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RESUMO

Gongalves, Mariele Rondon Santos, M.S., Universidade Federal de Mato Grosso, setembro de
2015. Costituintes quimicos das raizes e cascas do caule de Tabebuia aurea (Silva Manso)
Benth & Hook (Bignoniaceae) e atividades antiparasitarias. Orientadora: Virginia Claudia da
Silva.

A espécie Tabebuia aurea pertence ao género Tabebuia, um dos principais representantes
da familia Bignoniaceae, com cerca de 100 espécies nativas de florestas tropicais de toda
a América Central e do Sul. A espécie em estudo tem ocorréncia em todo territério nacional,
sendo que na regido pantaneira ela € conhecida como um “santo remédio”, onde a
populacdo a utiliza como alternativa para o tratamento de diversas doencas, tais como
amareldo, diabete, febre, maléria, hepatite e gripes. Este trabalho apresenta o estudo
fitoquimico dos extratos etandlico das raizes e metandlico das cascas que resultou na
obtencao de cinco acidos: o 3,4-dimetoxibenzdico (I) conhecido como &cido veratrico, o p-
hidroxibenzdico (1), o trans-4-hidroxicinamico (lll) conhecido como p-cumarico, o trans-4-
metoxicinamico (1X) e o cis-4-hidroxicinamico (X); um derivado benzaldeido: 2,3-dihidroxi-
5-(hidroximetil) (IV); quatro esteroides: colestanona (V), B-sitosterol (VI), estigmasterol (VII),
campesterol (VIII) e um iridoide: o 6-O-coumaroilcatalpol (XI)  conhecido como
especiosideo. E ainda relata significativa atividade do especiosideo (XI) nos ensaios de
viabilidade celular contra os parasitas Leishmania amazonensis e Trypanossoma cruzi.
Verificou-se que a substancia apresentou 65% de morte celular na concentracéo de 157,4
MM e na concentragdo de 190,0 uM causou 90% de mortalidade celular, ou seja, 90% de
lise celular das formas promastigotas de L. amazonensis e nas concentracdes de 157,4 e
190,0 yM apresentaram 70 e 73% de mortalidade celular contra as formas epimastigotas
de T. cruzi. Esses resultados se mostraram muito promissores e destaca a importancia do

iridéide como alternativa para o tratamento da leishmaniose e a doenca de chagas.

Palavras-chaves: Tabebuia aurea, iridoide, Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi
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ABSTRACT

Gongalves, Mariele Rondon Santos, M.S., Federal University of Mato Grosso, August, 2015.
Chemical Costituintes the roots and stem bark of Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth &
Hook (Bignoniaceae) and anti-parasitic activities. Adviser: Virginia Claudia da Silva.

The species Tabebuia aurea belongs to the genus Tabebuia, one of the main
representatives of the family Bignoniaceae, with about 100 native species of tropical forests
throughout Central America and South America. The species in the study has occurrence
throughout the national territory, and that in the Pantanal region it is known as a "holy
remedy", where the population uses it as an alternative for the treatment of several diseases,
such as yellowing, diabetes, fever, malaria and hepatitis and influenza. This work presents
the phytochemical study of extracts ethanolic the roots and methanolic of stem bark which
resulted in obtaining five acids: the 3.4-dimetoxibenzéico (I) known as veratrico acid, the p-
hydroxybenzoic acid (ll), the trans-4-hidroxicinamico (l1l) known as p-cumarico, the trans-4-
methoxycinnamic acid (IX) and the cis-4-hidroxicinamico (X); a derivative benzaldehyde:
2,3-dihydroxy-5-(hydroxymethyl) (1V); four steroids: colestanone (V), B-sitosterol (VI),
stigmasterol (VII), campesterol (VIII) and a iridoid: the 6-O-coumaroylcatalpol (XI) known as
specioside. And still reports significant activity of specioside in tests of cellular viability
against parasites Leishmania amazonensis and Trypanossoma cruzi. It was found that the
substance presented 65% of cell death in the concentration of 157.4 uM and concentration
of 190.0 yM caused 90% mortality cellular, or 90% of cell lysis of L. amazonensis
promastigotes forms and in concentrations of 157.4 and 190.0 uM presented 70 and 73%
of cell mortality against epimastigotes of T. cruzi. These results were very promising and
demonstrate the importance of iridoid as an alternative for the treatment of Leishmaniasis

and Chagas’ disease.

Keywords: Tabebuia aurea, iridoid, Leishmania amazonensis, Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais com grande extenséo territorial, multiplicidade geografica e
climatica (MMA/SBF, 2002), coberto pela maior floresta tropical do mundo, grandiosos rios
e lagos e habitado por diferentes tribos indigenas (MOSSRI, 2012). Reconhecido por uma
megadiversidade (MOSSRI, 2012), possui a flora mais rica com aproximadamente 56.000
espécies de plantas distribuidas em seis principais biomas (Caatinga, Cerrado, Floresta
Amazonica, Mata Atlantica, Pampas e Pantanal), que correspondem a aproximadamente
20% de toda a flora mundial tornando-o0 um importante nucleo para a pesquisa sobre a flora
brasileira (GIULIETTI et al., 2005).

Neste cenario, as plantas sédo consagradas pelo seu uso popular como fonte natural
de substancias organicas empregadas no tratamento de varias patologias (BRANDAO? et
al., 2010) ou ainda com capacidade de combater pragas e insetos (VIEGAS Jr. et al., 2006).
O conhecimento etnofarmacoldgico dos povos contribui com o avanco da quimica dos
produtos naturais, pois estudos das plantas e microorganismos utilizados por eles na cura
de males cotidianos fornecem importantes interpretacbes em termo de estruturas,
propriedades fisico-quimicas e biolégicas (WANI & WALL, 1996). E ainda permitem que a
guimica interaja interdisciplinarmente com outras areas como a bioquimica, genética,
ecologia e farmacologia na tentativa de isolamento ou identificacdo de metabdlitos bioativos
para a producao de novos farmacos capazes de solucionar os problemas de saude humana
(FERNANDES, 2008; VIEGAS Jr. et al., 2006).

Dentre os farmacos originados de produtos naturais € possivel encontrar inGmeras
substancias quimicas ativas com diferentes funcdes terapéuticas comprovadas (Figura 1).
A lasiodiplodina (1), uma lactona macrociclica isolada de Euphorbia splendus revelou
potente atividade antileucémica, enquanto o diterpeno Jatrofona (2) isolado de Jatrophona
isabelli foi ativo quando testado in vitro contra Leishmania spp e Tripanossoma cruzi.
(BRAZ-FILHO, 2010; FROHLICH et al., 2010). Das raizes de Dichroa febrifuga isolou-se
uma mistura de alcaldides com atividade antimalarica comprovada, identificados como
febrifugina (3) e isofebrifugina (4) (BRAZ-FILHO, 2010; CHAVES et al., 2010), enquanto
gue nas classes dos flavonoides destacam-se como potentes inibidores do HIV, a crisina
(5) e o 7-O-B-D-galactopiranosilacacetina (6) isolados da Chrysantbermum morifolium
(BRAZ-FILHO, 2010).
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Figura 1- Alguns metabdlitos com fung@es terapéuticas comprovadas relatadas na literatura.

Dessa forma, os produtos naturais ganham forca na industria farmacéutica como
principal fornecedor de moléculas bioativas para sintese de novos farmacos e assim,
aguece a economia do mercado de medicamentos em muitos paises. Somente no ano de
2011, o consumo de medicamentos sintéticos e naturais gerou para o mercado global um
lucro de U$ 800 bilhdes, sendo que destes 26 bilhdes (3,25%) foram de fitoterapicos
(ALVES, 2013). Os Estados Unidos, os paises asiaticos e 0s paises europeus,
especialmente a Alemanha séo os principais mercados consumidores de produtos naturais.

Enquanto que paises da América Latina que possuem megadiversidade, assim como o
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Brasil, contribuem com apenas 5% do mercado mundial, com movimentacao anual de R$
1,1 bilhdo (CALIXTO & SIQUEIRA Jr, 2008).

Devido a imensidao de recursos disponiveis para investigacdo, a cada ano
aumenta-se o interesse de estudos relacionados as plantas medicinais brasileiras, no qual
o Brasil é lider em numeros de publicacdes internacionais na area de plantas na América
Latina (ALVES, 2013). No entanto, existem muitos fatores que inviabilizam o
desenvolvimento e a consolidagéo do setor farmacéutico nacional, impedindo-o de se tornar
competitivo no mercado. Tais fatores estdo diretamente relacionados a auséncia de
politicas de estado comprometidas com a producéo de medicamentos fitoterapicos a nivel
nacional, dificuldade de interacdo e cooperagdo multidisciplinar entre os grupos, formacéo
insuficiente de recursos humanos capacitados, necessidade de leis especificas para o
acesso a biodiversidade e ainda a falta de investimentos da industria farmacéutica com
centros de pesquisas que favorecam a producdo de fitomedicamentos cientificamente
comprovados quanto a sua seguranca, eficacia e qualidade, conforme estabelecido na RDC
ANVISA 48/2004 (SIM@ES & SCHENKEL, 2002; CALIXTO & SIQUEIRA JR, 2008;
CALIXTO, 2003).

Para a industria de medicamento nacional se tornar referéncia econémica no setor
farmacéutico é necessario a correcdo imediata desses problemas internos. A inovagao
tecnoldgica que vem ocorrendo nos Ultimos anos, € um importante aliado nessa etapa, por
proporcionar o desenvolvimento de técnicas analiticas que aperfeicoam o estudo de
moléculas complexas (LUCENA, 2012), garantindo que a elucidacdo ocorra em menor
tempo, com melhor controle no isolamento, determinacdo e quantificacdo de substancias
quimicas. Essas técnicas facilitam a sintese de novos farmacos, contribuem com o
crescente aumento nas pesquisas e publicacdes relacionadas a plantas medicinais e ainda

ampliam o carater multidisciplinar da quimica medicinal (VIEGAS Jr. et al., 2006).

Nesse contexto, o grupo de pesquisa em quimica de produtos naturais da UFMT,
tem contribuido para o desenvolvimento dos estudos quimicos e bioldgicos dos produtos
naturais das plantas da regido pantaneira e Cerrado mato-grossense. Considerando o
grande potencial da familia Bignoniaceae em termos de substancias e bioatividade o
presente trabalho baseia-se no estudo quimico da raiz e da casca do caule de Tabebuia
aurea visando identificar compostos bioproduzidos por esta espécie e avaliar o potencial

biol6gico nos ensaios com os parasitas Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Reaizar o estudo quimico das raizes e cascas do caule de Tabebuia aurea, visando
identificar compostos bioproduzidos por esta espécie e avaliar o potencial biolégico nos

ensaios com 0s parasitas Leishmania amazonensis e Trypanosoma cruzi.

2.2 Objetivos Especificos

Obter os extratos etanodlico das raizes e metanodlico das cascas do caule de

Tabebuia aurea;
Isolar e purificar os constituintes quimicos dos extratos etandlico e metandlico;

Identificar as substancias isoladas utilizando métodos espectroscépicos e

espectrométrico como RMN H e 13C, uni e bidimensional e massas.

Avaliar as atividades leishmanicida e tripanocida do iridoide isolado de Taurea.

3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. Doencas Negligenciadas: Leishmaniose e Doenca de Chagas

A leishmaniose e a doenca de chagas estdo entre as doencas tropicais que
afetam aproximadamente 3 bilh6es de pessoas no mundo, atingindo principalmente as
pessoas de baixa renda que residem em paises em desenvolvimento (AMBROZIN,
2004).

3.1.1 Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca parasitaria causada pela picada de mosquitos
fémeas que foram infectadas com protozoarios do género Leishmania (ROCHA, 2004).
Esse parasita apresenta duas formas principais em seu ciclo de vida: uma é a forma
como ele é encontrado no tubo digestivo do inseto vetor chamado flebotomineo
(flagelada ou promastigota) e a outra € como € visto nos tecidos dos hospedeiros que
pode ser o homem ou outros animais (aflagelada ou amastigota) (Esquemal) (ROSAS,

2005).
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Esquema 1 - O ciclo biologico de Leishmania. Fonte: Centers for Disease Control and
Prevention (2015, traducao MORAIS).

O individuo doente pode sofrer diversos sintomas clinicos que afetam a pele,
mucosas e 0rgdos internos, podendo chegar ao 6bito se for negligente com o tratamento
(CARNEIRO et al, 2015). No Brasil a regido que registra maior nimero de incidentes é o
Nordeste, em especial os estados da Bahia e Maranhdo (LIMA Jr. et al, 2014). Os
medicamentos feitos a base de antimoniais pentavalentes, o antibiético anfotericina B e a
pentamidinas sdo alguns dos principais recursos para o combate ou a cura da doenca,
entretanto apresentam alta toxicidade, custo elevado, dificuldade de administracéo e ainda
podem causar resisténcia do parasita (BEZERRA et al, 2006). Considerando-se todos 0s
fatores negativos que o tratamento com drogas podem causar, as plantas tornam-se uma
fonte alternativa na busca de novos farmacos menos toxicos e mais eficazes que os
convencionais para auxiliar no tratamento dessa epidemia. Nessa busca, algumas plantas
ja demostraram resultados promissores, como € o caso do extrato hexanico de Dipteryx
alata que no valor de ICso de 0,08 pg/mL apresentou reducédo dos macrofagos infectados
com Leishmania amazonensis em 46,71%. O extrato etandlico de Jacaranda cuspidifolia
na concentracao de 50 pug/mL foi responsavel pela reducéo de 98 % da carga parasitaria
L.amazonensis, enquanto sua fracao cloroféormica em uma mesma concentracao reduziu
em 97,16% (RIBEIRO, et al., 2014).



3.1.2. Doenca de Chagas

A doenca de chagas tem ocorréncia nos continentes americanos, sendo que no
Brasil € considerada uma das mais graves endemias com maior incidéncia na regiao
Nordeste (VINHAES & DIAS, 2000; FIGUEIREDO et al., 2014, TELES, 2013). O principal
causador dessa doenca é o protozoario Trypanosoma cruzi que se hospeda em insetos dos
géneros triatomineos, como o barbeiro, podendo entdo ser transmitido ao homem mediante
0 contato com suas fezes e urinas infectadas (LINS et al., 2014). O T. cruzi também
apresenta duas etapas do seu ciclo de vida: uma é a fase extremamente movel que
acontece no sangue dos mamiferos, onde o parasita se apresenta na forma tripomastigota

(flagelada), e nos tecidos se encontra na forma amastigota (aflagelado) (OMS, 2009)

(Esquema 2).
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Esquema 2 - O ciclo bioldgico de Trypanosoma cruzi. Fonte: Centers for Disease Control
and Prevention (2015, traducao proépria).

O quadro da doenca € preocupante, visto que as principais drogas utilizadas
durante o tratamento sdo compostas por nifurtimox e benzonidazol, ou seja medicamentos

desenvolvidos ha mais de quatro décadas e que se distanciam do modelo ideal por causar
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diversos danos colaterias aos pacientes e ainda por sua eficacia limitada (VENDAS Jr. et
al.; 2014). Assim como acontece para outras doencgas, os produtos naturais vém sendo
testado como fontes de metabdlitos secundéarios que apresentam atividade tripanocida. E
alguns resultados sédo promissores, como por exemplo a fracdo hexanica de Piper
arboremum nas concentragbes de 250 pg/mL e 100 pg/mL atingiu 62% e 51% de
mortalidade de células epimastigotas de T. cruzi (FIGUEIREDO et al., 2014).

