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RESUMO

Tabebuia insigni® uma planta da familia Bignoniaceae, conhecida como paratudo-
branco, ipé branco. A planta coletada no APA do Guariroba ampG Grande — MS foi
identificada pela Prof. Ms.Ubirazilda Maria Rezende do Depshto de Botanica da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, onde uma exsicata de depéepositada
sob 0 numero,17664. O extrato etanodlico da casca do cadleidsignis foi submetido a
coluna cromatogréfica filtrante a vacuo, utilizando-se comentés hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol. As fragGes obtidas foramatografadas em coluna de silica gel
normal e de fase reversa, Sephadex LH-20 e monitoradas ateagésmatografia de camada
delgada analitica.

Do fracionamento das cascas do caule obtiveram-se nove compOsicH-f-
sitosterol esterificadol}, O-acil-ariletandide %), g-sitosterol 8), acido betulinico4), 2-(4-
hidroxifenil) etanol §), Acido cumarico §), catalpol ), 2-(4-hidroxifenil)etil O-D-
apiofuranosil-(1-6)-p-D- glicopiranosideo §), 6-O-E-p-cumaroil-catalpol ) e, da fracédo
metanolica das folhas, obteve-se @-84tinosil quercetinal(0). Estes compostos estdo sendo
relatados pela primeira vez émbebuia insignis

O extrato etandlico bem como as substancias isoladas fadvajianto as atividades
antioxidantes, antibacteriana, antitumoral e antifungica.c@sapostos obtidos ja foram
encontrados em outras plantas e apresentam importantes ativitEdescoldgicas.
Entretanto, na espécie em questdo ndo ha registro de estudo fitogoériteratura sendo
este o primeiro relato.

A elucidacéo estrutural de todas as substancias foi realasaleés da analise de

espectros de IV, RMN di#i e **C (unidimensional e bidimensional).
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ABSTRACT

Tabebuia insignis is a plant of the family Bignoniaceae typafatropical and
subtropical areas commonly known in Brazil as ipé-branco, lapaahepoo, and pau d’
arco. The plant were collected in APA do Guariroba (Campmd&a MS) Brazil and the
identification was verified by Ms. Ubirazilda Rezende and exsscdeposited in herbarium
UFMS.

Air-dried and powdered trunk bark df insigniswas extracted at room temperature
with ethanol. After concentraction in vacuo, the ethanol extrastsuccessively subjected to
column chromatographic separations on silica gel using themse$seduants hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and methanol.as well as, Seditdd® and RP-18 silica.

The study of the stem bark resulted in isolation of two ster@idaitosterol with
linkage not identified in C-31j, p-Sitosterol B8), one triterpene: betulinic acid (4), three aryl
ethane: 2), 2 - (4-hydroxyphenyl)ethanob) and 2(4-hidroxifenil)etil O3-D-apiofuranosil-
(1-6)- B-D- glucopiranosideq), two iridoids: 6-O-E-p-cumaroil-catalpor), catalpol 8 ) and
one aryl propane: coumaric acifl).( The leaves off. insignisresulted in isolation of one
flanonoid: Quercetina-3-O-rutinosid&0).

The ethanolic extract and substances isolated of the bargwahsated the antioxidant
activity using the dpph and antibacterial activity agaBtsiphylococcus aurew@sdCandida
aubicans To evaluate the toxicity used Astemia salina

The structure elucidation these substances had been identifidte basis of given
spectral for NMR*H and*®C, including 2D-NMR experiments (COSY 90°, HSQC, HMBC).
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SUBSTANCIAS ISOLADAS DE TABEBUIA INSIGNIS

No presente trabalho isolaram-se nove substancias da casca elaedabebuia
insignise uma substancia das folhas, as quais estao relaci@izizs.

Figura 1 — Substancias isoladas da espEdiesignis(Bignoniaceae)




1- INTRODUCAO

A utilizacdo de recursos naturais como forma de tratamentoaede doencgas, € tdo
antiga quanto a espécie humana. Ha aproximadamente 3000 a.C. dasssjanetilizavam
receitas a base de ervas, sendo considerado o tratado ngasdanmundo. Os sedativos ja
eram conhecidos pelos egipcios a 1600 a.C. e ha cerca de 5000 enosses j4 utilizavam a
Ephedra da qual se extrai a efedrina, substancia usada para asma brghiEGAS JR.et
al., 2006).

Gabriel Soares de Souza, cronista da historia brasileaaioe do “Tratado descritivo
do Brasil”, 1576, denominava os produtos medicinais utilizados pelassiddi“as arvores e
ervas da virtude". Nessa época, além dos remédios utilizaaloerapéutica médica, os
portugueses também extrairam corantes do pau-brasil, por malsigleséculos, principal
motivo da colonizacdo do Brasil pelos portugueses (PINTO, 2002).

O desenvolvimento da fitoquimica no Brasil deve-se a Theodoro IRetknralista e
farmacéutico aleméo, que em 1847 estudou a botanica e morfologdimsienil plantas, o seu
uso farmacéutico e alimentar. Ele apresentou analises quidasa®lhas, cascas e flores de
285 plantas (SANTOS, 2005).

O homem tem extraido diversos recursos da natureza, e cotensgwovocado varias
transformacgdes nos ecossistemas terrestres, principalmengeossistema florestal (Flores,
1993). Na década de 1990, cerca de 11 milhdes de hectares desflomstais sofream a
conversdo de suas terras para a agricultura, pecuaria e oubgGOMES-POMPA &
BURLEY, 1991; FLORES, 1993).

Nas florestas tropicais encontram-se alta biodiversidamelosdois tercos das espécies
do planeta inserido neste ecossistema. Estima-se que 10 %4doslhBes de organismos
conhecidos pela ciéncia estdo no territorio brasileiro (ALRA12000).

Das cinco areas de grande abundéancia de plantas nativas dod@staca-se o bioma
Cerrado, sendo o segundo maior em area do pais, ocupando 23 % ddotarational
(RIBEIRO & WALTER, 1998). Este bioma possui grande diversidadédicd, apresentando,
no total, 6.671 taxons nativos, distribuidos em 170 familias e 11400g&MENDONCAet
al., 1998). Apesar dos avancgos da pesquisa, acredita-se que a flnoandodo Cerrado ainda
€ pouco conhecia.

A identificagdo de plantas uteis no Cerrado ainda é de enomé@eciza tornando-se
esta questéo preocupante, visto que cerca de 40 % do bioma jadstiadev(RATTERet al,



1997). Apenas 1,5 % do Cerrado sao protegidos por lei, sendo considarabioeate a
vegetacdo com maior risco no pais (KAPLANal, 1994).

Atualmente, apesar do grande desenvolvimento da sintese orgéniea novos
processos biotecnoldgicos, 25 % dos medicamentos prescritos res ipdisstrializados séo
originarios de plantas, sendo 120 compostos de origem vegetal obtidmexisnadamente 90
espécies de plantas as quais séo utilizadas na terapia mdderfeo, os produtos naturais
estdo envolvidos no desenvolvimento de 44 % de todas as novas drogas enoacomsum
mercado (CRAGt al, 1997).

Dados demostram que cerca de 80 % da populacdo dos paises subddesra@m
desenvolvimento utilizam as plantas medicinais como fonte Unicealgso terapéutico.
Varios processos sao executados na pesquisa sistematicaopsgagiio de novas substancias
com finalidade terapéutica, como a sintese de novas mageufaodificacdo de substancias
naturais ou sintéticas com propriedades farmacoldgicas definitascao, isolamento e
purificacdo de novos compostos de fontes naturais. O caratiédisciplinar que envolve a
pesquisa com plantas medicinais faz com que haja eficiéndeseavolvimento dos trabalhos
executados, assim como maior credibilidade cientifica e memdrabilidade de erros (DI
STASI, 1996). Assim, estudos que relacionem a atividade hialogbm as substancias
isoladas, por meio de estudo fitoquimico sdo de importancia imeekweaeste trabalho tem-

se desenvolvido este tipo de estudo com a espébieuia insignis



1.1 - DESCRICOES DA FAMILIA BIGNONIACEAE

A familia Bignoniaceae, pertencente a ordem Lamiales, stendé aproximadamente
120 géneros e 800 espécies (tabela 1). As espéciesdbuiapertencente a esta familia, séo
caracterizadas como plantas lenhosas, arbustivas ou arbdéreambémtatrepadeiras.
Apresentam folhas compostas raramente simples, de disposicéa. opoas flores séo
grandes e vistosas, diclamideas, hermafroditas, pentamerasneteia zigomorfa (JOLY,
1975) (Figura 2). Sdo encontradas em regides da América a@o/Srita. Plantas do género
Tabebuia (Bignoniaceae) sdo largamente estudadas, destacando-se elestTabebuia
impetiginosa(KOYAMA, et al, 2000), Tabebuia avellanedaéNAKANO, et al, 1993)
(Zani, et al, 1991) Tabebuia incangdMANNERS & JURD, 1976),Tabebuia guayacan
(KOYAMA, et al, 2000; MANNERS & JURD, 1976),abebuia cassinoidd&INGSTON &
RAO, 1980) eTabebuia ochracedNAKANO, et al, 1993). O estudo fitoquimico destas
espécies apresentou como compostos majoritarios, as naftoquimaaenaftoquinonas e
lapachol (GORMANNEet al, 2003; KOYAMA et al, 2000e MANNERS & JURD, 1976),
substancias estas utilizadas na América do Sul e Norte, gitwsnanos, como uma droga
com atividade anticancerigena (HIRAdt al, 1999), antibacteriana (PARKt al, 2005),
antimalarial e antitumoral (MORAI8t al 2007). Outras substancias tém sido isoladas, tais
como acido benzéico; derivados de benzaldeido (KOYAMA,al, 2000), iridéides
glicosilados e @>-acil ajugol (NAKANO, et al, 1993).

Devido a gama de atividades biol6gicas demonstradas pelas nmadtaapie lapachol
alguns grupos de pesquisa tém intensificado seus estudos com spsieese vegetais.
Contudo torna-se relevante o estudo fitoquimico da espébiebuia insignispor ndo terem
sido observados, na literatura, estudo fitoquimico relacionado &gstaie vegetal. Além
disso, essa espécie tem sua distribuicdo mais restritareal@€elo Centro-Oeste do Brasil,
encontrada principalmente em areas de veredas. E considenadaspécie rara e tem sido
procurada por fitoquimicos especialistas em espécies de Bignanipoeamuito tempo.
Recentemente, DIAS (2004), detectou durante um levantamensiidlorila flora da Bacia
do Guariroba (Campo Grande — MS), alguns espécimes dessa pldatsueestreita
distribuicdo, acredita-se ser relevante o estudo fitoquimico micied abebuia insignise
também pelo histérico de substancias bioativas ja encontesdasutras representantes da

familia Bignoniaceae.



Tabela 1 - ASPECTOS REPRESENTATIVOS DA FAMILIA BIGNONCEAE

GENERO

ASPECTOS REPRESENATIVOS

Anemopaegma arvense

Arbusto perene, conhecido popularmente como alecrin
campo, catuaba, verga-teso, pau-de-resposta dentre (
utiizada para fins medicinais contra insOnia, neurasts
nervosismo, falta de memdéria e para convalescenca de ddg
graves (ALZUGARAY, 1996). E encontrada nos cerradog
Brasil Central.

_do_
utros,
2nia,
engas
do

Arrabidae chica

Arbusto de ramos escandentes, nativo de quase todo o Br
conhecida como crajird, guagiru, cipoé-cruz, cajird, pargntde
outros. Utilizada para ornamentagcdo e como medicinal
tratamento de doencas da pele como micose e h
(TAYLOR, L., 1998), anemia, espasmos intestinais, ane
albiminaria, psoriase e enterocolite (MOR& al, 2000;
CHAPMAN et al, 1927; VIEIRA, L, S., 1992).

asil. E

para
erpes
mia,

Crescentia cujete L.

Arvores nativas da América tropical sdo conhecidas ¢
cuieira, cuietté, cuia e coité. E utilizada como utens
domésticos e na medicina popular para hidropsia e en

omo
lios
terite

membranosa, tratamento de afecc¢des respiratorias e a‘nemia

(MORSet al, 2000; VIEIRA, L. S., 1992).

Callichlamysatifolia

férteis. E encontrada na Amazonia, Mato Grosso, Rio dérdane

Trepadeira tipica de mata ciliar pouco alagavel, solos arerm%nos

(CORREA, 1926), Colébmbia (GENTRY, 1992) e muito

utilizada para ornamentacao.

