UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
INSTITUTO DE CIENCIAS EXATAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

ESTUDO FITOQUIMICO DE IPES AMAZONICOS (Tabebuia incana A.
H. GENTRY E Tabebuia serratifolia (VAHL) G. NICHOLSON) E
DEFINICAO DE PERFIL CROMATOGRAFICO DE AMOSTRA
COMERCIAL

RENATA DUARTE LIMA

MANAUS
2018



RENATA DUARTE LIMA

ESTUDO FITOQUIMICO DE IPES AMAZONICOS (Tabebuia
incana A. H. GENTRY E Tabebuia serratifolia (VAHL) G.
NICHOLSON) E DEFINICAO DE PERFIL
CROMATOGRAFICO DE AMOSTRA COMERCIAL

Dissertacdo  apresentada ao
Programa de Pds-Graduagdo em
Quimica da Universidade Federal
do Amazonas, como requisito
para a obtencdo do titulo de
Mestre em Quimica Organica na
linha de Produtos Naturais e
Biomoléculas.

Orientador: Prof. Dr. Valdir Floréncio da Veiga Junior

Coorientador: Prof. Dr. Anderson Cavalcante Guimaraes

MANAUS
2018




“Estudo fitoquimico de Ipés Amazénicos (Tabebuia incana A.
H. Gentry e Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson) e definicao
de perfil cromatografico de amostra comercial.”

Renata Duarte Lima

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduacdo em
Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal do Amazonas
como requisito parcial para a obtencdo do Grau de Mestre em Quimica.

Aprovada em 21 de dezembro de 2018.

COMISSAO EXAMINADORA

umdwwyn U&Mﬂ@w’u AN (1l

Prof. Dr. Anderson C#valcante Guimaraes

Universidade Federal do Amazonas

Coorientador

/74 pdi Y I S oYY, &(g/‘(

Prof. Dr. Richardson Alves Almeida
Membro Externo

Mo

Prof.2 Dr.2 Cecilia Verdnica Nunez
Membro INPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
Manaus, 21 de dezembro de 2018.



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Lima, Renata Duarte
L732e Estudo fitoquimico de ipés amazodnicos (Tabebuia incana A. H.
Gentry e Tabebuia serratifolia (Vahl) G. Nicholson) e definicdo de
perfil cromatografico de amostra comercial / Renata Duarte Lima.
2018
108 f.; il. color; 31 cm.

Crientador: Valdir Floréncio da Veiga Junior

Coorientador: Anderson Cavalcante Guimaraes

Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Federal do
Amazonas.

1. Bignoniaceae. 2. Tabebuia. 3. Pau d’arco. 4. Iridoides . 5.
Fenilpropanoides. |. Veiga Junior, Valdir Floréncio da Il.
Universidade Federal do Amazonas lll. Titulo




N&o digam palavras que fazem mal ao outro,
mas usem apenas palavras boas, que ajudem
0 outro a crescer na fé e a conseguir o que
necessita....

Efésios 4:29 (NTLH)



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por ter me permitido chegar até o fim e concluir esse enorme
desafio proporcionado.

Ao0s meus pais que foram incansaveis em prover minha formacdo como pessoa, cidada e mulher
de bons principios por meio de palavras e principalmente pelos bons exemplos.

As minhas irmas sempre prontas a ouvir e dar apoio em todos 0s momentos.

Ao Célio Matias, meu noivo e companheiro de muitos momentos, sempre presente com
palavras de incentivo, disposicdo para ajudar e muito carinho.

Aos professores Valdir Veiga e Anderson Guimardes por todo ensinamento e orientacao.

Aos meus amigos do grupo Q-Bioma, e em particular a Karen Alves e a Karen Maciel, que
contribuiram com muito conhecimento e atencdo de irmaos.

Aos colegas, amigos e servidores dos demais laboratérios que contribuiram durante todo o
processo de analises e interpretacdo de resultados.

Ao Programa de P6s-graduacdo em Quimica na forma de seus servidores técnicos e docentes
pelo seu trabalho em auxiliar e ensinar de forma eficiente e facilitadora.

A Secretaria de Estado de Educacfo e Qualidade do Ensino do Amazonas pela concessdo de
afastamento de funcéo dada a mim por meio de licenca para estudo.

Aos meus colegas de trabalho da E. E. Prof? Ondina de Paula Ribeiro que me ajudaram com
enorme companheirismo e compreensao.

A todos que contribuiram de alguma maneira para conclusdo dessa etapa tdo importante.

Vi



Resumo

A familia Bignoniaceae apresenta-se como umas das mais estudadas nas ultimas
décadas e o género Tabebuia como o mais populoso dessa familia. As arvores desse género sdo
conhecidas como ipés e largamente usadas para paisagismo em varias partes do mundo e
principalmente nas regides sul e sudeste do Brasil. As cascas e folhas de pau d’arco (nome
conhecido em alguns paises latinos e nas regides norte e nordeste do Brasil) sdo usadas como
anti-inflamatorio por decoccdo segundo a medicina popular. Em estudos realizados para a
identificacdo dos compostos em espécies de Tabebuia, a presenca de naftoquinonas e seus
derivados foi confirmada. Outros compostos como as lignanas também sdo enumerados como
componentes dos extratos estudados a partir de folhas e cascas de espécies de Tabebuia. As
atividades biologicas promovidas por substancias isoladas a partir de amostras de Tabebuia
foram comprovadas e sdo usadas na producdo de farmacos para tratamento anti-inflamatorio e
antineoplasico. Estudos para identificacdo de componentes de espécies de Tabebuia presentes
na regido Amazonica sdo pouco expressivos e tém em seu ponto principal de discussdo
compostos obtidos de extratos de baixa e média polaridade. Esse trabalho tem como objetivo a
andlise de extratos etandlicos de cascas de T. incana, T. serratifolia e amostra comercial

Amazodnidas para a descri¢do dos possiveis componentes das cascas dessas espécies.

Palavras-chave: Bignoniaceae, Tabebuia, pau d’arco, iridoides, fenilpropanoides.
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Abstrtact

The Bignoniaceae family is one of the most studied in the last decades and the genus
Tabebuia is the most populous of this family. Trees of this genus are known as ipes and widely
used for landscaping in various parts of the world and mainly in the south and southeast regions
of Brazil. The bark and leaves of pau d'arco (name known in some Latin countries and in the
north and northeast of Brazil) are used as anti-inflammatory by decoction according to popular
medicine. In studies for the identification of compounds in species of Tabebuia, the presence
of naphthoquinones and their derivatives was confirmed. Other compounds such as lignans are
also listed as components of extracts studied from leaves and bark of Tabebuia species. The
biological activities promoted by substances isolated from samples of Tabebuia have been
proven and are used in the production of drugs for anti-inflammatory and antineoplastic
treatment. Studies to identify components of Tabebuia species present in the Amazon region
are not very expressive and have at their main point of discussion compounds obtained from
extracts of low and medium polarity. This work has the objective of analyzing the ethanolic
extracts of T. incana, T. serratifolia and commercial Amazonian samples for the description of

the possible shell components of these species.

Keywords: Bignoniaceae, Tabebuia, pau d’arco, iridoids, phenylpropanoids.
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1. INTRODUCAO

Produtos naturais sdo substancias produzidas por plantas e animais usadas
principalmente na producéo de farmacos e na medicina popular. Dentre as inUmeras aplicaces,
destacam-se a protecdo contra infeccdes e a acdo contra agentes causadores de outras
enfermidades (Oliveira et al., 1990). Muitas sao as razfes para a pesquisa de produtos naturais,
dentre elas destacam-se a imensa diversidade biologica e o pouco conhecimento biotecnoldgico
(Souza-Fagundes et al, 2002).

A familia Bignoniaceae (pertencente a ordem Lamiales) apresenta cerca de 860 espécies
distribuidas em 104 géneros (Fisher et al., 2004). Destacando-se pela grande diversidade de
classes de constituintes quimicos e a presenca comprovada de componentes atuantes na
atividade anti-inflamatdria e antitumoral (Jiménez-Gonzélez et al., 2013). Fonseca et al. (2003)
e Hirschmann e Papastergiou (2003) afirmam que a atividade antitumoral apresentada por
diversas espécies da familia Bignoniaceae estd associada a presenca das naftoquinonas
lapachol, B-lapachona e cicloolivil. O género Tabebuia apresenta aproximadamente 100
espécies e é apontado como 0 mais populoso da familia Bignoniaceae com espécies de grande
potencial econdbmico no uso de sua madeira e na arborizacdo de cidades com finalidade
paisagistica (Lorenzi e Matos, 2002). Seu uso na medicina tradicional € comum e reconhecido
no combate & doenga’s infecciosas, principalmente em paises da América Latina. Resultados
de analises etnobotanicas e etnofarmacoldgicas mostram o grande potencial no tratamento de
infeccOes e encorajam pesquisas acerca da biodiversidade do género (Jiménez-Gonzélez et al.,
2013). Seu potencial fitoquimico é intensamente estudado por meio de amostras coletadas em
diversas partes da América Latina sendo no Brasil concentradas principalmente nas regifes
nordeste e sudeste. Grande parte dos resultados obtidos a partir de amostras coletadas na
América Latina comprovam a presenca de naftoquinonas e atividade biolégica em torno de
tratamento antineoplasico.
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As naftoquinonas naturais isoladas de especies de Bignoniaceae, em especial a
Tabebuia, expressam atividades bioldgicas e por isso vem sendo objeto de investigacdo para
obtencdo de novos farmacos mais ativos e seletivos (Silva et al., 2012), como a naftoquinona
Lapachol (isolado primeiramente na Tabebuia avellanedae), que apresenta atividade
antiparasitaria, antibacteriana e antifungica (Jiménez-Gonzalez, 2013).

Quanto as espécies existentes na regido Amazonica, poucos registros podem ser citados.
Em Oliveira et al. (1993) sdo enumeradas algumas naftoquinonas isoladas (lapachol,
lapachonas, furanonaftoguinonas e tecnomaquinona) e lignanas de T. incana A.H. Gentry
coletada em Manaus. Morais et al. (2007) isolou duas furanoguinonas e cita a possivel atividade
bioldgica de amostras também coletadas em Manaus. Em Quignard et al. (2003) extratos de T.
incana A.H. Gentry e T. serratifolia (Vahl) G. Nicholson coletadas em Manaus confirmaram
letalidade ao microcrustaceo Artemia franciscana.

O potencial fitoterapico das espécies do género Tabebuia é associado principalmente
aos testes realizados nas naftoquinonas isoladas por meio de extrato de baixa e média polaridade
de partes distintas das arvores. Destaca-se principalmente o aplicabilidade em farmacos para
tratamentos antitumorais e anti-inflamatorios de diversas espécies da familia Bignoniaceae
coletadas em diferentes partes do mundo. Quanto as espécies de Tabebuia coletadas na
Amazonia, é pouco expressivo 0 nimero de trabalhos que descrevem a composicdo e suas
atividades bioldgicas. Devido a diversidade de compostos isolados e analisados em especies de
Tabebuia coletadas em outras localidades, espera-se também grande potencial das espécies
nativas. As espécies T. incana, T. serratifolia e amostra comercial, que sdo encontradas no
entorno de Manaus, foram escolhidas para esse estudo visando identificar caracteristicas
estruturais nessas especies a fim de contribuir com o conhecimento acerca desse género téo

explorado em outras partes do mundo.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral
Descrever o perfil quimico de ipé amazénico (Tabebuia incana A. H. Gentry e T.

serratifolia (Vahl G. Nicholson), comparando com amostra comercial

2.2. Especificos

- Analisar extratos etanolicos das cascas por CLAE-DAD e CLAE-EM, comparando os perfis
cromatograficos.

- Analisar os padrdes de fragmentacdo por Espectrometria de Massas.

- Realizar o fracionamento de extrato por Cromatografia em Contracorrente de Alta
Performance direcionado para iridoides e fenilpropanoides.

- Identificar as substancias por técnicas de Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

e Espectrometria de Massas.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae (pertencente a ordem Lamiales) apresenta cerca de 860 espécies
distribuidas em 104 géneros (Fischer et al., 2004). Grande parte das espécies é encontrada em
regides tropicais da Africa (paleotropicais) e América Latina (neotropicais) e algumas poucas
espécies em regides temperadas (Gentry e Cook, 1984; Gentry, 1992).

Segundo Fischer et al. (2004), baseado nas informacdes descritas por Gentry (1980), 0s
géneros da familia Bignoniaceae estdo distribuidos em sete tribos. Essas tribos apresentam
espécies na forma de arvores, arbustos e lianas, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1: Tribos da familia Bignoniaceae segundo a classificacdo de Fischer et al (2004).

Tribos Caracteristicas
Bignonieae Predominantemente lianas e arbustos
Coleeae Arvores e arbustos
Crescentieae Arvores e arbustos
Eccremocarpeae Forma de trepadeiras
Oroxyleae Arbustos ou arvores

Arbustos ou arvores (que podem atingir até 30
Tecomeae
metros de altura) e raramente lianas.