3.2. Generalidades da familia Bignoniaceae e o GéneroTabebuia

A familia Bignoniaceae compreende espécies geralmente constituidas por arvores,
subarbustos, arbustos, lianas e raramente ervas (CIPRIANI et al., 2012; ARRUDA et al.,
2012), amplamente distribuidas em regides de florestas tropicais e neotropicais, sendo
predominantes nos paises da América do Sul e estendendo-se em menor ocorréncia até
as florestas dos paises Africanos e Asiaticos (CASTILLO & ROSSINI, 2010; OLMSTEAD et
al., 2009).

Ha& muitas controvérsias entre os autores quanto a ocorréncia dos géneros e
espécies presentes em Bignoniacea, estima-se que o namero de géneros e espécies
reconhecidas mundialmente sofra variacdo de 82 a 120 géneros e de 800 a 860 espécies
(OLMSTEAD et al., 2009; CASTILLO & ROSSINI, 2010; CIPRIANI et al., 2007). O Brasil é
o principal centro de diversificacdo da familia com 32 géneros e 350 espécies distribuidas

pelas regides de Cerrado até as florestas Umidas perenifolias (CHAGAS Jr et al., 2010).

Dentre as oitos tribos representantes de Bignoniaceae, apenas Bignonieae,
Crescentieae e Tecomeae sdo descritos em territério brasileiro (CHAGAS Jr et al., 2010).
O género Tabebuia € um dos principais da tribo Tecomeae (ORTOLANI, 2007) com cerca
de 100 espécies (OSPINA et al., 2013) nativas de Florestas tropicais de toda a América
Central e do Sul (Figura 2) (LEMOS et al., 2012). A amplitude da sua distribuicdo permite
que suas plantas desenvolvam em condi¢des climéticas diferenciadas estando presente
nos principais biomas brasileiros com um total de 12 espécies registradas (COSTA et al.,
2004; LOHMANN, 2013).



Figura 2 - Distribui¢cdo geogréfica do género Tabebuia no mundo.
Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Tabebuia

Geralmente os Ipés como sdo conhecidas as plantas pertencentes ao género
Tabebuia, recebem outras designacdes especificas como “taheebo”, 1apacho”, “paud’arco”
(LEMOS et al., 2012). Destacam-se pela sua aplicabilidade na medicina popular como
matéria-prima para tratamento de doencas e infecces humanas em varios paises. O cha
das cascas internas de Tabebuia avellanedae foi o primeiro medicamento utilizado ha mais
de 1000 anos pela tribo Callawaya, localizada na América do Sul, (BYEON et al., 2008) em
decorréncia da sua acao inibitoria contra varios disturbios cronicos graves (FREITAS et al.,
2013). Na Colémbia as cascas sdo usadas em forma de infusdo como estimulante do
sistema nervoso central, enquanto que em Bahamas, servem como componentes para
fabricacdo de tdnicos energizantes. No Brasil, essas espécies ocupam lugar de destaque
entre as plantas medicinais por serem muito utilizadas para o tratamento de doencas como;
malaria, cancer, disturbios intestinais, infec¢des bacterianas e fungicidas, além de auxiliar
no tratamento de estados emocionais alterados tais como; irritabilidade, ansiedade,

memodria fraca e depressdo (FREITAS et al., 2013).

Baseado na infinidade de efeitos farmacologicos relatados pela populagédo, o
género Tabebuia torna-se alvo de exaustivas investigagbes que comprove a veracidade
das informacdes populares. Dentre os trabalhos referenciados na literatura infere-se que

folhas, flores e principalmente a casca do caule sé&o os principais alvos de estudos.

Lemos e colaboradores em 2012, ao investigarem a acao do extrato das flores de
T. impetiginosa em ratos, comprovaram alta atividade genotéxica, restringindo seu uso a
necessidade de novos estudos que possibilitem compreender o mecanismo de acao pelo
qual os compostos induzem tais efeitos efeitos (LEMOS et al, 2012).

8



Quando testado frente as linhagens de bactérias Salmonela typimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Pseudomonas sp.
Staphylococcus epidermes, Micrococcus luteus, Staphylococcos aureus, Streptococcus sp
e Bacillus subtilis, o extrato etandlico de folhas de T. rosea apresentou boa atividade
assim a sua atividade antibacteriana (SATHIYA &

inibitéria, comprovando

MUTHUCHELIAN, 2008).

O estudo do extrato etandlico do caule de T. avellanedae coletado em territorio
brasileiro apresentou um efeito antidepressivo que permitiu a validacéo popular de seu uso
para tratar problemas de transtornos depressivos, enquanto que o0s ensaios farmacoldgicos
com o0 extrato aquoso demonstraram acao protetora contra lesdes gastricas (FREITAS et
al., 2013; TWARDOWSCHY et al., 2008).

Os extratos, cloroférmico e etandlico, das entrecascas de T. ochracea ssp.
evidenciaram as atividades citotoxica, antimalarica, anti-inflamatéria e antioxidante (DIAZ &
MEDINA, 1996; OSPINA et al., 2013).

GONZALEZ et al. (2013) descreveram diversas atividades atribuidas a espécies do
género, dentre elas destacou seu efeito anti-infeccioso, no qual os resultados demonstram

a correlacdo existente entre os extratos de algumas espécies de Tabebuia comumente

estudadas versus atividades biologicas das mesmas (Tabela 1).

Tabela 1. Atividades biol6gicas relatadas nos extratos de espécies do género

9

Espécie Part. Usada Extrato Atividade Referéncia
Tabebuia Antibacteriana,
Entrecasca Acetato de etila antioxidante e OSPINA et al., 2013
ochracea . )
anti-inflamatéra
Antibacteriana,
Tabebui Entrecasca Acetato de etila antioxidante e OSPINA et al., 2013
abebuia anti-inflamatoéria
rosea SATHIYA &
Folha Etanol Antibacteriana MUTHUCHELIAN, 2008
Tabebuia Casca Diclorometano, Antifanaica PORTILLO et al., 2001
avellanedae Aquosa e metanol 9 HOFLING et al., 2010
Entrecasca Metanol Antimicrobiana PARK et al., 2006
Tabebuia Antibacteriana e CWIKLA et al., 2010
impeticinosa Casca Hidroalcdéolico anti- OLIVEIRA et al., 2007
petig micobacteriana CORDEIRO et al., 2006
Caule Etanol Antiviral BRANDAO® et al., 2010
Casca do
Tabebuia caule e Etanol, hexano, Antifinaica MELO & SILVA et al.,
caraiba madeira do diclorometano 9 2009
tronco
Tabebuia Entrecasca; Diclorometano Antimalarica GOMEZ-ESTRADA et al.,
billbergii Madeira 2012
Tabebuia . L ) L GONZALEZ-COLOMA et
P Casca Hidroalcbolico Antiparasitéria
serratifolia al., 2012




Relatos na literatura também mostram que os ipés podem ser empregados para o
tratamento de varias outras enfermidades tais como sifilis, candidiases, cancer, prostatites,
amigdalites, infec¢cbes renais, estomatites, varizes, Ulceras, diabetes, constipagdes,
eczema, psoriases, alergias, doencas dos olhos, além das a¢fes analgésica, depurativa,
diurética, laxativa, antineoplasica, antidiarreica, febrifuga e cicatrizante (PARK et al., 2006;
OSPINA et al., 2013; VIEIRA et al, 2009; SUO et al., 2012).

Levantamento bibliografico sobre o perfil quimico do género mostra grande
diversificacdo de compostos bioativos pertencentes a diferentes classes: naftoquinonas,
quininas, furanonaftoquinonas, derivados benzoicos, dialdeidos ciclopenténicos,
flavonoides, cumarinas, lignanas, fendlicos glicosideos, saponinas, taninos, alcaloides,
acidos fendlicos, terpenoides, esteroides (LEMOS et al., 2012; KIM et al., 2010; SOUSA et
al., 2009; SATHIYA & MUTHUCHELIAN, 2008; RAMALAKSMI & MUTHUCHELIAN, 2011;
VIEIRA et al., 2009). Na Tabela 2 sdo mostrados alguns metabolitos com propriedades
biolégicas isolados de espécies do género. Uma classe expressiva em Bignoniaceae € a
dos iridéides, estes sdo monoterpenos sintetizados em abundancia por essa familia para
sua defesa (CASTILLO & ROSSINI, 2010), e devido essa peculiaridade constituem o eixo

principal deste trabalho, com uma investigacdo mais aprofundado no item 3.2, p.17.
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Tabela 2. Metabdlitos presentes em Tabebuia e suas respectivas atividades bioldgicas

Substancia

Espécie/ Classe

Atividade

Referéncia

OCH,

avellanedae A (7)

T.avellanedae/ lighana

anti-inflamatéria

SUO et al., 2012

OCH3
(7S, 8R)-balanofonina- 4-O-p-D-glicopyranosideo (9)

T. impetiginosa/ lignana

11

o CH,OH
- OH
T. impetiginosa/ lignana WARASHINA et al., 2005
(+)-lioniresinol 3a-O- 3-D-glicopiranosideo (8)
W : : ; WARASHINA et al., 2005
OCHj,




OCH,

OH
OH
T. serratifolia/ lignana DUARTE et al., 2014
N 0
HO
OCHj;
Olivil (10)
]
o OH
~© I 1
H5;CO ;’.a_lve’ anedae /- Benzol anti-inflamatéria SUO et al., 2012
piosideo/
OCHj;
OH OH

5'-0-3,4-dimetoxibenzoil-B-D-apiofuranosideo (11)

o}
o) OH
_0
HO
OH

OH OH
5'-0-3,4-dihidroxibenzoil-3-D-apiofuranosideo (12)

T.avellanedae / Benzoil . L
L anti-inflamatéria
apiosideo/

12

SUO et al., 2012




o}
o) OH
d/o
H,CO

OH OH

5'-0-4-metoxibenzoil-B-D-apiofuranosideo (13)

T.avellanedae / Benzoil

o anti-inflamatéria
apiosideo/

SUO et al., 2012

o)
0] OH
Jogs?
HO

OH OH
5'-0O-4-hidroxibenzoil-B-D-apiofuranosideo (14)

T.avellanedae / Benzoil . , .
L anti-inflamatoria
apiosideo/

SUO et al., 2012

COOH

OH
Acido p-hidroxibenzoéico (15)

T.heptaphylla / derivado
de &acido benzoico

GARCEZ et al., 2007

COOCH

OCH;
Acido anixico (16)

T.heptaphylla / derivado
de &cido benzoico

13

GARCEZ et al., 2007




COOH

OCH,
OCH,

Acido veratrico (17)

T.heptaphylla / derivado
de acido benzoico

GARCEZ et al., 2007

OH OH OH

0 OH

HO

2-(4-hidroxifenil)etill-1-O- B-D-[5-O-(4-hidroxibenzoil)]-apiofuranosil-
(1—6)- B-D-glicopiranosideo (18)

T.avellanedae / glicosideo
feniletandide

Atividade inibitéria
contra producdo
de NO

em macréfagos

AWALE et al., 2005

H4CO
™
O_CH2
© 0

CH o
2 OH

OH OH OH
OH
HsCO
OCHs

4-hidroximenil-2-metoxifenil 1-O- B-D-[5-O-(3,4-dimetoxibenzoil)]-
apiofuranosil-(1—6)- B-D-glicopiranosideo (19)

T.impetiginosa /
glicosideo feniletanoide

14

WARASHINA et al., 2005




OH

H,CO OH
O_CH2
© o}
CH, 0
OH
o}
OH OH OH
o OH

H,CO
OCH;

4-(1,2-hidroxietil)-2-metoxifenil 1-O- 3-D-[5-0O-(3,4-dimetoxibenzoil)]-
apiofuranosil-(1—6)- B-D-glicopiranosideo (20)

T.impetiginosa /

glicosideo feniletandide

WARASHINA et al., 2005

Q OH
o)
N O o) OH
HO o OH \/\C[
on  HiC o OH
HO
HO
OH

B-(3,4-diidroxifenil)-etil-O-a-L-ramnopiranosil-(1"—3’)-3-D-(4'-
Ocafeoil)-glicopiranosideo (21)

T.heptaphylla / glicosideo
feniletandide

Moderada
atividade
antioxidante

GARCEZ et al., 2007

OCH;

@ o)
CH,OH SCH,

o) OCH,
o)

OH OH OH

OH
OH

3,4-dimetoxiphenil 1-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)-B -D-
glicopiranosideo (22)

T.impetiginosa /
glicosideo feniletandide

15

GARCEZ et al., 2007




HO

R
N
N

OH

3B,6[3,21B-triidroxiolean-12-eno (23)

T.heptaphylla / triterpeno

GARCEZ et al., 2007

HO

Esqualeno (24)

N

////,

T.heptaphylla / triterpeno

GARCEZ et al., 2007

Sitosterol (25)

T.heptaphylla / esteréide
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GARCEZ et al., 2007




N

T.heptaphylla / esteréide GARCEZ et al., 2007
Sitostenona (26)
/O
O
o
O

2-formil-5-(3’,4’-dimetoxibenzoiloxi)-3-metil-2-

ciclopenteno-1-acetaldeido (27)
/O

T. impetiginosa / dialdeido
ciclopenténico

anti-inflamatéria

KOYAMA et al., 2000

2-formil-5-(4 '-metoxibenzoiloxi)-3-metil-2-

ciclopenteno-1-acetaldeido (28)

T. impetiginosa / dialdeido
ciclopenténico

17

anti-inflamatéria

KOYAMA et al., 2000




Rutina (29)

T. argentea / flavonoide

VINOD et al., 2011

OH

Epigalocatequina-3- Galato (30)

T. argentea / flavonoide

VINOD et al., 2011

)
OH
X
o)

Lapachol (31)

T.avellanedae / Quinona

18

Antimalarica, anti-
leishmania

CASTILHO & ROSSINI, 2010




B-lapachona (32)

T.avellanedae / Quinona

Antifangica frente
ao Fusarium
oxysporum.

AUCELIO et al., 2013;
MOURA et al., 2001

0]
Cl
O‘ Inseticida  frente
. Nilaparvata
cl T.avellanedae / Quinona lugens e L JEON et al., 2011
striatellus
0]
2,3-dicloro-1,4-naftoquinona (33)
OH (@]
(@) OH
| / T.incana / Quinona Antitumoral e MORAIS et al., 2007
) antimalarica ARAUJO et al., 2009
(@]

8-hidroxi- 2(1-hidroxietil) nafto [2,3-b] furan-4,9-diona (34)
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Além das propriedades medicinais atribuidas a espécies do género Tabebuia, estas
ainda se apresentam como potencial econdmico pela sua aplicabilidade no comércio
madeireiro e ornamental. Devido a beleza de seu porte e da vistosa coloracdo de suas
flores geralmente nas cores brancas, amarelas ou roxas, T. serratifolia, T. pentaphylla e T.
chysotricha sdo usadas em paisagismo e arborizagdo urbana (DOUSSEAU et al., 2008;
VIEIRA et al., 2009; FONSECA et al., 2005; SILVA et al., 2009). Pelo fato de serem
constituidas por troncos resistentes, algumas dessas plantas servem como matéria-prima
para fabricacdo de diversos artigos na marcenaria, carpintaria, construcao civil e naval,
além de compor construcdo de obras externas em geral como escadarias e assoalhos
(LORENZI, 2002; CHAGAS Jr et al., 2010).