Cuspidaria cf. lateriflora

Género do Brasil com grande potencial ornamental (DIME]
1972), apresenta-se como cip0 e encontrada em caapao €
de cerradao e solos arenosos (DUBS, 1993; ESTEVES, 19§

TRI,
borda
30).

Jacaranda cuspidifolia

Arvore conhecida popularmente como caroba, € comun
cerrado (GENTRY, 1982), matas (HUECK, 1972), s¢
arenosos ou argilosos. E encontrada no Brasil (CORREA, |
LORENZI, 1992), Paraguai, Argentina (DIMETRI, 1972)
Bolivia (GENTRY, 1982). Tem propriedade inseticida (Grai
et al, 1985), antitérmica (CORREA, 1974) e diarr
(HOEHNE, 1923).

N no
nlos
1974;
e
nge
Bia

Macfadyena unguis-cati

Trepadeira conhecida como cip6-unha-de-gato, € muito util
na medicina popular como diurético, para febre, reumati
sifilis (BALBACHI, 1969) e picada de cobra. E encontradg
Ameérica tropical e subtropical do México e Argentina (BRAC
1976; DIMITRI, 1972; BURKART, 1979).

zada
5Mo,
| na
A,

Mansoa alliacea

Trepadeira nativa em quase todas as regides tropicaisadd,
principalmente Amazonia. Conhecida como cipo-alho, G
d'alho é utilizada na medicina caseira como analgé
antipirética e anti-reumatica (REVILLA, L. 2001).

Br
ipo-
sica,

Pithecoctenium crucigerum

Encontrada na América tropical, México, Brasil, Paragu

Argentina (BRAGA, 1976; SANDWITH & HUNT, 1974).

Apresenta-se em forma de cipdé e conhecida como pen
macaco, utilizada para ornamentacao, artesanato e fioaralge
emergéncia e de frequente ocorréncia no cerradéo,
arenosos e argilosos (PO€Tal., 1986; PRANCEt al.,1982).

i e

e-de-

h

solos




Crescentia cujete L Macfadyena unguis-cati Anemopaegma arvense

Tabebuia aurea Tabebuia nodosa Tabebuia roseo-alba

Figura 2 - Aspectos das folhas, flores e frutos algumas espécies pertencentes a famila
Bignoniaceae.
Fonte: LORENZE E MATQOS, 2002; POTT E POTT, 1994



1.2- GENERCTABEBUIA ASPECTOS E COMPOSIGCAO QUIMICA

Entre as plantas encontradas na familia Bignoniaceaeca®st® o0 génerbabebuia
com aproximadamente 60 espécies. Sao encontradas nas regi@sst®mionhecidas por
apresentarem flores grandes, coloridas e vistosas, alérond®s tortuosos e casca espessa,
sendo por isso utilizada na arborizacdo urbana, em parques e jS@bnambém utilizadas
na medicina popular para a cura de varias doencas.

Algumas caracteristicas gerais, localizacdo, composigdimica e atividades

biolégicas de algumas espécies estdo descritas a seguir.

* Tabebuia heptaphyllésin. T. avellanedag

Conhecida como pilva, piuva-do-pantanal, € encontrada em todo Pantatel,
atlantica, da Bahia ao Rio Grande do Sul (GENTRY, 1992; LORENY?), Paraguai,
Argentina e chaco umido da Bolivia (GENTRY, 1992). Sua maéeihara e muito utilizada
para construcdo de pontes e curral. E ornamental (ipé-rosdizadatina medicina popular
como bactericida, contra cancer, problemas estomacaisyie @i dor (RIZZINI, 1976;
MARX, 1989).

Ha registros na literatura de apenas trés trabalhos canegstcie. No Rio Grande do
Sul o estudo quimico das folhas desta planta resultou no isolamentoddideiri6p-
hidroxibenzoil-6-epi-aucubinal () (Figura 3, pagina 10) (POSER al., 2000). Da casca do
caule desta espécie adquirido no Paraguai, foram isolados naftogsy lignanas, prenil-
naftalenos e outros compostos aromaticos (SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003)

Recentemente, Garcez e colaboradores (2007) isolaram da dmascaule deT.
heptaphyllacatorze substancias, dentre elas a Vitexa®, (-)-epicatequina30) (Figura 5,
pagina 12), os iridéide @metil-84-hidroxi-65-0O-4'-hidroxi-benzoil-1a,3a-dimetoxi-
octaidro-ciclopenta[c]pirano 26), 8a-metil-83-hidroxi-643-(3’,4’-hidroxi)benzoiloxi-1a,3a-
dimetoxi-octaidro-ciclopenta[c]pirano2%) (Figura 4, pagina 11) e o glicosideo fenil
etandlico 14-(3,4-diidroxifenil)-etil-3-O-a-L-ramnopiranosil-(L. 3)- (D-(4’-O-cafeoil)-
glucopiranosideo 36) conhecido como verbascosideo (Figura 6, pagina 36). Dentre os
compostos isolados a substaniciar-rBetil-83-hidroxi-63-O-4’-hidroxi benzoil-1a,3a-
dimetoxi-octaidro-ciclopentalc]pirano apresentou maior atiwdadtioxidante no ensaio

com SB-caroteno



» Tabebuia auredsin. Tabebuia caraibp

Arvore ornamental, com flores amarelas e comestiveisoipda regido do Cerrado,
Caatinga e Pantanal Matogrossense conhecida como paratudo,irgaraédreba-do-campo,
dentre outras. Sua madeira é empregada na confecccao de calessamentas, artigos
esportivos, méveis e esquadrias. Utilizada na medicina poputahepatite, anemia, vermes,
gripe, inflamagdes (LORENZI & MATOS, 2002).

O estudo fitoquimico das cascas, folhas e cerne desta egpétimmdo por GUERBAS
(2003) resultou no isolamento de dezessete compostos pertencenties elagses quimicas:
esteroéides, flavondéides, nor-iriddides e terpenos. Foram isali@adosascas cinco triterpenos
(Bamirina, olean-12-em-3-ona e o0s &cidos oleandico, betulinico ressi@lico), um
sequiterpeno (acido costico), um esteroidesitosterol) e dois nor-iridéides (especiosideo e
desacilespecionina). Das folhas foram isolados os triterg@nds ursoélico, maslinicd3g)
(Figura 6, pagina 13) e 2-epi-torméntico, e o flavonoide luted®r) (Figura 5, pagina 12).
Do cerne do vegetal isolaram-se o triterpeno 2-epi- torméeta® nor-iridoides ®-3",4"-
dimetoxibenzoil ajugol, &-3”, 4”- dimetoxibenzoil catalpol, ajugol e especiosideo.

O estudo fitoquimico das flores e cascas do caul@atebuia caraibarealizado por
SOARES (2006) resultou no isolamento de vinte e um compostos pertereceirieo classes
guimicas: iridéides (nor-iridoides), triterpenos, ariletandidedpropandides e esteroides. Os
iridéides  6©O-E-p-cumaroil-Jioglutina D, @>-E-p-cumaroil-1-metil-3-etil-jioglutina D,
remaglutina D e -E-p-cumaroil-jiofuranal, isolados das flores descritos pela praneez
na espécie.

As folhas deT. aurea também foram estudas por Blatt e colaboradores (1996) que
resultou no isolamento dos flavondides 6-hiroxiluteolina, luteoli@agiucosideo,
guercetina-32-glucosideo 28) (Figura 5, pagina 12), quercetina=Bgalactosideo, rutina e

guercetina-30-diglicosideo (galactose e raminose).

* Tabebuia impetiginosa

Esta espécie é encontrada em matas semideciduas, ces@dé arenosos ou argilosos e
férteis (ALLEM, 1987; BERG, 1986; RATTER, 1997). Conhecida copé@eroxo, é utilizada
na construcao civil, hidraulica e marcenaria. Na medicina populdilizada contra cancer,

impetigo, inflamagdes dentre outras.



Existem varios trabalhos na literatura sobre o estudo fitoquimisia @spécie. Dentre
eles, destacam-se os trabalhos realizados por Warashoteberadores (2004), que isolaram
da casca d&. impetiginosdezenove substancias, dentre elas, cita-se o 2-hidroxi-3-{32met
butenil)-1,4-naftoquinonald) (Figura 3, pagina 10), 2-formil-5-(3’,4’-dimetoxibenzoil6xi)-
3-metil-2-ciclopenteno-1-acetaldei@dj, 6-O-(4-metoxibenzoil)-5,7-bisdeoxicinancosideo
(18), 10-O-(4-metoxibenzoil)-impetinosidedl9) e 6-O-p-(metoxibenzoil)-ajugol Z0), 6-O-
(3,4,5 trimetoxibenzoil)-ajugol 2Q), 6-0-(3,4 dimetéxicumaroil)-ajugol 23) (Figura 4,
pagina 11).

Foram descritos também, da cascaTdempetiginosacinco compostos volateis, o 4-
metoxibenzaldeido, 4-metoxifenol, 5-alil-1,2,3-trimetoxibenzend,-metoxi-4-(E)-1-
propenilbenzeno e 4-metoxibenzoil alcool (POS&Ral, 2003). Os constituintes volateis
foram testados quanto a atividade antioxidante, sendo o testevqgodgitiinibicdo do
crescimento da bactérfalostridium paraputrificum encontrada no intestino humano, pelos
compostos antraquinona-2-acido carboxilico e lapachol, isoladas daas cdscT.

impetiginosaforam descritos por Park e colaboradores (2005).

* Tabebuia ochracea

Arvore ornamental (flor amarela), conhecida como piliva-casgihzg-cabeluda. E comum
nas matas e capdes, sendo utilizada na medicina popular para deemégsas e rins. Sua
madeira dura e pesada é utilizada em construcdo externaartarn@strumentos musicais
(MAINIERI, 1978).

O estudo fitoquimico da casca do caule desta espécie foi deafipa Zani e colaboradores
(1991), resultando no isolamento gi&itosterol, cicloolivil, lapachol e sete furanonaftoquinonas.
Diaz e Medina (1996) estudaram o extrato cloroférmico da cascawde deT. ochraceae
isolaram duas novas substancia, 5,8 dihidroxi-2-(1'-hidroxietil) n&f8-tj] furano-4,9-diona
(11), 2 acetil-7-metoxi-8-hidroxi-nafto [2,3-b] furan-4,9-diorE2) (Figura 3, pagina 10) além
de outras furanonaftoquinonas conhecidas. O extrato cloroférmico gkestéa mostrou
citotoxidade contra células mellanoma B16, além de atividadienalarial in vitro contra

Plasmodiunberghei



* Tabebuia incana

Conhecida como pau d’arco, esta espécie € encontrada na regimiame utilizada na
medicina popular para a cura de varias doencas. Morais e colalesrg@007) estudaram a
composicao fitoquimica da casca desta espécie e isolaramigora as substancias 8-
hidroxi-2-(1-hidroxietil)-nafto [2,3-b] furano-4,9 diona e 5-hidroxi€{idroxietil) nafto
[2,3-b] furano-4,9 diona. Essas substancias foram avaliadagoga atividade bioldgica e

apresentaram atividade antimalarica e antiturmoraitro.

* Tabebuia serratifolia

Conhecida popularmente como ipé-amarelo esta espécie foi esfitdgdanicamente
por Oliveira e colaboradores (2000). O extrato etandlico do cesnétae no isolamento de
duas lignanas, olivil e 8-epi-cicloolivil, além de um epimeForam isolados ainda os
compostosgsitosterol, dehidra-lapachona, glicosideo dB-sitosterol, acido 4-hidroxi-3-
metoxi-benzaoico e lapachol. Hegnauer and Kooiman (1978) isolaram aléidaialpol Z6)

(Figura 4, pagina 11) nesta espécie.

* Tabebuia rosea

Coletada em Cartagena (Colémbia), Girard e colaboradores (1&88daram a
constituicdo quimica da casca desta espécie e isolaréaguiabna bioativas, como 2-acetil-
nafto-[2,38] furano 4,9 diona 13), 2-(1-hidroxietil)-nafto-[2,3-b]-furan 4,9 dional%)
(Figura 3, pagina 10) e 5 (e 8)-hidroxi-2-(1-hidroxietil)-naft@@fp]-furan 4,9 diona, além de
lapachol e dehidra-Lapachona. Esses derivados de lapachol foram descritosoangtie
em Tabebuia cassinoidgpor RAO & KINGSTON (1982) e mostraram significante
citotoxidade contra cultura de células KB.