Tourrettieae Forma de trepadeiras

Fonte: Adaptada de Fisher et al., (2004); Gentry e Cook (1984)
No Brasil sdo encontradas aproximadamente 33 géneros e 406 espécies, distribuidas nas
tribos Bignonieae, Crescentieae e Tecomeae com (Lohmann, 2015; VVon Poser et al., 2000). As
especies brasileiras sdo comumente encontradas na regido Amazoénica, Caatinga, Cerrado, Mata

Atlantica, Pampa e Pantanal (Lohmann, 2015; Lohmann).
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Dentre 0os compostos presentes nas espécies da familia Bignoniaceae, € muito comum a
identificacdo de naftoquinonas e estruturas derivadas do Lapachol (prenilnaftoquinona). Os
compostos naftoquindnicos apresentam atividade anti-inflamatoria, antimalarica e antitumoral,
que reforca o uso popular das cascas de espécies dessa familia por comunidades latino-
americanas no tratamento de tumores e malaria. Também é comum a presenca de quinonas,
lignanas, flavonoides, fenilpropanoides e iridoides em espécies dessa familia (Maorong et al.,
2013; Morais et al., 2007; Nakano et al., 1993; Oliveira et al., 1990; Von Poser et al., 2000;
Warashina et al., 2004).

Economicamente, as Bignoniaceae sao utilizadas em atividades paisagisticas, devido ao
belo efeito visual (figura 1), e na extracdo de madeira, devido a alta resisténcia e a durabilidade.
A utilizacdo das espécies arboreas em areas subtropicais concentra-se na ornamentacdo de

cidades e na utilizacdo da madeira na confec¢cdo de embarcacbes e moveis e na construcdo civil

(Fisher et al., 2004).

Tabebuia avellanedae Tabebuia chrysotricha Tabebuia roseoalba
Figura 1: Ipés brasileiros (Tabebuia avellanedae - Ferreira (2010); Tabebuia chrysotricha -
Prochnow (2010); Tabebuia roseoalba — Camillo (2015)

3.2 Tribo Tecomeae e Género Tabebuia
A tribo Tecomeae esta dividida em 44 géneros (Quadro 1) e apresenta 0 maior niUmero

de espécies arbdreas da familia Bignoniaceae (Fisher et al., 2004).
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Quadro 1: Géneros da tribo Tecomeae

Argylia Dinklageodoxa Neosepicaea Romeroa
Astianthus Dolichandrone Newbouldia Santisukia
Campsidium Ekmanianthe Pajanelia Sparattosperma
Campsis Fernandoa Pandorea Spathodea
Catalpa Godmania Paratecoma Spirotecoma
Catophractes Haplophragma Pauldopia Stereospermum
Chilopsis Heterophragma Perianthomega Tabebuia
Cybistax Incarvillea Perichlaena Tecoma
Delostoma Jacaranda Podranea Tecomanthe
Deplanchea Lamiodendron Radermachera Tecomella
Digomphia Markhamia Rhigozum Zeyheria

Fonte: Adaptada de Fisher et al (2004); Gentry e Cook (1984)

Alguns géneros arboreos sdo exclusivamente nativos de regides neotropicais: Cybistax,
Delostoma, Digomphia, Ekmanianthe, Godmania, Jacaranda, Paratecoma, Romeroa,
Tabebuia, Tecoma (sensu stricto) e Zeyheria (Dos Santos e Miller, 1992).

A tribo Tecomeae é a segunda mais populosa da familia Bignoniaceae. Suas espécies
compdem cerca de 34% de Bignoniaceae presentes na Ameérica, sendo estas distribuidas em
aproximadamente 20 géneros. No Brasil, ha ocorréncia de apenas 9 desses 20 géneros, sendo
Jacaranda e Tabebuia os que apresentam maior numero de especies (Lohmann e Pirani, 1996).

O género Tabebuia compreende um grupo de plantas neotropicais com cerca de 100
especies. Essas espécies podem ser encontradas desde o sudoeste dos Estados Unidos até o
norte da Argentina e Chile (Dos Santos, 2017). No Brasil, sdo encontrados exemplares na

Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal que estdo distribuidas em
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aproximadamente 40 espécies de plantas arboreas conhecidas como ipés (Dos Santos, 2017;
Lohmann, 2015).

Segundo Grose e Olmstead (2007b), desde a criacdo do género Tabebuia por De
Candolle em 1838 (para abrigar plantas conhecidas como ipés), ocorreram varias modificacdes
na distribuicdo das espéecies desse género. Essas modificacbes aconteceram apds novas
informacBes sobre a variabilidade morfolégica na tribo Tecomeae, seguidas de novas
subdivisdes na tribo e redistribuicdo de espécies entre 0s géneros.

Segundo Dos Santos (2017), em Matos (1970) foi proposta a distribuicdo de algumas
espécies do género Tabebuia para os géneros Handroanthus e Roseodendron. No entanto, para
a comunidade cientifica, a classificacdo mais aceita € a permanéncia das espécies de ipés no
género Tabebuia. Dos Santos (2017) cita também que, o género Handroanthus foi
especialmente criado para alocar espécies de ipés brasileiros.

As espécies Tabebuia incana (sin Handroanthus incanus (A.H. Gentry) S.O. Grose) e
Tabebuia serratifolia (sin Handroanthus serratifolius (Vahl) S.O. Grose) (Tropicos, 2018) séo
facilmente encontradas no Brasil e conhecidas como ipés amarelos (Oliveira e Lemos, 2000;
Oliveira et al., 1993). Na Amazonia brasileira, as espécies sdo conhecidas como pau d’arco € o
cha das cascas é usado no tratamento de inflamagdes, maléria, doencas de pele e renais por
comunidades ribeirinhas (Silva et al., 1977; Silva et al., 2012).

A popularidade dos ipés e a larga aplicacdo na medicina popular, faz com que espécies
de Tabebuia sejam comumente citadas em publicacbes que descrevem sua composicéo,

potencial terapéutico, econdmico entre outros.

3.3 Compostos organicos presentes no género Tabebuia
3.3.1 Quinonas

As quinonas sdo metabolitos secundarios que apresentam ampla variedade de
representantes naturais. Algumas quinonas, como as ubiquinonas e as plastoquinonas (figura 2)
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participam de importantes etapas da cadeia respiratoria e na fotossintese de alguns seres vivos.
As quinonas atuam no processo de producdo de energia como agentes transportadores de
elétrons, e por isso tém chamado a atencdo de pesquisadores para 0 seu potencial

quimioterapico (Gautam et al, 2015).

R, =R, =0Me, R, = Me, n =9 (ubiquinona)
R, =R,=0Me, R, =H, n =9 (plastoquinona)

Figura 2: Representantes naturais das quinonas (Silva et al., 2003)

Algumas pesquisas tém mostrado a participacao de quinonas em um processo chamado
apoptose (suicidio celular). Essa participacdo estimula estudos na quimica medicinal para
definicdo de estratégias no combate as neoplasias, principalmente aquelas relacionadas ao
cancer de prostata (Silva et al., 2003).

Estudos envolvendo espécies da familia Bignoniaceae e do género Tabebuia mostram a
existéncia de varias quinonas na composi¢do dessas espécies. As naftoquinonas sao as quinonas
encontradas em maior quantidade nas espécies de Tabebuia, incluindo T. incana e T.
serratifolia (Oliveira et al., 1990). As naftoquinonas séo derivadas do naftaleno (Lucas et al.,
2014), classificadas como metabdlitos secundarios e produzidas por algas, fungos, plantas e
animais (Thomson, 1991). Esses compostos estdo presentes na vitamina K e fazem parte do
processo de coagulacdo sanguinea (Silva et al., 2003).

Segundo Silva et al (2012), as naftoquinonas da familia Bignoniaceae apresentam
atividades bioldgicas comprovadas e algumas espécies brasileiras de Tabebuia, possuem

naftoquinonas em sua composi¢do. A partir do seu uso popular das espécies brasileiras de
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Tabebuia, as naftoquinonas foram analisadas e suas atividades bioldgicas sdo mostradas no
quadro 2 (Oliveira et al., 1990).

Dentre as naftoquinonas naturais, destaca-se o lapachol, uma naftoquinona prenilada
que pode ser considerada um dos principais representantes do grupo de quinonas em Tabebuia.
O lapachol é o ponto de partida para compostos piranonaftoquinoidal do tipo a- lapachona e f3-
lapachona (figura 3) que apresentam varias atividades biologicas (Silva et al., 2003). A B-
lapachona apresenta, in vitro, atividade contra células dos céanceres de pulmdo, mama,
colorretal, prostata, do melanoma e da leucemia e é uma das poucas orto-quinonas naturais e

dotada de acdo anticancerigena. (Neves et al., 2007).

30 O

Lapachol a-lapachona

1,4-prenilnaftoquinona 1,4-piranonaftoguinona B-lapachona
1,2-piranonaftoquinona

Figura 3: Estruturas de algumas naftoquinonas de Bignoniaceae (Silva, 2012)
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Quadro 2: Naftoquinonas de Bignoniaceae

Espécie

Substancia isolada

Atividade biologica

Paratecoma peroba (Record) Kuhlm.

(sin.-Tecoma peroba Record e

Paratecoma iandra Kuhim.)

Cerne:  Lapachol;  Lomatiol;  diidro-iso-a-

lapachona;  a-etilfurano-1,4-naftoquinona; -

metilpirano-1,4-naftoquinona (Thomson, 1971)

Lapachol: antitumoral (Oliveira, 1990)

Handroanthus impetiginosus Mart. ex

DC.) Mattos (sin.  Tabebuia

avellanedae Lorentz ex Griseb.)

Cerne: 2-metil-3-(y, Y -dimetilal)-1,4

naftoquinona; lapachol; desoxilapachol; a- ¢ -

lapachonas; diidro-a-lapachona;
cloroidrolapachol; p-xiloidona (Lima, 1962;
Thomson, 1971) lapachenol, 2-acetil-
furanonaftoquinona; 2-hidroxietil-

furanonaftoquinona; 8-hidroxi-2-acetil-

furanonaftoquinona; 8-hidrdxi-2-hidroxietil-
furanonaftoquinona; 2-etil-furanonaftoquinona; 2-

isopropil- furanonaftoquinona; 2,3-diidro-2-(2-

B-lapachonas: antibacteriana contra bactérias Gram-
positivas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus e

Gram--negativa Brucella sp (Lima, 1962)

Cloroidrolapachol: antibacteriana contra a bactéria

Gram-negativa Brucella (Lima, 1962)
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Quadro 2: continuacao

metiletenil) furanonaftoquinonas (Burnet, 1967;
Steinert, 1996)

Casca interna do Tronco: diidro-a-lapachona;
lapachol; 8-hidroxi-2-acetil-furanonaftoquinona; 2-
acetil-5-hidréxi-furanonaftoquinona; (-)-5-hidroxi
e (+)-8-hidroxi-2-(hidroxietil) furanonaftoquinonas
(Wagner, 1989)

8-hidroxi- 2-

Madeira: 5-hidroxi e

2’hidroxiisopropil)-furanonaftoquinona; 2,3-
diidro-5-hidroxi-2-(1’-metiletenil)-
furanonaftoquinona e  derivados diidrofuranos

correspondentes (Oliveira, 1990)

a-lapachonas e diidro-a-lapachona: antibacteriana
contra S. aureus (Machado, 2003)
Lapachol e a- e B-lapachonas: tripanocida (Pinto,

2009)
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Quadro 2: continuacao

Handroanthus barbatus (E. Mey.)

Mattos [sin. Tabebuia barbata

(E.Mey) Sandwith.]

Lapachol; 2-acetil furanonaftoquinonas; 2-acetyl-
5-hidroxi e 2-acetil-8-hidroxi-furanonaftoquinona;
(+)-8-hidroxi-2-(1--hidroxietil)

furanonaftoquinonas (Saizarbitoria, 1997)

Atividade citotoxica contra linhagens de células
tumorais A-549 (adenocarcinoma de pulméo
humano) e HT-29 (carcinoma de colon humano)

com excecdo lapachol (Saizarbitoria, 1997)

Handroanthus lapacho (K. Sehum.)
S.0O. Grose [sin. Tabebuia flavescens

(Velloso) Griseb.]

Lapachol

Lapachol: antimalarico, esquistossomicida,
antiviral, anti-inflamatério e antitumoral (Fonseca,

2003; Hussain, 2007)

Handroanthus heptaphylla  (Vell.)
Mattos [sin. Tabebuia heptaphylla
(Vell.) Toledo e Tecoma ipe Mart.]

Handroanthus impetiginosa (Mart. ex
DC.)

Mattos [sin.Tabebuia

impetiginosa (Mart. ex DC.) Standl.]