3.3.Iridbides

Iridéides sdo uma classe de metabolitos secundérios, sintetizados por
angiospermas e animais como mecanismo de defesa frente ao ataque de predadores
(BRESCIANI, 2013).

Em 1835, foi isolado de uma espécie de Cornus (Cornaceae) o primeiro iridéide.
Entretanto, somente no final do século XX quando o esqueleto molecular de iridéide passou
a ser mais compreendido, foi possivel identifica-lo como sendo a cornina (Figura 3), cuja
estrutura era semelhante ao iridodial isolado de formigas do género Iridomyrmex com
ocorréncia na Argentina (ANDRZEJEWSKA-GOLEC, 1995).

o  COOCH,
X
(e}
H5;C
(0]
OH
OH
OH
(0]
OH

Figura 3 - Estrutura molecular da cornina.

Apesar de ser inicialmente obtida de secrecdes de formigas, esta classe de
metabdlitos ainda ocorre em aproximadamente 57 familias de plantas, as quais incluem

Acantaceae, Apocinceae, Caprifoliaceae, Gentianaceae, Labiatae, Lamiaceae, Loasaceae,
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Loganiaceae, Oleaceae, Plantaginaceae, Rubiaceae, Saxifragaceae, Scropulariaceae,
Valerianaceae, Verbenaceae e Bignoniacea (DE LUCA et al., 2014), onde desempenham
funcdo de marcadores quimiotaxondmicos dos seus respectivos géneros e subgéneros
(SENA-FILHO, 2007).

Os iridéides sdo monoterpenoides que podem ser constituidos por oito, hove ou 10
atomos de carbonos, estruturados em um sistema fechado de anéis ciclopentanopirano
(Figura 4a) (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, 2001). A estereoquimica cis em C5 e C9 é
mantida pela jungdo dos anéis pentano e a a-pirona em um bi-ciclico conhecido como
iridano. Entretanto, a clivagem oxidativa que ocorre nos anéis modifica 0 esqueleto base
dos iridéides com formacao de outros dois produtos, sendo que a clivagem da ligacéo 7,8
do anel ciclopentano origina os seco-iridoides (Figura 4a’) e a clivagem no anel pirano

fornecem alguns derivados de iriddides (Figura 4a”) (GEMIN, 2011).

Figura 4 - Sistema de numeracéo e representagéo estrutural de iridoides (a), seco-
iridoides (a’) e derivados (a”), R = H ou agucar.

Sabe-se que devido a mudanca no anel ciclopentano muitos iridoides sao
encontrados na natureza, sendo descritos mais de 2500 compostos que se diferenciam
apenas no grau e tipo de substituintes que se ligam ao anel. Um outro fator que favorece
essa diversificacdo é a complexidade da biossintese de tais compostos com um total de 27
vias diferentes (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, 2001).

Geralmente estes compostos, assim como um terpenoide, sdo sintetizados por
duas possiveis rotas, a via do mevalonato (MEV) e a via independente do mevalonato
conhecida como a via da 1l-desoxixilulose-5-fosfato (DXF) (DEWICH, 2002). Essas duas
rotas universais podem ocorrer simultaneamente em um mesmo vegetal e apesar de seguir
caminhos diferentes fornecem os mesmos compostos IPP e DMAPP. Entretanto,
considera-se a rota do mevalonato como a principal rota dos iridéides enquanto que a

segunda via serve como rota alternativa (VUNDA, 2011).
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Na rota do mevalonato, inicialmente ocorre a ligacdo de trés moléculas de
acetilcoenzima-A (acetil CoA) por meio de condensacao de Claisen e adi¢do alddlica para
formar o éster 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). HMG-CoA sofre duas reduc¢des do
grupo tio éster a um alcool primario através do aldeido para formar um importante
intermediario de seis carbonos, o0 acido mevalonico (MVA). O MVA ¢é entéo fosforilado,
descarboxilado e desidratado para produzir o isopentenil difosfato (IPP), unidades de
isopreno de cinco carbonos, essenciais para formacao de terpenos. Decorrente de uma
isomerizacdo enzimatica IPP € convertido em seu isémero dimetilalila difosfato (DMAPP)
(Esquema 3) (DEWICH, 2002).

®
H

o H® reacao de O @)

° (0]
(‘\ Claisen M /,OH
)J\SCOA SCoA HO,C + EnzSH
C SCoA

acetoacetil-CoA

0}
w
(@]
[e]
>
§ Y

HMG-CoA
SEnz
0 fil-Con 12"
acetil- Em—
enzima ligada a HMG-CoA | NADPH
O um grupo acetil redutase
°q OH OH OH OH
1 / 5 NADPH J y
HO,C A oy <~ HoL . <— HO.C

2 4 o) m SCoA

éCido(Tﬂf,\f)lﬁnico acido mevaldico 4cido mevaldico

hemitioacetal

4

o) j OH ATP S
/OH -CO, H@ 3 1 isomerase )\/\
H o\ » Ed 2 - -
~o OPP @ OoPP = N OPP

HR’/ Hg dimetilalila PP
(DMAPP)

isopentenil PP
(IPP)

Esquema 3 - Mecanismo inicial da biossintese do esqueleto iridano.

A condensacédo enzimatica de DMAPP e IPP é a etapa ativa na biossintese dos
terpenos com 10 atomos de carbonos. Nessa etapa, ocorre a ionizacdo do DMAPP, com
formacado do cétion alilico que pode se ligar simultaneamente ao carbono do IPP através

da adicéo eletrofilica. O composto formado perde um préton e constitui uma nova ligacao
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trans produzindo o geranil difosfato (GPP), principal precursor dos monoterpenos
(DEWICH, 2002). O cétion geranil formado a partir do GPP na presenca de 4gua se

estabiliza como um geraniol.

Seguindo a rota do geraniol € possivel obter o esqueleto iridano dos iridéides, que
se difere de outros monoterpenos pela auséncia de intermediarios fosforilados e
subsequente mecanismo de carbocation em sua formacdo. Uma série de reacbes de
hidroxilagdo e oxidacdo produz um intermediario dialdeido, derivado do geraniol, que ao
ser atacado por um grupo hidreto leva a formacgéo do anel ciclopentano iridodial em sua
forma cetbnica. A oxidag&o do iridodial leva ao anel heterociclico iridotrial, nacleo basico

dos iridoides que se estabiliza em sua forma hemiacetal.

Os Ultimos passos para a biossintese dos iridéides incluem a O-glicosilagéo e O-
alquilagdo com conversdo de hemiacetal a acetal. Isso ocorre na etapa seguinte de
formacdo da deoxiloganina, onde para atingir essa estrutura, o hemiacetal iridotrial sofre
uma sequéncia de reacBes como a oxidacao e a glicosilacdo. Reacfes de hidroxilacdo
seguida por uma metilacdo enzimatica converte esse acetal em loganina, intermediario
chave para sintese de outras estruturas de iridoides, assim como dos iridéides
carbocicliclos. A clivagem C-C no esqueleto simples do monoterpeno loganina resulta em

secologanina, principal representante dos secoiridéides (Esquema 4) (DEWICH, 2002).
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Esquema 4 - Mecanismo final da biossintese de iridéides e seus derivados.
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Algumas atividades descritas para os iridoides sdo: anti-inflamatéria,
antimicrobiana, antitumoral, antiviral (LOPEZ CARRERA et al., 2012), neuroprotetora,
antioxidante, diurética, laxativa (SUN et al., 2012) antidiabética, anticoagulante,

antialérgica, antiespasmadica, purgativa, inseticida, entre outras (BRESCIANI, 2013).

3.3.1. Iridéides de Bignhoniaceae

A rota acetato-mevalonato € a via mais explorada em Bignoniaceae, favorecendo
a produgéo significativa e diversificada de derivados iridoidicos com funcdo de marcador
taxondémico na familia. Em geral, distingue-se dois tipos de iriddides: os carbociclicos com
ocorréncia de 61,91% e os secoiridoides presentes em menor quantidades (CIPRIANI et
al., 2012).

Tal classe é dominante na tribo Tecomeae, com poucas ocorréncias para 0s
iridoides glicosideos C-4 carboxilados na familia. A tribo Tecomeae caracteriza-se pela
presenca de dois tipos de iridoides: Os glicosideos decarboxilados do género Tabebuia e
os C-4 formil pertencente ao género Tecoma. Essa classificacdo quimica dos tipos de
iridoides possibilitam a classificacdo das diferentes tribos relatadas em Bignoniaceae
(POSER et al., 2000).

Os iridéides glicosideos ligados a O- em C-1 sdo 0S mais numerosos em
Bignoniaceae com representantes em todos os clados, sendo os mais frequentes o catalpol
(58), o catalposideo (45), o verminosideo (77), o especiosideo (46), o theviridosideo (65), a
ipolamideo (66), o plantarenalosideo (48), campsisideo (40) e o 6-trans-cafeoil ajugol (78).
Varios destes iridoides relatados na familia apresentaram atividade bioldgica (RIVIERE et
al., 2011; MOON et al., 2003). Estes metabdlitos, assim como demais exemplos séo

descritos na Tabela 3.

25



Tabela 3. Iridoides isolados de espécies de Bignoniaceae até Marco de 2015

Substancia Espécie Referéncia

OH Barnettia kerrii KANCHANAPOOM et al., 2002

OH
CH,OH

Estegiosideo Il (35)

CHO

HAN et al., 2012
Campsis grandiflora

H
CHs  OcH;,
Campsinol (36)

CHO

OH Campsis grandiflora HAN et al., 2012

OH
OH

OH OH
7-O-(E)-p-Coumaroilcachinesideo V (37)
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HO

F
O OH Campsis grandiflora HAN et al., 2012
OH
OH
(@]
OH
7-O-(Z)-p-Coumaroilcachinesideo | (38)
CHO
OH Campsis grandiflora HAN et al., 2012
OH
OH
@]
OH
Ixorosideo (39)
CHO
F
Campsis grandiflora
o OH HAN et al., 2012
OH
OH
O

Campsisideo (40)

OH
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OH

cachinesideo | (41)

OH

Campsis grandiflora

HAN et al., 2012

CHO

Campsis chinensis

IMAKURA et al., 1985

HO

Estereospermosideo (43)

28

Stereospermum cylindricum

CHOUDHURY et al., 2011




]
HO

HO
Ajugol (44)

OH

OH

Spathodea campanulata
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Muitos iridoides isolados de Bignoniaceae apresentaram alguma atividade
biolégica. A exemplo, Tundis e colaboradores (2008) em um trabalho de revis&o discutiram
a relacéo existente entre os iriddides e as suas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas,
possibilitando direcionar a atividade anti-inflamatoéria aos iridoides: catalpol (58), lamida
(67), ipolamideo (66), verminosideo (77), aucubina (61) e catalposideo (45). Destes, a
aucubina apresentou atividade, antitumoral, anti-oxidante e antimicrobiana frente
Staphylococus aureus, enquanto catalpol apresentou atividade antinociceptiva (TUNDIS et
al., 2008).

E ainda, o iridéide theviridose (65) demonstrou atividade anti-inflamatéria (PREETI
et al., 2013), enquanto especiosideo (46) e verminosideo (77) quando testados frente a
Entamoeba histolytica mostraram atividade antiamoebica igual e superior ao farmaco
padrdo utilizado (metronidazol). O especiosideo (46) também apresentou acao analgésica,
antidispeptico, adstringente, estimulante do figado e propriedades cicatrizantes (BHARTI et
al., 2006; ASTHANA et al., 2015).

3.4.Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth & Hook

A espécie T. aurea caracteriza se por arvores bem ramificadas que podem atingir
10 a 12 metros de altura, constituidas por tronco com 30 a 50 cm de diametro arredondado
com as cascas nha cor cinza palido, as folhas alternas compostas digitadas (5 a 7 foliolos)
glabra, oblonga e verde-claro (FREIRE & GOMES, 2013; CAPUZZO, 2011). As flores
grandes e tubulosas de coloragédo amarelo-ouro, geralmente aparecem nos meses de julho
estendendo-se até o més de setembro onde as arvores encontram-se quase despidas de
folhas (DURIGAN et al., 2004; REGUSA-NETTO 2005; SOARES & OLIVEIRA, 2009), ja
seus frutos com aproximadamente 25 cm de comprimento e 3 cm de largura, apresentam
capsula loculicida valvar, glabra, cilindrica e levemente achatada (Figura 5) (DURIGAN et
al., 2004).
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Figura 5 - Folhas, frutos e flores de T. aurea. Fonte:
http:/timblindim.files.wordpress.com/2008/02/ipe_amarelo_4x.jpg

A presenca da planta é indicio de terra boa para pastos, sendo estas predominantes
em regides inundaveis, argilosas, com solos arenosos, cerradfes ou em capdes de cerrado
ndo alagados, formando assim a vegetacédo dos “Paratudais” (OLIVEIRA et al., 2006; POTT
& POTT, 1994). Durante sua florag&o as abelhas e zangdes séo os principais polinizadores
das flores e o néctar produzido atrai diversos passaros que 0s consome para reposi¢cao de
energia (BRAGA & COLLEVATTI, 2011; RAGUSA-NETTO, 2005). As sementes s&o
dispersas pelo vento favorecendo a proliferacdo da espécie em todo o territério nacional
destacando-se nos estados do Amazonas, Amapa, Para Tocantins, Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Distrito Federal,
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sao Paulo e Parana (Figura 6)
(SOARES & OLIVEIRA, 2009; LOHMANN, 2013).
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Distribuicdo geografica de
Tabebuia aurea no Brasil

Figura 6 - Mapa da Distribuiééo geogréfica de T. aurea. Fonte:
http://reflora.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB114257

Ipé-amarelo, paratudo, caraiba, caraibeira ou ipé do cerrado sédo alguns nomes
regionais dados a Tabebuia aurea, uma espécie muito conhecida em decorréncia do seu
valor sécio-econdmico e medicinal, sendo empregada como fonte de corante amarelo em
comunidades rurais, na construcdo civil e carpintaria para confeccfes de ferramentas,
moveis, caixotarias, artigos esportivos e diversas outras obras externas, além do seu uso
na arborizacdo e jardinagem de algumas cidades (OLIVEIRA & GUALTIERI, 2011;
SOARES & OLIVEIRA, 2009).

Segundo POTT & POTT (1994), o paratudo é um “santo remédio” para 0s
pantaneiros por auxilid-los na cura de diversas doencgas. Nos campos eles consomem a
agua ou o leite as quais as cascas foram embebidas com o intuito de combater amareléo,
diabete, febre, malaria e hepatite (POTT & POTT, 1994). E ainda, as cascas séo ingeridas
na forma de cha em decorréncia de sua acédo diurética, enquanto as raizes curtidas em
bebidas como cachacas ou vinhos servem para combater gripes e resfriados (OLIVEIRA et
al., 2006).

Relatos populares afirmam que as cascas do caule também s&o utilizadas na forma
de infusdo, mastigacdo ou maceracdo em alcool para tratar inflamacdes e hemorragias
decorrentes de picadas de cobras. Avaliando-se o efeito do extrato hidroetandlico das

cascas de T. aurea frente ao veneno de Bothrops neuwiedi, Reis e colaboradores (2014)
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comprovaram a veracidade de tais informacdes (REIS et al, 2014). O extrato etandlico de
ramos com folhas de T. aurea, demostrou que a espécie possui significativa atividade
inseticida sobre as lagartas de Spodoptera frugiperda, sendo portanto uma alternativa
natural no combate as pragas que destroem as plantacdes de milho (RODRIGUES et al.,
2008).