Poser e colaboradores (2000) estudaram ainda outras espéciksamisg iridoides,
(16) 6-O-p-hidroxibenzoil-6-epi-aucubin e 6-epi-aucubih7y (Figura 4, pagina 11) em
Tabebuia chrysanthaTabebuia alba
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1.3 - ALGUNS EXEMPLOS DE SUBSTANCIAS ISOLADAS DO GEEROTABEBUIA

(14) Lapachol

(11) Ry = CH(OH)CH; R, = Rs= OH; Ry = H
(12) Ry= COCH; R, = H; R; = OH; R = OCH;
(13) Ry=COCH;R,=R;=R;=H

R, 0O

988
o} OR,
o)

R,

(15 Ri=R,=Rs=H

Figura 3 — Furanonaftoquinonas isoladas no génabebuia
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(16) R =p-hidroxibenzoil
17 R=H

(20) R =p-metoxibenzo

(21) R = 3, 4 dimetozibenzoil
(22) R = 3, 4, 5 trimetoxibenzoil
(23) R = 3,4 dimetoxicumaroil

HO H
N
o
H OH
o
HO OMﬁm

(26) Catalpol

Hs3C

:-:H
noo o

(18) bisdeoxicinancoside

(19) Impetinosideo A

(24) Ry =OH, R =H
(25 Ri=R=0OCH;

OH
o
H OH
OH

Figura 4 — Iridoides isolados no géndiabebuia
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(29) Vitexina

(30) (-)-epicatequina

OH

Figura 5 - Flavonoides isolados no généabebuia




H3CO

H,C

(32) dialdeido ciclopenténico

(33) Acido maslinico (34) B- Sitosterol

OH
H
OH 0 oH

OH
(36) Verbascoideo

Figura 6 — Triterpenos e outros metabdlitos isolados no g&iadxebuia.

13
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1.4 —Tabebuia insigni¢BIGNONIACEAE)

As espécies deste tdxon encontram-se distribuidas nas regipesitr de todo o
mundo, sendo de ocorréncia freqiente no continente americano (Figd® I@presentantes
mais significativos sdo os ipés amarelo @Albg e roxo . avellanadag e jacarandas
(Jacaranda brasilianp Estas espécies sao utilizadas na construcao civil, Garping
construcdo de instrumentos musicais devido a natureza rigida daan&d&i utilizadas em
urbanizacéo, devido a beleza de sua floracdo. No Brémiltas desta familia ocorrem desde
o estado do Amazobnia até o Rio Grande do Sul; ndo possui habitat podsndo ser
encontradas nos Cerrados, Mata Atlantica e regido Amazor@fRRENZI, 1998).

Tabebuia insignis (Migq.) Sandwith (1937), conhecida como paratudo-branco,
apresenta-se como uma arvore de pequeno porte, frequente encamtradeta ciliar
inundavel e de tamanho aproximadamente 2-7 metros de altuca lises floracdo de
setembro a outubro e com frutos de aproximadamente 22 centimentomsngemento,
possuindo apenas trés foliolos no apice. E utilizada como ornameuidé eer cultivada em
solos encharcados e jardins aquéticos. Na medicina populaezédaipara dores estomacais,
figado, diarréia e vermes. E sensivel ao fogo, que pode -ktirggn anos secos. Sua
ocorréncia é mais restrita ao buritizal e mata ciliar inuadae norte e leste, solo argiloso ou
siltoso-organico, sendo sua distribuicdo restrita ao pantano, Yenezuela, Colombia, da
Guiana Francesa através da maior parte do Brasil abé\asBPOTT & POTT, 1994).

Segundo JOLY (1992), a familia Bignoniaceae esta situadanaistamente dentro

de sua ordem hierarquica da seguinte forma:

Ordem - Lamiales
Subordem - Personatae
Familia - Bignoniaceae
Género - Tabebuia
Espécie - Tabebuia insignis

Nomes comuns - para-tudo, ipé-branco.
Parte da planta utilizada na medicina popular — Folhas, casesse.

Uso na medicina popular — anticancerigena, antifingica, ateitana e antiinflamatoria.



[

~
(b) (b)

Figura 8 — Exemplar d€abebuia insignis(a) APA do Guariroba;lf) Missouri Botanical Garden
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SINONINIMIAS DE T. INSIGNIS

- Bignonia L. (1753)

- Bignonia duraKlotzsch ex. R. Knuth (Gentry, A. H., 1992)
- Gelseminum insigngMiq.) Kuntze (1891)

- Gelseminum Kuntze (1891)

- Handroanthus durusBureau ex. K. Schum.) Matt¢$970)

- Tabebuia fluviatiliKlotzch (Gentry, A. H., 1992)

- Tabebuia roraima®liv. (1886)

- Tabebuia triphillaKlotzch (1848)

- Tabebuia cassinoideédhnee (Gentry, A. H., 1992)

- Tecoma albifloraDuck (1925)

- Tecoma durd8ureau ex. K. Schum (1894)

- Tecoma insigni#iq. (1850)

- Tecoma leucoxylofL.) Marx. Ex DC. (1845)

- Tecoma roraimae (Oliv.) K. Schum. (1894)

- Tecoma Juss (1789)

- Tabebuia Gomes ex. DC. (1838)

- Tabebuia dura (Bureau ex. K. Schum) Sprague & Sandwith (1932)
- Tabebuia insignis (Miq) Sandwith (1937)

16
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2 - OBJETIVOS

- Realizar o estudo fitoquimico do extrato etanélico dasasada caule d@&abebuia
insignis

- Fazer a elucidacdo estrutural das substancias acumulastaspagte da planta e
avaliacdo das atividades antioxidante, antimicrobiana e téd@aextrato, fragbes ou

substancias isoladas.
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3 — MATERIAIS

As cascas do caule d&abebuia insigniforam coletadas no APA do rio Guariroba
(Campo Grande — MS), em Agosto de 2006. A identificacdo da pgtamealizada pela Profa.
MSc Ubirazilda Maria Rezende sendo uma exsicata depositadalb@ibeEGMS/UFMS.

A casca do caule deabebuia insignigBignoniaceae) (1,200 Kg) foi seca ao ar livre,
triturada e posteriormente extraida em etanol, sendo a extpmgdmaceracdo. Apos este
procedimento fez-se a filtragem simples e o materialadti descartado.

A solucado foi concentrada sob pressao reduzida, resultando em 154,82gatie
etandlico. Deste, 80,00g foram submetidos a coluna filtrantpresisdoa reduzida, silica gel
60 (70 — 230 Mesh), utilizando-se diferentes sistemas de solv@géascos, obtendo-se 12
fracOes.

As placas para andlise por CCDA foram preparadas aplicandmaesuspensdo de
silica gel 60 G em agua destilada, na proporcao de 1:2 $otiw as placas de vidro.

Para o fracionamento em CC foi utilizada silica gel 60-g8D Mesh e 230 — 400
Mesh), preparada pela homogeneizacdo da silica com o eluerdpriagw, sendo
posteriormente empacotada em coluna com mesmo sistemaeldesol

Os reveladores utilizados em CCDA foram vapores de iodo edsotig;vanilina.

O critério de pureza foi baseado na identificacdo de apenas mancha
correspondente a substancia analisada em CCDA, empregandorsatelfesistemas de
eluentes.

Os solventes utilizados em CC, CCDA foram da marca Syntm&xué Merck. Os
solventes deuterados foram da marca Cambridge e Merck.

Os extratos foram concentrados sob presséo reduzida, utilizamdt@eeaporadores
da marca Fisatom.

Os espectros na regido do infravermelho foram registradozantio-se um
espectrofotdmetro Perkin Elmer.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram mggstean aparelho da
marca Bruker modelo DPX — 300, sendo os espectros de fRIVIN300 MHz e os de RMN
de™®C, a 75MHz.
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4 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL.

4.1 - Estudo fitoquimico da Casca do Caul@ designis

A casca do caule de insignisfoi seca em temperatura ambiente, triturada em moinho
e submetida a extracdo exaustiva em etanol durante satesdia agitacdo esporadica.
Decorrido este periodo, o material foi filtrado, descartas®la- parte sélida. A parte liquida
foi submetida destilacdo sob pressao reduzida para a retmdalvente e colocada em
capela até a secagem completa do extrato, que apoés algsirfei gi@sado, resultando em
154,929 de extrato bruto. O extrato etandlico foi submetido a cromi@ogra coluna
filtrante utilizando-se como eluentes hexano, diclorometanoatacele etila, metanol e
metanol/agua (1:1) (Esquema 1).

As fracdes foram submetidas a analise utilizando-se CCDAifementes sistemas de
eluentes, sendo escolhido o sistema que apresentou uma melhagdestds manchas nas
placas cromatograficas. As fracdes diclorometanica, tacete etila, metandlica e
hidrometandlica foram submetidas & anélise espectroscopicaMidie d@ 'H, das quais
verificou-se um perfil espectroscOpico com caracteristica cdmpostos alifaticos e

aromaticos, optando-se assim por estudar primeiro uma dess@esfr

Casca do Caule
1.200¢

v A A= Extrac&o com etant

Extrato Etandlico

154,92 g B= CC com Silica-gel 60

(70-230 mesh) a vacuo,
l eluente em polaridade
Extrato Etandlico crescente;
80,00 g
B

Fr.Hexanica

0,1168 g

Esquema 1: Extracdo em etanol e coluna filtrante com eluentpslaridade crescente da casca do

Fr. Diclorometanica
0,8928 g

caule deT. insignis.

Fr. Acetato de Etila
3,1142g

Fr. Metandlica
21,2276 g

Fr. Hidroalcoolica
1,5382 ¢
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4. 1.2 - Fracionamento da frac&o diclorometénica do extratdkto da casca do caule.

A fracdo de diclorometano foi cromatografada em CC, utilizassdsHica gel 60 (230

— 400 Mesh), sendo o eluente hexano/acetato de etila em ordeentzade polaridade. As

substancias foram monitoradas em placas cromatogréaficas eazweoitforme semelhancas.

Este procedimento cromatografico permitiu o isolamento pdsitosterol esterificado

(Esquema 1).

Fr. Diclorometano
0,4213 g

A = CC com Silice-gel 60 (230-
400 mesh). Eluente:
Hexano/acetato de etila, em
gradiente de polaridade.

B = CCDA - Silica -gel 60,
eluente: hexano/acetato de etila
(80:20).

Fr.1-17
13,70 mg

Fr. 18-21
21,20 mg

Esquema 2 — Fracionamento da fracao de diclorometano dadcesaale dd'. insignis.
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4.1.3 - Fracionamento da fracdo acetato de etila dotextandlico da casca do caule.

As fracOes de acetato de etila foram cromatografadas emacdk silica gel 60 (70-
230 mesh), utilizando-se como eluente, hexano/acetato de etdaidpde crescente). As
fracOes obtidas foram acompanhadas por placas cromatografieasidgas de acordo com a
semelhanca de rfs. As fracBes que apresentaram uma @ncharforam encaminhadas para
fazer experimentos de RMM e **C, DEPT 135° ou bidimensionais para elucidacdo das

estruturas moleculares (Esquema 1, Figura 9).

Fr. Acetato de Etila

0,7668 g
A A = CC com Silice- Gel 60 (70-
v 230 Mesh); Eluente: Hexano/Acetato
118 fragdes de Etila, em gradiente de polaridade.
B = CCDC; Eluente: CHGIMeOH
B
A 4
Fr. 8 Fr. 21 Fr. 41 Fr. 89
37,70 mg 21,10 mg 18,90 mg 21,71 mg
2 3 4 5e6

Esquema 3 — Fracionamento da fracdo de acetato desetitssda do caule de insignis.

Como a fracdo 89 apresentou uma mistura das subst&neiésfez-se uma coluna
utilizando como suporte fase reversa para purificacdo dadrde acetato de etila (massa =
2,7434 g) (Esquema 4), utilizando-se como eluente dgua/metancheiente de polaridade,
sendo recolhidas 10 fragBes. Através da CCDA, separousacao 3 por apresentar
caracteristicas semelhantes as substarboge® Dando procedimento a purificacéo, utilizou-
se de uma coluna de Sephadex-LH — 20 onde foi possivel o isolataestdstancia (2,4

mg) e6 (2,0 mg).



