de cultura contendo MTT
(0,5 mg/mL), posteriormente foi secado e calculado o seu porcentual de inibicao
celular através de software.

Resultados e Discussao
Analise da fracdo FHEX-AL 8 de Austroeupatorium laetevirens

As substancias AL-1, AL-2 e AL-3 foram isoladas, em mistura, da fracéo
hexéanica (FHex-AL-2). A subfracdo apresentou-se como um sélido branco amorfo. A
partir das andlises de RMN de 'H e, principalmente de RMN de **C foi possivel
observar sinais com deslocamentos caracteristicos de triterpenos, que apos a
comparacado com dados da literatura foram identificados como o acetato de lupeol
(AL-1), acetato de a-amirina (AL-2) e B-amirina esterificada com acido graxo (CH2),
(AL-3) (Figura 1).

A analise do espectro na regido dos carbonos olefinicos foi de extrema
importancia para a identificacdo dos triterpenos, pois sédo bem evidentes 0s sinais
caracteristicos, apresentando sinais em 6¢ 150,8 (C-20), 109,3 (C-29) e a carbonila
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em 170,9, que séo atribuidos ao acetato de lupeol. Os sinais em d¢ 139,5 (C-13);
124,2 (C-12) e a carbonila 170,9 que sao atribuidos ao acetato de a-amirina (AL-2) e
0s sinais em &¢ 145,1 (C-13); 121,6 (C-12) e a carbonila em 173,6 atribuidos a [3-
amirina esterificada com acido graxo (AL-3), o acido graxo na qual a substancia AL-
3 esta ligada néo foi determinada, pois para isso seria necessaria uma analise de
CG-MS.

2:\: 24 AL'3
Figura 1: Estruturas das substancias isoladas — acetato de lupeol (AL-1), acetato de a-amirina (AL-2)
e B-amirina esterificada com acido graxo (AL-3).

Analise da fracdo FHEX-AL 12-14 de Austroeupatorium Laetevirens.

As substancias AL-1, AL-4 e AL-5 (Figura 2) foram isoladas da fragdo FHEX-
AL 8 em mistura, sendo que a substancia AL-1 ja foi descrita como acetato de
lupeol. A partir das anéalises de RMN de 'H e *3C foi possivel observar uma mistura
triterpénica, que apO0s comparacdo com a literatura, a substancia AL-4 foi
denominada a-amirina e a substancia AL-5 foi denominada 3-amirina.

A presenca da a-amirina (AL-4) foi evidenciada através do sinal em &y 5,13
(1H, t, J = 3,6 Hz) atribuido ao hidrogénio olefinico (H-12). Analisando a regido dos
carbonos olefinicos foi possivel observar os sinais em ¢ 124,6 (C-12) e 139,7 (C-13)
e as metilas em &c 17,6 (C-29) e em &c 21,6 (C-30) ligados aos carbonos C-19 e C-
20, respectivamente. A B-amirina (AL-5) foi evidenciada através do sinal em &y 5,19
(1H, t, J = 3,6 Hz) atribuido ao hidrogénio olefinico (H-12). Os sinais dos carbonos C-
12 e C-13, aparecem em &c 121,9 (C-12) e 145,3 (C-13) e os sinais das metilas em
oc 33,5 (C-29) e 23,8 (C-30), ambas ligadas no carbono C-20.

25 24 AL-4
Figura 2: Estruturas das substancias isoladas — a-amirina (AL-4) e B-amirina (AL-5).
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Atividade antiproliferativa do extrato e fracédo de A. laetevirens

O extrato bruto, assim como a fragdo hexanica ndo foram ativas para a
inibicdo do crescimento celular de carcinoma de colon (Tabela 1).

Tabela 1: Inibicdo do crescimento celular (%).

Analisado 5ug 50 ug
Extrato bruto 8,4+0,7 24,3+7,9
Fracdo hexanica 23,8+4,0 36,7+9,8
Conclusbtes

Com o estudo da fracdo hexanica de Austroeupatorium laetevirens foi
possivel identificar e caracterizar cinco triterpenos a partir da analise de RMN de *H
e 3C, sendo elas acetato de lupeol, acetato de a-amirina, B-amirina esterificada com
acido graxo, a-amirina e B-amirina. E importante salientar que estas substancias
estdo sendo descritos pela primeira vez no género Austroeupatorium. Nao foi
observada atividade antiproliferativa contra carcinoma de célon, tanto para o extrato
bruto quanto para a fracdo hexanica.
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