Outras propriedades medicinais sao descritas, dentre elas antianémica,
antitérmica, anti-inflamatoria, vermifuga, purgativa e anticancerigena, além da acédo
abortiva relatada na Argentina (SOARES & OLIVEIRA, 2009; BARBOSA-FILHO et al.,
2004).

Todas essas propriedades estdo relacionadas a uma combinacdo ou acgéo
individual de alguns metabdlitos presentes na espécie aos quais incluem as classes dos
flavonoides, terpenoides, naftoquinonas e alguns acidos (Figura 7) (BARBOSA-FILHO et
al., 2004).

Até o presente momento, ha relato na literatura do estudo fitoquimico de T. aurea
desenvolvido por Barbosa-Filho e colaboradores (2004), que ao estudar o extrato das
cascas do caule da espécie isolou e identificou: B-sitosterol (Tabela 2, p.16), metilcinamato
(129), p-hidroxi-cinamato de etila (130), acido betulinico (131), acido verétrico (132), acido
p-anisico (133), 3,4’,5 - triidroxi-7-metoxi flavona (134) e Lapachol (31) (Ver Figura 7).
Quando testados frente a Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis todos, exceto o
acido betulinico, foram ativos. Além disso, o p-hidroxi-cinamato de etila (130) mostrou-se
ativo contra a bactéria Gram negativa Escherichia coli e o fungo Candida albicans
(BARBOSA-FILHO et al., 2004).

o) o)
X OCHj4 X OCH,CH,

HO
(129) (130)
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Figura 7 - Compostos Quimico isolados de T. aurea.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e equipamentos

O material vegetal foi moido em moinho de facas da marca Marconi, modelo MA
580/E.

Para a Separacdo das substancias foram utilizadas colunas em vidro de varios
tamanhos e diametros, empacotadas com gel de silica 60 (70-230 mesh ou 230-400 flash)
das marcas Macherey-Nagel, Vetec, Carvalhaes e Silicycle, bem como celulose
microcristalina da marca Synth, eluidas a pressdo atmosférica. Também foram utilizados

como adsorventes XAD-16 (amberlite) e Sephadex™ LH-20 ambos da Sigma/Aldrich.

Para as andlises cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas placas de vidro 20 x 20 cm com uma suspensédo de agua destilada e 15 g de
silica gel 60 (9 g PFzsa e 6 g G) ambas das marcas Vetec ou Merck. ApGs secagem em
temperatura ambiente as placas foram ativadas por 2 horas a 100 °C em estufa. A

recuperagdo da amostra aplicada foi feita com solventes organicos.

Nas analises comparativas das fracbes por cromatografia em camada delgada
analitica (CCDA) foram utilizadas cromatoplacas de aluminio 20x20 cm revestidas com
silica gel 60 F254 da Merck.
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Os solventes utilizados para extracdo, fracionamento, purificacéo e reacdes foram

de grau P.A das marcas Vetec, Dinamica, Synth, Tedia, Sigma Aldrich e Neon.

As revelacbes das substancias foram efetuadas mediante radiacdo UV no

comprimento de onda 254 e 365 nm, bem como vanilina sulfurica e vapores de iodo.

Para determinacéo do ponto de fusdo da substancia utilizou-se aparelho da marca
MS TECNOPON modelo PFM-II. Equipamento pertencente a LPQPN/UFMT

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e de 3C, incluindo os
experimentos em 2D, foram obtidos em espectrometros Bruker DRX-500 (500 MHz para 'H
e 125 MHz para *C) e JEOL JNM-GX-400 (400 MHz para 'H e 100 MHz para *3C),
utilizando o tetrametilsilano (TMS) como padréo interno. Os solventes deuterados utilizados
foram cloroférmio (CDCIs), Metanol (CD3OD) e dimetilsuféxido (DMSO-ds) da Merck. Os
deslocamentos quimicos (6) sado indicados em parte por milhdo (ppm) e as constantes de

acoplamento (J) em Hertz (Hz). Equipamento pertencente a LQPN/UFRRJ.

Os espectros de massas de baixa resolucdo foram registrados em cromatédgrafo
gasoso (CG) acoplado a espectrdmetro de massas com ionizacdo por impacto de elétrons
a 70 e.V, modelo Shimadzu GCMS-QP2010 Plus do Departamento de Quimica da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

O espectro de massas de alta resolucéo foi obtido mediante espectrébmetro ESI-
TOF com ionizacao por elétron spray (ESI) e detec¢do de ions positivo, micrOTOF, Bruker
Daltonics, Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

4.2. Material botanico de Tabebuia aurea

Raizes e Cascas do caule da espécie T.aurea foram coletadas na Fazenda
Experimental da UFMT localizada na rodovia MT-040 no municipio de Santo Anténio de
Leverger MT, em Fevereiro de 2013. As coordenadas geogréficas do local de coleta séo
15°50'50"S, 56°04'00"W, a 141 m de altitude. A espécie foi identificada pelo técnico José
Edivaldo da Silva e a amostra testemunho esta depositada no herbario central da
Universidade Federal de Mato Grosso sob o niumero de exsicata 41.032. O material vegetal,
seco e pulverizado, foi submetido separadamente a extragdo a frio com MeOH a
temperatura ambiente. Os solventes das extracées foram filtrados e concentrados em
evaporador rotatério a 40°C sob presséo reduzida até a extracdo completa do material
botéanico.
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As cascas do caule (1,7 Kg) foram submetidas a extracdo a frio com MeOH (5L)
por 7 ciclos de sete dias, e ap0s retirada do solvente obteve-se 553,2 g do extrato TACCM.
As raizes (3,5 Kg) foram extraidas com etanol (6L) a temperatura ambiente por 11 ciclos de
5 dias, obtendo-se 201,2 g do extrato TARE.

4.2.1. Estudos quimico do extrato TARE (extrato etandlico das raizes)

O extrato TARE (190,7 g) foi suspenso em 120 mL da mistura MeOH/H20 (7:3) e
submetido a particdo liquido-liquido com os solventes Hex, CHCIls e AcOEt. ApOs este
fracionamento, obteve-se o0s respectivos residuos: Hexéanico, TAREH (20,0 g),
Cloroférmico, TAREC (29,9 g), Acetato de Etila, TAREA (30,1 g) e o residuo hidroetandélico,
TARERE (81,8 g).

Uma aliquota de TAREC (21,8 g) foi fracionado em coluna de silica gel (70-230
mesh), empregando-se hex, CHCIs, AcOEt e MeOH em ordem crescente de polaridade,
obtendo-se 149 fracdes de aproximadamente100 mL, que apos analise em CCDA foram
agrupadas por similaridade de Rf em 14 grupos (Al a A14).

O grupo A6 (44/49) (2,27 g) foi recromatografado em Sephadex LH-20 eluida em
sistema isocratico com MeOH:DCM na propor¢cao 8:2, coletando-se 53 fracdes de 5mL.
Desta ultima, a fracdo 31 (110,3 mg), foi novamente cromatografada em coluna de silica
gel 230-400 eluida em sistema isocratico MeOH: DCM (1:9), recolhendo-se 20 fracdes de
12 mL reunidas em 2 grupos (A6-1 a A6-2). Submeteu-se as fragbes 1/13 (A6-1) (75,3 mQ)
a CCDP eluida com MeOH: DCM (9:1), e obteve-se duas manchas, cuja majoritaria resultou

em um precipitado branco amorfo designado como a substancia | (46,5 mg).

O residuo TAREA (21,8 g) foi submetido ao fracionamento em CC com silica gel
(70-230 mesh), empregando-se como fase moével gradiente de solventes em ordem
crescente de polaridade (Hex; DCM; AcOEt e MeOH) até MeOH 100%. As 118 fracGes
coletadas de 100 mL, ap6s analise em CCDA foram reunidas em 12 grupos (B-1 a B-12),
onde as fragbes 15/21 (B-3) (129,1 mg) foram submetidas a Sephadex-LH-20, eluida em
sistema isocratico com MeOH:CHCls (9:1), fornecendo 13 fracdes de 5mL. As fragbes 7/11
(99,3 mg) obtidas no ultimo fracionamento foram analisadas em CCDA e agrupadas,
posteriormente, este grupo foi submetido a purificagdo com solventes orgéanicos (Hex,
CHCIls e AcOEt) restando-se no frasco um material branco amorfo identificado como Il e 11l
(60,0 mg). O Esquema 5 demonstra um resumo das substancias isoladas do extrato

etandlico das raizes de Tabebuia aurea, sendo que o isolamento de outros compostos
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presentes em grupos e fragdes obtidas nesse processo foram interrompidos em decorréncia

do elevado grau de impureza e quantidade insuficiente de material.

Raizes
Trit (3,5kg)

- Exfragdo exaustva com EtOH (11 ciclos de & dias)

- Concentragio em rota evaporador

Exfrato etandlico
TARE 201,2g (5.43%)

190,7g
Partigdo liquide-liquide MeOHM 0 (7:3)
- Hex, CHCly, AcOEt
- Destilagido solvente

| 1 1 |
Residuo hexanico Residuo coroférmico Residuo acetato Residuo hidroetandlico
TAREH (20 0g) TAREC (29,9qg) TAREA (30,1q) (81,80)
21.8g 2189
|
I _ - Col. 5i-60 (70-230 mesh):
-Col. 5i-60 (70-250 mesh): Hex: DCM: AcOEt MeOH (gradients)
Hex; CHClz; AcOEL MeOH [gradiente) - 118 fracses ~L00mL = 12 arunos
- 149 fragdes ~100mL = 14 grupos “ grup
AB (44-49) B3 (15-21)
(2.20) (129,1mg)
- Sephadex LH-20: MeQH/DCM - Sephadex LH-20: MeQH/CHCI,
(8:2) isocratico (9:1) isocratico
- 53 tragdes ~bml = 10 grupos - 13 fragdes ~5bmL =3 grupos
Fragio 31 Fragoes 7-11
(110.3mg) (99.3mg)
- Col. 5i-60 (230-400 mesh): . .
MeOH/DCM (1-9) isocratico - Purificagdo com Hex;
- 20 fragdes ~12mL = 2 grupos CHCl; & AcOEt
AB-1 (1-13) IT + III (residuo)
75,3mg) Sol. CHCly (80,0mg])
- CCDP: DCMMeOH (9:1) 2X
- 2 manchas

- Destilagio de solvente

I (majoritaria)
Sol. MeOH (46,5mag)

Esquema 5 - Isolamento das substancias retiradas das raizes de T.aurea.

4.2.2. Estudos quimico do extrato TACCM (extrato metandlico das cascas
do caule)

Uma aliquota do extrato TACCM (472,9 g) foi suspenso em 700 mL da mistura

MeOH/H20 (7:3) e submetida a particao liquido-liquido com os solventes Hex, CHCIs e
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AcOEt obtendo-se os residuos hexanico, TACCMH (5,3 g), cloroférmico TACCMC (13,8 g)
e acetato de etila TACCMA (97,0 g), além do residuo hidrometandlico, TACCMR (350,4 g)
(Esquema 6).

Cascas do caule
Trit. (1,7kQ)

- Extracdo exaustiva com MeOH ( 7 ciclos de 7 dias)
- Concentracdo em rota evaporador

Extrato metandlico
TACCM 553,29 (32,16%)

472,99

Parti¢ao liquidoiquido MeOH/H,0 (7:3)
- Hex, CHCl3, AcOEt
- Concentragdo em rota evaporador

Residuo hexanico Residuo cloroférmico Residuo acetato Residuo hidrometandlico
TACCMH (5,3g) TACCMC (13,8q) TACCMA (97,0q) TACCMR (350,4q)
4,09 13,69 45,0g 270,09

@ DI

Esquema 6 - Fracionamento do extrato metandlico das cascas do caule de T. aurea.

O residuo TACCMH (4,0 g) foi submetido a CC em silica gel (70-230 mesh) eluida
com hex, DCM, AcOEt e MeOH em polaridade crescente, obtendo-se 52 fracdes de 4 mL
cada. As fracbes foram analisadas em CCDA e reunidas conforme a similaridade observada

em 8 grupos (Al a A-8).

As fracdes 42/45 (A6) (254,3 mg) continham um precipitado amarelo amorfo, que
baseado na CCDA se apresentava impuro. Esse precipitado foi recromatografado em
Sephadex LH-20 com eluentes MeOH:CHCIs (1:1) em modo isocratico, obteve-se 30 novas
fragOes de 5 ml. Analise em CCDA de tais fragdes, sugeriu que a 21 (2,8 mg) estava pura
e apos identificacédo foi referida como o composto IV, enquanto que as demais fracbes
continham impurezas. Portanto, fez-se necessario uma nova purificagdo das fragbes 22/30
(35,7 mg) em Sephadex utilizando 0 mesmo sistema de eluente citado anteriormente e
obteve-se 30 fracOes de 5mL. Destas, as novas fracdes 7 e 12 caracterizaram-se pela
presenca de um precipitado branco, fornecendo a substancias V (4,2 mg) em mistura com
os esteroides VI, VIl e VIII (4,7 mg) reisolados em mistura na fracdo 12. No Esquema 7,

resume-se o processo de isolamento das substancias constituintes da fragdo TACCMH.
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" Residuo hexanico
" TACCMH (5,3g)

——————————————————————————————————

- Col. Si-60 (70-230 mesh):
Hex; DCM; AcOEt; MeOH (gradiente)
- 52 fragbes ~4AmL = 8 grupos

AB (42-45)
(254,3mq)

- Sephadex LH-20: MeOH/CHCl3
(1:1) isocratico
- 30 fragdes ~5mL = 3 grupos
| |
[ IV (fragéo 21) ‘ Fragbes 22-30
Sol. CHCI3 (2,8mQ) (35,7mg)

- Sephadex LH-20: MeOH/CHCl4
(1:1) isocratico

- 30 fragdes ~5SmL = 3 grupos

| | | |

[ V (fracéo 7) VI + VII + VIII (fragdo 12)}

Sol. CHCl3 (4,2mg) Sol. CHCI3 (4,7mg)

Esquema 7 - Processamento da fragdo TACCMH.

O residuo TACCMC (13,6 g) foi fracionado em CC com gel de silica 70-230, eluida
com Hex, DCM, AcOEt e MeOH em gradiente de polaridade até MeOH 100%, sendo
coletadas 301 fragdes de aproximadamente 15 mL. A analise em CC permitiu agrupa-las

de acordo com similaridade observada em 12 grupos nominados B1-B12.

Realizou-se o fracionamento do grupo B4 (32/38) (254,9 mg) em Sephadex LH-20
com um sistema MeOH: CHCIs (8:2), retirando-se 16 fragées com cerca de 10 mL. As novas
fragdes geradas nesta etapa foram analisadas em CCDA e apds reunidao das fragoes 2/8
(193,6 mg), estas foram expostas a uma segunda Sephadex, em sistema de eluente com
MeOH 100 %, obtendo-se assim, 37 fracbes de 7 mL. A formacao de precipitado amarelo
foi marcante nos primeiros frascos, porém analise em CCDA revelou elevado grau de
impureza, entdo as fragoes 1/19 (78,0 mg) foram reunidas e submetidas a cromatografia
em CCDP eluida em DCM:AcOEt (8:2), sendo retirada a mancha maijoritaria que cristalizou-

se como agulhas incolores, correspondente a substancia IX (32,6 mg).