Lapachol; lapachenol e derivados a-lapachona;
desidro- a-lapachona; desidroiso- a-lapachona;
stenocarpoquinona A e B; rinacantina A;
avicequinona A (Hirschmann, 2003)

Casca: 2-acetil furanonaftoquinonas; desidro-a-
lapachona;

lapachol; 2-(1-hidroxietil)-

furanonaftoquinonas; 5 (ou 8)-hidroxi-2-(1-

Lapachol e derivados: moluscicida, tripanocida,

antifangica e antibacteriana, neoplasica;

antibacteriana (género Brucella); ativa contra
Plasmodium (Hirschmann, 2003; Ferreira, 1996)
Anticancer

Lapachol: (Thomson,

1971); B-
lapachona; 2-acetil-furanonaftoquinona; 8-hidroxi-

2-acetil
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Quadro 2: continuacao

hidroxietil)-furanonaftoquinona (Girard,1988); B-
lapachona (Muller, 1999); 5-hidroxi- e 8-hidroxi-2-
(1-hidroxietil) 2-(1-

hidroxietil)- furanonaftoquinonas (Koyama, 2000)

furanonaftoquinonas;

furanonaftoquinona: atividade antipsoriase (Muller,

1999)

Handroanthus serratifolius  (Vahl)

S.0. Grose [sin. Tabebuia serratifolia

Tronco: Lapachol; a-etilfurano-1,4-naftoquinona;

desidro- a-lapachona; a-lapachona; tecomaquinona

Lapachol: antifingica, antitumoral (Hussian, 2007,

Thomson, 1971)

(vahl) G. Nicholson e Tecoma | I; desidroiso- a-lapachona (Tessier, 1988; Oliveira,
araliacea (Cham.) DC.] 1990)
Handroanthus heptaphylla (Vell.) | 5--hidroxi-2-(1-hidroxietil)-furanonaftogquinona; Furanonaftoquinonas: antimicrobiana em bactérias

Mattos (sin. Tecoma ipe Mart.)

8--hidroxi-2-(1-hidroxietil)-furanonaftoquinona

Gram positivas, Staphylococcus aureus,

Helicobacter pylori antifngica, incluindo espécies

patogénicas (Nagata, 1998)

Fonte: Silva et al., 2012
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A sintese de outros derivados do lapachol como a xiloidona e I-aza-antraquinona (figura
4), mostra o dinamismo dessa molécula quanto as atividades biologicas. A xiloidona pode
ocorrer como artefato de origem fotoquimica, durante o isolamento do lapachol, apresenta

atividade antimicrobiana (Lucas et al., 2014; Oliveira et al., 1990; Silva et al., 2003).

H X X = O (xiloidona)
| X = NPh (l-aza-antraquinona)
/

o]
Figura 4: Derivados do lapachol (Silva et al., 2003)

3.3.2 Fenilpropanoides
S&o compostos aromaticos oriundos de desaminacédo da cadeia lateral da L-fenilalanina,
com producao de acido cindmico (Figura 5), em microrganismos e plantas por meio de reacdes
enzimaticas (Dewick, 2009).
CO,H CO,H

NH, =

PAL: Fenilalanina amonia - liase
PAL

L- fenilalanina acido cinamico

Figura 5: Compostos precursores do aminoacido L-fenilalanina (Dewick, 2009)

Os fenilpropanoides (e seus derivados) podem ser usados nas plantas como pigmentos
de flores, antibioticos (presentes nas fitoalexinas), protetores contra radiacdo UV, repelentes,
entre outras aplicacdes. Estdo presentes na forma de dimeros, como as lignanas, e polimeros,
como ligninas, usados na estrutura e suporte das plantas (componentes da parede celular)

(Hahlbrock e Scheel, 1989). Também participam na resposta das plantas quanto a variagdo de

luz, fornecimento de minerais e combate as pragas e ferimentos (Vogt, 2010; Dewick, 2009).
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Na familia Bignoniaceae, os fenilpropanoides foram identificados e descritos em
extratos polares. Em Abdel-Mageed et al. (2012) s@o descritos sete fenilpropanoides no extrato
etanolico das cascas do caule de Tecoma mollis: acteosideo (verbascosideo); 6’-O-acetil-
verbascosideo, isoacteosideo (isoverbascosideo), verperctosideo B (crassosideo); luteosideo A,
luteosideo B e tocomosideo (figura 6). Esses compostos foram testados e apresentaram
atividade antileishmania, antibacteriana e antioxidante. Em Maorong et al. (2013), foram
isolados seis isdmeros do extrato aquoso das cascas de Tabebuia avellanedae com atividade
antioxidante. Em Warashina et al. (2006), sdo descritos cinco fenilpropanoides glicosilados

isolados do extrato metanolico das cascas de T. impetiginosa.

Ry
0 0 OH
: v\©i
HO
ORam
HO
Acteosideo (verbascosideo): R,= OH; R,= OH
6'-O-acetil-verbascosideo: R,= OCOMe; R,= OH
Vespectosideo B: R;= OH; R,= OGlc

Tocomolosideo: R,= OCOMe; R,= OGlc

Luteosideo A: R,= OCOMe; R,= OApi

HO P

0 9] OH
HO \/\@
R, OH

ORam
Figura 6: Fenilpropanoides isolados do extrato etanélico de Tecoma mollis (Abdel-

Mageed et al., 2012)

Algumas lignanas foram descritas em Oliveira et al. (1993), como componentes do
extrato etandlico do tronco de Tabebuia incana. Essas lignanas apresentaram as mesmas

caracteristicas espectroscopicas de cicloolivil e cicloolivil acetonado (figura 7). Ja em Oliveira
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et al. (2000), foram identificadas as lignanas olivil e epi-ciclooloivil (figura 7) no extrato
etanolico do tronco de Tabebuia serratifolia. Nas publicacfes de Warashina et al. (2005 e
2006), foram descritos dois grupos de lignanas glicosiladas, um dos grupos € composto por
balanofonina e o outro composto por secoisolariciresinol (figura 7). Essas moléculas foram
isoladas do extrato etanolico das cascas de T. impetiginosa.

3.3.3 Compostos Fenolicos

Podem ser classificados como compostos fenolicos os é&cidos fendlicos
(hidroxibenzdicos, hidroxicinamicos e seus derivados), flavonoides, lignanas, estilbenos e
taninos condensados e hidrolisaveis. A origem desses compostos é basicamente vegetal e sdo
encontrados em diferentes partes de plantas. Apresentam potencial antioxidante, que inibe ou
retarda a oxidagdo nos alimentos e no corpo (Amarowicz e Shahidi, 2017).

A ocorréncia de compostos fendlicos na familia Bignoniaceae estd muitas vezes
associada a moléculas glicosiladas. Em Abreu et al. (2014) sdo descritos sete fenolicos
glicosilados isolados de folhas de T. argentea e peciolos de Catalpa bignonioides. Em
Warashina et al. (2004 e 2006) sdo descritos alguns fenolicos glicosilados com estruturas
metoxiladas e, principalmente, ésteres metoxilados. Dentre esses fendlicos estd Osmanthusideo

(figura 7).
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Figura 7: Lignanas isoladas do extrato etanolico do tronco de Tabebuia incana e Tabebuia
serratifolia (Oliveira et al., 1993; Oliveira et al., 2000)
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3.3.4 Isocumarinas

As isocumarinas apresentam cadeia de nove carbonos, com um anel lacténico invertido
quando comparado a estrutura das cumarinas (figura 8) (Monfardini, 2016). As cumarinas sao
estruturas derivadas da hidroxilagdo do acido cindmico para producéo do acido o-cinamico e
posterior formacdo de anel lactonico (Dewick, 2009). As isocumarinas podem ser
intermediarios na sintese de compostos heterociclicos e carbociclicos como, isocarboestirilos e

isoquinolinas, além apresentarem atividade antifungica e antibacteriana (Pal et al., 2011).

HO
N N AN
™ 0o 0
o o || ||
0 OH O
Cumarina Isocumarina hidroximeleina

Figura 8: Estruturas basicas de cumarinas e isocumarina (Dewick, 2009; Pal et al, 2011)
Nas cascas de Tabebuia impetiginosa sdo citadas isocumarinas hidroxiladas e
glicosiladas, com estrutura molecular basica identificada como hidroximeleina (Warashina et

al., 2006).

3.3.5 Iridoides

Iridoides s&o compostos monoterpenoides formados a partir de reagdes de oxidagéo,
reducdo e ciclizacdo do geraniol. Esses compostos tém como estrutura basica o iridano (ou 1-
isopropil-2,3-dimetillciclopentano) (figura 9), que fundido a um heterociclo oxigenado de seis
membros (figura 9), d& origem a estrutura dos iridoides (Dewick, 2009; Sampaio-Santos e
Kaplan, 2001).

A porcéo pentagonal do iridoide pode sofrer clivagem oxidativa e apresentar uma nova
estrutura classificada como secoiridoide. Na porcdo hexagonal, a clivagem oxidativa pode

produzir outros derivados (figura 9). No processo de biossintese € comum a glicosilacdo por
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meio de reacdes de O-glicosilacdo e producéo de iridoides glicosilados (Dewick, 2009; Dinda
et al., 2007; Sampaio-Santos e Kaplan, 2001).

Os iridoides sdo naturalmente encontrados em plantas medicinais usadas como agente
antitérmico, hipotensivo, sedativo, antitussigeno e na forma de emplastos no tratamento de
ferimentos e distirbios da pele. Esses iridoides apresentam, comprovadamente, atividade

neuroprotetora, antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante e anti-hepatotoxica.

X AN X
o) o) OH
OR \ OR OR

Iridano Iridoide Secoiridoide Derivados de
iridoide

Figura 9: Base estrutural de iridoides (R= H ou R= glicose) (Sampaio-Santos e Kaplan, 2001,
Dinda et al., 2007)

A atividade neuroprotetora foi identificada nos iridoides catalpol, geniposideo e
gardenosideo (figura 10), isolados em plantas da familia Scrophulariaceae e Rubiaceae. A
atividade neuroprotetora acontece por meio da inibicdo e retardo da deteorizacdo de tecido

neuroldgico, causada por estresse oxidativo e fatores relacionados ao envelhecimento (Tundis

et al., 2008).
HO COOMe COOMe
H
0 o @]
= : OH"™"
HOH,C 0OGlc HOH,C OGlc CH,OH OGlc
Catalpol Geniposideo Gardenosideo

Figura 10: Iridoides com atividade neuroprotetora comprovada (Tundis et al., 2008)
Alguns estudos indicam a existéncia de iridoides em plantas da familia Bignoniaceae.

Em Martin et al. (2007), sdo descritos iridoides glicosilados isolados do extrato metandlico das
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cascas do caule de Pithecoctenium crucigerum. Um desses iridoides € o theviridosideo (figura
11), descrito como um iridoide glicosilado e carbonilado em C-4. Em Iwagawa et al. (1991),
nove iridoides glicosilados foram isolados do extrato metanolico das raizes de Catalpa
bignonioides: cinco iridoides inéditos, catalposideo (figura 11), amphicosideo, 6-O-veratril e
minecosideo. Em Poser et al. (2000) foram descritos os iridoides glicosilados theviridosideo,

ipolamiideo e strictoloideo (Figura 11) obtidos a partir do extrato etanolico de Adenocalymna

marginatum.
OH
COOMe O~
HO COOMe
X o) HO
\ \
o HO
0 ° ©
HO OGlc //
HOH,C OGlc OGlc H,C OGlc
Theviridosideo Catalposideo Ipolamiideo Strictolosideo

Figura 11: Iridoides isolados de extratos polares de Adenocalymna marginatum, Catalpa
bignonioides e Pithecoctenium crucigerum (lwigawa et al., 1991; Poser et al., 2000; Martin et
al., 2007)

Segundo Poser et al. (2000), a classificacdo de iridoides da familia Bignoniaceae para
0s géneros Tecoma e Tabebuia tornou-se mais clara apos a publicacdo de Gentry (1992), que
traz uma revisao quanto a separacdo taxonémica dessa familia. A partir da publicacdo de Gentry
(1992), os iridoides glicosilados descarboxilados em C-4 foram reclassificados como membros
do género Tabebuia, enquanto os iridoides glicosilados e formilados em C-4 passaram a ser
caracteristicos de iridoides do género Tecoma.

Os géneros Tecoma e Tabebuia sdo citados em publicagdes que descrevem a presenca
de iridoides glicosilados em extratos polares. Em Guiso et al. (1996), sédo descritos cinco
moléculas isoladas do extrato etandlico das folhas de Tecoma capensis: tecomosideo (figura

12) e quatro derivados acilados. Em Abdel-Mageed et al. (2012), ixosideo (figura 12) foi
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isolado do extrato etanolico das cascas do caule de Tecoma mollis. Em Nakano et al. (1993),
sdo descritos ajugol (figura 12) e trés ésteres de ajugol metoxilados e hidroxilados, isolados do
extrato metandlico das cascas de Tabebuia avellanedae. Em Poser et al (2000), o0 composto 6-
O-p-hidroxibenzoil-6-epi-aucubina (figura 12) foi identificado no extrato etanolico das folhas
de Tabebuia heptaphylla, Tabebuia chrysotricha e Tabebuia alba. Em Warashina et al (2004 e
2005) sdo descritos varios compostos acilados derivados de cinanchosideo (figura 12), catalpol

(figura 10) e crescentina (figura 12), isolados do extrato metanolico da casca Tabebuia

impetiginosa.
CHO
HO
X
RO
o
H HOOC H :
Me 0Glc ocle Me  OGlc
Tecomosideo Ixosideo Ajugol
OH
O~
HO o
o)
HO,
HO™" o
CH,OH OGlc
Cinanchosideo Crescentina

6-O-p-hidroxibenzoil-6-epiaucubina

Figura 12: Iridoides glicosilados isolados de extratos polares de plantas dos géneros Tecoma e
Tabebuia (Abdel-Mageed et al., 2012; Guiso et al., 1996; Nakano et al., 1993; Poser et al.,
2000; Warashina et al., 2004 e 2005)

3.4 Metodos Cromatograficos, Espectrometricos e Espectroscopicos

3.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a UV e Espectrometria de Massa
(CLAE-DAD-EM)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica de separacdo

largamente utilizada em laboratdrios quimicos, farmacéuticos, bioquimicos e outros. Trata-se
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da separacdo dos componentes de uma mistura, por meio da introducdo da amostra em uma
coluna recheada com material sélido adsorvente (fase estacionaria) e a passagem de eluente
(fase mdvel) sob alta pressdo. O equipamento pode ser totalmente automatizado e realizar as
separac¢Ges em pouco minutos, com alta resolucéo e eficiéncia (Collins et al., 2014)

O desenvolvimento da CLAE aconteceu com o aperfeicoamento do tamanho das
particulas adsorventes que formam a fase estacionaria. Hoje, existem particulas com tamanho
inferior a 2um, que caracterizam o uso da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UCLAE).
Aparelhos de CLAE, UCLAE e Cromatografia Gasosa (CG) acoplados a espectrdometros de
massas e detectores de UV sdo amplamente utilizados para identificacdo de moléculas. O
acoplamento de duas ou mais técnicas recebe o nome de hifenacéo (Pacheco et al., 2015).