Fr. Acetato de Etila
2,7434 g

Fr.3
35,70 mq
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A = CC com Silica de fase
reversa G Eluente: (polaridade
decrescente) D, MeOH,
MeOH, AcOEt, CHG,

B = CCDC; Eluente:
CHCIl:/MeOH.

C = Sephadex LH-20; Eluente:
MeOH.

Fr. 7

Fr.

D = CCDC; Eluente:
CHCly/MeOH.
12

Esquema 4 — Fracionamento da fracdo de acetato de etila, dadocasaule d€. insignis,

utilizando-secoluna de fase reversa.
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Figura 9 - Substancias isoladas da fracdo dicloraneee acetato de etila oriundas da casca do caule
deT. insignis
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4. 1.4 - Fracionamento da fragdo metanolica do extrato etamts casca do caule.

A fragdo de metandlica foi cromatografada em CC, atilitb-se fase reversa, sendo o

eluente agua/metanol em ordem decrescente de polaridagseb#téncias foram monitoradas

em placas cromatograficas e

reunidas conforme semelhari€sts. procedimento

cromatogréafico permitiu o isolamento das substar&i8s 9 (Esquema 5; Figura 10).

Fr. Metandlica

m=1,5000g A = Coluna de fase reversa
Eluente: KO/ MeOH
A (polaridade crescente)
v B = CCDA — CHC{/MeOH
14 fracdes (75:25)
C = Sephadex LH-20
B Eluente: Metanol
A 4
| |
Fr.3 Fr.5 Fr. 6 Fr. 7
38,2 mg 58,3 mg 292,0 mg 62,9 mg
L :
Fr. 20-28
Fr. 8-12 135,0 mg
8,5 mg

Esquema 5 — Fracionamento da fragdo metandlica da casaaldaerT. insignis



Figura 10 - Substancias isoladas da fracdo metandlicasda da caule d€. insignis
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4.1.5 - Fracionamento de uma fracdo originada da fracdo hithoétiea, do extrato

etandlico das folhas de insignis

A fracdo hidrometandlica das folhas @abebuia insignisobtida de uma particao
liquido-liquido do extrato etandlico da mesma parte desta espm#adinou varias fracoes.
Assim esta foi cromatografada em coluna utilizando como sugaphadex LH-20 e o
eluente empregado foi metanol, obtendo-se 78 fracdes. As frimg@@s comparadas em
CCDA e reunidas de acordo com as semelhancas de rfs. Aedr&¢-58 apresentou uma
mancha Unica, de coloracdo amarela, que permaneceu com a kmEsmgdo quando
revelada com vanilina. Este procedimento cromatografico resultousaiamento da

substancid0.

OH

Figura 11 - Substancia isolada da fragdo hidrometandlicaliesT. insignis
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Identificacdo do Iridéide - Catalpdl)(

A substéncia7, obtida da fragdo metandlica da casca do cauleT.densignss
(Esquema 5), apresentou-se como cristais de coloracdo amarpladao ser revelado com
vanilina, em placa de CCDA, forneceu a mesma coloragao.

O espectro de RMRH de7 mostrou um sinal em 6,39 ppm (1H,Jd; 6,0 Hz), sinais
entre 5,38 e 4,73 ppm e um conjunto de sinais entre 4,30 e 3,20 pprmrtjivodida presenca
de acucar na estrutura.

O espectro de RMN d€C de 7, confrontado com o espectro de RMN DEPT%.35
mostrou um sinal de CH em 141,76 ppm e dois conjuntos de sinais, semaimeiro
composto de trés sinais de CH entre 104,02 e 95,30 ppm e o segunde deais, seis CH
e dois CH, entre 79,56 e 61,57 ppm, além de dois sinais de CH em 43,58 e 39, ®npyem.
0s sinais relativos aos carbonos carbindlicos pode-se verificaomjinto compativel com os
dap-D-glicose. Levando-se em conta 0s seis sinais desta unrdatien nove outros sinais.
Considerando-se o numero de carbonos, as caracteristicas ésplacstizbstancia e as classes
de compostos que ocorrem @rabebuia,pdde-sepropor como uma possibilidade pafa
estrutura de um nor-iridoidéssim, ossinais em 6,39 ppm (1H, d,= 6,0 Hz) e 5,16 ppm
(1H, d,J = 9,0 Hz), no espectro de RMN t¢, bem como os sinais em 141,76 e 104,02 ppm,
no espectro de RMN d€C, s&o indicativos de uma ligacdo dupla C3-C4inal em 95,20
ppm deve correponder ao carbono acetalico C-1, enquanto os sinais a 43,68 ppm se
referem aos carbonos da juncédo C-9 e C-5, respectivamentualo sinais restantes, com
deslocamentos entre 60 e 80 ppm, devem pertencer aos outros carbonesddseis. Os
valores de deslocamento quimico destes sinais indicamrastarearbonos correspondentes
sob algum tipo de desprotecdo, provavelmente ligados a oxigéninalOdsi CH a 62,58
ppm indica que C-10 se encontra sob forma de-GH, enquanto os sinais a 60,43(CH) e
66,20 (C) ppm sdo compativeis com uma funcao epédxido em C7-C8;assta, o0 sinal a
79,56 ppm, correspondente a C-6 na forma de carbono carbindlico. Gisnexpes de RMN
COSY 90 [Figura 15] evidenciaram os acoplamentos entre H-3 e H-4, H®eH-1 e H-9
e entre H-1'" (hidrogénio anomérico) e H-2', conforme mostradbateela 2.

Foram realizados também os experimentos de RMN bidimensionai€ dS{MBC
[Figuras 16 e 17]. Através do primeiro foi possivel confirmaroaectividade entre os

carbonos e hidrogénios diretamente ligados, conforme mostrado na Zablelstacando os
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hidrogénios da ligacdo dupla, o C/H anoméricos, C/H-1 e C/H-6. dgpectro de RMN
HMBC permitiu confirmar a localizacdo da unidade glicosidiaaestrutura da substandia
através da correlacdo entre o hidrogénio anomeérico H-1' (4,73 pp@¥l (95,30 ppm).
Observou-se ainda a correlacdo entre o hidrogénio olefinico H-3gpr8Pcom os carbonos
C-1 (95,30 ppm), C-4 (104,02 ppm) e C-5 (39,09 ppm), assim como tambémekacao

entre o hidrogénio olefinico H-4 (5,16 ppm) e os carbonos C-3 (141,76 @pm)39,09

ppm) e C-9 (43,58 ppm) [Figura 17].

Estes dados permitiram, portanto, propor a estrutura abaixo pswbstncia 7. A
busca desta estrutura na literatura levou a localizacao deiddide denominado catalpol
(Swiatek et al1993); a comparacdo dos dados da substancia 7 com os dados do catalpol
mostraram boa correlacao (Tabela 2) permitindo concluir quatseda mesma substancia.

A identidade dessas substancias tornou desnecessario a &ealiagxperimentos
voltados para a definicdo da estereoquimica da estrutura; micerttave-se destacar que as
pequenas diferencas de deslocamento quimico observadas forandadriboifato de terem
sido utilizados solventes diferentes para a obtencao dos espectros.

O catalpol j4 foi encontrado em outras espécies de plantas ®@rbascum
lasianthum(ScrophulariaceagKupeli et al, 2007) eGmelina arboregKawamura e Ohara,

2005) apresentando atividades anti-inflamatoria e antifingica tespeente.

OH

OH
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Tabela 2- Dados de RMN déH e *C (CD;OD, 300 e 75 MHz) da substandia Catalpol
(Boros e Stermitz, 1991) ¢D, 300 e 60 MHz).

7 6-O-E+p-cumaroil-Catalpol

dH (J=Hz) 5C dH (J=Hz) 5C
1 CH 5,32 (1H, d, 9,0) 95,30 5,59 (1H, d, 9,0) 93,20
3 CH 6,39(1H, d, 6,0) 141,76 6,49 (1H, dl, 5,8) 140,20
4 CH 5,00(1H, d, 9,0) 104,02 5,12 (1H, dd, 5,8 e 4,1) 103,20
5 CH 2,25 (1H, m) 39,09 2,90 (1H, m) 36,60
6 CH 5,38 (1H, d, 6,0) 79,56 5,34 (1H, dl, 7,2) 76,30
7 CH 4,17 (1H, dI) 60,43 4,02 (1H, dI) 60,60
8 C - 66,20 - 64,70
9 CH 2,51 (1H, dd) 43,58 2,63 (1H, m) 42,00
10 CH, sobreposto 62,58 sobreposto 58,90
1 CH 4,73 (1H, d, 9,0) 99,71 5,50 (1H, d, 7,8) 97,70
2 CH sobreposto 74,86 sobreposto 73,30
3 CH sobreposto 78,62 sobreposto 77,30
v CH sobreposto 71,78 sobreposto 70,10
5 CH sobreposto 77,72 sobreposto 77,10
6 CH sobreposto 61,57 sobreposto 61,20
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5.2 — Identificacéo do Iridoide 6-O4Ecumaroil-Catalpol 9).

A substanci®, oriunda da coluna cromatografica de fase reversa da frag@mdtica
(Esquema 5), apresentou-se como um solido amarelo, dando colorag@taagscuro em
CCDA quando revelada com vanilina. Seu espectro de RN Nostrou um conjunto de
sinais na regido de hidrogénios em anel aromatico, destacamtissdubletos de maior
intensidade em 7,46 ppm (2H,Xs 9,0 Hz) e em 6,79 ppm (2H, 8= 9,0 Hz), sugestivo de
um anel aroméaticpara substituido. O par de dubletos em 7,65 ppm (1H=d15,0 Hz) e em
6,36 ppm (1H, dJ = 15,0 Hz) é caracteristico de hidrogénios de olefina orientanldses
Observam-se também sinais entre 5,16 e 4,78 ppm e entre 8,23 ppm, indicativos da
presenca de acgulcar na estrutura, além de um sinal complex@@mpm. [Tabela 3; Figura
18].

O espectro de RMNYC, confrontado com espectro DEPT 13%presentou dois sinais
de CH com maior intensidade, 131,33 e 116,91 ppm, compativeis coeh ar@amaticqara
substituido. O sinal em 168,99 ppm foi atribuido a uma carbaxflansaturada, a qual,
associada aos sinais em 114,61(CH) e 147,27 (CH) ppm, e ar@nélicopara substituido
sugere um sistem@-cumaroila na estrutura. Os sinais em 161,45 (C) e 127,09 (C)
completariam este sistema. Entre os sinais’@eobservados ha nove sinais na regido de
carbonos carbindlicos e dentre estes pode-se destacar um caijilmiolo a uma unidade de
B-D-glicose (78,65; 77,72; 74,87; 71,78; 62,9) incluindo o CH em 99,7 ggém dos sinais
correspondentes ao sisterpaumaroila e §3D-glicose, restam no espectro nove sinais.
Dentre estes sinais ha dois de ligacdo dupla (142,39 e 102,97 ppas @M ), dois CH em
43,22 e 36,68 ppm, quatro na regido de carbonos ligados a oxigénio e ddisoacé&ates
sinais sdo muito semelhantes aos observados para a subs&rei@eomparacdo dos mesmos
mostra uma boa correlagéo.

Foi obtido ainda o espectro de RMN COSY 90° no qual foram observigloss a
acoplamentos, destacando-se 0s seguintes: entre os hidrogémes$ almmatico H2- 6 (7,46
ppm,J = 9,0 Hz) e H3- 5 (6,79 pprd,= 9,0 Hz); entre os hidrogénios olefinicog (H6,36
ppm,J = 15,0) e K ( 7,65 ppm,J = 15,0 Hz); entre H4 (5,04 ppm, ) e H-3 (6,39 ppm,
sobreposto a §J; entreH-9 (2,61 ppm — parcialmente sobreposto com H-5) e H-1 (5,16 ppm,
J=9,0 Hz); e entres hidrogénios H-§2,63 ppm — parcialmente sobreposto com H-9) e H-4
(5,04 ppmJ =9 Hz) [Figura 22].

O espectro HSQC [Figura 23] permitiu confirmar as atribuicdefnidas acima,

destacando-se a definicho da conectividade direta entre os asrlonhidrogénios
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correspondentes aos sinais 861102,97/5,16 (C/H-4); 95,13/5,16(C/H-1); 99,74 4,76 (C/H
anomeéricos) e 81,34/5,16 (C/H-6).