As fragbes 39/45 (B5) (447,0 mg) foram re-cromatografadas em Sephadex LH-20
eluida com MeOH 100% em modo isocratico. O fracionamento gerou 59 fragcdes de 4 mL
cada, nas fragdes 30/38 (82,5 mg) houve precipitacdo de um material impuro, este grupo

foi submetido a purificagdo com CHCI3 para eliminar as impurezas e restou um precipitado
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amarelo que coincidiu com a substancia lll (61,1 mg). Um resumo dos processos de

isolamento da fragdo TACCMC é mostrado no Esquema 8.

‘Residuo cloroférmico
‘TACCMC (13.8g) |
i 13 8g ;

- Col. 5160 (70-230 mesh):
He:x; DCM; ACOET; MeOH (gradients)
- 301 fragdes —15mL = 12 grupos

B4 (32-38) BES (39-45)
(254,9mg) (447.0mg)

- Sephadex LH-20: - Sephadex LH-20:
MeOHCHCIS (8:2) MeOH 100%
isocratico isocratico

- 16 fracoes - 59 fracdes
-10mL = 4 grupos —4mL =4 grupos

Fragdes 2-8 Fragdes 30-38
(193,6mg) (B2 5mg)

- Sephadex LH-20: . -

MeOH 100% 'E”Hrgﬁagan com

- 37 fracoes =

—7mL =4 grupos

i III (residua)
Frﬂ;};gsml'lg Sol. DMSO
(78.0mg) (61,1mg)

- CCDF: DCMIACOET
(8:2) 3X
- 3 manchas

IX (majoritario)

Sol. MeQH
(32.6mg)

Esquema 8 - Processamento da fragdo TACCMC.

O residuo TACCMA (45,0 g) foi cromatografado em CC com gel de silica 60 (70-
230, mesh) eluida com Hex, DCM, AcOEt e MeOH em polaridade crescente em modo
gradiente. Obteve-se 297 fracdes de aproximadamente 75 mL que foram submetidas a

analise em CCDA e reunidas conforme similaridade das mesmas (C1 a C11).

O grupo C5 (39/76) (156,5 mg) foi submetido a cromatografia em CCDP eluida em
DCM/MeOH (9:1), obteve-se uma mancha majoritaria que apds extragdo com MeOH e

secagem forneceu uma mistura dos compostos Il e X (13,8 mg).

As fracOes 144/165 (C8) (1,0 g) foram submetidas ao fracionamento em CC
utilizando-se como fase estacionaria uma mistura de silica gel (70-230, mesh) e celulose
microcristalina (8:2), eluida em modo gradiente de solvente até MeOH 100%. Coletou-se

108 fracbes de 4 mL, das quais as fragbes 40/54 (370,0 mg) apresentaram um precipitado
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marrom que foi filtrado em uma CC com silica gel 230-400, eluida em modo isocratico de
DCM:MeOH (8:2), obtendo se assim um material branco amorfo identificado como a mistura
de Ill e X. (20,0 mg).

Nas fracdes 166/197 (C9) ocorreu a formagéo de precipitado ao fundo do frasco,
este foi separado do sobrenadante fornecendo-se um material branco amorfo solavel em
MeOH. Os precipitados reunidos como C9pp (813,6 mg), foram cromatografado em
Sephadex LH-20 eluida com MeOH 100% obtendo-se 62 fracbes de 4 mL. Houve
precipitacdo nas fragdes 21/30 (59,3 mg), entretanto a analise em CCDA identificou a
presenca de impurezas, esta foi retirada mediante purificagdo com CHCls, restando um

precipitado branco amorfo (XI; 25,5 mg).

O pendltimo grupo (C10) composto pelas fracbes 198/224 (6,0 g) foi submetido a
CC, empacotada com silica gel (70-230), eluida em modo gradiente com Hex, DCM, AcOEt
e MeOH em ordem crescente de polaridade. Retirou-se 113 fracdes de 5 mL, apos
analisadas em CCDA, submeteu-se as fracbes 21/40 (370,0 mg) a CCDP eluida em
DCM:MEOH (8:2). Extraiu-se a mancha majoritaria com MeOH, obtendo-se um precipitado
(231,2 mg) que foi filtrado em coluna com silica gel (230-400) eluida em MeOH, resultando
em um material esbranquicado amorfo que apos identificacdo foi caracterizado com a
substancia X1 (112,7 mg). Um resumo das substancias retiradas do fracionamento da fracao

TACCMA é mostrado no Esquema 9.
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. Residuo acetato !
i TACCMA(97.0g)

- Col. Si-60 (70-230 mesh):
Hex DCM; AcOEL; MeOH (gradiente)
- 297 fragbes ~7bmL = 11 grupos

| | | |
C5 (39-76) C8 (144-165) C9 (166-197) C10 (193-224)
(330.0mg) (1,0q) (20.4g) (6.0g)
i 60/ .
156,5mg %%ﬂ%h%%cemmge - Separacdo ) E%LESHEED N
- LCDP: (70-230 mesh)/ F're::||:!|.tau:||:| ;‘—{E_s;-_-Dch-EEL
%(_le“ﬁigﬁeDH Cel. micro-cristalina do solvente ACOEL MeOH
-3 manchas Hex; CHCly; AcOEL; - 113 fraghes
- Concentragdo em IMeOH [gradiente) ~5mL =7 grupos
rota evaporador - 106 fragdes
~dmlL = 7 grupos
II + X (majoritaria 5 X
5,:,|_I:|'-.,.'|EJQH ) Fragoes 40-54 e Fragdes 21-40
(370.0mg) (precipsiaca) (370.0mg)
(13.8mg) Omg (313.6 mg) Mg
- CCDP:DCWY
- Col. Si-60 (230-400 |- Sephadex LH-20 MeOH (8:2)
Mesh): DCM/MeOH MeOH 100 % lsocratico (3K
(8:2) isocratico -62 fragdes - 3manchas
o ~dmL =9 grupos -
- Concenfragao
em rota evaporador

III + X (Residuo)

ol MeOH Fragdes 21-30 Residuo (majoritario)
(20,0mg) (59.3mg) (231.2mg)
- Purificacdo com - Filtragao Col.
CHCIz Si-60
(230-400 Mesh):
MeQH 100%

XI (Residua) XI (Precipitado)
Sol. DMSO Sol. DMSO
(25 5mg) (112,7mg)

Esquema 9 - Processamento da fragdo TACCMA.

O residuo TACCMR (270,0 g) foi fracionado em XAD-16 fase reversa eluida com
H20 100%, H20: MeOH (1:1), MeOH 100%, MeOH:AcOEt (8:2, 6:4 e 2:8), até AcOEt 100%.
Recolheu-se 63 fragbes de aproximadamente 125 mL. A analise em CCDA permitiu agrupa-
las de acordo com similaridade observada em 7 grupos (D1 a D7). O grupo D4 (20/22) (4,3
g) foi submetido a Sephadex, eluidas em modo isocratico com MeOH:H20 (1:1), obtendo-
se 121 fragbes de 24 mL, estas foram analisadas em CCDA e agrupadas (D4-1 a D4-10) .
As fragdes 68/74 (D4-7) apresentaram um precipitado branco cristalino que foi separado do
sobrenadante e apés elucidagao comprovado ser a estrutura Xl (72,9 mg). O sobrenadante
(729,5 mg), apds secagem do solvente, foi fracionado em Sephadex LH-20 com sistema de
eluente em modo isocratico MeOH: H20 (9:1), recolhendo-se 44 fragoes de 15 mL. Essas

fracbes foram analisadas em CCDA, sendo que as fragbes 21/30 (263,4 mg) foram
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novamente submetidas em Sephadex aplicando-se 0 mesmo sistema de eluente citado
anteriormente, e coletou-se 28 fragcdes de 10 mL das fragdes 15/17 apds analise em CCDA

foram reunidas e elucidadas como uma repeticao de Xl (92,5 mg).

Cromatografou-se as fragcdes 79/121 (D4-10) (275,4 mg) em Sephadex LH-20,
eluida com MeOH: H20 (9:1) em sistema isocratico e obteve-se 38 fragbes de 15 mL. Estas
fragdes quando analisadas em CCDA possibilitaram a reunido das fragbes 28/31, que se
caracterizou como uma repeticdo de Xl (102,9 mg). O processo de isolamento das

substéancias da fragdo TACCMR é mostrado no Esquema 10.

. Residuo hidrometangélico |
D | | TACCMR (350,4g) i

- Col. Fase-Reversa (XAD-16):
H50 100%; H,0: MeOH (1:1);
MeOH 100%; MeOH/ACOEtL (8:2; 6:4; 2:8);
AcOEt 100%

- 63 fragbes ~125mL = 7 grupos

D4 (20-22)
(4,39)

- Sephadex LH-20: MeOH/H,0 (1:1)

- 121 fragbes ~24mL = 10 grupos

D4-7 (68-74) i i
(sobrenadante) D4( 2135( Z,?n 1)21)
(729,5mg) 4Mg
x - Sephadex LH-20: - Sephadex LH-20:
- Separagdo v : MeOH/H,0 (9:1)
sobrenadante MeOH/H,0 (9:1) ~
- 44 fragbes - 38 fracoes
~15mL = 4 grupos ~15mL = 7 grupos
XI (precipitado) Fracs XI (fragdes 28-31)
coes 21-30
Sol. MeOH (263,4mg) Sol. MeOH
(72,9mg) (102,9mg)
- Sephadex LH-20:
MeOH/H,0 (9:1)
- 28 fracbes
~10mL = 5 grupos

Sol. DMSO

‘ XI (fragbes 15-17) ‘
(92,5mg)

Esquema 10 - Processamento da fragdo TACCM.
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4.3. Ensaios Bioldgicos

4.3.1. Cultura de parasitas

Para avaliar a atividade do composto foram utilizados o0s protozoarios
tripanossomatideos do género Trypanosoma e Leishmania amazonensis (cepa
IFLA/BR/67/PH8). L. amazonensis foi cultivada sob a forma promastigota em meio Grace
(Vitrocell), pH 6,80, suplementado com 50,0 mg/L glutamina, antibiéticos, 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Vitrocell). Trypanosoma cruzi (cepa CL, grupo T. cruzi VI) foi cultivado na
forma epimastigota, sendo mantido em meio LIT (Liver infusion tryptose), pH 7,2, contendo
5,0 g/L de infusédo figado, 5,0 g/L triptose, 4,0 g/L de NaCl, 8,0 g/L de Na2HPO4, 10,0 mg/L
de hemina e 10% de SFB (CAMARGO, 1966). As culturas foram mantidas em estufa a 25
e 28°C, respectivamente, com repigues a cada sete dias para manutencao dos parasitas.

4.3.2. Tratamento dos parasitas com o especiosideo

Para a realizacdo dos ensaios, parasitas de quinto dia de cultura foram lavados
com tampéao fosfato-salino (PBS), centrifugados a 1540 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente e ressuspendidos em 1 mL de meio (Grace ou LIT). Uma aliquota foi retirada
desta suspenséo e diluida em Formalina 4% (diluicdo 1:50) para contagem em camara de
Neubauer. Ao final, 1 x 107 parasitas/mL em meio de cultura, foram incubados com os
diferentes compostos nas concentracdes de 49,2; 78,7; 98,4; 157,4 e 190,0 yM. Os
parasitas tratados foram entdo mantidos em placas de 96 pogos (1 x 10°
parasitas/100uL/poco), em suas devidas temperaturas. Como controles, foram utilizados
parasitas na presenca do solvente dos compostos [Dimetilsulfoxido (DMSQO)]. Apéds 24
horas de incubacdo, a viabilidade celular foi verificada utilizando o ensaio de MTT
(MOSMANN, 1983). Anfotericina B (21,0 yuM) e violeta genciana (612,8 uM) foram utilizadas
como controle positivo para os ensaios contra formas promastigotas de L. amazonensis e

epimastigota de T. cruzi de acordo com Mafezoli et al., 2000; Bastos et al., 1999.

4.3.3. Anélise estatistica

Para avaliar a significancia dos resultados, foi realizada a analise estatistica de
todos os experimentos pelo teste “t student” disponiveis no programa GraphPad Prism

versao 5.01.

Estes ensaios foram realizados no Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo, em colaboracdo com o Prof. Dr. Mauro Javier Cortez Véliz.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Substancias isoladas

O fracionamento das raizes e cascas do caule de T. aurea levou ao isolamento de 11
substancias:1 iridoide glicosilado, 1 benzaldeido, 4 esterbides, 5 acidos benzdicos

(Figura 8).
o) OH o] o
/©)k0H /O/\)‘\OH
HO HO
OCHjs
OCH acido p-cumarico (ll1)
3

4cido veratrico (I acido p-hidroxibenzéico (II)

/7, 0

OH

HO
OH

2,3-dihidroxi-5-(hidroximetil) ©
benzaldeido (VI) colestanona (V)

/ »

HO

estigmasterol (VII)

B-sitosterol (VI)
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acido cis-4-metoxicinamico (X) O o
o OH

HO OH

OH
especiosideo (XI)

Figura 8 - Substancias isoladas das raizes e cascas do caule de T. aurea.

5.2. Elucidacéo estrutural

5.2.1. Identificacdo da substéncial

Para elucidacdo da substancia | foram realizadas analises de RMN de 'H e EM,
sendo que em ambas as técnicas confirmou-se que | corresponde ao composto minoritario
presente em uma mistura. Na expanséo do espectro de 'H RMN (Figura 10 e 11, p. 76) os
trés sinais observados na regido de hidrogénios aroméaticos foram atribuidos a substancia
I, bem como os outros sinais referente aos hidrogénios das metoxilas. O dupleto observado
no espectro de *H RMN (Figura 10, p. 76), com dx em 7,64 ppm (1H, d, J= 1,35) com
multiplicidade igual a 1,35 coerente a correlagdo meta foi atribuido a H-2 e o multipleto com
on em 7,61-7,62 ppm (1H, m) foi atribuido ao hidrogénio H-6. O dupleto com du em 6,97
ppm (1H, d, J= 8,30 Hz) indicou a presenga do H-5 com multiplicidade coerente com um
hidrogénio aromatico acoplando-se em orto. Outros dois simpletos observados no espectro
de *H RMN (Figura 11, p. 76) em o+ 3,88 (3H, s) e 3,89 (3H, s) ppm com integracdo para
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trés hidrogénios cada, foi atribuido aos hidrogénios dos dois grupos metoxi do anel

aromatico.

O espectro de massas (Figura 12, p. 77) foi indispensavel para a confirmacéo da
substancia I. No espectro observou-se o0 ion-molecular em m/z 182 e outros picos
detectados que podem ser justificados pela eliminagéo de unidade estrutural com perda de
15 (CHs) [m/z 167], seguida da eliminacao de m/z 28 (CO) [m/z 139] e de m/z 44 (COz2)[m/z
95]. Estas propostas, assim como outras fragmentagdes sugeridas (Figura 13, p. 77)
reforcam a proposta estrutural de I.