Em um conceito simples, a Espectrometria de Massas (EM) consiste na ionizacdo de
uma amostra, seguida da separacdo de ions de acordo com a relacdo massa/carga (m/z) e, por
ultimo, o registro da m/z em um espectro (Silverstein et al., 2012).

O espectrdmetro de massas é basicamente formado por: sistema de introducdo da

amostra, fonte de ionizagéo, analisador de massas e detector (figura 13) (lglesias, 2016)

Sistema de insergao:

Fonte de lonizagdo Analisador de
CLAE, CG, Bomba, ¢ Massas » Detector

Seringa

Figura 13: Esquema de um Espectrémetro de Massas adaptado de Iglesias, 2016.

A fontes de ionizacdo tém a fungdo de converter as moléculas da amostra em ions
gasosos e, em alguns equipamentos, podem ser facilmente substituidas. A ionizagdo pode
acontecer em modo positivo ou negativo, com producdo de ions moleculares, protonagédo ou
desprotonacao (Iglesias, 2016). As métodos de ioniza¢do podem ser: lonizacéo por Elétrons (EI
- Electron lonization), lonizacdo Quimica (IC), lonizacao por Dessorc¢éo (que utiliza as técnicas

de MALDI - Matrix-assisted laser desorption), bombardeamento de &tomos (FAB - Fast Atom
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Bombardment) e Espectrometria de massa de ion secundéario (SIMS — Secundary lon Mass
Spectrometry)) e lonizacgéo por eletrospray (ESI — Eletrospray lonization) (Pavia et al, 2015).
A fonte mais comum acoplada a CLAE € a Eletrospray (ESI), onde o amostra ¢ ionizada ao
atravessar um capilar metalico e receber a voltagem. A ESI é indicada para analise de
compostos com média e alta polaridade e altos pesos moleculares (Iglesias, 2016).

Os Analisadores de massas sdo responsaveis por separar 0s ions de acordo com as suas
m/z. Os tipos de analisadores podem ser classificados como: Analisador de massa de setor
magnético, Analisador de massa de foco duplo e Analisador de massa quadrupolar. Os
Detectores tem a funcdo de converter o feixe de ions em sinal elétrico, posteriormente
processado pelo sistema de dados do computador de aquisicdo e repassados na forma de

espectros (figura 14) (Pavia et al., 2015; Iglesias, 2016).

<10 5 |-ESI Scan (rt: 9.68 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 IPAG0410.d
] 623.00

136.70 224.00 32080  464.80 735.00 ' 931.30

e

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 14: Espectro de Massas obtido em anélise por CLAE-DAD-EM (fonte: analise em

CLAE-DAD-EM do extrato etanolico de T. incana realizado para este trabalho)

Outro detector comumente acoplado a CLAE é o Detector de Arranjo de diodos (DAD).
A utilizacdo da radiacdo na faixa de UV-Vis fornece informacdes sobre os compostos, que
associadas a outras tecnologias, auxiliam na identificacdo de moléculas. A substituicdo
detectores UV-Vis convencionais pelo DAD permite a andlise simultanea em varios
comprimentos de onda no forma de espectros (figura 15). O uso de DAD tem aplicabilidade na
deteccdo de compostos que absorvem luz na regido do UV-Vis (Furey e Moriarty, 2011; Vorst

et al., 2005).
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Figura 15: Espectro de UV-Vis obtido em analise por CLAE-DAD (fonte: anélise em CLAE-
DAD do extrato etandlico de T. incana realizado para este trabalho)

3.4.2 Ressonancia magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear é uma técnica em que, uma amostra absorve radiacao
eletromagnética, quando exposta a um campo magnético na regido de radiofrequéncia. A
absorcdo é registrada em graficos (espectros) da frequéncia dos picos e suas intensidades,
segundo as caracteristicas de alguns nuclear da amostra (Silverstein et al., 2012).

O primeiro equipamento comercial de RMN data de 1953, portando imas ou eletroimas
com frequéncia até 100 MHz. Hoje, sdo comuns equipamentos de 300 a 600 MHz, que utilizam
magnetos supercondutores e proporcionam maior resolucdo. A obtencdo de espectros
atualmente é o método pulsado com Transformada de Fourier. O solventes devem ser
deuterados, sendo o cloroférmio o mais comum (CDClIs) (Pavia et al., 2015; Silverstein et al.,
2012).

As analises podem ser realizadas por métodos unidimensionais, com espectros obtidos
dos nticleos de H e 13C, e bidimensionais mais comuns, com espectros de COSY (acoplamento
'H-1H), HSQC (correlagdo *H-13C, diretamente acoplados), HMBC (acoplamento *H-'3C, com

acoplamento de longa distancia 3-4J) (Pavia et al., 2015; Silverstein et al., 2012).

3.4.3 Cromatografia em Contracorrente (CCC)

A cromatografia em contracorrente € um método de separacdo, extragdo ou purificacdo
de um soluto, utilizando particdo e centrifugacdo (Berthod, 1991). Podem ser utilizados

sistemas binarios, terciarios ou quaternarios (ou com mais componentes) de solventes
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imisciveis. A separacdo dos componentes do soluto entre as fases (chamadas de fase mdvel e
estacionaria) acontece segundo o coeficiente de particdo (Hostettmann e Marston, 1990).

Nos cromatdgrafos em contracorrente atuais, 0 campo centrifugo é aplicado para manter
a fase estaciondaria dentro da coluna (bobinas tubulares abertas) enquanto a fase mdvel é
empurrada através dela (Berthod et al, 2005). O método de separacdo por CCC pode ser
aplicado desde a escala de miligramas até gramas de soluto (Hostettmann e Marston, 1990).
Hoje, os equipamentos sdo dotados de sistemas de centrifugacdo de alta velocidade (figura 16)
e podem ser empregados facilmente em pesquisas de produtos naturais e também na industria.

(Leitdo, 2005).

Figura 16: Cromatografo em Contracorrente de Alta Performance usado nas anélises do
presente trabalho — Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica - UFAM

Para a definicdo de sistemas de solventes para CCC observa-se critérios importantes
como a polaridade da amostra, solubilidade e capacidade de formar complexos. A escolha das
fases é semelhante a escolha de eluentes e coluna para CLAE. O sistema de solventes escolhido
deve assegurar que 0s componentes da amostra apresentem boa distribuicdo entre as fases
(Foucault e Chevolot, 1998). Para uma separacdo mais efetiva, € necessario que o quociente
entre a concentracdo das fases seja proximo de 1. O quociente de particdo proximo de zero
indica que a amostra é solGvel apenas em uma das fases e que ndo ocorrera uma separacao

satisfatoria (Sutherland e Fisher, 2009).
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A cromatografia em contracorrente pode ser aplicada como um método que proporciona
economia de recursos financeiros. As analises dispensam a pré-purificacdo da amostra, 0 uso
de solventes de alta pureza e permitem o uso de 4gua destilada em sistemas aquosos. A principal
vantagem do método € a recuperacdo total da amostra (por nao utilizar sistema de adsorcao).
As colunas sdo confeccionadas em teflon ou aco inox e apresentam grande durabilidade. O uso
de sistemas liquidos dificulta a inutilizacdo das colunas por retencdo de residuos. O método
apresenta boa resolucdo, reprodutibilidade e recuperacdo da atividade biologica em
fracionamentos guiados por testes bioldgicos. A técnica pode ser empregada para sistemas

aquosos e ndo aquosos e particularmente para substancias polares e labeis (Leitdo, 2005).
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4. METODOLOGIA
4.1 Material Vegetal

As cascas utilizadas nas analises foram obtidas de localidades diferentes. As cascas de
T. incana (figura 17) e T. serratifolia foram coletadas em Manaus na Reserva Florestal Ducke
em marco de 2016 e as cascas de ipé (amostra comercial) foram obtidas diretamente do
extrativista que as coletou no municipio de Manaquiri no Amazonas. A amostra comercial seria
encaminhada a feiras de produtos naturais em Manaus para comercializacao.

As cascas permaneceram na estufa durante dois dias em temperatura em torno de 40 °C.
Em seguida foram processadas separadamente em moinho de facas e armazenadas em sacolas

de papel para posterior processo de extracdo por maceragéo.

Figura 17: Cascas de T. incana coletadas na Reserva Florestal Ducke

4.2 Obtencao de Extrato Etandlico

Parte do material vegetal moido de cada espécie (T. incana = 1300 g, T. serratifolia =
1200 g e amostra comercial = 20 g) foi colocado em erlenmeyers separados. Ao erlenmeyer foi
adicionado etanol até que o material vegetal ficasse submerso no solvente. O material vegetal
permaneceu no solvente por 24 h, com agitacdo manual eventual e foi filtrado em papel filtro
apos esse periodo. No mesmo erlenmeyer com o mesmo material vegetal foi colocado outra
porcao de etanol até que o material vegetal ficasse novamente submerso. Apés 48 h foi realizado

0 mesmo processo de filtragem. No mesmo erlenmeyer com o mesmo material vegetal foi
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colocado outra porcéo de etanol por 72 h e filtrada. O material extraido apés 24, 48 e 72 h foi
agrupado e concentrado por meio rota-evaporacao.
4.2.2 Particdo da cascas de T. incana e T. serratifolia

Apenas 1 g do extrato etandlico de T. incana foi pesado, solubilizado em 10 mL de
MeOH / H20 (8:2) e transferido para um funil de separacéo. Ao funil foi adicionado 25 mL de
hexano e apos a particao liquido-liquido foi retirada a fracdo hexano e o procedimento repetido
seis vezes. Logo em seguida foi adicionado 25 mL de cloroférmio no funil, ap6s a particdo
liquido-liquido foi retirada a fracdo cloroférmio e o procedimento repetido dez vezes. Ao
mesmo funil foi adicionado 25 mL de acetato de etila e retiradas as fracdes apos duas repeticoes.
A seguir a fracdo metanol/agua foi retirada do funil. Toadas as fracfes foram concentradas. O
mesmo procedimento foi realizado com extrato etandlico de T. serratifolia.

4.3 Métodos Cromatograficos
4.3.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Foram utilizadas cromatofolhas de aluminio com silica gel 60, indicador de
fluorescéncia F2s4 da marca Merck. Os extratos etandlicos foram aplicados nas placas
cromatograficas de silica Gel 60 F254 em banda. Para avaliacdo da presenca de compostos
glicosilados, foram utilizadas como fase movel, solugdes com acetato de etila, acido acético,
acido férmico e agua em proporgdes variadas (Wagner, 2001). As cromatoplacas foram

reveladas em radiagéo ultravioleta (254 nm e 365 nm) e vanilina sulfarica.

4.3.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — DAD (CLAE - DAD)

Os perfis cromatograficos dos extratos etandlicos de T. incana e T. serratifolia foram
obtidos em cromatografo Waters Alliance 2695 Separations Module, com bomba quaternaria e
autoinjetores, detector PDA Waters 2996, coluna de C-18 LiChroCART © (125 mm x 4,5 mm,
5 um), deteccdo UV220-400 nm. Laboratdrio de Fitoquimica da Faculdade de Farméacia — UFMG.
Processador EMPOWER.
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De cada extrato foram pesados 10 mg e solubilizados em 1 mL de MeOH. Em seguida,
foi feita a dissolucdo usando ultrassom por 20 minutos e centrifugacdo a 10 000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi retirado e analisado nas seguintes condi¢bes cromatograficas:
eluicdo em gradiente com H2O + 0,1% &cido fosforico (A), acetonitrila (ACN) + 0,1% acido
fosforico (B), compreendendo um periodo de eluicdo linear (5 — 95% ACN de 0 a 60 min),
mantendo-se, a seguir, um curto periodo de eluicdo isocratica (95% ACN de 60 a 65 min) e
retornando a condicdo de eluicdo inicial 65 a 70 min (5% ACN). Apo6s o fim de cada corrida,
houve um intervalo de 10 min para a nova corrida cromatogréafica, a fim de retornar as condi¢coes
iniciais de gradiente. As analises aconteceram com volume de inje¢do de amostra 10 uL, fluxo
de 1 mL/min e mantendo-se o forno da coluna a 40 °C. As leituras foram feitas em detector de
UV-DAD nos comprimentos de onda de 220-400 nm, registrando-se cromatogramas nos
comprimentos de onda de 220, 280 e 350 nm. Solventes grau HPLC (Tedia Company Inc.,

Ohio, EUA) e agua Milli-Q.