Entre as correlacBes observadas através do experimento HM@@&a[24] destaca-
se:

- A localizag&o da unidade glicosidica, confirmada atravé&sdalacéo do hidrogénio
anomeérico H-1' (4,76 ppm) com o carbono C-1 (95,13 ppm).

- A localizacdo do grupo p-cumaroila, confirmada atravésodalacéo do hidrogénio
H-6 (5,04 ppm) com o carbono carboxilico (168,99 ppm).

- O hidrogénio olefinico f (7,65 ppm) correlaciona-se com os carbonos do anel
aromatico C-2' (131,33 ppm), C-3’ (116,91 ppm), e com o carbono da carlaei8,99
ppm).

- Na estrutura do iridoide o hidrogénio H-3 (6,39 ppm) correlacienaesn os
carbonos C-5 (36,78 ppm) e C-1 (95,13 ppm).

Dados de infravermelho foram analisados, podendo-se destacdirasieagos em:
3395 cnit (v C-OH), 2920 crit (v C-H), 1704 crit (v C=0), 1515 e 1604 ci(v C=C), 1072
cm’ (v C-0), 833 crit (v C-H) [Figura 21].

Os dados acima descritos levaram a estrutura abaixo paastincia 9. Uma busca
na literatura permitiu a identificacdo desta substancia ceemmlo o 6-O-E-cumaroil-
catalpol. Esta substancia foi descrita pela primeira vezEpdlaggar e colaboradores em
1980, sob 0 nome de especiosideo. Na familia Bignoniaceae ubstansia foi isolada e
identificada por Soares (2006) e por Guerbas (2003) @&mebuia caraiba Tabebuia aurea

respectivamente.

OH

_OH
OH
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Tabela 3- Dados de RMN déH e **C (CD;OD, 75 e 300 MHz) obtidos da substar@ia do
6-0-E-p-cumaroil-catalpol (GUERBAS NETO, 2003) (300/75 MHz, GIIMSO).

9 6-O-E{p-cumaroil-catalpol
& H (J=Hz) 5C 3'™H (J=Hz) 5C
(6{0]0) C - 168,99 - 168,00
CH 6,36 (1H, d, 15,0) 114,61 6,56 (1H, d, 15,9) 113,80
B CH 7,65 (1H, d, 15,0) 147,27 7,91 (1H, d, 15,9) 146,70
1 C - 127,09 - 126,20
2", 6" CH 7,46 (1H, d, 9,0) 131,33 7,61 (1H,d,7,6) 130,60
37, 5” CH 6,79 (1H, d, 9,0) 116,91 7,24 (1H, d, 7,6) 116,60
4 C - 161,45 - 160,10
1 CH 5,16 (1H, d, 9,0) 95,13 559 (1H,d, 9,00 94,60
3 CH 6,39 (1H, 6,0) 142,39 6,49 (1H, dl, 5,8) 141,50
5,12 (1H,dd,5,8 e
4 CH 4,96 (1H, d, 9,0) 102,97 102,40
4,1)
CH 2,63 (1H, m) 36,78 2,90 (1H, m) 35,70
CH 4,96 (1H, 9,0) 81,34 534 (1H,dl|,7,2) 80,20
. CH 3,60 (1H, dl) 60,31 4,02 (1H, dI) 59,60
C - 66,88 - 66,10
9 CH 2,61 (1H, d) 43,22 2,95 (1H, m) 42,20
10 CH, 10a (4,17); 10b(3,84) 61,29 Sobreposto 61,70
1 CH 4,76 (1H, d, 9,0) 99,74 5,50 (1H, d, 7,8) 99,00
2 CH Sobreposto 74,87 Sobreposto 73,70
3 CH Sobreposto 78,65 Sobreposto 77,10
4 CH Sobreposto 71,78 Sobreposto 70,20
5 CH Sobreposto 77,72 Sobreposto 76,60
6 CH; Sobreposto 62,93 Sobreposto 60,80
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5.3 - Identificagcéo de 2-(4-hidroxifenil) etanol (tirosd).(

A substanci®, oriunda da coluna cromatografica em fase reversa da fragetio
de etila (Esquema 4), apresentou-se como cristais branceangasa coloracdo roxa em
CCDA, quando revelada com vanilina. Seu espectro de RMN deostrou dois dubletos na
regido de hidrogénios em anel aromatico, sendo um sinal em 7,022phid=8,4 Hz) e o
outro sinal em 6,69 ppm (2H58,4 Hz). O mesmo valor de acoplamento para os dois sinais €
sugestivo de anel aromatipara-substituido. Observa-se ainda, dois tripletos em 3,68 ppm
(2H, J=7,3 Hz) e em 2,71 ppm (2H=7,3 Hz), caracteristicos de hidrogénios metilénicos
vicinais [Tabela 4; Figura 25].

O espectro de RMN dEC, confrontado com o espectro de DEPT 135°, apresentou
sinais em 130,85 ppm e 116,16 ppm, referentes aos carbonos metiraces dmméatico (C-

2', C-6") e (C-3', C-5"), respectivamente; os sinais em,83% 156,76 ppm foram atribuidos
aos carbonos nao hidrogenados do anel aromatico C-1' e C-4’, sendo igsteligido a
oxigénio [Tabela 4; Figura 26]. Também foram observados simdasivos a carbonos
metilénicos da parte alifatica desta estrutura em 64,59 pg) €G39,41 ppm (C-1), sendo o
primeiro relativo a uma unidade oximetilénica [Tabela 4uf7].

Dados de infravermelho foram analisados, podendo-se destacstirasientos em:
3421 cm' (v C-OH), 2923 cnt (v C-H), 1515 crit (v C=C), 1099 ci (v C-0), 820 crit (v
C-H) (Figura 28).

Por meio destes dados foi possivel propor para a substrciestrutura do 2-(4-
hidroxifenil)-etanol, conhecido como tirosol. Esta substancia teporiantes propriedades,
tais como inibidora do crescimento dedndida albicans(CHEN, 2004) e atividade
antifingicain vitro sobre Aspergilus nigere Fusarium oxyporium(ROCHA, 2004). Ela
também pode ser produzida por bactérias gram-negativas eragdungicida in vivo contra
Callinectes fungusia superficie de embrides de lagosta americbkdmnérus americana
(GIL-TURNES, 1992). Na familia Bignoniaceae, Soares (2006) istiosol de Tabebuia

caraibg porém.este € o primeiro relato desta substancia na espab&buia insignis
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Tabela 4 - Dados de RMN del e *C (CD;OD, 300 e75 MHz) obtidos da substar&ia do
tirosol (GIL-TUNES, 1992).

5 Tirosol
8 H(J =Hz) §C 8 H(J =Hz) §C
1 CH 2,71 () 39,41 2,70 (t) 39,10
2 CH 3,68 (1) 64,59 3,70 (t) 63,80
1 C - 131,07 - 131,00

2-6 CH 702(2H,d,86) 13085 7,00 (2H, d, 8,6) 130,00
-5 CH 6,69(2H,d 84) 11616 6,60 (2H, d, 8,4) 11540

q C - 156,76 - 155,00




45

Chemical Shift (ppm)

Figura 26 - Espectro de RMNC da substancia (CD;OD, 75 MHz).
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5.4 - |dentificacdo do &cido cumaridd).(

A substancia6, oriunda da coluna de fase reversa da fracdo de acetagtilale
(Esquema 4), apresentou-se como um solido de coloracdo branca, sprerexelado com
vanilina em placa de CCDA, apresentou coloracao résea.

O espectro de RMN d&H apresentou sinais caracteristicos de hidrogénios de anel
aromaticospara-substituido em 7,39 ppm (2H, 88,7 Hz) e em 6,78 ppm (2H, 3&:238,7
Hz); também apresentou sinais de hidrogénios de dupla olefinicpanndo de substituicao
transem 7,42 ppm (1H, d] = 15,9 Hz) e 6,32 ppm (1H, d,= 15,9 Hz) [Tabela 5; Figura
29].

O espectro de RMN d&C apresentou sinais de carbonos metinicos em 130,36 e
116,61 ppm, sugestivos de carbonos de anel aromatico. Os sinailéf e 142,67 ppm
foram atribuidos aos carbonos olefinicos ligados ao anel aronf@abservou-se ainda, sinais
de carbonos néo ligados a hidrogénio, sendo o sinal em 160,11 ppm (C-4@tilcarbono
fendlico, o sinal em 128,40 ppm relativo ao carbono C-1 do anel aroneatim 174,68 ppm
sinal caracteristico de carbonilgs-insaturada [Tabela 5; Figura 30].

Dados de infravermelho foram analisados, podendo-se destacdirames®os em:
3413 cni* (v C-OH), 2920 crit (v C-H), 1604 crit (v C=0), 1554 cii (v C=C), 1107 — 1245
cm? (v C-0), 833 crit (v C-H) [Figura 32].

Os dados mencionados acima permitiram caracterizar a substaoemo sendo o
acido cumaérico (Soares, 2006). Esta substancia pertence addass®mpostos fendlicos, tipo
C6-C3, que sdo comuns em plantas e responsaveis por importavittesdas bioldgicas,
como por exemplo, as atividades antibacteriana, antiinflaraaticatrizante, antioxidante,
antiviral, dentre outros (CASTRe@t al., 2007). No génerdabebuia o acido cumarico foi

descrito por Soares (2006) @rabebuia caraiba

HO



Tabela 5 Dados de RMN déH e **C (CD;OD, 75 e 300 MHz) obtidos da substangia

6

comparado com a literatura (SOARES, 2006).

6 Acido cumarico
8 H (@ =Hz) 5 C 6 H (@ =Hz) 5 C

COO C - 174,68 175,30

o CH 6,32 (1H, d, 15,9) 121,09 6,28 (1H,15,9) 119,70

B CH 7,42 (1H, d, 15,9) 142,67 7,43 (1H, d,15,9) 142,50

1 C - 128,40 - 130,90
2,6 CH 7,39 (2H, d, 8,7) 130,36 7,27 (2H, d, 7,9) 129 50
3,5 CH 6,78 (2H, d, 8,7) 116,61 6,66 (2H,d, 7,9) 11517

4 C - 160,11

: 159,20

48
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5.5 - Identificacdo da Substanc® (

A substancia2, obtida da fracdo acetato de etila, apresentou-se comodlinho s
branco, que ao ser revelado com vanilina em placa de C@@&entou coloracéo résea.

O espectro de RMRH da substancia apresentou sinais a 6,78 ppm (2H 8,4 Hz)

e 7,09 ppm (2H, = 8,4 Hz), caracteristicos de hidrogénios de anel aromaticondanel
para-substituido. Este espectro presentou, também, trés trigleti@s2,00 e 4,50 ppm, sendo
gue dois deles, a 4,25 e 2,85 ppm, com o mesmo valor de constantpldenaato J=7,5
Hz). Estes sinais correspondem a dois metilenos vicinais, sgredo valor do deslocamento
a 4,25 ppm ¢é indicativo um metileno de éster. O acoplamento entt@dasyénios
correspondentes a estes sinais foi confirmado através do espe®&MN-COSY 90° [Figura
36]. Outros sinais observados foram um triplete a 2,30 ppm, umisiaato a 1,23 ppm e
outro sinal a 0,90 ppm (tipico de metila terminal de uma aalbeiga), cujo conjunto é
caracteristico de um &cido graxo [Tabela 6; Figura 33].

O espectro de RMN d&C, confrontado com espectro DEPT 13bigura 35]
possibilitou a verificacdo de um sinal em 173,91 ppm, referenteaacarbonila de éster, de
sinais de carbonos metinicos em 130,03 ppm (C-2, C-6) e 115,34 ppm Q&8
compativeis com o anel aromatico acima mencionado, alémindés de carbonos sem
hidrogénio em 154,29 ppm (C-4) e 130,16 ppm (C-1). Esses sinais sadivemmamm anel
aromaticopara-substituido por uma hidroxila e um grupo alquila. Os sinais ve&taos
grupos metilenos foram observados em 29,71 ppm (sinal intenso) e ®h{G43), 24,98 (C-
4) e 22,69 (C-5) além do sinal de metila em 14,12 ppm. Estes dadfosnam a proposta da
cadeia acilica [Tabela 6; Figura 34]. Os sinais adiciodaisarbonos oximetilénicos em
64,95 (C-2) e metilénico em 34,39 (C-1) ppm foram atribuidos admiaaoila do éster.

Dados de infravermelho foram analisados, podendo-se destacdirames®os em:
3394 cni* (v C-OH), 2920 crit (v C-H), 1735 crit (v C=0), 1461 cii (v C=C), 1053 - 1275
cm' (v C-0), 721 crit (v C-H) [Figura 37].