O conjunto dessas informac6es em comparacéo aos dados da literatura (SOUZA
FILHO et al, 2005) possibilitou concluir que | trata-se de uma substancia com massa

molecular CoH1004 coerente com o &cido 3,4-dimetoxibenzdico (&cido veratrico).

acido verétrico (1)

Tabela 4. Dados de RMN de 'H (500 MHz, CD30OD) da substancia | em comparagéo com
dados da literatura (SOUZA FILHO et al, 2005)

Substéncia | Literatura (CDsOD, 300 MHz)

Posicao OH OH

1 - -

2 7,64 (1H, d, J= 1,35 Hz) 7,58 (d, J=1,8 Hz)

3 - -

4 - _

5 6,97 (1H, d, J= 8,30 Hz) 6,91 (d, J= 8,7 Hz)

6 7,61-7,62 (1H, m) 7,75 (dd, J=8,7 € 1,8 Hz)
7 (COOH) - -
8 (OCHsa) 3,88 (3H, s) 3,93 (s)
9 (OCHs3) 3,89 (3H, s) 3,94 (s)
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5.2.2. Identificacdo das substancias Il e lll

As substéancias Il e Il foram identificadas como uma mistura de &cidos fendlicos.
No espectro de RMN de 'H (Figura 15, p. 800) observou-se um sinal de dupleto com &1 em
7,89 (2H, d, J= 8,7 Hz, H-2 e H-6) que pela andlise do espectro de COSY (Figura 19, p. 82),
acopla-se em orto com um outro sinal sobreposto em 6,82 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-3 e H-5).
Esses sinais evidenciam a presenca de um anel aromatico 1,4 dissubstituido que foi
atribuido a substéancia Il.

Para a substancia Ill o espectro de *H RMN (Figura 15, p. 800) mostrou dois sinais
dupletos com éwem 7,46 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-2 e H-6) € 6,82 (2H, d, J= 8,6 Hz, H-3 e H-5)
acoplando entre si. Esses sinais correspondem aos hidrogénios equivalentes H-2/6 e H-
3/5, presente em substancias com sistema aromatico AA’'BB’. Outros dois dupletos com &H
em 7,58 (1H, d, J= 15,9 Hz, H-7) e 6,31 (1H, d, J= 15,9 Hz, H-8) sdo atribuidos a dois
hidrogénios olefinicos que mantém configuracao trans entre si.
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No espectro DEPTQ (Figura 17, p. 81) o sistema AA'BB’ da substancia Il pode ser
confirmada pelos sinais em 6c 131,5 (C-2/6) e 114,5 (C-3/5). Os valores de deslocamentos
quimicos em 6c 161,7 € compativel com o carbono fendlico em C-4, e 0 6¢c em 121,9 é
coerente com o carbono quaternario C-1 que esta ligado a um grupo com capacidade de
desblinda-lo, a presenca de um sinal em &c 170,3 do espectro confirma a existéncia do
grupo carboxilico (C-7, COOH) desprotegendo C-1.

Analisando os sinais de DEPTQ (Figura 17, p. 81) para a substancia lll, observa-
se dois sinais intensos (C-H) em &c 129,5 (C-2/6) e 115,3 (C-3/5) que condizem com 0s
dados obtidos no RMN de 'H para o sistema AA’ BB'. Esta informacéo junto a auséncia de
sinais de metoxilas permitiu a atibuir o grupo hidroxila ligado na posicao para desse sistema
em &c 159,5 (C-4). Os deslocamentos quimicos de carbono em &c 144,4(C-7), 115,2 (C-8)
e 170,3 (C-9, COOH) séao caracteristicos do grupo carbonila trans a,B-insaturado referentes
ao composto Ill.

As correlagfes previstas na analise dos espectros bidimensionais de RMN HSQC
(Figura 21, p. 83) e HMBC (Figura 23, p. 85) foram importantes para a atribuigéo inequivoca
de hidrogénios e carbonos pertencentes a estas estruturas que foram identificados como
sendo os &cidos p-hidroxibenzoico (1) e p-cumarico ().

O cromatograma obtido em CG-MS (Figura 24, p. 85) da fracdo contendo Il e I
forneceu dois picos com diferentes tempos de reten¢des, comprovando tratar-se de uma
mistura. O composto majoritario apresentou pico em tr 8,76 minutos equivalente ao ion
molecular m/z 120, j& o minoritario em tr 5,47 minutos foi compativel com m/z 94. Os ions
moleculares nao correspondem as respectivas formulas moleculares dos compostos
propostos, entretanto podem ser justificados pela perda imediata de CO2 ocorrida na
camara de injecao durante o processo de volatilizacao (Figura 26 e 28, p. 86).

O espectro de massas (Figura 25, p. 86) do composto minoritario mostrou pico ion
molecular m/z 94 que apOs rearranjos de hidrogénios sofre eliminacdo de CO para
formacéo do pico base em m/z 66 compativel com acido p-hidroxibenzéico (II) de férmula
molecular C7HsOs3. Estas e outras fragmentacdes representadas na Figura 26 (p. 86)
confirmam a proposta estrutural proposta para Il. No espectro de massas (Figura 27, p. 86)
do composto majoritario (m/z 120) observa-se um pico m/z em 91 que € coerente com um
rearranjo de hidrogénio que facilita a eliminacdo de uma molécula de CsH4O2 [m/z 72]
seguida da perda de um atomo de hidrogénio. Outros fragmentos propostos na Figura 28

(p. 86) sdo compativeis com o acido p-cumarico (I11).
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5 7 7 "OH
4 2
HO 5
acido p-hidroxibenzéico (II) acido p-cumarico (l11)

Tabela 5. Dados de RMN de *3C (100 MHz, DEPTQ, CD30D) e *H (400 MHz, CD30D) da
substéancia Il em comparacdo com dados da literatura (MAIA, 2011)

Substancia Literatura (CD3OD, 125 e 500 e MHz)
C oc OH Oc OH
1 121,9 - 122,9 -
21/6 131,5 | 7,89 (2H, d, J=8,7 133,0 7,86 (d, J= 8,5 Hz)
Hz)
3/5 114,5 | 6,82 (2H, d, J= 8,6 116,0 6,80 (d, J= 8,5 Hz)
Hz)
4 161,7 - 163,3 -
7 (COOH) | 170,3 - 170,1

Tabela 6. Dados de RMN de *3C (100 MHz, DEPTQ, CD30D) e *H (400 MHz, CD30D) da

substancia lll em comearagéo com dados da literatura SMAIA, 20112

Substancia lll Literatura (CD30D,125 e 500 MHz)
C Oc OH Oc OH
1 126,0 127,3

2/6 1295 | 7,46 (2H, d, J=8,6 Hz) | 131,0 | 7,44 (2H, d, J= 8,5 Hz)
3/5 115,3 | 6,82 (2H, d, J=8,6 Hz) | 116,8 | 6,80 (2H, d, J= 8,5 Hz)

4 159,5 - 161,0 -
7 1444 | 758 (1H, d, J= 159 Hz) | 146,6 | 7,59 (1H, d, J= 16 Hz)
8 115,2 | 6,31 (1H, d, J= 15,9 Hz) | 115,7 | 6,27 (1H, d, J= 16 Hz)
9 (COOH) | 170,3 - 171,2 -
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5.2.3. Identificacédo da substéancia IV

A elucidacao estrutural de 1V foi realizada através de analises espectroscopicas de
RMN 1D e 2 D, EM de baixa resolucdo em comparacdo com os dados da literatura
(KAVITHA et al., 2010). A andlise de espectro de RMN de 'H (Figura 30, p. 89) forneceu
dois dupletos caracteristicos de anel aromatico em &+ 6,58 (1H, d, J= 3,5 Hz) e 61 7,23 (1H,
d, J= 3,5 Hz) com acoplamento em meta que foi atribuido aos hidrogénios H-4 e H-6.
Verificou-se ainda dois simpletos com &1 em 9,64 (1H, s) coerente com o hidrogénio ligado
ao grupamento carboxilico e em 4,65 (2H, s) referente aos dois hidrogénios metilénico (H-
7). O espectro de DEPTQ (Figura 32, p. 90) mostrou sinais em dc 157,2 (C-2) e 152,7 (C-
3) equivalentes aos carbonos oxigenados do anel aromatico, outros dois sinais observados
em O0c 111,9 e 122,01 sdo compativeis com carbonos aromaticos hidrogenados em C-4 e
C-6. A unidade do aldeido pode ser confirmada pela presenca do sinal com &¢c em 177,7
atribuido ao C-8, enquanto que o sinal em dc em 64,61 apontam a presenga de um carbono

oximetilénico na posi¢ao 7 do anel aromatico.

O espectro de COSY (Figura 34, p. 91) confirmou o acoplamento entre os
hidrogénios H-6 e H-4, além de H-4 e H-7. Os experimentos de HSQC (Figura 36, p. 92) e
HMBC (Figura 38, p. 93) permitiram atribuir inequivocadamente os carbonos e hidrogénios
pertencente ao anel aromatico, e aos demais grupos ligados ao mesmo. Sendo que tais
técnicas em comparacdo com a literatura (KAVITHA et al., 2010) possibilitaram uma

proposta estrutural para IV coerente com a férmula molecular CsHgOa.

A analise de CG-EM forneceu cromatograma (Figura 39, p. 94) com um pico em tr
14,0 minutos, bem como outros menos relevantes. No espectro de massas do composto IV
(Figura 40, p. 94) com tr 14,0 minutos, ndo foi possivel identificar o pico do ion molecular
em m/z 168 (M*), entretanto apresentou padréo de fragmentacéo significativos (Figura 41,
p. 94) em m/z 138 justificado pela perda de uma molécula de formaldeido (CH20) [m/z 30]
e ainda o pico base em m/z 109 formado pela eliminacdo de CO [m/z 28] partindo do pico
em m/z 138, seguida da saida um atomo de hidrogénio. O pico base perde uma molécula
de CO possibilitando a formacdo do pico com m/z 81 e a perda de uma molécula de
etilenodiona (C202) [m/z 56] resulta na obtencdo do pico em m/z 53. Essas propostas de
fragmentacdes bem como os dados discutidos acima atestam que o composto CsHsOatrata-

se do 2,3-dihidroxi-5-(hidroximetil) benzaldeido (V).
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2,3-dihidroxi-5-(hidroximetil) benzaldeido (1V)

Tabela 7. Dados de RMN de 3C (125 MHz, DEPTQ, CDCI3) e 'H (500 MHz, CDCl3) da
mistura de IV em comparac¢do com dados da literatura (KAVITHA et al., 2010)

Substancia IV Literatura
(CDCIs + DMSO, 50 e 200 MHz)
C Oc OH oc OH
1 n.d - - -
2 157,21 - 155,96 -
3 152,76 - 148,41 -
4 111,90 | 6,58 (1H, d, J= 3,5 Hz) 132,47 7,61 (1H, d, J= 3,3 Hz)
5 n.d - 146,63 -
6 122,01 7,23 (1H, d, J= 3,5 Hz) 139,90 6,48 (1H, d, J= 3,5 Hz)
7 64,61 4,65 (2H, s) 57,73 4,69 (2H, s)
8 (CHO) | 177,78 9,64 (1H, s) 200,48 9,61 (1H, s)
n.d: ndo detectado
n RSMm&o & NN
= NeRee o« R
! ! b

2.51- —

T

. . . . . . . . — 17—
16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4
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Figura 29 - Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de IV.
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5.2.4. Identificacdo da substéanciaV

Para a elucidacao da substancia V utilizou-se as técnicas de RMN unidimensional
e bidimensional e EM de baixa resolugdo, nas quais foi possivel identifica-la em mistura
com outros fitoesteroides discutidos posteriormente. As estruturas de tais esteroides por
serem muito similares impossibilitam a separacéo e dificultam a elucidacéo. A analise dos
espectros de RMN de 'H (Figura 42 e 43, p. 97) de V ndo apresentou nenhum sinal na
regido de aromatico, e se caracterizou pelo acumulo de sinais intensos na regido mais
protegida do espectro entre 6+ 0,69 a 2,33 ppm compativeis com os grupos de atomos de
hidrogénios metinicos, metilicos e metilénicos peculiar ao esqueleto esteroidal. Na regido
entre dn 3,50 a on1 5,40 ppm observa-se sinais que ndo foram atribuidos ao composto de
interesse, mas sim aos demais esteroides presentes na mistura (VI, VII e VIII). A auséncia
de sinal de hidrogénio desprotegido por uma hidroxila, nesta regido possibilitou atribuir a
presenca de uma carbonila na posicdo 3 da substancia V. Outros trés sinais detectados
entre 614,98 & 5,00 ppm foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos presentes nos demais
esteroides, entdo para V supde-se a auséncia destes hidrogénios no esqueleto esteroidal
de V. Esses dados foram confirmados através da analise do espectro de DEPTQ (Figura
45 e 46, p. 98 e 99), que mostrou sinais em &c 11.86 a dc 207.14 ppm caracteristicos do
nacleo esteroidal. O sinal em &¢c 207,14 confirma a existéncia do carbono carbonilico na
posicdo C-3, em conformidade com o espectro de RMN de H.

Os mapas de contornos HSQC (Figura 47, p. 99) e HMBC (Figura 48, p. 100)
comprovam o acumulo de correlagdes existentes entre carbonos e hidrogénios metinicos,

metilicos e metilénicos coerente com a mistura de esteroides.

Baseado nas andlises de RMN de 'H e RMN de **C comparados com dados da
literatura (SOUZA et al, 2001) a substancia foi identificada com o esteroide de massa
molecular C27H460, colestanona (V). A presenca da colestanona foi anteriormente descrita
nos frutus de Arbutus unedo (NORONHA, 2001).

21
///// 25
18

colestanona (V)
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Tabela 8. Dados de RMN de 3C (125 MHz, DEPTQ, CDCIs) da substancia V em
comparacao com dados da literatura (SOUZA et al, 2001)

Substancia V Literatura (50 MHz, CDCl3)

C oc OH Oc

1 37,2 2,06 -1,81 (m) 38,6
2 31,6 2,33-2,13 (m) 37,9
3 207,1 - 209,1
4 n.d - 445
5 45,8 - 46,7
6 29,7 2,33-2,13 (m) 29,1
7 31,9 1,89 -1,81 (m) 31,9
8 31,88 - 35,7
9 50,1 - 54,1
10 36,5 - 35,6
11 21,0 - 21,6
12 28,2 2,06 -1,81 (m) 28,3
13 42,2 - 42,7
14 56,7 - 56,5
15 24,3 1,62 -1,45 (m) 24,3
16 42,3 - 40,2
17 56,0 - 56,6
18 11,9 0,69 (s) 12,0
19 11,8 1,02 (s) 11,2
20 36,1 - 35,9
21 18,7 0,93 (d, J=6,5 Hz) 18,7
22 33,9 - 36,4
23 26,0 - 24,0
24 39,7 - 39,6
25 29,1 - 28,0
26 19,0 - 22,5
27 19,8 - 22,7

n.d: ndo detectado

96



9269°0
60701
581801
22€8°0
PTH8°0 1
15580 1
££58°0
SL26°0 1
S0b6°0 1
0220°T §
0THO'T
ZSh0'T A
929€'T
L1SY'T

/AQLT

I

T

95/b'T4
978%'T |
12051 4
€0TS'T 1
6T¢S T
9625'T -
505514
ST/S'TH
22457 |
0T09'T -
€EEL'T
80€8°T
/SE8'T
9Zb8'T
88b8'T |
T198'T1
7698°T
19/8°T |
8900°C |
bT10°C
9/10°C
0££0°C
£190°C ]
S06T°C
v162°C
6v62°C |
210
LYOE"T ]
65TET
90bS'€ |
809€°G |
112G !