4.3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Espectrometria de Massas (CLAE-EM)

O extrato etanolico das cascas de T. incana, T. serratifolia e amostra comercial e as
fracdes acetato de etila e metano/agua de T. incana, T. serratifolia obtidas por meio da parti¢éo
foram analisadas em UCLAE-EM. O equipamento é identificado como Ultra CLAE-DAD
Agilent 1290 Infinity com bomba quaternaria G4204A e injetor automatico G4226A, coluna
Zorbax Eclipse XDC C18 (4,6 mm x 150 mm; 5 um) acoplado a Espectrometro de Massas
Triplo Quadrupolo G6460C (Agilent) com fonte de ionizagdo por eletrospray (AJS ESI)
(Agilent) em modo negativo e na faixa de scan 100 a 1200 Da. Laboratério de Cromatografia
Liquida e Espectrometria de Massas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UFPA.
Processador MassHunter Workstation verséo B.07.00.

De cada extrato e fracdo, foi retirado 1 mg e solubilizado em 1 mL de MeOH.
Posteriormente, esses extratos e fracoes foram centrifugados a 14.000 rpm durante 15 minutos
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e 0 sobrenadante analisado nas seguintes condi¢des cromatogréaficas: fase movel MeOH / H,O
(&cido acético 0,8%, pH=3) em composicdo isocratica MeOH / H20 (45:55) por 20 minutos,

injecdo de 4 uL com fluxo de 0,3 mL/min. Solventes de grau HPLC e agua Milli-Q.

4.3.4 Cromatografia em Contracorrente de Alta Performance (CCCAP)
4.3.4.1 Avaliacdo de sistemas por meio de CCD para separacao de iridoides e compostos
glicosilados

Para as analises em CCCAP foi selecionado apenas o extrato etandlico de T. incana. O
extrato foi inicialmente testado nos sistemas HEMWats (hexano: acetato de etila: metanol:
agua) e EBWats (acetato de etila: butanol: agua) mostrados na tabela 2. Segundo Leitdo et al
(2012), o sistema EBWats é indicado para separacdo de compostos glicosilados. Em bancada,
4 mg extrato foi colocado em frasco vial e solubilizado em 1 mL dos sistemas EBWats 1 e 2
(tabela 2), nos sistemas HEMWats 6, 17 e 28 (tabela 2). Ap0s agitacdo e estabilizacdo das fases
inferior (FI) e superior (FS), estas foram separadas e aliquota de 20 pL de cada fase foi aplicada
em placas de silica gel 60. A placa com Fl e FS dos sistemas HEMWats 6, 17 e 28 foram eluidas
com fase movel CHCIs: AcOEt: ac. acético (30:80:10). As fases dos sistemas EBWats 1 e 2
foram eluidas com fase movel AcOEt: BUuOH: H,O (77: 13: 10) (Wagner, 2001). Todas as

placas foram reveladas com solucdo de vanilina sulfurica e radiagcdo 254 nm e 365 nm.

FS Fl

EBWats 2 EBWats 1

Figura 18: Teste de separacdo de fases em CCD utilizando sistemas EBWats 1 e 2 e reveladas
em de vanilina sulfarica
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Tabela 2: Sistema HEMWats e EBWats

Sistemas Polaridade Hexano Acetato de etila Metanol Butanol — Agua
1 0 0 0 5 5
2 0 1 0 4 5
3 0 2 0 3 5

A
4 1 0 3 0 2 5
5 0 4 0 1 5
6 0 1 0 0 5
7 1 1 1 0 1
[<B]
8 ZE 1 19 1 0 19
T
9 S 1 9 1 0 9
o
10 3 1 6 1 0 6
p
11 1 5 1 0 5
12 1 4 1 0 4
13 2 3 2 0 3
14 1 5 1 0 5
15 2 2 2 0 2
16 5 3 5 0 3
17 v 1 6 1 0 6
18 6 1 6 0 1
19 g 3 5 3 0 5
§=d
20 = 2 2 2 0 2
[a
21 2 5 1 5 0 1
[<B}
P
22 3 2 3 0 2
23 4 1 4 0 1

52



Tabela 2: continuagéo

Sistemas Polaridade Hexano Acetato de etila Metanol Butanol —Agua

24 5 1 5 0 1
25 6 1 6 0 1
26 9 1 9 0 1
27 19 1 19 0 1
28 1 0 1 0 0

Fonte: Garrard (2005)
O extrato etanélico de T. incana também foi testado em sistemas modificados mostrados
na tabela 3.

Tabela 3: sistemas de solventes modificados

Sistemas Hexano Acetato de etila  Metanol Butanol Agua
EBWats 2 acrescido de metanol 0 1 100 pL 4 5
EBWats 2 acrescido de metanol 0 1 200 pL 4 5
EBWats 2 acrescido de metanol 0 1 300 pL 4 5
EBWats A 0 0,5 0 4,5 5
BA1 0 0 0 6 4
BA 2 0 0 0 1 4

Fonte propria

Os sistemas HEMWats 6, 17, 28 (tabela 2) e os sistemas modificados BA 1 e 2 (tabela
3) ndo apresentaram distribuicdo satisfatoria das fases e por isso ndo serdo utilizados nas
corridas em CCCAP.

Nas elui¢cbes com fases obtidas em sistemas modificados, apenas o sistema EBWats

acrescido de 200 pL de MeOH (tabela 3) mostrou formacdo de fases satisfatoria (figura 19).
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EBWats A EBWats 2 acrescido de
acetato de etila: butanol: 4gua 200 pl metanol MeOH
(0,5: 4,5:5)

Figura 19: Teste de separacédo de fases em CCD utilizando sistemas modificados e reveladas
em vanilina sulfarica

A partir da separacdo das fases observadas por meio de CCD dos sistemas EBWats 1e
2 (figura 18) e EBWats A (figura 19), verificou-se boa separagdo dos componentes e por iSso

esse sistemas serdo utilizados nas corridas em CCCAP.

4.3.4.2 Injecdo no CCCAP em coluna preparativa em fase Reversa

4.3.4.2.1 Método 1: corrida em modo isocratico utilizando sistema EBWats 2 (tabela 2)

Na primeira corrida, pesaram-se 500 mg de extrato etandlico de T. incana que foram
diluido em 6 mL de fase superior e fase inferior na proporcéo de 1:1 (v/v) do sistema EBWats
2 (tabela 2). Na coluna preparativa foi injetado 240 mL (duas vezes o volume da coluna
preparativa) de fase superior (fase menos do polar do sistema EBWats 2) seguido da inje¢do da
fase inferior (fase mais do polar do sistema EBWats 2). Apos estabilizacdo das fases na coluna,
injetou-se 6 mL da amostra diluida. O fluxo de inje¢do foi de 3 mL/min em fase reversa (FR).
Foram coletas 49 fragdes sendo, 33 fragdes diluidas em fase mével (F1 a F33) e 16 fragdes de
diluidas em fase estacionaria (SP1 a SP9) obtidas durante o expurgo da coluna. O expurgo da
coluna (limpeza da coluna) foi realizado com a injecdo de metanol na coluna para retirada de
toda a fase estacionaria. As fragcGes foram concentradas e o perfil observado por meio de CCD
(figura 20).
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(b)

Figura 20: Cromatoplacas das fragdes obtidas na primeira corrida em CCCAP e reveladas em
vanilina sulfurica: (a) fragdes; (b) expurgo da fase estacionaria.

As fragdes SP3 a SP6F (destacadas na figura 20) foram aplicadas em Cromatografia de

Camada Delgada Preparativa (CCDP).
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4.3.4.2.1 — Método 2: corrida em modo gradiente utilizando sistema EBWats 2 (tabela 2)

Para segunda corrida, pesaram-se 500 mg de extrato etanolico de T. incana, que foram
diluido em 6 mL de fase superior e fase inferior na proporc¢éo de 1:1 (v/v) do sistema EBWats
2 (tabela 2). Apo0s a injecdo na coluna preparativa da fase superior, seguida de injecdo da fase
inferior e estabilizacdo das fases, injetou-se 6 mL da amostra diluida na coluna. O fluxo de
injecdo foi de 6 mL/min. Foram utilizadas trés fases moveis (fase inferior) em ordem crescente
de polaridade: sistema EBWats 2 (tabela 2) (MP1), sistema modificado EBWats A (tabela 3)
(MP2) e sistema EBWats 1 (tabela 2) (MP3). Foram coletadas 77 fragcdes sendo, 54 fracbes com
fase mdvel (18 fracdes de cada sistema) e 23 fracGes de expurgo da fase estacionaria (SP1 a

SP23). As fragdes foram concentradas e o perfil observado por meio de CCD reveladas com

vanilina sulfurica e radiacdo 254 nm e 365 nm (figura 21).

Figura 21: Cromatoplacas das fragcdes SP obtidas segunda na corrida em CCCAP revelada em
vanilina sulfurica.

A sequir, foram realizadas mais quatro corridas, utilizando-se os sistemas de solventes
EBWats 1 e 2 (tabela 2), EBWats A (tabela 3) e quantidades diferentes de massa de amostra. A

ordem de injecdo das fases foi mantida a partir da 42 corrida como é mostrado na tabela 4.
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Tabela 4: Sistemas usados a partir da terceira corrida

Corrida  Massa de amostra Fase AcOEt: BuOH: H20
SP 1 4
s MP1 1
S 500 mg MP2 05 45
&
MP3 1 4
SP 1
s MP1 1
S 384 mg MP2 05 45
%-
MP3 1 4
SP 1
s MP1 1
S 500 mg MP2 05 45
&
MP3 1 4
SP 1
s MP1 1
S 570 mg MP2 0,5 4,5
o
MP3 1 4

Apos 6 injecOes, foram coletadas 109 fragGes. Todas as fragdes foram observadas por

meio de CCD e reveladas com vanilina sulfurica e radiacdo 254 nm e 365 nm. Algumas

cromatoplacas foram revelados com Anisaldeido.
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4.3.5 Cromatografia em Camada Delgada Preparativa (CCDP)
4.3.5.1 Avaliacéo de sistemas em CCD

As fragdes SP3 a SP6F (totalizando 7 fragfes) foram aplicadas em cromatoplacas de
silica gel 60 ativadas e ndo ativadas, para observacao do perfil de separagdo. As cromatoplacas
foram eluidas em sistemas binérios e terciarios, em diferentes proporcdes de CHCI3, AcOEt,
MeOH e H20. Os reveladores utilizados foram vanilina sulfirica e radiagdo 254 e 365 nm. As
eluicdes aconteceram em duas sequéncias: placas ativadas eluidas de uma a trés vezes e placas
ndo ativadas eluidas de uma a trés vezes. Apos as elui¢Bes e analise do perfil em CCD as fragdes

SP3 a SP6F foram agrupadas totalizando 41 mg e o agrupamento nomeado SPAC2.

4.3.5.2 Confecc¢édo da placa cromatografica CCDP

Pesaram-se 30 g de silica gel para CCD (com Gypsum, UV 254, 5-15 pm, 60 A) da
marca Sorbent Technologies que foi solubilizada em 75 mL de H2O destilada. Apos agitacao
continua por alguns minutos, a mistura foi depositada em um placa de vidro (20 cm x 20 cm),
devidamente lavada e seca. A deposicdo da silica sobre a placa de vidro, deve ser
homogeneizada e acontecer do centro para as extremidades. A placa permaneceu no laboratério

em temperatura ambiente por trés dias para secar.

4.3.5.3 Aplicacdo e eluicdo da amostra

A amostra SPAC2 foi solubilizado em 4 mL de MeOH e aplicada na placa preparativa
ndo ativada. A placa foi eluida trés vezes no sistema CHCIls: AcCOEt: MeOH (2: 40: 4) e entre
cada eluicdo, o processo de separacdo foi acompanhado por revelacdo em radiacdo 254 e 365

nm. As fracbes foram retiradas da placa, extraidas com MeOH por meio de ultrassom e filtradas.

4.4.1 Espectrometria de Massas (EM)
As fracOes obtidas em CCCAP foram analisadas em espectrometro ion trap LCQ
FleetTM Thermo Scientific em ESI (modo positivo e negativo) com injecédo por insercao direta,

fluxo de 100 pL/min e varredura entre 100 e 1000 m/z. As amostras foram pesadas e
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solubilizadas em MeOH grau HPLC até a concentracdo de 1 mg/mL. Em seguida, foi transferida
aliquota de 20 pL para microtubo e avolumada para 1 mL com MeOH grau HPLC. Laboratério

de Espectrometria de Massas - UFAM. Processador Xcalibu 2.0 Thermo Fisher Scientific.