A andlise do conjunto dos dados mencionados acima permitiu propoisghstancia

2 corresponde ao tirosol esterificado com um acido graxo saturado.
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Tabela 6- Dados de RMN dé&H e**C (CDCE, 75 e 300 MHz) obtidos da substaria

2
8H (J=Hz) dH- "H, Cosy 96 8C

1' C - 130,03
2', 6 CH 7,09 (2H,J = 8,4) 3,5 130,03
3,5 CH 6,78 (2H,J = 8,4) 2',6' 115,34
4 C ] . 154,29
COO C - - 173,91
1 CH;, 2,88 (2H,J = 7,05) 1-2 34,39

2 CH; 4,26 (2H,J = 7,05) 2-1 64,94

3 CH;, 2,30 (2H,J = 7,5) - 31,94
CH;n CH, 1,23 (s) (CH)n - 6 29,71
4 CH; - - 24,98

5 CH, - - 22,69

6 CHs 0,90 (3H, s) 6 - (Chn 14,12
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5.6 - lIdentificagcdo de 2(4-hidroxifenil)etil 1-®D-apiofuranosil-(1-6)$-D- glicopiranosideo
(8).

A substancia, oriunda da coluna cromatografica de fase reversa da fragaodtiea
(Esquema 5), apresentou-se como um sélido de coloracdo amagelada, ser revelado com
vanilina em CCDC forneceu coloragao résea.

O espectro de RMNH da substancis8 apresentou sinais na regido tipica de
hidrogénios de anéis aromaticos com padrédo de substipagaem 7,06 (1H, dJ=9,0 Hz) e
6,70 (1H, d,J=9,0 Hz) e um conjunto de sinais entre 3,00 e 4,00 ppm relativasagénios
carbindlicos, sugerindo a presenca de acUcares. Os sinais epph48&H,J=9,0 Hz) e 5,02
ppm (1H,J=2,0 Hz) sugerem a presenca de hidrogénios anoméricos [Talbetpmra 38].

Os sinais no espectro de RMN d€ em 130,80 (C-1), 130,90 (C-2, C-6), 116,10 (C-
3, C-5), e 156,60 (C-4) sado caracteristicos da estrutura menledal tirosol, conforme
discutido para a estrutufa Os sinais em 104,40 e 110,70 ppm foram atribuidos aos carbonos
anoméricos de dois agucares, enquanto os que ocorrem entre 65 e 83 ppieredi@s aos
outros carbonos de carboidratos. Observa-se neste espectro whe tmak sinais que podem
ser atibuidos a carbonos de uma hexose e uma pentose na estr8tura pleesenca de um
carbono carbinélico em 80,62 ppm nao hidrogenado, aliado ao fato de que agudases
ser uma pentose, levou a proposta da presenca de apiofuranoseitneaesa molécula. O
conjunto dos outros seis sinais ndo compativeis com os deslocamematonos dA-D-
glicose. [Tabela 7; Figura 39].

Por meio do espectro de RMN de DEPT °13®i possivel observar sinais de
carbonos metilénicos vicinais em 36,36 e 72,18 ppm referenté @ C-8, respectivamente,
e sinais em 65,34 e 74,56 ppm relativos a C-5” e C-4”, smenente. O sinal em 68,37
ppm foi atribuido ao C-6’ da glicose, sendo que esta forte desprdtggdiribuida ao fato de
a unidade de apiofuranose estar ligada nesta posicao [Tab&jara 40].

Foram realizados também os experimentos de RMN bidimensiof$YC90°,
HMBC e HSQC) [Figuras 41, 42 e 43]. O espectro de HpQ$3ui sinais de correlacao
direta entre H-1'gH 4,28 (d,J=9,0 Hz) com o C-1' em 104,31 ppm; também confirmou a
correlacdo direta entre o H-13+ 5,01 (d,J=3,0 Hz) e o C-1” em 110,80 ppm da
apiofuranose [Tabela 7, Figura 43]. Por meio do espectrawi@CHobservou-se a correlagao
do hidrogénio anomérico H-1'3¢ 5,02) da apiofuranose com o carbono G668,63) da
glicose, bem como a correlagdo do hidrogénio anomérico da glomse o carbono
metilénico C-8 §c 72,18), pertentence a unidade tirosol. Estas informa¢desbcdram
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para a localizacdo dos acucares apiofuranose e glicopiranosstrotura da substancé&
[Tabela 11, Figura 42].

Dados de infravermelho foram analisados, podendo-se destacstirasyentos em:
3367 cni (v C-OH), 2927 cnt (v C-H), 1604 e 1515 cth(v C=C), 1053 crit (v C-0O), 833
cm® (v C-H) [Figura 44].

Todos esses dados corroboraram para propor a estrutura da sul@témeia sendo o
2(4-hidroxifenil) etil-O$-D-apiofuranosil-(L 6)-p-D-glicopiranosideo. Esta substancia foi
relatada pela primeira vez e@smanthus asiaticuSUGIYAMA et al, 1993). N&o € uma
classe de substancias comum, porém foi descrita em duasessgedamilia Bignoniaceae,
Tabebuia incana(POHLIT et. al., 2007) e Tabebuia impetiginosg WARASHINA et.
al.,2004).

0]

{ 71\ o
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Tabela 7 — Dados de RMN dd e *C mono e bidimensionais (300 e 75 MHz) da substancia
8 e 2(4-hidroxifenil) etil OB-D-apiofuranosil-(1- 6)- p-D- glicopiranosideo (WARASHINA

et. al.2004).
8 2(4-hidroxifenil) etil O- B-apiofuranosil-
(1- 6)- pglicopiranosideo
HSQC
S8H (J=Hz) sC HMBC (J H-C) dH (J=Hz) 3C
1 C - 130,80 - ) i
116,15; 130,80 e
2-6 CH 7,06 (1H, d, 9,0) 130,90 7,00 (1H, d, 8,0) 7,00 (1H, d, 8,0)
156,60
130,80; 130,91
3-5 CH 6,70 (1H, d, 9,0) 116,15 6,67 (1H, d, 8,0) 6,67 (1H, d, 8,0)
156,60
4 C - 156,60 - - -
7 CH, 2,83 (t, 7,5 Hz) 36,36 2,78 (2H, m) 2,78 (2H, m)
71,92 130,80
8 CH, 4,00 (t, 7,6Hz) 72,18 - 3,94 3,94
T CH 4,28 (d, 9,0 Hz) 104,31 7192 4,27 (1H,d, 8,0 Hz) 4,27 (1H, d, 8,0 Hz)
2 CH 3,20 (d, 9,0 Hz) 75,00 3,19 (t, 8,0 Hz) 3,19 (t, 8,0 Hz)
78,10 e 104,31
CH 3,92 (d, 9,0 Hz) 78,10 - 3,34 (t, 8,0 Hz) 3,38(0 Hz)
4 CH 3,36 (d, 6,0 Hz) 71,66 - 3,28 (t, 8,0 Hz) 3,28(0 Hz)
5 CH Sobreposto 76,70 - 3,40 (m) 3,40 (m)
4,01 (dd, 11,5, 2,0) 4,01 (dd, 11,5, 2,0)
6’ CH, Sobreposto 68,63 110,61
3,63 (dd, 11,5, 6,0) 3,63 (dd, 11,5, 6,0)
1" CH 5,01 (d, 3,0 Hz) 110,80 - 5,05 (d, 2,0 Hz) 5,052(0,Hz)
2" CH 3,92 (d, 3,0 Hz) 77,95 - 4,01 (d, 2,0 Hz) 4,0120,Hz)
3” C - 80,62 - 4,09 (d, 10 Hz) 4,09 (d, 10 Hz)
4 CH, 3,79 (d, 9,0 Hz) 74,90 - 3,88 (d, 10,0 Hz) 3,881@0 Hz)
4,37 (d, 11,5) 4,37 (d, 11,5)
5” CH, 3,79 (d, 9,0 Hz) 65,61 -
4,36 (d, 11,5) 4,36 (d, 11,5)
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5.7 — Identificacio do Acido Betulinicd)(

A substancial, procedente da fase acetato de etila, apresentou-se cosdidonde
coloracao branca, com alteracdo da coloracdo para rosea qeartimla com vanilina em
CCDA. Seu espectro de RMN dd mostrou seis singletos na regido entre 0,71 — 1,65 ppm
atribuiveis a grupos metilas, sendo o sinal em 1,65 ppm refeéxentila ligada a carbono
sy, dois singletos em 4,67 e 4,55 ppm pertencentes a dois hidroggrilidénicos [Tabela
8; Figura 45].

O espectro de RMN d€C mostrou trinta sinais de carbonos, destacando-se, dentre
eles, os sinais em 110,13 ppm (C-29), 151,68 ppm (C-20) e 79,58 ppmc@taB}eristicos
de carbonos de esqueleto lupano (Olea e Roque, 1990). O sinal em 179,97-2)niofC
relacionado a carbonila de &cido carboxilico [Tabela 8; Figuradd¢Ghformacdes fornecidas
pelo espectro de DEPT 135°, possibilitaram a verificac&sirdgs de carbonos metilicos em
28,56 (C-23), 15,20 (C-24), 16,06 (C-25), 16,71 (C-26). 15,19 (C-27), 19,65 (Ap&0)
carbonos metilénicos em 38,00 (C-1), 27,31 (C-2), 19,25 (C-6), 35;32, &1,85 (C-11),
26,63 (C-12), 30,54 (C-15), 31,52 (C-16), 27,31 (C-21), 37,99 (C-22), 110,10 (C-29%Dppm.
sinais de carbonos metinicos aparecem em 79,58 (C-3), 56,65 %C5j, (C-9), 39,44 (C-
13), 48,21 (C-18), 50,28 (C-19) [Tabela 8, Figuras 47]. Esfasmacdes sugerem que a
substancia é de um triterpeno pentaciclico de esqueleto lupano. Ao congsadados com
a literatura, observou-se uma correlacdo entre os dados obtiddgeratura (Siddiquet al;
1988), permitindo definir a substancia como sendo o triterpeno Betdbnico.

Dentre as atividades biologicas relatadas para o aciddirheo, destacam-se acao
inibitoria frente a xantina oxidase, efeito antiinflamatodiminuicdo da propulsédo intestinal
e diminuigcdo dos niveis da pressdo sanguinea (AURIC@HHD, 2003). O acido betulinico
€ bastante conhecido na familia Bignoniaceae, sendo relatade, detnos, emrlabebuia
heptaphylla(GARCEZ, et al., 2007), Tabebuia caraibgSOARES, 2006) &abebuia aurea
(GUERBAS, 2003).
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Tabela 8- Dados de RMN dé°C (CDCE, 75 MHz) da substanci4 e do acido betulinico
(SIDDIQUI et al; 1988).

5C 5C
s Ao 4 eido

betulinico betulinico
1 38,74 38,70 Ch 16 32,16 32,10 Ch
2 27,31 27,40 Chl 17 57,28 56,30 C
3 79,29 78,90 CH 18 46,89 46,80 CH
4 39,64 38,80 C 19 50,54 49,20 CH
5 55,62 55,30 CH 20 151,68 150,30 C
6 19,28 18,30 ChHl 21 29,71 29,70 Chl
7 34,35 34,30 ChHl 22 37,23 37,00 Chl
8 39,78 40,7 C 23 28,00 27,90 CHl
9 51,77 50,50 CH 24 15,35 15,30 CH
10 38,10 37,20 C 25 16,04 16,00 CHl
11 20,88 20,80 Chi 26 16,14 16,10 CHl
12 26,63 25,50 ChH 27 14,71 14,70 CHl
13 39,43 38,40 CH 28 179,97 180,50 C
14 40,72 42,40 C 29 109,96 109,60 CH
15 30,56 30,50 Chl 30 18,30 19,40 Chl
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5.8 - IdentificacBes df-sitosterol esterificadalj

A substancial, oriunda da fracdo diclorometanica, apresentou-se na forma de um
sélido amorfo. Seu espectro de RMM apresentou sinais entre 0,66 e 1,06 ppm
caracteristicos de obsor¢cédo de grupos metilicos de esquetiatoidal, e um dubleto em 5,30
ppm (1H,J = 5,4 Hz) referente a hidrogénio olefinico [Tabela 9; Fgi8].