-3

6
f1 (ppm)

7

15 14 13 12 11 10

16

Figura 42 - Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de V.

oNS.o
moﬁ.o/
58180t
r€43:40
bIb8°0
1558°0
£158°0
SL26°0
50660
0220’
0T$0'T
ZSHOT
929€°T
LTSh'T
L09b'T
9SLb'T
9Z8t'T
120S°T
€0TS'T
61257
9625°T 1
S0SS°T 4
STLS'T
TLLSTA
0709'T
€EEL'T ,/
80€8'T
L5€8'T g/
9Zb8'T
88Y8'T
11987+
2698'T ¢
19/8°T
€£96'T
ceL6T
8900 ¢
v110°C
9L10°C
20€0'T
0££0°T

—

T

T

&CH3

SCH e §CH2

[T907CH
S061°¢C
P16CC~
6v6C°C
croe’e
LPOE"C
6STE"C

0.6

0.7

1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.8

15

f1 (ppm)

Figura 43 - Expanséo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) de V na regiéo entre 3 0,6-

2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6

23

2.4

2,4 ppm.

97



c298'TT
b286°T1 |
eLLL8T
b810°61 1
960b°67 1
8S€8'67 1

Te8L 1L \
£96/°9L
ono.mmW
Nmom.mm

6TTLTCT—

TE8L0VT —

Tey1'L0C—

CHz, C

[T

1

Figura 44 - Espectro de RMN de *3C (125 MHz, DEPTQ, CDCl;) de V.

200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30
f1 (ppm)

210

CC98'TT
vC86' 11

CLLLBT~
¥810°6T —
960¥°'6T
8G€8°6T

1940°TC—

60v0°€C —

0£0€vC—

5500°9¢—

965787/
850T°67 ~.
6T0L 6T~

$996°0€~
8/€£9°T€ \
0688°T¢ >
omﬁm.ﬂm

120
~

(2D

— C-11

— C-15

— C-23

LY’ C-12
S¢-D -

1> C6

C-2

C-7

21

22
f1 (ppm)

Figura 45 - Expanséo do espectro de RMN de *3C (125 MHz, DEPTQ, CDCIls) de V na regido

entre ¢ 11,00-33,00 ppm.

98



—56.7537
—56.0238

C-14
- C-17

@ © N o ~ N — <
© < - o 0 © ™M ©
o 1=} ~ & el ¥ o<
— @ M N N
o Lo a oy N O O
n < <+ < I} Mmoo
\ \ N \ N
N o
- o
— &
M N
a A
< <
N/
T T T T T T T
42.8 42.6 42.4 42.2 42.0 41.8 41.6
f1 (ppm)
@ 0o
b O

—33.9201

C

haS
x
vz —
1
- 20

7 46 45
f1 (ppm)

Figura 46 - Expanséo do espectro de RMN de *3C (125 MHz, DEPTQ, CDCl;) de V na

regido entre &¢c 34,50-58,50 ppm.

A A

[T

|

[

80 75 70 65 60 55 50 40 3. 30 25 20 15 1.0 05 00
f2 (ppm)

Figura 47 - Espectro de HSQC (500/125 MHz, CDCIs) de V.

99

20

r30

40

50

60

r70

80

r90

100

r110

r120

r130

140

150

f1 (ppm)



: 1‘8 | F40
‘ !n!

60

UL
T

80

100

f1 (ppm)

r120

L

160

180

200

T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
f2 (ppm)

Figura 48 - Espectro de HMBC (500/125 MHz, CDCls) de V.

5.2.5. Identificacédo da substancia VI, Vil e VI

As substéancias VI, VIl e VIII foram identificadas como uma mistura de esteroides
com propriedades fisico-quimicas muito semelhantes que dificilmente podem ser
separadas. As propostas estruturais para os esteroides foram baseadas em técnicas de
CG/EM e experimento de RMN unidimensional (*3C e 'H), comparando-as com dados
descritos na literatura (RAGASA et al., 2014; NOOR et al., 2014).

No espectro de RMN de 'H (Figura 50 e 51, p. 104 e 105) observou-se um duplo
dupleto em 6+ 5,37 (dd, H-6), o qual corresponde ao sinal de hidrogénio olefinico ligado ao
carbono da posicdo 6, com uma constante de acoplamento J= 2,7 Hz comum aos trés
compostos. O multipleto em 61 3,54 (m, H-3) é outro sinal que sugere a presenga do
hidrogénio oximetinico de sistema ciclico H-3, comum em ambas as estruturas. O acumulo
de sinais na regiao entre 61 em 0,70 e 2,33 ppm evidenciam a presenca de hidrogénios dos
grupos metilicos, metilénicos e metinicos caracteristicos de um esqueleto esteroidal. Tais

sinais foram compativeis com VI e com as demais substancias.

A presenca do composto VI foi evidenciada pelos sinais de dois duplos dupletos
em ou 5,17 (dd,15,0 e 8,8, H-23) e 5,03 (dd, J= 14,8 e 9,3, H-22) referente aos hidrogénios
olefinicos H-22 e H-23 (Figura 51, p. 105).
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Pela analise do espectro de DEPTQ (Figura 52,53 e 54, p. 105 e 106), observou-
se 30 sinais de carbonos referentes a mistura de esteroides. Os dois sinais em dc 140,77
(C-5) e 121,73 (C-6) correspondentes aos carbonos olefinicos 5 e 6, bem como o sinal de
carbono carbindlico em &¢ 71,80 (C-3) sdo compativeis com o0 esqueleto esteroidal dos
compostos. Os sinais entre &c 11,86 e 19,84 sdo coerentes com os carbonos metilicos das
estruturas e os demais valores de deslocamentos quimicos foram atribuidos aos carbonos
metilénicos e metinicos. Tais sinais sdo coerentes com a substancia IV que se distingue de
VIl apenas, pela auséncia dos atomos de carbonos sp? em aproximadamente &¢ 138,31 (C-
22) e 129,26 (C-23) que nao foram observados no espectro de DEPT-Q (RAGASA et al.,
2014). Entretanto a ocorréncia desses carbonos nas estruturas pode ser comprovada pela
analise de RMN H que evidencia os dois hidrogénios olefinicos H-22 e H-23 que se ligam

a esses atomos de carbono coerentes com VII.

O cromatograma a gas da mistura revelou a presenca de dois picos majoritarios
(Figura 55, p. 107) com tempos de retencdes em 26,06 e 27,53 minutos correspondentes a
VIl e VI, respectivamente, além de um terceiro pico significativos em tr 25,63 ao qual foi

atribuido ao esteroide VIII.

O espectro de massas de VI revelou um ion molecular de m/z 414, compativel com
a formula molecular C29Hs00 que em comparacao as analises unidimensionais de RMN de
H e 13C sao coerentes com o B-sitosterol (VI). As fragmentagdes propostas do B-sitosterol
(VI) consistem basicamente na perda de uma molécula de H20 a partir do ion molecular
m/z 414 com a formagéo de em m/z 396, seguida da perda de CHs e CioH21 com a formacao
dos picos com m/z 381 e 255. A perda de toda a cadeia lateral partindo do ion molecular
corresponde ao pico em m/z 273, comum ao [-sitosterol, bem como as demais

fragmentacdes observadas na Figura 57, p. 107.

No espectro de massas de VII (Figura 58, p. 108), observa-se um pico em m/z 412
que foi atribuido ao ion molecular e coincide com a férmula molecular C29H4sO do composto
estigmasterol (VII). A proposta de fragmentacdo do estigmasterol (VIl) baseia-se na
eliminacao de 18 unidades de massas com formacg&o do pico em m/z 394, seguida pela
perda da cadeia lateral referente ao pico em m/z 255. Através de reacédo de Retro Diels-
Alder que ocorre a partir do pico em m/z 255 é possivel obter o pico em m/z 135, que
posteriormente sofre uma ruptura do seu anel insaturado em decorréncia de uma nova
Retro Diels-Alder, seguida da migracdo de hidrogénio e a eliminacdo do fragmento
CH2=CHz2 originando o pico em m/z 107. Outras fragmentacdes comuns de ocorrerem para

esse esteroide puderam ser observadas abaixo (Figura 59, p. 108).
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O espectro de massas de VIl (Figura 60, p. 109), revelou um sinal correspondente
ao ion molecular em m/z 400 compativel com a férmula molecular C2sH4s0 atribuido ao
campesterol (VIII). As propostas de fragmentagao de VIII é similar a fragmentagdo do [3-
sitosterol e do estigmasterol, onde o ion molecular m/z 400 ao perder a cadeia lateral forma
o ion em m/z 273. O ion molecular ainda pode sofrer eliminacdo de uma molécula de H20
seguida da perda da cadeia lateral com formagédo do pico em m/z 255. Outras perdas,
coerentes com o campesterol (VIII), puderam ser observadas, tais como o0 pico em m/z 367

e o ion m/z 135, além de outras propostas apresentadas na Figura 61, p 109 e 110.

B-sitosterol (VI) estigmasterol (VII)

28

campesterol (VIII)
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Tabela 9. Dados de RMN de 3C (125 MHz, DEPTQ, CDCIs) e 'H (500 MHz, CDCls) da
mistura de VI, VII e VIl em comparacdo com dados da literatura (RAGASA et al., 2014;
NOOR et al, 2014)

Substancia VI, VIl e VIII Literatura (CDCls, 125 e 500 MHz)

C Oc OH oc OH
1 37,24 37,04 i
2 31.64 31,65 :
3 71.80 3,54 (m) 71.80 3,51 (1H, m)
4 42.31 : 42.29 :
5 | 140,77 14074 -

. 533 (1H, dd, J=45¢
6 | 121,73 | 537 (dd, J=2,7 Hz) 121,71 Al
7 31,91 : 31,89 :
8 31,89 : 31,89 :
9 50,10 : 50,15 :
10 | 36.50 : 36,49 :
11 | 21,07 - 21.07 -
12 | 39.76 : 39,67 :
13 | 42,28 - 42.20 -
14 | 56,75 : 56,76 :
15 | 24.31 : 24.35 :
16 | 2826 - 28.91 -
17 | 56,02 : 55,94 :
18 | 11,98 0,69 (s) 12.03 0,66 (3H, 5)
19 | 19.41 0,97 (dd) 19.39 0,99 (3H, 5)
20 | 36,15 40.48 N
21 18.78 1,02 (s)) 21.07 0,91 (3H, d, J= 7,0 Hz)

5,03 (dd, J= 14,8
22 | 3392 03 1) 33,93/138,31 5,00 (1H, dd)
23 | 2601 | 2>V (ddplg”o €88 | 604112926 5,13 (1H, dd)
24 | 4580 51,03 :
25 | 2911 31,90 -
26 | 19,02 0,85 (m) 21,20 0,79 (3H, d, J= 7,0 Hz)
27 | 19,84 0,85 (m) 18.97 0,81 (3H, d, J= 7,0 Hz)
28 | 23.04 25.40 .
0,82 (3H, dd, J=85 e

29 | 11,86 0,85 (m) 12,24 ot
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5.2.6. Identificacdo da substancia IX

A identificacdo da substancia IX foi realizada mediante as técnicas de RMN 'H e

EM em comparacdo aos dados da literatura (KIM et al, 2012). No espectro de RMN de 'H
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(Figura 63, p. 112) os dois dupletos observados em du 7,47 (2H, d, J= 8,6 Hz) e 6,82 (2H,
d, J= 8,6 Hz) com uma constante de acoplamento plausivel com uma correlagdo em orto
foi atribuido aos hidrogénios aromaticos H-2/6 e H-3/5. Outros dois dupletos caracteristicos
de hidrogénios ligados a carbonos sp? detectados em &1 7,63 (1H, d, J= 16,0 Hz) e 6,35
(1H, d, J= 15,9 Hz) foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-7 e H-8 que estéo
conjugados ao anel aromatico. A inexisténcia de demais sinais na regidao de aromatico, bem
como a presencga de um simpleto em 6+ 3,78 (3H, s) com integracao para trés hidrogénios
possibilita inferir a existéncia de uma metoxila atribuida ao carbono na posicéo para do

anel.

A analise de CG-EM (Figura 64, p. 113), colaborou para a confirmacéo da proposta
estrutural da substancia 1X, cujo espectro apresentou um pico do ion molecular em m/z 178
coerente com a formula molecular CioH1003, correspondente ao 4&cido trans-4-
metoxicinamico. A propostas de fragmentacéo (Figura 65, p. 113), para esta estrutura inclui
a saida de uma metoxila [m/z 31] ocasionando a formacao do pico base com m/z em 147,
e ainda a perda de uma molécula de H20 [m/z 18] com a formagdo de uma molécula
constituida pelo grupo ceteno (C2HO) com m/z 160. A fragmentacdo em m/z 133 é
justificada pela saida da hidroxila [m/z 17] seguida pela perda de uma molécula de CO [m/z
28]. Na Figura 65 (p. 113), sdo descritas outras propostas de fragmentac¢des para o 4cido

trans-4-metoxicinamico (IX).

HzCO™ 4

acido trans-4-metoxicinamico (I1X)

Tabela 10. Dados de RMN de *H (500 MHz, CD3OD) da substancia IX em comparagéo com
dados da literatura (KIM et al, 2012)

Substancia IX Literatura (DMSO-d6, 300 MHz)
Posicao OH OH
1 - -
2/6 7,47 (2H, d, J= 8,6 Hz) 7,62 (2H, d, J= 8,4 Hz)
3/5 6,82 (2H, d, J= 8,6 Hz) 6,96 (2H, d, J= 8,4 Hz)
4 - -
7 7,63 (1H, d, J= 16,0 Hz) 7,55 (1H, d, J= 16,2 Hz)
8 6,35 (1H, d, J= 15,9 Hz) 6,68 (1H, d, J= 15,9 Hz)
9 - -
10 (OCHs) 3,78 (3H, s) 3,78 (3H, s)
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5.2.7. Identificacdo da substancia X

Andlises espectroscopicas e espectrométricas permitiram a identificacdo da
substancia X em mistura com seu isébmero trans identificado como o acido p-cumarico (ll1).
A andlise do espectro de RMN de *H (Figura 67, p. 116) revelou a presenca de sete dupletos
na regiao entre dn 6,1 e 8,2 ppm. Destes, apenas trés sinais minoritarios foram atribuidos
ao composto X, os demais com &+ em 7,5; 7,4; 6,3 ppm sdo coerentes com o isdmero trans.
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Os dupletos localizados em dn 7,89 (2H, d, J= 8,6 Hz) e 6,79 (2H, d, J= 8,5 Hz)
apresentaram valores de J tipicos de acoplamento orto e foram atribuidos aos hidrogénios
H-2/6 e H-3/5 do anel aromatico p-substituido. A configuragao cis da estrutura foi confirmada
pela presenca de outros dois dupleto centrados em d4 em 7,04 (1H, d, J= 8,3 Hz) e 6,72
(1H, d, J= 8,4 Hz), atribuidos a H-7 e H-8.

O sinal intenso em &1 6,79 ppm é comum ao composto majoritario, entretanto a
correlagdo H-2/6 e H-3/5 observada no espectro de COSY (Figura 70, p. 117) demonstra
que houve uma sobreposi¢do com o sinal minoritario nesse mesmo deslocamento quimico
e possibilita a atribuicdo inequivoca entre os hidrogénios do sistema aromatico p-substituido
presente em X. Ainda no espectro de COSY (Figura 70, p. 117) foi possivel confirmar o
acoplamento entre os hidrogénios H-7 e H-8 com configuracdo cis que se encontram

conjugados ao anel aromatico.

O espectro de RMN de DEPTQ (Figura 69, p. 117) mostrou dois sinais de carbonos
com &c 159,0 e 126,5 que foram atribuidos aos carbonos aromaticos oxigendo C-4 e
quaternario C-1, e ainda um terceiro sinal em &c 172,8 correspondente ao carbono
carboxilico C-9. Outros sinais presentes em d6c 131,3 (C-2/6) e 114,3 (C-3/5) confirmam o
sistema aromatico AA’ BB’, bem como os sinais em &c¢ 129,4 e 114,7 sao compativeis com
os carbonos C-7 e C-8 do sistema cis a,B-insaturado. Todas as atribuices dos sinais de
RMN de 'H e de DEPTQ foram confirmadas pelo mapa de correlagédo heteronuclear HSQC

(Figura 73, p. 119) sendo coerentes para 0 acido cis-4-hidroxicinamico (X).