4.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As fracdes obtidas em CCCAP foram analisadas em espectrometro Bruker Advance Il
HD 500 MHz para 'H e 125 MHz para ‘3C. As amostras foram solubilizadas em MeOH-d4 e
Tetrametilsilano (TMS) foi usado como padrédo de referéncia. Solvente da marca Cambridge
Isotope Laboratories. Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear na Central - UFAM,

Processador ACD/Labs versdo 12.00.

59



5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os extratos etanolicos das cascas e fragdes polares de T. incana, T. serratifolia e amostra
comercial foram analisados por CLAE-DAD. Em CLAE-EM foram analisados os extratos
etanolicos das trés amostras e as fracOes acetato de etila e metanol/agua de T. incana e T.
serratifolia obtidas por meio de particdo. Apenas o extrato etanolico das cascas de T. incana
foi analisado em CCCAP (figura 22).

Os espectros de massas apresentaram ions correspondentes a massas moleculares (MM)
de iridoides, fenilpropanoides, lignanas e fenolicos glicosilados isolados de outras espécies de
Tabebuia e Bignoniaceae.

Dentre os sinais destacam-se iridoides na forma de éster de ajugol (figura 33) e ésteres
de bisdeoxicinanchosideo (figuras 27 e 32). Quanto aos fenilpropanoides, foram identificados
sinais que podem corresponder a 2 ésteres aromaticos glicosilados (figura 37). Na classe das
lignanas foram observadas duas estruturas com esqueleto secoisolariciresinol ligadas a por¢édo
éster aromatica metoxilada (figura 55). Nos ions relativos a fenolicos glicosilados, ha destaque

para molécula formada por éteres aromaticos metoxilados (figura 32).

CLAE-DAD: extratos etanélicos de T. incana e T.
serratifolia

Analise dos perfis

cromatograficos dos extratos CLAE-EM: extratos etandlicos de T. incana, T.
serratifolia e amostra comercial; fracOes acetato de etila

etandlico ,
e metanol/agua

Iridoides

Anélise das fracdes obtidas em

Fenilpropanoides
CCCAE

Fenolicos glicosilados

Figura 22: Esquema das analises cromatogréficas e espectrométricas realizadas nos extratos e
fragOes polares de T. incana, T. serratifolia e amostra comercial
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5.1 Perfil cromatografico dos extratos etandlicos de T. incana, T. serratifolia e amostra
comercial de ipé.
5.1.1 Analise em CLAE-DAD e CLAE-EM dos extratos etanolicos de T. incana, T.
serratifolia e amostra comercial.

Os extratos etanolicos de T. incana e T. serratifolia foram analisados em CLAE-DAD
e apresentaram 0s cromatogramas mostrados na figura 23. Os cromatogramas possuem perfis

muito semelhantes no tempo de retencéo, entretanto intensidades diferentes.

A
0,20
5 y
< -
0,10
0.00-W 1 L L L ] Ll 1 L L
0,00 10,00 20,00 3000
Minutes
T.incana
0.40" N
i S
O'OO— 1 1 | ) | [ ] 1 1 ] l 1 1 4 1
0,00 10,00 20,00 30,00
Minutes

T. serratifolia
Figura 23: Cromatogramas obtidos em CLAE-DAD
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Nos dois cromatogramas ha maior concentracao de sinais entre 10 e 22 minutos. Todos
os sinais foram analisados por meio do UV-Vis e apresentaram bandas de absor¢éo entre 200 e
380 nm. Ao comparar o perfil das duas espécies, foram observados 5 sinais com tempos de
retencdo (TR) (aproximadamente entre 14, 15, 16, 17 e 22 minutos) e maximos de absor¢édo
(Amax) semelhantes (tabela 5).

Segundo Pavia et al. (2015), espectros de UV com duas ou trés bandas e Amax acima de
200 nm, séo caracteristicos de compostos aromaticos. Também é observado que a faixa de
absorcéo entre 250 e 290 nm pode ser indicativa de derivados de benzoila ligados a hidroxila,
metoxila ou grupo alquila em posicdes orto, meta ou para. Observa-se que nos espectros de
CLAE-DAD dos extratos etandlicos de T. incana e T. serratifolia, sdo registradas bandas de
absorcéo que podem indicar a presenca de compostos aromaticos derivados de benzoila (figura
24).

Tabela 5: Tempos de retencdo e maximos de absor¢do dos extratos etandlicos de T. incana e
T. serratifolia obtidos em CALE-DAD.

T. incana T. serratifolia
Tempo de Tempo de
Pico Amax (Nm) Pico Amax (NM)
retencdo (min) retencdo (min)

26 14,485 220,2; 263,9; 376,8 28 14,508 220,2; 263.9; 376,8
28 15,164 263,9; 376,8 30 15,189 263,9; 376,8

30 16,102 201,4; 263,9; 291,1 32 16,137 202,6; 263,9; 291,1
32 16,925 263,9; 376,8 35 16,941 265,0; 376,8

40 21,728 263,9; 292,3; 375,6 47 21,756 263,9; 376,8
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Figura 24: Espectros de CLAE-DAD dos extratos etanolicos de T. incana e T. serratifolia

Espectro do pico 47 T. serratifolia



No cromatograma do extrato de T. incana obtido em CLAE-DAD, observou-se o pico
6 com TR em torno de 4,89 min (figura 23). No espectro de UV observou-se bandas de absorcao
com Amax €m 256 nm e TR de 4,89 min (figura25) que podem indicar a presenca de compostos
aromaticos. No espectro obtidos por CLAE-EM, foi registrado o pico com TR de 4,78 min com
sinal em 497 u (figura 26). Segundo Warashina et al. (2005), do extrato metandlico das cascas
de T. impetiginosa foi isolado iridoide glicosilado de MM 498 u e identificado como um éster
de bisdeoxicinanchosideo (6-O-(4-metdxi-benzoil)-5,7-bisdeoxicinanchosideo), devido a
presenca de esqueleto iridano e por¢do benzoila para-metoxilada (figura 27). Ao associar as
caracteristicas de absorcdo do pico 6 no espectro de CLAE-DAD (figura 25) e o registro de
sinal m/z 497 [M-H] no espectro de CLAE-EM de T. incana (figura 26), pode-se supor que 0
sinal m/z 497, pode ser um ion com caracteristicas estruturais semelhantes ao éster de

bisdeoxicinanchosideo com MM 498 u isolado das cascas de T. impetiginosa (figura 27).

o1 2968 Peak #6
2 0,005 | |
1V 356,7375,6
0,000 T T T

T T T ‘ T T T T | 7\ T T T | T T T T
250,00 300,00 350,00

nm
Figura 25: Espectro de CLAE-DAD do extrato de T. incana — pico 6 com TR 4,89 min

<10 5|"ESI Scan (rt: 4.78 min) Frag=135.0V GF=0.000 DF=0.000 TIEEL.d
i 376.90
0.8-
0.6-
0.4-
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o e b b, 82200 | sssao

01— : : : ; : : ; . ; .
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Figura 26: Espectro de CLAE-EM do extrato etandlico de T. incana
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Figura 27: Ester de bisdeoxicinanchosideo descrito em Warashina et al., 2005

Outro sinal observado no espectro do extrato etandlico de T. incana na figura 26, é o
sinal m/z 377 [M-H] que pode estar relacionado a iridoide isolado de Bignoniaceae. Esse ion
ser resultado da ionizacdo de um iridoide glicosilado, com hidroxilacdo em C-5, nomeado
macfadienosideo (figura 28), isolado a partir do extrato etandlico das folhas de Macfadyena

cynanchoides (Bignoniaceae) e descrito por Bonini et al. (1981).

HQ  oH

HOH,C

OGlc
Figura 28: Macfadienosidio descrito em Bonini et al., 1981

Na analise do extrato etandlico da amostra comercial em CLAE-EM o sinal em m/z 377
[M-H]" foi observado em espectro com TR 4,86 min (figura 29). Assim como sugerido para o
extrato de T. incana, o sinal em m/z 377 do extrato da amostra comercial também pode ser

considerado resultado da ionizagdo do iridoide macfadienosideo (figura 28).

%10 4 |-ES| Scan (1t: 4.86 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 TCEET.d
5 376.90
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w

132.90

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 29: Espectro da amostra comercial obtido em CLAE-EM com TR 4,86 min
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Para o extrato etanolico de T. serratifolia foi observado sinal em m/z 483 [M-H] no
espectro de CLAE-EM com TR 6,36 min (figura 31). A analise em CLAE-DAD desse mesmo
extrato mostrou pico com bandas de absorc¢éo (figura 30 — peak #9) caracteristicas de compostos
benzoilicos substituidos (Pavia et al., 2015) registrado com TR 6,44 min. Comparando com as
moléculas descritas em Iwagawa et al. (1991) e isoladas do extrato metanolico das raizes de
Catalpa bignonioides (Bignoniaceae), observou-se iridoide com MM 484 u (figura 32) com
caracteristicas benzoilicas e identificado como um éster deoxicinanchosideo (p-hidréxi-
benzoil-5,7-bisdeoxicinanchosideo). E possivel que o fon em m/z 483 presente no extrato
etanolico de T. serratifolia seja resultado da ionizacdo do iridoide de MM 484 u isolado raizes
de Catalpa bignonioides. O mesmo sinal m/z 483 foi mostrado no espectro CLAE-EM do

extrato da amostra comercial (figura 29).
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1L/ T 8202344 83744
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250‘,00 306,00 35{31,00
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Figura 30: Espectro do extrato etanolico de T. serratifolia obtido em CLAE-DAD com TR
6,44 min — pico 9
%10 5 |-ESI Scan (rt: 6.36 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 TSEET.d
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Figura 31: Espectro do extrato etanolico de T. serratifolia obtido em CLAE-EM com TR 6,36
min
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OGlc

Figura 32: Ester de bisdeoxicinanchosideo p-hidroxilado descrito em lwagawa et al., 1991

Outro sinal que pode ser resultado da ionizacdo de iridoide presente no extrato de T.
serratifolia é o sinal em m/z 541[M-H]" (figura 31). As carateristicas estruturais desse ion
podem ser associadas as caracteristicas do iridoide glicosilado de MM 542 u e classificado com
éster de ajugol isolado do extrato metanolico das cascas de T. impetiginosa descrito em
Warashina et al. (2004). Esse éster apresenta estrutura molecular com por¢do benzoila
substituida com metoxilas nas posicdes 3, 4 e 5 (3,4,5-trimetoxi-benzoil-ajugol) (figura 33). A
partir dessas observacdes é possivel sugerir que o ion m/z 541 pode ser o fragmento do éster de

ajugol descrito em Warashina et al (2004).

MeO |

MeO

OH

OH
Figura 33: Ester de ajugol trimetoxilado

Nos espectros de CLAE-EM, foram registrados outros sinais que podem ser fragmentos
de moléculas glicosiladas com estruturas diferentes do esqueleto iridano. Esse é o caso do sinal

em m/z 623 (figura 37) observado nos espectros dos extratos etanolicos e fragdes acetato de
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etila e MeOH/H20 de T. incana e T. serratifolia e extrato bruto da amostra comercial. Os

espectros apresentaram tempo de retencao entre 7 e 9 min (tabela 6; figuras 34, 35 e 36).