O espectro de RMN d€C de1 mostrou, entre outros os sinais em 139,73 e 122,57
ppm referentes a carbonos de ligacdo dupla e dois sinais em 11,90 efrh 88ferentes a
carbono de metila. Este conjunto de sinais € sugestivo de-seatde um esterdide com
ligacdo dupla &Cs, que sugere a estrutura molecularfdsitosterol [Tabela 9; Figura 49].
Os dados de RMN d8C observados parhforam comparados com a literatura, observando-
se uma boa correlacdo com a maioria dos carbonos (SAXENA & AIBERO05). No
entanto, observam-se no espectro de RMN?@e sinais em 29,6 ppm (GH 14,08 ppm
(CHs) e 173,24 ppm (C), tipicos de &cidos graxos. Outro aspecto obsemadp f
deslocamento quimico do carbono (C-3) a 73,83 ppm, que corresponde a umachspiot
2,0 ppm em relagéo gdsitosterol. Além disto, o Rf em CCD da substancia 1 néo ideinc
com o do Sitosterol. Todos estes dados indicam que a subgt&ociasponde af-sitosterol

esterificado com um acido graxo, conforme mostrado abaixo.
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Tabela 9- Dados de RMN dé3C (CDCk, 75 MHz) obtidos pard, e do B-sitosterol
(SAXENA & ALBERT, 2005).

13- ) 130 )
C C
1 [ - sitosterol 1 B-sitosterol

1 37,32 37,30 ChH 16 28,40 28,90 Chl
2 31,92 31,60 Chl 17 56,73 56,10 CH
3 73,69 71,70 CH 18 11,86 11,90 CHl
4 38,19 42,30 CH 19 19,32 19,40 Chl
5 139,73 140,80 C 20 36,17 36,20 CH
6 122,57 121,60 CH 21 18,70 18,80 CH
7 31,92 31,90 ChH 22 34,40 34,00 ChH
8 29,71 31,90 CH 23 26,18 26,10 ChH
9 50,07 50,20 CH 24 45,88 45,90 CH
10 36,62 36,50 C 25 29,23 29,20 CH
11 21,06 21,10 Chl 26 19,80 19,80 CH
12 39,76 39,80 CH 27 19,06 19,10 CHl
13 42,33 42,30 C 28 22,69 23,10 Chl
14 56,73 56,80 CH 29 12,00 12,30 Chl
15 25,06 24,30 CHl

COO- 173,24
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5.9 - Identificagcdo d@-sitosterol B)

Os espectros da substangjaoriginaria da fracdo acetato de etila, apresentou-se como
um sélido amorfo, de coloragéo roxa, quando revelada com vaaiinmaCDA. Seu espectro
de RMN'H, mostrou sinais de grupos metilicos de esteréides entre 0,66 ppm. O sinal
emdH 5,30 (1H,J = 5,4 Hz) é caracteristico de hidrogénio olefinico [TatkélaFigura 51].

No espectro de RMN®C e DEPT 135° foram identificados 29 sinais de maior
intensidade, incluindo sinais €t,99 e 14,08 ppm referentes a metilas, e sinais em 140,76 e
121,73 ppm, referentes aos carbonos da ligagdo duplacHO71,83 corresponde ao
deslocamento de carbono metinico carbindlico, sugerindo a presengsadeidroxila, este
valor é caracteristico dos esteroides [Tabela 10; Figuea3a].

O Bsitosterol € uma substancia comum em plantas e bastantecidanhértuoso e
colaboradores (2005) isolaram esta substanciBrgina velutinatestando a sua atividade
antibacteriana era. coli e S. aureysnostrando-se ativa contra essas bactérias.

Com base nos dados espectrais e da literatura (Saxena g AQf¥y), constatou-se

gue a substancia é um esteréide, denomigssitosterol 8).
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Tabela 10- Dados de RMN dé>C (CDCk, 75 MHz) obtidos de8 e comparados com a
literatura (SAXENA E ALBERT, 2005).

13¢ ) 130 )

C C
3 [B-sitosterol 3 [-sitosterol

1 37,31 37,30 ChHl 16 28,28 28,90 Chl
2 29,24 31,60 Chl 17 56,12 56,10 CH
3 71,86 71,70 CH 18 11,89 11,90 CH
4 38,19 42,30 ChHl 19 19,84 19,40 Chl
5 140,80 140,80 C 20 36,18 36,20 CH
6 121,76 121,60 CH 21 18,82 18,80 CH
7 31,96 31,90 Chi 22 33,99 34,00 Ch
8 29,70 31,90 CH 23 26,18 26,10 Chi
9 50,19 50,20 CH 24 45,90 45,90 CH
10 36,63 36,50 C 25 29,23 29,20 CH
11 21,00 21,10 Chi 26 19,80 19,80 CHl
12 39,82 39,80 Chi 27 19,06 19,10 CHi
13 42,35 42,30 C 28 23,12 23,10 Chl
14 56,82 56,80 CH 29 14,30 12,30 CHl
15 24,33 24,30 Chl
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5.10 - Identificacdo da quercetina-3-O-rutinosifew).

A substancidl0, obtida da fracdo metandlica das folhasTdénsignis apresentou-se
como sélido amorfo de coloracdo amarela, passando a laranja quaglddaszxom vanilina.

Seu espectro de RMN del mostrou, dentre outros, sinais na regido de hidrogénios em anéis
aromaticos, bem como sinais na regido de acUcares, sugeniradoatureza flavanoidica para

10. Os singletes largos em 6,13 e 6,33 ppm foram atribuidos aoatdaios de hidrogénio,

H-6 e H-8, respectivamente, que mantém entre si, umaioatagta.[Tabela 11; Figura 54].

Os sinais relativos ao anel B indicam a presenca de tiésgBnios, sendo que um
deles, em 6,82 ppm (1H, d, J = 8,5 Hz), mostra um padrédo deaassyborto. Os dois
outros sinais aparecem em 7,56 ppm (1H,Jdd,2,0 e 8,5 Hz), portanto acoplanddo e
metg e em 7,62 ppm (1H, d, J= 2,0 Hz). Estes sinais indicamaarép de substituicdo 1,2,4
para o anel B. Destacam-se ainda os sinais em 5,00 ppm @H,d5 Hz), em 4,56 ppm
(1H, sl) e em 1,07 ppm (3H, d= 6,0 Hz), sugerindo este Ultimo a presenca de ramnonse na
estrutura. Este conjunto de sinais sugere que a substhtiatar-se de uma unidade de
guercetina ligada a duas unidades de acucar [Tabela 11; Figura 54]

O espectro de RMN®C apresentou 17 sinais com valores de deslocamento quimico
entre 90,0 e 180,0 ppm, sendo estes sinais atribuidos a carbonoa tlavembide e a dois
carbonos anoméricos. Observa-se ainda, o sinal em 179,25 ppm, sugetirdset de uma
flavona, e quatro sinais de carbonos de anéis aromaticos ligadm€g@nio, com
deslocamentos em 162,75 (C-5), 165,98 (C-7), 145,66 (C-3’), 149,69 (Gp#i) Estes
sinais, juntamente com 0s outros observados nesta faixa do es@EErtrompativeis com a
proposta de que a substantacontém na sua estrutura uma unidade querecetina. Os sinais
atribuidos ao acucar glicopiranosil foram 75,55 (C-2"), 78,03 (G-31),06 (C-4"), 77,06
(C-5") e 68,55 (C-6") ppm, enquanto que os sinais em 71,29 (¢-33,83 (C-4"), 69,63
(C-5") e 17,84 (C-6"") ppm foram relacionados ao acucar nasil. Os deslocamentos
quimicos em 104,74 e 102,32 ppm séo referentes aos carbonos anoméramnsate r(C-

1) e glicose (C-1"), respectivamente [Tabela 11; Figsib5 e 56].

A correlagdo a longa distancia observada no espectro de HMI&€, cehidrogénio
anomérico H-1" da glicose (5,00 ppm, d, J = 7,5 Hz) e carbonX3858 ppm), permitiu
definir a ligacdo 3-(B-D-glicopiranosila. A correlagdo heteronuclear do hidrogénio de
carbono anomérico H-1" (4,56 ppm, singleto largo, posicdo equatoriairdaose define

gue esta unidade esta ligada ao carbono C-6 da glicose, visto giral do grupo
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hidroximetilénico livre de uma unidade glicopiranosila aparecet@mo de 62,00 ppm
[Figura 58].

Os flavonoides sdo compostos fendlicos que constituem uma classbsiéncias
naturais e que apresentam atividade bioldgica diversificaddps& atividade antioxidante
uma das principais. No metabolismo celular os flavonoides atoamo sequestradores de
radicais livres através de reacdes de transferénatettens, inibindo a peroxidacao lipidica
Foram também relatadas varias atividades bioldgicas inmpesta como antitumorais,
antiulcerogénica, estrogénica, antiinflamatoria, dentre otve&NTLE et. al., 1999; DI
CARLO et al.,1999; HARBONE E WILLIAMS, 2000; RAJNARAYAN/et al.,2001).
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Tabela 11- Dados de RMN dé&H e **C obtidos da substanci® (CD;OD, 75 e 300 MHz) e
comparados com valores da rutina (DMSP{HARBONE, 1982).

10 Rutina
oH Jem Hz oC oH Jem Hz oC

2 C 159,25 - 156,60
3 C 135,58 - 133,30
4 C 179,25 - 177,40
5 C 162,74 - 161,20
6 C 6,13 sl 99,99 6,17 d 98,80
7 C 165,96 - 163,90
8 CH 6,33 sl 94,90 6,82 d 93,60
9 C 158,37 - 156,40
10 C 105,55 - 104,20
T C 123,58 - 121,6

2 CH 7,62d. 2,0 117,69 7,51d 115,30
3 C 145,65 - 144,60
4 C 149,68 - 148,30
5 CH 6,82d, 8,5 116,03 6,82 d 116,50
6’ CH 7,56dd, 85e2,0 123,03 7,54 dd 121,60
1 CH 5,00,d, 7,5 104,74 5,32t 101,50
2" CH Sobreposto 75,55 3,20d 74,20
3” CH Sobreposto 78,03 3,06 t 76,80
4 CH Sobreposto 71,06 3,25d 70,80
5” CH Sobreposto 77,06 3,20d 76,10
6” CH» 3,75d 68,55 369db 67,10

3,30da

1 CH 4,56 , sl 102,32 4,37 100,70
2" CH 3,42d 71,98 3,40 dd 70,40
3" CH Sobreposto 71,29 3,30 dd 70,40
4 CH Sobreposto 73,83 3,06t 72,20
5" CH Sobreposto 69,63 3,30t 68,20
6™ CH 3 1,07d 17,84 0,97 d 17,50
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6 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

6.1—- Ensaio antioxidante utilizando-Becaroteno

O teste bioldgico utilizando-s@-caroteno constitui-se de um ensaio preliminar de
simples execucdo para determinacdo da atividade antioxidssiteubstancias isoladas da
casca do caule d&abebuia insignis[10 mg/mL] foram depositadas em placa de
cromatografia em camada delgada (CCD) e eluidas comsiemsi de solvente apropriado.
Apoés a secagem, a cromatoplaca foi vaporizada com uma solucadeteno (0,05% em
diclorometano), e em seguida a placa foi colocada sob luz ulgtvig@54 nm) até o fundo
tornar-se descolorido. As atividades antiradicalares aparena forma de manchas
amareladas sobre o fundo branco [PRATT, 1984].

O teste de atividade antioxidante para as substancias isdladzssca do caule de
Tabebuia insignisutilizando solucdo dg-caroteno (0,05% em diclorometano), foi positivo
para os extratos da casca, folha e cerne, assim comontapaloé as substancias ariletandide

api-glucosideo,p-cumaroil catalpol, tirosol e acido cumarsatadas da casca do caule.

6.1.2 - Ensaio utilizando-se 2,2-difenil-1-picril hidraBiRPH)

O radical estavel 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH)m sido amplamente utilizado
para avaliar a capacidade antioxidantes naturais em seguaslicais livres. A partir dos
extratos etandlico da casca do caule, cerne, folha e subst@uisdas das casca do caule,
solucdes etandlicas com diferentes concentracbes foram p@pgralh adicdo de DPPH
(0,004% m.¥).