No espectro de massas de baixa resolucdo (Figura 74, p. 119) consta um ion
molecular em m/z 120 que pode ser explicado pela perda de uma molécula de CO:2 ocorrida
durante o processo de volatilizacdo da amostra na camara do CG. Desse modo sugere-se
a formula molecular C9HsO3s equivalente a massa 164,0 g/mol para o acido cis, assim como
foi relatado para o seu isdmero &cido trans-4-hidroxicinamico (lll). As propostas de

fragmentacdes para este composto sdo semelhantes ao descrito na Figura 28, p. 86.

A analise dos dados obtidos no espectro de massas de baixa resolugdo em
conjunto com dados da literatura (TORI et al, 2000) confirmou a proposta estrutural para o

acido cis-4-hidroxicinamico (X).
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HO™ 4 ™ Ho 9 X0

acido cis-4-hidroxicinamico (X)

Tabela 11. Dados de RMN de 3C (50 MHz, DEPTQ, CD30OD) 'H (400 MHz, CD30OD) da
substancia X em comparacao com dados da literatura (MAIA, 2011; TORI et al, 2000

Substancia X Literatura (CD3OD e CDCls, 125 e
400 MHz) - Substancia trans
C Oc OH Oc OH

1 1265 i 127.3 i
2/6 1313 | 78 (ZTI’Z‘;’ =86 | 4310 | 7.62(d J=88Hz)
3/5 1143 | ©7° (21;2‘)” =85 | 4168 | 6,79(d /=88 Hz)

4 159,0 ; 161,0 :
7 1294 | 7040 T;Z‘)” =83 | 1466 | 6,84(d J=12,4Hz)
8 1147 | 8720 FIL’Z‘)” =84 | 1457 | 583 (d J=12,4 H)

9 (COOH) | 1728 § 171.2 :

0.93,
3.05+
1076
0.63"
0.94~

v 79.08=

T T T T T T T
2 1 0 -1 -2 -3 -4

N

T T T T T T T T
16 15 14 13 12 11 10 9

Figura 66 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD3;OD) de X.
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5.2.8. Identificacdo da substancia Xl

A identificacao da substancia Xl foi possivel através das técnicas de RMN 1D e 2D,
além das informacdes fornecidas pelo EM de alta e baixa resolucgéo.

No espectro de RMN de H (Figura 76,77 e 78, p. 123 e 1244) da substancia XI
verificou-se 16 sinais de hidrogénios intensos que foram atribuidos a trés unidades que
constituem a molécula do especiosideo (XI). A unidade que representa a classe do
metabalito apresentou sinais caracteristicos de esqueleto iridano em &+ 5,20 ppm (1H, d,
J= 9,1 Hz) referente ao hidrogénio oximetinico (H-1), em &n 6,40 ppm (1H, dd) e du 5,01
ppm (1H, dd, J=5,9 e 4,2 Hz) atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-3 e H-4 do anel pirano.
Outros sinais observados em &+ 5,05 ppm (1H, dl, J= 7,3 Hz) e dn 3,72 ppm (1H, sl) foram

atribuidos aos hidrogénios oximetinicos H-6 e H-7 do ciclopentano. O multipleto com

119



integracao para 2 hidrogénios em &x 2,62 ppm (2H, m) é compativel com os hidrogénios H-

5 e H-9, responsaveis pela unido entre os anéis ciclopentanopirano.

O conjunto de sinais no espectro de RMN de *H (Figura 76 e 77, p. 123 e 124) entre
3,32-3,95 ppm e a existéncia de um hidrogénio anomérico (H-1’) em &n 4,82 ppm (1H, d,

J=7,9 Hz), sugerem a presenca de uma unidade de B-glicose na estrutura proposta.

Ainda foram observados sinais pertencentes a uma outra unidade que constitue o
esqueleto estrutural de Xl compativel com a porcao 6-O- trans-p-coumaroil, que pode ser
justificado no espectro de *H RMN (Figura 78, p. 124) pela presenca de dois sinais em 3
7,51 ppm (2H, d, J= 8,6 Hz, H-2” e H-6") e &n 6,84 ppm (2H, d, J= 8,5 Hz, H-3” e H-57),
cujo acoplamento em orto foi confirmado pelo espectro de cosy e se caracteriza por um
sistema aromatico do tipo AA'BB’. O espectro de *H RMN mostrou outros dois sinais, sendo
um duplo dupleto em &+ 6,40 ppm (1H, dd, J= 15,8 Hz) e um dupleto em &1 7,70 ppm (1H,
d, J= 15,9 Hz) que pelos valores das constantes de acoplamento proximos de 16 Hz e as
correlagdes do cosy (Figura 83 e 84, p. 127) correspondem aos hidrogénios trans olefinicos
H-7" e H-8".

No espectro de RMN de DEPTQ (Figura 80 e 81, p.125 e 126), observa-se os sinais
de carbonos olefinicos C-3 e C-4 com 6c em 141,00 e 101,53 ppm, bem como em 59,90
ppm atribuido ao carbono oximetilénico (C-10), além do conjunto de varios outros sinais em
oc 93,63 (C-1); 35,32 (C-5); 79,92 (C-6); 58,84 (C-7); 65,40 (C-8) e 41,74 (C-9) ppm
coerentes ao esqueleto iridoidico. Os sinais de deslocamentos quimicos aparentes no
espectro de DEPTQ (Figura 80 e 81, p. 125 e 126), em 6c 73,44; 77,27 e 70,38 ppm comuns
aos carbonos oxigenados, juntamente com os sinais de carbonos metilénicos ligado a
hidroxila em &c 61,54 ppm (C-6) e anomérico em 98,26 ppm (C-1’) evidenciou uma unidade
de glicose ligada ao iridéide. Notou-se outros sinais no espectro de DEPTQ (Figura 81,
p.126) que confirmaram a presenca da unidade 6-O- trans-p-coumaroil devido aos sinais
de carbono aromaticos hidrogenados em 129,94 (C-2”/6”) e 115,45 (C-3"/5”); carbono
fendlico em &¢c 160 (C-4”); olefinicos em &¢c 113,17 (C-7”) e 145,83 (C-8”); bem como o
sinal da carbonila de éster em 167,54 (C-9”).

As correlagbes observadas no mapa de contorno HSQC (Figura 86 e 87, p. 128 e
129) foram essenciais para reafirmar as atribuicdes feitas aos atomos de carbonos e
hidrogénios presentes na molécula, entretanto a confirmacgéo da conectividade entre as trés
unidades ocorreu por meio das correlacdes evidenciadas pelo espectro de HMBC (Figura
89, p. 130). As correlagdes 3J entre o carbono anomérico C-1" em &c 98,26 com o

hidrogénio em dn 5,20 (H-1) e o carbono oximetinico C-1 em d&c 93,63 com o hidrogénio
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oximetinico em on 4,82 (H-1') comprovam a unido da B-glicose no C-1 (98,26 ppm). A
posicdo do grupo 6-O-trans-p-coumaroil no carbono 6 da unidade iridoidica foi atestada
pelas correlagbes entre o carbono carboxilico C-9” em 6c 167,54 com o hidrogénio
oximetinico em &+ 5,05 (H-6) (3J), além de outras correlacdes apresentadas na Figura 67.

Os dados obtidos pelas técnicas unidimensionais bem como as correlacbes
verificadas nos espectros bidimensionais sdo similares aos reportados na literatura
(ASTHANA et al., 2015) para o iridéide especiosideo (6-O-coumaroilcatalpol) (XI). O
espectro de massas alta resolucao (ESI-TOF) (Figura 90, p. 132) de Xl apresentou o pico
molecular [M -H]* em m/z 507,15 correspondente a formula molecular C24H27012 do iridéide

isolado.

especiosideo (XI)
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Tabela 12. Dados de RMN de '3C (125 MHz, DEPTQ, CD30D) e 'H (500 MHz, CD30OD) da
substancia XI em comearagéo com dados da literatura (ASTHANA et al., 2015)

Substéancia Xl Literatura (CD3OD, 75 e 300 MHz)
C oc OH Oc OH
1 93,63 5,20 (1H, d, J=9,1 Hz) 95.1 5,19 (1H, d, J= 8,7 Hz)
3 141,00 6,40 (1H, dd) 142,3 | 6,38 (1H, dd, J=6,0 e 1,5 Hz)
4 101,53 | 5,01 (1H, dd, J=59e4,2Hz) | 102,9 | 5,01 (1H, dd, J=6,0 e 3,9 Hz)
5 35,32 2,62 (2H, m) 36,6 2,65 (2H, m)
6 79,92 5,05 (1H, dl, J=7,3 Hz) 81,3 | 5,04 (1H, dd, J=7,5¢e 1,5 Hz)
7 58,84 3,72 (1H, sl) 60,3 3,78 (1H, s)
8 65,40 - 66,9 -
9 41,74 2,62 (2H, m) 43,1 2,65 (2H, m)

10a | 59,90 4,20 (1H, d, J= 13,1 Hz) 61,2 4,18 (1H, d, J=12,9 Hz)
10b | 59,90 3,85 (1H, d, J= 13,1 Hz) 61,2 3,84 (1H, d, J= 13,2 Hz)

1 98,26 4,82 (1H, d, J= 7,9 Hz) 99,7 4,85 (1H, d, J= 8,4 Hz)

2 73,44 3,32 (2H, m) 74,8 3,34 (2H, m)

3 77,27 3,32 (2H, m) 78,5 3,40 (1H, m)

4 70,38 3,32 (2H, m) 71,7 3,34 (2H, m)

5 76,27 | 343 (1H, t, J=11,7e6,3Hz) | 77,6 3,44 (1H, m)

6'a | 61,54 3,95 (1H,dd, J=119e 1,6 62,8 3,92 (1H, dd, J=12,0e 1,8
Hz) Hz)

6'b | 61,54 3,67 (1H, dd, /=119 e 6,7 - 3,68 (dd, J= 11,7 e 6,3 Hz)
Hz)

17 | 125,58 - 127,08 -

2" 129,94 7,51 (2H, d, J= 8,6 Hz) 131,3 7,52 (2H, d, J= 8,4 Hz)

3” | 11545 6,84 (2H, d, J= 8,5 Hz) 116,9 6,86 (2H, d, J= 8,1 Hz)

4” |160,07 162,9 -

5” | 115,45 6,84 (2H, d, J= 8,5 Hz) 116,9 6,86 (2H, d, J= 8,1 Hz)

6” | 129,94 7,51 (2H, d, J= 8,6 Hz) 131,3 7,52 (2H, d, J= 8,4 Hz)

77 | 113,17 6,40 (1H, dd, J= 15,8 Hz) 114,5 7,72 (1H, d, J= 16,2 Hz)

8” |145,83 7,70 (1H, d, J= 15,9 Hz) 147,3 6,40 (1H, d, J= 16,2 Hz)
9” |167,54 - 169,2 -
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5.3.Ensaios bioldgicos

Os ensaios bioldgicos apresentaram resultados de mortalidade celular bastante
significativos, como mostra a Figura 91.
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Figura 91- Efeito do irid6ide contra protozodrios tripanosomatideos. Promastigotas de L. (L.)
amazonensis (A) e epimastigotas de T. cruzi (B) foram incubados nas concentragdes de 49,2; 78,7;
98,4; 157,4 e 190,0 uM do especiosideo (XI). A viabilidade celular foi verificada ap6s 24 horas
através do ensaio de MTT. Os resultados apresentam a porcentagem de viabilidade celular
comparada aos parasitas ndo tratados. Parasitas na presen¢ca de DMSO foram utilizados como
controle negativo. As barras representam a médias = desvio padrdo de um experimento em
triplicata. *** p<0.0001.

No ensaio para verificar a viabilidade celular, quando as formas amastigotas de L.
amazonensis foram expostos ao especiosideo em diversas concentracdes, verificou-se que
a substancia apresentou 65% de morte celular na concentracdo de 157,4 uM e na
concentracéo de 190,0 uM causou 90% de mortalidade celular, ou seja, 90% de lise celular.
O ICso foi verificado na concentracdo de 98,4 uM. A anfotericina B, utilizada como controle
positivo possui 100% de atividade antiparasitaria a 21,0 uM.

O especiosideo também foi testato contra formas epimastigotas de T. cruzi, sendo
gue as concentracdes de 157,4 e 190,0 uM apresentaram 70 e 73% de mortalidade celular,
respectivamente. Esses resultados se mostraram muito promissores, considerando o
controle positivo, violeta genciana que causa uma morte celular de 100% na concentracao
de 612,8 uM.

Os resultados apresentados podem ser considerados promissores, visto que o
especiosideo apresentou relevante atividade contra os parasitas testados. Portanto este
composto torna-se uma alternativa ao tratamento da doenga de chagas, agindo

principalmente contra as formas epimastigotas de T. cruzi.
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6. CONCLUSOES

A investigacdo quimica do extrato das raizes resultou no isolamento de trés acidos:
o acido veratrico (I), o acido p-hidroxibenzdéico (Il) e o acido p-cumarico (lll). Destes
isolados, todos sdo conhecidos no género Tabebuia, mas somente o &cido veratrico foi
relatado na espécie T. aurea.

O estudo do extrato das cascas do caule resultou no isolamento de oito
substancias, sendo um benzaldeido, quatro esteroides, dois acidos e um iridéide:2,3-
dihidroxi-5-(hidroximetil) benzaldeido (1V), colestanona (V), B-sitosterol (VI), estigmasterol
(VII), campesterol (VIII), acido trans-4-metoxicinamico (1X), &cido cis-4-hidroxicinamico (X),
especiosideo (XI). Com excecdo do composto VI, esta € a primeira vez que se relata o

isolamento das demais substancias na espécie T.aurea.

Apesar dos relatos na literatura da abundancia de naftoquinonas no género
Tabebuia, ndo foram encontradas substancias dessa classe de metabdlitos, considerando
as analises empregadas nesse trabalho. Sabe-se que a hipétese mais adequada esta
relacionada & fatores abioticos que podem influenciar na presenca ou ndo de certos
metabalitos, outra hipdtese seria de que as naftoquinonas estejam mais presentes no caule

do ipé-roxo (T. avellanedae), onde a presenca foi amplamente relatada na literatura.

Felizmente o iridéide especiosideo isolado nesse trabalho apresentou uma
toxicidade consideravel contra o agente causador da Leishmaniose com 90% de morte
celular na concentracéo de 190,0 uM. Porém o composto foi mais potente frente ao parasita
T. cruzi com percentual de morte celular equivalente a 73% na concentracaode 190,0 uM.
Assim tal composto vem a ser um potencial candidato na busca de novos medicamentos
para o controle dessas endemias, tornando-se relevante principalmente na doenca de

Chagas.

Pode se concluir que o conjunto dos resultados obtidos neste trabalho contribuem
de maneira significativa para o conhecimento quimico-biolégico da flora brasileira, mais
especificamente de espécies ocorrentes na regido mato-grossense. E ainda que a espécie
T. aurea coletada no estado produz grande quantidade de iridoides, aos quais atribuem-se

importantes atividades bioldgicas, tornando-4 uma fonte a ser explorada em novos estudos.
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