Tabela 6: Tempo de retencao de espectros com sinal em m/z 623 [M-H]

T. incana T. serratifolia Amostra comercial
7,40 min 7,44 min 7,24 min
7,87 min 7,80 min 7,87 min
9,34 min 9,36 min 9,38 min
9,51 min 9,57 min 9,62 min

410 5 |-ESI Scan (it: 9.38 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 TCEET.d
- 623.00
3_
2.5.
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1.5
14
0.5 550.90 735.00
ol . 20890 417.00 90 L™y 877.00
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 34: Espectro do extrato etandlico da amostra comercial obtido em CLAE-EM

410 5 |-ES! Scan (it: 9.51 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 TIEEL.d
61 623.00

& 735L.00

0 303.00 464.90 889.20 1147.10
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 35: Espectro do extrato etanolico de T. incana obtido em CLAE-EM
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%10 5 |-ESI Scan (rt: 7.44 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 TSEET.d
3.5 623.00
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Figura 36: Espectro do extrato etandlico de T. serratifolia obtido em CLAE-EM

Segundo Warashina et al. (2006), do extrato metanolico das cascas de T. impetiginosa,
foi isolado um fenilpropanoide glicosilado com MM 788 Da (figura 37). A partir da hidrélise
alcalina dessa molécula foi obtido outro fenilpropanoide de MM 624 Da (figura 37). A
semelhanca nas estruturas moleculares desses dois fenilpropanoides descritos em Warashina et
al. (2006) permite sugerir que a partir da ionizacdo da molécula com MM 788 Da é possivel
obter ion m/z 623. Nao foi possivel detectar sinais de ion que poderiam ser relacionado a
ionizagdo da molécula de MM 788 Da nos espectros de CLAE-EM. E valido sugerir que o sinal
em m/z 623 encontrados nos espectros de extratos e fragdes das amostras analisadas seja
resultado da ionizacao do fenilpropanoide de MM 624 Da descrito por Warashina et al. (2006)

(figura 37).
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Figura 37: Estruturas moleculares de fenilpropanoides glicosilados descrito em Warashina et
al., 2006

O sinal em m/z 431 [M-H] foi observado nos espectros do extrato etandlico de T. incana
e T. serratifolia (figuras 38 e 39) e nas fracGes acetato de etila e MeOH/H.0O de T. incana.
(figuras 40 e 41). A ionizacéo do fenilpropanoide de MM 624 Da com perda da porc¢éo feruloila

pode produzir estrutura molecular compativel com sinal m/z 431 (figura 42).

x10 5 |-ESI Scan (rt: 7.63 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 TSEET.d
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Figura 38: Espectro do extrato etanolico de T. serratifolia obtido em CLAE-EM
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410 5 |-ESI Scan (it: 7.87 min) Frag=135.0V CF=0.000 DF=0.000 TIEEL.d
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Figura 39: Espectro do extrato etanolico de T. incana obtido em CLAE-EM
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Figura 40: Espectro da fracdo acetato de etila de T. incana obtido em CLAE-EM
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Figura 41: Espectro da fragdo MeOH/H20 de T. incana obtido em CLAE-EM
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Figura 42: Fenilpropanoide com MM 624 u e formacéo de sinal em m/z 431]M-H]

Os sinais m/z 477 [M-H] e m/z 567 [M-H] séo observados nos espectros dos extratos
etanolicos e fragOes acetato de etila e MeOH/H20 de T. incana e T. serratifolia (figura 43 a 48)
e extrato bruto da amostra comercial (figura 49). Esses sinais podem ser ions dos fenolicos
glicosilados MM 478 Da (figura 50; 3,4,5-trimetoxi-fenil 1-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)- B-D-
glicopiranose) e MM 568 Da (figura 50; 3,4-dimetdxi-fenil 1-O-f-D-[5-O-(4-metdxi-benzoil)]-
apiofuranosil-(1—6)- B-D-glicopiranose) descritos, respectivamente, em Warashina et al.
(2006) e Warashina et al. (2004). Esses fenolicos apresentam estruturas moleculares com D-
glicose e apiofuranose ligados a benzoila para hidroxilada e aromético metoxilado. Nos
espectros das fracdes acetato de etila de T. serratifolia e T. incana (figura 43 e 45), MeOH/H;0
de T. serratifolia (figura 44) e extratos brutos de T. serratifolia e amostra comercial (figura 48

e 49) observa-se sinal em m/z 1135 [M-H]" que pode ser resultado de dimerizag&o.

10 5 |-ESI Scan (rt: 8.86 min) Frag=150.0V CF=0.000 DF=0.000 SPAC0510.d
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Figura 43: Espectro da fragéo acetato de etila de T. serratifolia obtido em CLAE-EM
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%10 4 |-ESI Scan (it 8.94 min) Frag=150.0V CF=0.000 DF=0.000 SPMH0510
1 566.90
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Figura 44: Espectro da fragdo MeOH/H20 de T. serratifolia obtido em CLAE-EM
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Figura 45: Espectro da fragéo acetato de etila de T. incana obtido em CLAE-EM com Peak
List
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Figura 46: Espectro da fragdo MeOH/H20 de T. incana obtido em CLAE-EM com Peak List
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Figura 47: Espectro do extrato etanolico de T. incana obtido em CLAE-EM com Peak List
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Figura 48: Espectro do extrato etanolico de T. serratifolia obtido em CLAE-EM com Peak
List
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Figura 49: Espectro do extrato etanolico da amostra comercial obtido em CLAE-EM com
Peak List
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Figura 50: Estruturas moleculares de fenolicos glicosilados descrito em Warashina et al., 2004

e 2006

5.2 Analise das corridas realizadas em CCCAP e caracterizacao das fracdes obtidas em

CCCAPe CCDP

5.2.1 Avaliacdo dos métodos de injecdo e do rendimento das corridas em CCCAP

Nas 6 injecOes de extrato etandlico de T. incana em CCCAP, foram utilizados 2954,0

mg de extrato. Apos todas as inje¢6es foram obtidos 2391,3 mg de fracGes entre fase movel e

expurgo da fase estacionaria, totalizando rendimento de 80,94% (tabela 7).

Tabela 7: Massas e rendimentos das corridas

Corrida Amostra (mg) Fracdes (mg) Rendimento (%)

12 500 465,7 93,14
22 500 332,6 66,52
32 500 486,2 97,24
42 384 339,5 88,41
58 500 311,1 62,22
62 570 456,2 80,03
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5.2.2 Avaliacao dos sistemas de solventes e modo de injecéo utilizados

Ap0s a analise dos espectros obtidos em CLAE-EM, a escolha dos sistemas de solventes
e métodos de injecdo a serem utilizados nas corridas em CCCAP foi direcionada para a
separacdo de compostos glicosilados em especial iridoides. Segundo Leitdo e Costa (2012),
sistemas com proporc¢des variadas de acetato de etila, butanol e &gua séo os mais utilizados para
isolamento de compostos glicosilados e com alta polaridade.

As injecdes realizadas em modo gradiente (a partir da 32 até a 62 corrida) proporcionaram
109 fracBes. Algumas dessas fracOes apresentaram caracteristicas semelhantes, como Rf em
torno de 0,55 e coloracdo vermelho escuro (figura 51). Na 32 corrida, também se observou a

fracdo MP3.6, que foi enviada para analise em EM (figura 53) e RMN (figuras 61, 62 e 63).

MP3.1-MP3.5 MP36 3.2 SP1 SP1
—— ) o A
i - -
oy r"'i- - - ™~ n'-
32 Corrida 42 Corrida 52 Corrida 62 Corrida

Figura 51: Cromatoplacas das fracGes obtidas em CCCAP reveladas em vanilina sulfirica

5.2.3 Andlise em CCDP das fracgdes obtidas em CCCAP

Apos a aplicagdo da amostra SPAC2 e elui¢do na cromatoplaca de CCDP, foram obtidas
10 fragdes que totalizaram 38,7 mg. O rendimento foi calculado em 92,58%.

Durante os testes de sistemas de eluicdo realizados por meio de CCD, observou-se as
cromatoplacas nao ativadas apresentaram melhor separagdo dos componentes da amostra
SPAC?2 e por esse motivo optou-se por realizar a eluicdo em CCDP em cromatoplacas nao
ativada. Essa caracteristica de separacdo mais efetiva em cromatoplaca ndo ativada, ou seja
cromatoplaca com maior quantidade de agua, pode ser um indicativo da presenca de

componentes de alta polaridade no amostra SPAC2.
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O perfil das fracdes foi observado em cromatoplacas de silica gel 60 reveladas com
vanilina sulfarica (figura 52). As fracdes B, C e E apresentaram Rf entre 0,4 e 0,5 e coloragéo

avermelhada (figura 52). A amostras E foi encaminhada para analise em EM e RMN.

» " ,.

L_A/L = A/S B C D E F
Figura 52: Cromatoplaca das fracGes de CCDP revelada em vanilina sulfirica

5.3 Avaliacédo das amostras obtidas em CCCAP e CCDP por meio de espectros de EM e
RMN

5.3.1 Amostra MP3.6

5.3.1.1 Espectros de EM

A amostra MP3.6 foi obtida na 32 corrida realizada em CCCAP, coletada na terceira fase
movel (sistema EBWats 2 — tabela 2) e submetida a analise em EM com ionizacao por ESI.

Assim como nos espectros de CLAE-EM, o espectro da amostra MP3.6 (figura 53)
apresentou ion em m/z 623 [M-H] ™ que pode ser resultado da ionizacdo de fenilpropanoide com
MM 624 Da (figura 37). Segundo descrito em Warashina et al. (2006), esse fenilpropanoide é
produto da hidrdlise alcalina de fenilpropanoide de MM 788 Da (figura 37). No espectro da
figura 53 é observado sinal em m/z 787 que pode ser ion obtidos da molécula de MM 788 Da.
E possivel indicar que os sinais em m/z 623 e m/z 787 sejam fons de 788 Da, assim como ndo
se descarta a presenca de molécula com MM 624 Da na amostra MP3.6. Para o sinal em /m/z
647 [M-H] (figura 53) indica-se que esse pode ser resultado da ionizacdo do &cido

trigaloilquinico que possuem MM 648 Da.
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O sinal em m/z 657 [M-H] (figura 53) pode ser resultado da ionizacdo de lignana
glicosilada de MM 658 Da (4-metoxi-benzoil 4-O- B-D-glicopiranose secoisolariciresinol)
descrita em Warashina, et al. (2004). O sinal em m/z 687 observado em expansao do espectro
da amostra MP3.6 (figura 54) pode ser ion de lignana de MM 688 Da (3,4-dimetdxi-benzoil 4-
O- B-D-glicopiranose secoisolariciresinol) também descrita em Warashina, et al. (2004). Essas
lignanas foram isoladas do extrato metandlico das cascas de T. impetiginosa e suas estruturas
moleculares apresentam porcao secoisolariciresinol e porcéo éster aromatica metoxilada (figura
55). Pode-se sugerir que 0s ions em m/z 657 e m/z 687 sejam resultados da ionizacdo da
molécula com MM 688 Da (figura 55), como também espera-se a presenca da lignana de MM

658 Da (figura 55).

3 6#10 RT: 0,18 AV: 1 NL: 3,13E3
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [150,00-1000,00]
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Figura 53: Espectro de massas da amostra MP3.6
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Figura 54: Espectro de massas expandido da amostra MP3.6 com sinal em m/z 687 [M-H]
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Figura 55: Estruturas moleculares de lignanas descritas em Warashina et al., 2004

Os ions em m/z 447 [M-H] e m/z 701 [M-H] (figura 53) podem ser resultado da
ionizacdo de fendlicos glicosilados de MM 448 e 702 Da descritos em Warashina et al. (2005
e 2006). Segundo Warashina et al. (2006), do extrato metan6lico das cascas de T. impetiginosa
foi isolado fendlico glicosilado de MM 702 Da (4-[[4-metdxi-benzoil) oxi]metil]-2-metoxi-
fenil 1-O-B-D[5-0-(4-hidroxi-benzoil)]-apiofuranosil-(1—6)- B-D-glicopiranose) (figura 56).
A molécula com MM 448 Da (4-hidroxi-metil-2-metoxi-fenil 1-O-B-D-apiofuranosil-(1—6)-
B-D-glicopiranose) (figura 56) é descrita em Warashina et al. (2005) como um fenolico
glicosilado isolado das cascas de T. impetiginosa. A estrutura molecular descrita para o fendlico
de MM 702 Da permite indicar ionizagdo com perda de ésteres aromaticos e obtengéo dos sinais
em m/z 447 e m/z 567 Da (figuras 53 e 57). As estruturas moleculares esperadas apds a ionizacao
sdo compativeis com fendlicos glicosilados de MM 448 e 568 Da (568 Da - Warashina et al.
(2006)) (figura 56). Em Warashina et al. (2006) é descrito outro fendlico glicosilado de MM
732 Da (4-[[3,4-dimetdxi-benzoil)oxi]metil]-2-metoxi-fenil ~ 1-O-B-D[5-O-94-hidrdxi-
benzoil0]-apiofuranosil-(1—6)- B-D-glicopiranose) que difere da molécula com MM 702 Da

apenas na porcao benzoila dimetoxilada (figura 56).
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Figura 56: Estruturas moleculares de fendlicos glicosilados descritos em Warashina et al.,
2005 e 2006
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Figura 57: Espectro de massas expandido da amostra MP3.6 com sinal em m/z 567 [M-H]

O sinal em m/z 319 [M-H]" (figura 53) pode corresponder a ion obtido da molécula com
MM 320 Da descrita em Guiso et al. (1996). Segundo os autores, do extrato etandlico das flores
de Tecoma capensis foi isolado feniletanoide glicosilado Rengiosideo B (figura 58).

O ion em m/z 255 [M-H]" (figura 53) pode ser resultado da ionizacdo de uma para-
furanonaftoquinona descrita em Sichaem et al. (2012). Segundo os autores, a partir extrato
acetona das raizes de T. rosea, foi isolada furanonaftoquinona de MM 256 Da (2-(1'-metil-
etenil)-5-hidroxi-nafto[2,3-b]furan-4,9-diona) (figura 58). Sua estrutura foi identificada como
derivado da o-lapachona hidroxilada (5-hidrdxi-desidro-iso- a-lapachona) (figura 58). As
furanonaftoquinonas sdo estruturas facilmente encontradas nos extratos hexano ou acetato de

etila de espécies de Tabebuia e Bignoniaceae.

0 OH ©
I |
|
; . 0
HO OGlc I
0

MM 320 Da
Rengiosideo B

MM 256 Da
p-furanonaftoquinona

Figura 58: Estrutura moleculares de feniletanoide e a-lapachona
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O ion em m/z 515 [M-H] (figura 60) pode ser o fragmento de um iridoide de MM 516
Da (6-O-(3,4-dimetdxi-benzoil)-crescentina 1V 3-O-f-D-glicopiranosideo) (figura 59), assim
como o ion em m/z 485 [M-H] pode ser resultado da ionizacdo de um iridoide de MM 486 Da
(6-O-(4-dimetoxi-benzoil)-crescentina 1V 3-O-B-D-glicopiranosideo) (figura 59) observados
em expansdo do espectro (figura 60). Segundo Warashina et al. (2005), esses dois iridoides tém
estruturas moleculares formadas por crescentina 1V (figura 59) e diferenciam-se apenas pela

guantidade de metoxilas presentes em suas porcoes esteres aromaticos metoxilados (figura 59).