A concentracdo dos extratos e substancias isoladas nas cubetas?200, 100, 50,
25,00, 12,50, 6,25 pL.mL Cada amostra foi incubada 30 minutos & temperatura amhiente
escuro. O controle foi preparado conforme o procedimento acemaadicdo do extrato e
etanol foi usado para corre¢cdo como linha de base. A solucdoRlté¢ foPpreparada no dia
do ensaio, colocado em fraco ambar e mantido a temperaturaCleat® © momento das
determinacgfes. O percentual de decréscimo da absorbanciedicionem cada concentracédo
e a capacidade de sequestrar radicais livres foi cdutmm base no decréscimo da

absorbancia observada. Mudancgas na absorbancia da amostra famgrardtadas a 517 nm.
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A capacidade de sequestrar radical livre foi expressa gmrcentual de inibicdo de

oxidacao do radical e calculado conforme férmula abaixo:

% Inibigdo = ((AppH- Aamostrd/ ApppH)*100

Onde Appn € a absorbancia da solucdo de DPPH.gosfe€ a absorbancia do extrato
ou substancia em solucdo.stra fOi calculada com base na diferenca da absorbancia da
solucao da amostra em teste com o seu branco. O valogge d&finido com a concentracéo
final uL.mL" do extrato seco presente na cubeta, requerido para decresmecemtracéo
inicial de DPPH em 50 %. O experimento foi realizado emidatds com cinco
concentracdes diferentes do extrato etanolico da casca, ctolle edeTabebuia insignis

além de cinco substancia isoladas da casca da caule

As substancias antioxidantes reagem com DPPH que € um estioat!, e converte-
o em 2,2-difenil-1-picril hidrazina. O decréscimo na absortivedawblar expressa o potencial
antioxidante da amostra teste que é representada por uma cum@naEntracdo pela
porcentagem da variacdo da absortividade madlay [YAMAGUSHI, 1998]. Uma amostra

gue apresenta alto potencial de sequestrar radicais livresi pagxo valor de 16;.

O valor de GJ, para o extrato etanélico das folhasTdénsignisfoi de 45,31 pL.mL.
Das substancia isoladas da casca do cauile mhsignisa que apresentou maior potencial de
sequestrar radicais livres f@-cumaroilcatalpol com valor de 37,24 uM. A rutina,
substancia isolada da fracdo metanolica da folha. designisapresentou G igual a 15,81
puL.mL?,
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Tabela 12 — Determinacao da capacidade de sequestraigéidiea (DPPH).

Substancias Isoladas das

Extrato Etanolico Gb (Lg.mL?) folhas e Cascas Clso (UM)
Folha 45,31 Rutina 15,18
Casca inativo FM-5-5 298,56
Cerne inativo Tirosol inativo

p-cumaroil catalpol 37,24

Controle positivo para o extrato etandlico: acido cafeico (10g5rL")
Controle positivo para as substancias isoladas: acido cafei@3|(23)
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7 — ATIVIDADES BIOLOGICAS
7.1 - Avaliagéo da Atividade Antimicrobiana

Para os bioensaios da atividade antimicrobiana foram empreggas padronizadas
originarias da American Type Culture Collection (ATCC), dispasine Nucleo do Hospital
Universitario, Divisdo de Farmacia-Bioquimica, Secao de AealClinicas da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul. No teste da atividade antilaactdéoram utilizadas cepas de
Staphylococcus aureUATCC 25923) e para 0s ensaios da atividade antifingica foram
usadas cepas @andida albicangATCC 90028).

No ensaio da atividade antibacteriana foi empregado o meio calttueller-Hinton
(MH) preparado de acordo com as instru¢des do fabricante. O lgddgifoi de 7,2 a 7,4, a
temperatura ambiente (25°C). Foi realizado de acordo comte@dohegia dos Testes de
Sensibilidade a Agentes Antimicrobianos por Diluicdo para BaaiérCrescimento Aerébio:
Norma Aprovada — Sexta Edicdo (Normas do CLSI - Clinical arabiadory Standards
Institute) (NCCLS, 2003).

Cada cepa bacteriana foi transferida do meio de manutencaarmareo contendo
caldo de cérebro e coragdo (Brain Heart Infusion — BHI) (Megck)antida a 35°C por 18
horas, para ativacdo. Para o isolamento de colbnias jovensytal foram transferidas para
uma placa de Petri com Agar Muller Hinton (Merck) e incubadas358C, por

aproximadamente 24 horas.

Ap6s o periodo de incubacéo, foram selecionadas de 4 a 5 col6niadezittasipara
um tubo contendo 5 mL de solucéo salina estéril (0,85%), seguido dméoeizacdo em

agitador de tubos por 15 segundos.

A turvacao da suspensao celular foi ajustada de modo a obteruthitez optica
comparavel a da solucdo padrdao McFarland de 0,5, resultando @muspenséo contendo
aproximadamente 1 a 2 x ®@lulas/mL. Esta solucéo foi entdo diluida (1:10) para obter o
inéculo com concentracdo de ‘1€élulas/mL. Quando cada poco da microplaca receber o
inéculo, a concentracdo final estara entre 53105 x 18 células/mL (NCCLS, 2003).

Os meios de cultura utilizados para atividade antifungi@rfddabouraud e RPMI-

1640 liquido (com glutamina, sem bicarbonato e com indicador de verrdelifenol),
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tamponado com uma solucdo tampdo de MOPS [&acido 3-(N-morfolino)nesaygédnico]
numa concentracao final de 0,165 mol/L, pH 7,0.

Foi realizado de acordo com o Método de Referéncia para TastBsluicdo em
Caldo para Determinacdo da Sensibilidade de Leveduras apideAntifingica: Norma
Aprovada — Segunda Edicado (Normas do CLSI - Clinical and Labor&tandards Institute)
(NCCLS, 2002).

O fungo,Candida albicansfoi repicado em Agar Sabourad dextrosado (Merck), por
pelo menos duas vezes para assegurar a pureza e viabilidadéwas jovens e em seguida,

incubados a 37°C, por 24 horas.

Para o preparo do indculo foram selecionadas entre 4 a 5 coloniagedera, de
aproximadamente 1 mm de diametro. As colbnias foram suspendasle de solugéo salina
a 0,85%, seguidas de agitacdo vigorosa. Apos este period@lizade uma diluicdo de 1:50
e depois de 1:20 da suspensado-padrdo com meio liquido RPMI 164Gepabder uma
concentracdo de células de 1 a 5 XWBC/mL. O inéculo foi entdo diluido a 1:1 quando os
pocos foram inoculados, chegando-se a concentracéo final dedejaaaculo (0,5 a 2,5 x
10° UFC/mL) [NORMA M27-A2, 2002].

Utilizou-se a técnica de microdiluicdo para avaliar a @dide antifangica e
antibacteriana (ZAPANTI®t al, 2005). O método consiste em preparar diluicdes sucessivas
da amostra a ser testada (extrato e fracdes), em meidtde liquida, semear a bactéria e o
fungo em estudo e, apds incubacédo, fazer a leitura para se dateanmenor concentracao

da amostra que inibiu o crescimento do microrganismo (CIM).

O extrato etandlico da casca do caule, caule e folha (20nsgdubatancia isoladas da
casca do caule (10mg), foram inicialmente dissolvidas emulOdiénetilsulféxido (DMSO),
seguida de uma segunda diluicdo na propor¢cédo de 1:10 (1 parte da anoSeL de
meio). As amostras foram colocadas em microplacas de 96 patlosdas para obtencéo das
concentracdes finais no interior dos pocos de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 e
7,8125ug/mL. Em seguida foram adicionados 100uL da suspenséo do inOcubxoeqdo
no poco de numero 1, onde foram adicionados apenas a amostra e o meieseio, para
observacdo de uma possivel turbidez ou precipitacdo provocada petsaamospoco 11
fez-se o controle positivo que pode ser feito com cetoconazol oteieifea B. No poco 12
fez-se o controle negativo (fungo sem amostra). As placasforcubadas a 35,0 °C e apos

periodo de incubacao fez-se a leitura para determinar o €&iié¢ntracéo inibitéria minima).
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O bioensaio utilizando o extrato etandlico e as substanciasqaessca do caule de
Tabebuia insignisoram negativas frente a atividade antimicrobiana, utilizaselcepas do
fungo Candida albicandATCC 90028) e cepas da bacté8taphylococcus aurey&TCC
25923).

7.2 - Atividade Toxica utilizando-s&rtemia Salina

A determinacdo de toxicidade aguda de substanciasAstemia salinaé simples,
barata e eficiente. Este micro crustaceo € utilizadosagie larval, muito dependente do
meio onde se encontra e, portanto, sensivel a bioensaios. Aatéensua utilizacdo
sistematica, como meio de se obterem substancias atiextra®s vegetais, sdo descrita por
Meyer e colaboradores (1982).

Extratos com Dby < 1000 pg/mL sao apropriados para o biomonitoramento
utilizando-se este teste. Substancias cujg B&tiverem na faixa de 80 pg/mL < 1> 250
pg/mL podem apresentar atividade tripanomicida, por outro ladoAseliet com toxicidade
DLso< 145 pg/mL podem apresentar atividade antitumoral (DOLABEL9®7).

Os extratos etanodlico da casca do caule, folha e cerf@lbuiainsignis foram
dissolvidos em DMSO, em uma concentracdo de 1@M®L (solucdo salina com 2 % de
DMSO) e testados segundo a metodologia proposta por Meyer et al. €883)aughlin
(1991).

Ovos deArtemia salinaadquiridos comercialmente foram colocados em um recipiente
contendo agua marinha artificial (38g NaCl/1000mLOMH e deixados em temperatura

ambiente por 48 horas.

As amostras foram entéo diluidas em concentracdes difergoeesariaram de 0,5 a
100Qug/mL sendo distribuidas em tubos contendo agua do mar artifiéiadoanpletar um
volume final de 10 mL.

Dez larvas dé\. salinaforam transferidas para os tubos de ensaios contendo a amostra
a ser testada e novamente deixados em temperatura ambiePdehpoas. Apds este periodo,
0 numero de microcrustaceos vivos e mortos em cada diluicdo (t@gden foi contado,

com auxilio de um microscopio binocular.

Como controle positivo foi sulfato de quinidina e negativo solucéasabm 2 % de
DMSO.



9C

Os ensaios foram realizados em triplicatas e os valam@essos enpg/mL, como a
concentracao necessaria para matar 50% das larvag @dra o calculo final da b e seu
respectivo intervalo de confianca de 95% foi utilizado o métodatistico de analise

Probitos. As amostras foram consideradas ativas quangidd@inferior a 100Qug/mL.

Os extratos etanolicos da casca, cerne e folhdsldebuia insignisdo apresentaram
atividade toxica frent&rtemia salina.
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8 - CONCLUSAO

O estudo quimico das cascas do caul&.designiscoletado na Area de Preservacio
Ambiental (APA) do rio Guariroba, Campo Grande, MS, resultou nansehto de dez
substancias, compreendendo dois iridoides, dois esteroides, fitéganérdes, um
fenilpropandide, um triterpeno. Da fragdo metandlica da fahadlado um flavonadide.

Da fracdo de diclorometano foi isolad@sitosterol esterificadol], e da fracao de
acetato de etila 8-Sitosterol 8), acido betulilico 4), ariletandide esterificad@), tirosol 6)

e 0 acido cumarico6). Foram isolados ainda os iridoides catalpd| ériletandide apiosil-
glucosideo &) e op-cumaroil-catalpol 9) da fracdo metandlica. O flavonéide rutinosidio)(
foi isolado da fragdo hidrometandlica das folha3 designis

O teste de atividade antioxidante utilizando solucdopdmroteno (0,05% em
diclorometano), foi positivo para as substangasimaroil-catalpol, tirosol, acido cumarico,
isoladas da casca do caule Thbebuia insignise para a quercetina rutinosideo isolada do
extrato hidrometandlico das folhas.

O ensaio para averiguacdo da atividade redutora utilizandoeartegtro com 2,2-
difenil-1-picrilidrazila (DPPH) foi positivo para o flavondide qustina rutinosideo isolada
do extrato metandlico, para o iridéigecumaroilcatalpol isolado da fracdo metandlica das
cascas, e para o extrato etanolico das folh&sidsignis.

Os extratos etandlicos da casca do caule, folha e cerfieisl@gnisforam avaliados
quanto a toxicidadm vivo frente aArtemia salina sendo o resultado da BlLsuperior a 1000
ug/mL, ndo apresentando com isso atividade toxica. As atividashiflngicas e
antibacteriana foram negativas para o extrato etandlico déasulzs isoladas frente a

Candida albican® Staphylococcus aureusespectivamente.
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