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RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo quimico monitorado pelas atividades
antinociceptiva, anti-inflamatéria, antibacteriana e larvicida de duas espécies de
Bignoniaceae [Tabebuia elliptica (A. DC.) Sandwith e T. roseo-alba Ridl.]. Apos
secagem a temperatura ambiente e trituragdo, materiais das cascas, caule e folhas
de ambas as espécies foram extraidos através de maceracdo com metanol e/ou
acetona. Apoés eliminagdo dos solventes a pressdo reduzida, os extratos brutos
foram suspensos em solugdo de metanol e agua e extraidos sucessivamente com
hexano, cloroférmio e acetato de etila. As fragcbes resultantes deste procedimento
foram avaliadas no modelo de contor¢do abdominal induzida pelo &cido acético e
exibiram uma reducéo significativa da resposta nociceptiva. O estudo quimico de
algumas das fragfes de T. roseo-alba resultou no isolamento e identificag@o através
da técnica de RMN de duas neolignanas [Icarisideo E; e o (7R, 8S) - Alcool
diidrodeidrodiconiferilico], um derivado do &cido benzoico (4cido p-metoxibenzoico),
uma mistura de dois triterpenos (&cidos ursoélico e oleandlico) e um fitoesteroide
(sitostenona); enquanto que de fragdes de T. elliptica resultou no isolamento de um
iridoide clorado (rehmaglutina D), um fenilpropanoide (4cido cumarico) e um
fitoesteréide (B-sitosterol). Nos ensaios farmacoldgicos, Icarisideo E4 mostrou um
efeito antinociceptivo periférico, com o envolvimento de canais de potassio ATP-K* e
0 &cido cumérico reduziu significativamente os niveis de leucécitos totais,
neutréfilos, bem como a porcentagem de células produtoras de ROS no modelo de
inflamacé&o pulmonar aguda induzida por LPS exibindo um potencial anti-
inflamatorio. Extratos do caule e das folhas de ambas as espécies apresentaram
potencial antibacteriano contra cepas de S. aureus e E. faecalis e nos ensaios
larvicidas, embora os extratos brutos das cascas, caule e folhas tenham exibido
baixos indices de mortalidade a 250 ppm, as fragbes em hexano e cloroférmio das
cascas e do caule de T. roseo-alba e em acetato do caule de T. elliptica,
apresentaram altos indices de mortalidade. As substancias, Icarisideo E,4 e (7R, 8S) -
Alcool diidrodeidrodiconiferilico, estdo sendo descritas pela primeira vez no género
Tabebuia e o isolamento do iridoide clorado Rehmaglutina D neste trabalho podera
auxiliar no posicionamento do género Tabebuia dentro da familia Bignoniaceae.

Palavras-chave: Tabebuia elliptica. Tabebuia roseo-alba. Bignoniaceae. Icarisideo
E,4. Acido cumarico.



ABSTRACT

This work shows chemical study monitored by antinociceptive, anti-inflammatory,
antimicrobial and larvicidal activities of two Bignoniaceae species [Tabebuia elliptica
(A. DC.) Sandwith and T. roseo-alba Ridl.]. After drying at room temperature and
grinding, the material from stem barks, stems and leaves of both species were
extracted by maceration with methanol and/or acetone. After removal of the solvents
under vacuum, crude extracts were suspended in methanol and water solution and
successively extracted with hexane, chloroform and ethyl acetate. The fractions
resulting from this procedure were evaluated in writhing model induced by acetic acid
and exhibited a significant reduction of nociceptive response. Chemical studies of
some fractions from these extracts of T. roseo-alba resulted in the isolation and
identification by NMR technique of two neolignans [lcariside Es and (7R, 8S) -
dihydrodehydrodiconiferyl alcohol], a benzoic acid derivative (p-methoxibenzoic
acid), a misture of two triterpenes (ursolic and oleanolic acids) and a phytosteroid
(sitostenone); while from T. elliptica fractions resulted in the isolation of a chlorinated
iridoid (rehmaglutin D), a phenylpropanoid (coumaric acid) and a phytosteroid ($3-
sitosterol). In pharmacological tests, Icariside E4 showed a peripheral antinociceptive
effect, involving potassium channel ATP-K* and coumaric acid significantly reduced
levels of total leukocytes, neutrophils, as well as the percentage of ROS-producing
cells in acute lung inflammation model induced by LPS showing an anti-inflammatory
potential. Extracts from stems and leaves of both species showed antimicrobial
activities against strains of S. aureus and E. faecalis and in the larvicidal assays,
although the crude extracts of the barks, stems and leaves have exhibited low
mortality at 250 ppm, hexane and chloroform fractions from barks and stems of T.
roseo-alba and ethyl acetate from stems of T. elliptica, showed high mortality
percentages. Substances, Icariside E, and (7R, 8S) - dihydrodehydrodiconiferyl
alcohol, are being described for the first time in the genus Tabebuia and the isolation
of the chlorinated iridoid, Rehmaglutina D, in this work can aid in positioning the
Tabebuia genus in the Bignoniaceae family.