OH H

MM 352 Da

Crescentina IV

486 Da

516 Da

Figura 59: Iridoides descritos em Warashina et al., 2005

3_6#10 RT:0,18 AV:1 NL: 1,17E2
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. | i n
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Figura 60: Espectro de massas expandido da amostra MP3.6 com sinal em m/z 485 [M-H] e
m/z 515 [M-H]

5.3.1.2 Espectros de RMN

A amostra também foi submetida & espectrometria de RMN com anélise dos ndcleos *H

(figura 61) e acoplamentos heteronucleares HSQC (figura 62) e HMBC (figura 63).
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Para iridoides observa-se sinais no espectro de RMN H (figura 65) caracteristico de H-
5 (figura 64). Segundo Warashina et al. (2004) para esse hidrogénio espera-se multipletos. Para
H-9 (figura 64) sugere-se dois sinais duplos entre 3,554 e 3,534 ppm com J= 9,79 e 0,98 Hz
(figura 66). Para H-1 (figura 64) € indicado sinal em 5,01 ppm (figura 67). O sinais entre 1,407
a 1,160 ppm (s) (figura 68) podem ser caracteristicos de metilas presentes em ajugol (H-10 -
figura 64). No espectro de HSQC observa-se sinal 5,02 ppm (5,02 /110,75 ppm) correlacionado
com H-4 (figuras 64 e 69). O sinal 3,9/56,56 ppm presente em HMBC (figura 70) é compativel
com H-5 e 9 (figura 64) e o sinal em 5,02/75,12 ppm é compativel para H-4 e 8 (figura 64).
Esse sinais sao semelhantes a sinais descritos iridoides isolados das cascas de T. impetiginosa

relatados em Warashina et al. (2004 e 2005) e lwagawa et al. (1991).
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Figura 61: Espectro de RMN *H (500 MHz) da amostra MP3.6
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Figura 66: Expansdo do RMN de *H indicativo de H-9
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Figura 70: Mapa de correlagdo HMBC sinal paraH-5e 9/ H-4¢e 8
Em HSQC foram observados sinais indicativos de apiofuranose e glicose (tabela 8). Em
HMBC a correlagdo 4,05/110,81 nos permite sugerir ligacdo 1—6 (apiofuranose — glicose)
presente em fendlicos glicosilados (figura 50) e fenilpropanoides (figura 37). Esses sinais sdo

compativeis com os descritos em Warashina et al. (2006).
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Tabela 8: Sinais de HSQC de fenilpropanoide de MM 624 u (Warashina et al.,2006) e da

amostra MP3.6.

Fenilpropanoide 624 Da

Warashina et al. (2006)

Amostra MP3.6 (HSQC)

B-D-glicose
H/BC

(1) 4,83 /102,8 ppm
(2) 3,5/74,9 ppm

(3) 3,44 /78,0 ppm
(4)4,0/71,9 ppm

(5) 3,57 /77,0 ppm

(6) 3,60 e 4,04 /69,0 ppm

-D-apiofuranose
1H / 13C
(1) 5,0/111,0 ppm

(2) 4,0/ 78,70 ppm
(4) 3,86/75,10 ppm

(5) 4,02/67,60 ppm

H/BC
(1) 4,72/ 103,45 ppm
(2) 3,54 /76,99 ppm
(3) 3,42/ 77,09 ppm
(4) 4,04 /71,68 ppm
(5) 3,54 / 76,99 ppm

(6) 3, 61 e 4,05 / 68,56 ppm

1H / 13C
(1) 5,02 /110, 75 ppm

(2)4,0/78, 76 ppm
(4) 3,86 /75,17 ppm

(5) 4,05/ 68,56 ppm

Os sinais 3,762 e 3,703 ppm (s) (figura 71) podem indicar metoxilas presentes nas

porcgdes éster aromaticas de iridoide (figuras 27, 32, 33 e 59), fenilpropanoides (figura 37) e

fenolicos glicosilados (figura 50) e lignanas (figura 55). A regido entre 7,729 e 7,558 ppm pode

corresponder aos aromaticos ligados a metoxilas (figura 72).
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5.3.2 Amostra E
5.3.2.1 Espectros de EM

A amostra E foi submetida a analise em EM com ionizagdo por ESI e seu espectro
(figura 73) mostra sinais observados também na amostra MP3.6. Um desses sinais é o sinal em
m/z 647 [M-H]" que pode ser resultado da ionizacao do &cido trigaloilquinico que possuem MM
648 Da. Os sinais m/z 447 [M-H];, 567 [M-H], 701 [M-H] e 731 [M-H]" s&o registrados em
intensidade muito menor que os sinais da amostra MP 3.6 e permanecem com a mesma proposta
de fragmentacdo para os fenolicos glicosilados de MM 448, 568, 702 e 732 Da (figura 57). A
mesma observagdo de baixa intensidade para os picos com sinais em m/z 351 [M-H], 485 [M-

H] e 515 [M-H] referentes ao iridoide crescentina IV e seus ésteres (figura 59).

E#11 RT: 0,19 AV: 1 NL: 1,51E3
T: ITMS - ¢ ESI Full ms [150,00-1000,00]
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Figura 73: Espectros de massas da amostra E
Alguns sinais tiveram maior destaque no espectro da amostra E. Um deles é o sinal m/z
431[M-H] que também foi registrado nos espectros de CLAE-EM dos extratos de T. incana e
T. serratifolia e fracGes acetato de etila e MeOH/H20 de T. incana (figuras 38 a 41). Esse sinal
foi indicado como resultado da ionizacdo do fenilpropanoide de MM 624 Da juntamente com
porcao feruloila (figura 42).
Quanto aos iridoides, observou-se o sinal em m/z 483 [M-H]" (figura 73) como ion

obtido de éster de bisdeoxicinanchosideo com MM 484 Da (figura 27). Esse mesmo sinal foi
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observado nos espectros de CLAE-EM dos extratos da amostra comercial e T. serratifolia
(figuras 29 e 31).

O sinal em m/z 311 [M-H] (figura 73) pode indicar ion diglicosideo B-D-glicose e
apiofuranose obtida da ionizacdo de molecula com MM 312 Da (figura 74) presente nas
estruturas de fenilpropanoides de MM 624 e 788 Da (figura 37), sinal em m/z 431 (figura 42) e
fenolicos glicosilados de MM 478 e 568 Da (figura 50 ) e 732, 702, 568 e 448 Da (figura 56).

O sinal em m/z 241 [M-H] (figura 73) sugere a presenca de isdmeros naftoquinonas
lapachol, o-lapachona e B-lapachona (MM 242 Da) (figura 3) comumente encontrados em
Tabebuia. Trata-se de isémeros com estruturas moleculares bastante diferenciadas e

frequentemente isoladas a partir da extracdo com hexano e acetato de etila (Oliveira et al.,

1993).
OH,C oH
o)
OH
HO
0 OH

CH,OH

OH OH

Figura 74: Estrutura molecular para ligagéo entre 3-D-glicose e apiofuranose

5.3.2.2 Espectros de RMN

A amostra foi submetida & espectrometria de RMN com anélise dos nucleos de ‘H
(figura 76) e acoplamentos heteronucleares HSQC (figura 77) e HMBC (figura 78).

O espectro de RMN H (figura 77) da amostra E apresenta sinais na regido dos
aromaticos e metoxilas. O perfil do espectro de RMN amostra E apresenta maior concentragdo
de sinais quando comparado a amostra MP3.6. Essa diferenca entre os perfis pode ser atribuida
a técnica cromatografica utilizada para obtencdo das amostras. A amostra MP3.6 é fracdo obtida

em CCCAP enquanto amostra E é oriunda de CCDP.
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No mapa de correlacao HSQC observa-se os sinais 3,76 a 3,84 ppm acoplados a 56,42
ppm (figura 75). Esse sinal pode corresponder a éster de bisdeoxicinanchosideo (H-9 — figura
80), assim como os sinais duplos 6,63 e 6,62 ppm (dd 1,22 Hz; 6,37 ppm) (figura 79) podem
indicar H-3 (figura 80) descritos em Iwagawa et al. (1991). O sinall,29/30,72 (figura 77) ppm

pode indicar metoxila presente em ajugol e descrita em Nakano et al. (1993).
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Figura 75: Expansdo do Mapa de correlacdo HSQC da amostra E com sinais na regido de
metoxilas
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Figura 80: Estrutura do éster de bisdeoxicinanchosideo com identificagdo numérica
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Em HSQC ha sinais indicativos de apiofuranose e glicose similares aos sinais de

fenilpropanoide de MM 624 Da (Warashina et al. (2006) (tabela 9).

Tabela 9: Sinais de HSQC de fenilpropanoide com MM 624 u (Warashina et al., 2006) e

amostra E.
Fenilpropanoide 624 Da
Amostra E (HSQC)
Warashina et al. (2006)
B-D-glicose
H/3C H/BC
(1) 4,83/ 102,8 ppm (1) 4,72/ 103,43 ppm

(2) 3,5/74,9 ppm
(3) 3,44 /78,0 ppm
(4)4,0/71,9 ppm
(5) 3,57 /77,0 ppm
(6) 3,60 e 4,04 /69,0 ppm
B-D-apiofuranose
H/BC
(1) 5,0/111,0 ppm
(2) 4,0/ 78,70 ppm
(4) 3,86 /75, 10 ppm

(5) 4,02 /67,60 ppm

(2) 3,54 /76,96 ppm
(3) 3,42/ 78,08 ppm
(4) 4,0/ 78,67 ppm

(6) 3, 62 e 4,03 / 68,56

H/BC
(1) 5,01/ 110, 6 ppm
(2) 4,0/ 78, 67 ppm
(4) 3,86 / 75,12 ppm

(5) 4,06 / 68,55 ppm
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6. CONCLUSAO

O uso de cromatografia em contracorrente proporcionou uma técnica de separa¢do
direcionada a iridoides com aproveitamento acima de 80% da amostra injetada. Os solventes
utilizados permitem grande economia devido a dispensacao de solventes grau HPLC. A analise
das fragdes mostrou que trata-se de uma técnica que pode proporcionar a purificacdo e o
isolamento de substancias partir do uso de materiais mais econdmicos e de acesso mais
facilitado.

O estudo do perfil cromatografico das espécies T. incana, T. serratifolia e amostra
comercial permitiu verificar a semelhanca em relacdo a presenca de constituintes com
caracteristicas indicativas de iridoides, fenilpropanoides, lignanas e fendlicos glicosilados nos
extratos e fracGes utilizados.

O padréo de ionizacao observado nos espectros desses mesmos extratos e fragdes mostra
ions que podem ser oriundos de moléculas isoladas e identificadas em outras espécies da
Tabebuia como iridoides, fenilpropanoides, lignanas e fendlicos glicosilados.

Dentre os fenilpropanoides, duas estruturas sdo descritas na literatura das espécies T.
avellanedae e T. impetiginosa com massas moleculares que podem ser associadas a ions
presentes nos espectros de EM. O perfil de ionizacdo com sinais que podem ser compativeis
com fenilpropanoides permite sugerir a presenca dessa classe nas amostras analisadas.

Para os iridoides foi possivel indicar a presenca de moléculas com estruturas indicativas
de ajugol, bisdeoxicinanchosideo, crescentina IV e macfadienosideo. As massas moleculares
dos iridoides sugeridos por meio dos espectros de EM e sinais de RMN demonstram gue essa
classe pode fazer parte da composic¢ao das amostras analisadas.

Quanto aos fendlicos glicosilados foi possivel associar os sinais identificados nos

espectros de EM com moléculas isoladas em outra espécies de Bignoniaceae. O perfil de
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ionizacdo apresentou sinais que puderam ser facilmente relacionados a acidos benzoilicos
sugeridos por meio de sinais registrados no espectros de RMN.

O utilizacdo de Tabebuia amazonicas para descri¢do da composicao e perfis de extratos
polares ¢ inédito tanto no que diz respeito as espécies selecionadas quanto a utilizacdo de
Cromatografia em Contracorrente. A identificacdo de componentes por meio de extratos
polares partiu da necessidade de informac@es quanto as espécies nativas. Devido a similaridade
entre os perfis cromatograficos e espectrométricos dos extratos de T. incana, T. serratifolia e
amostra comercial, bem como a similaridade entre as fracfes polares analisadas pode-se intuir
gue as composicao das cascas dessas espécies apresentam compostos pertencentes as classes de
metabdlitos elencadas durante todo esse trabalho. Os extratos das cascas de T. incana, T.
serratifolia e amostra comercial tém potencial para producao de iridoides, fenilpropanoides e
fenolicos glicosilados e com isso podem facilmente ser utilizados em futuros trabalhos para o

isolamento desses metabolitos e aprofundamento das informacGes sobre essas espécies.
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