Key-words: Tabebuia elliptica. Tabebuia roseo-alba. Bignoniaceae. Icariside E.a.
Coumaric acid.
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1 INTRODUCAO

O uso de recursos naturais como fonte para o tratamento de diversas
enfermidades foi relatado durante a civilizag&do grega por varios filésofos. Destaca-se
no século XIX o papiro de Ebers, que enumera véarias doencas e descreve um
grande numero de solugbes medicamentosas provenientes de animais e vegetais
(PINTO et al., 2002).

Em seu metabolismo priméario, as plantas sintetizam celulose, proteinas,
lipideos, acUcares e outras substancias essenciais para realizag@o de funcdes vitais.
Ja4 no metabolismo secundério, ha producdo de estruturas de pequena massa
molecular, polaridade diferenciada, enorme variabilidade estrutural e ocorréncia
esporadica, que atualmente sdo conceituados como metabdlitos especiais, segundo
Gottlieb e Borin (2012). Estes metabolitos secundarios desempenham funcdes
essenciais na inter-relagcdo planta-inseto, incluindo protecéo contra a herbivoria e a
atracao de polinizadores.

A partir dos produtos advindos do metabolismo de plantas, o Reino Vegetal tem
contribuido de forma significativa para o fornecimento de substéncias Uteis ao
tratamento de inUmeras doencas que acometem os seres humanos. A grande
variedade e complexidade de metabdlitos especiais evoluiram como mecanismo de
defesa dos vegetais as condigbes ambientais ricas em micro-organismos, insetos,
animais e também as condicbes de adaptacdo e regulacdo (MONTANARI;
BOLZANI, 2001)

Como marco histérico, no século XVIII, ocorreu o isolamento e identificacéo
das primeiras substancias de origem vegetal com atividade biolégica de relevancia
médica, como a morfina e quinina. Tais substancias até hoje se consagraram como
principios ativos eficazes para o tratamento de dor e malaria, respectivamente. Além
disso, as substancias de origem vegetal fornecem a base estrutural para o
desenvolvimento de medicamentos sintéticos modernos, tais como quinina,
vimblastina e paclitaxel que fornecem a cloroquina, vindesina e docetaxel
respectivamente (MONTANARI; BOLZANI, 2001; PINTO et al., 2002).
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Apbs a descoberta destes substratos de origem vegetal, principalmente na
década de 90, houve uma intensa atividade das industrias farmacéuticas pela busca
de novas substancias bioativas de interesse farmacoldgico. Como alvo para esta
exploragdo, as espécies que ocorrem nas florestas tropicais, especialmente no
Brasil, foram as preferidas, devido a grande biodiversidade existente, e 0 pouco
conhecimento sobre os aspectos quimicos e/ou bioldgicos de substancias advindas
destas regides (PINTO et al., 2002).

A procura e a obtencgéo de farmacos, tais como anti-inflamatérios, analgésicos
e antibidticos, a partir de plantas medicinais, reforca ainda mais importancia dos
produtos naturais no tratamento de diversas doencgas. Nos Ultimos anos, novos

fitofarmacos tém sido langcados no mercado pela industria farmacéutica, como
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exemplo o “Acheflan” considerado o primeiro fitomedicamento genuinamente
brasileiro, rico em sesquiterpenos, extraido da planta Cordia verbenacea
(Boraginaceae). Para revelar o impacto deste produto no mercado, apds seu
lancamento, este medicamento ficou em segundo lugar como o anti-inflamatorio
mais vendido no mundo inteiro (SOARES et al., 2009).

Neste contexto, o estado de Alagoas apresenta uma grande biodiversidade de
espécies vegetais, entretanto, ainda pouco explorada quanto aos seus metabolitos
secundéarios, o que revela a potencial fonte de moléculas bioativas de interesse
terapéutico. Deste modo, o presente trabalho constitui parte de um projeto de
pesquisa que visa a busca de agentes analgésico, anti-inflamatérios, antibacteriano
e larvicidas, a partir de espécies vegetais das areas de restinga e Mata Atlantica do
Estado de Alagoas. Considerando esse objetivo, este trabalho buscou ampliar o
conhecimento sobre a composicdo quimica e as atividades bioldgicas das espécies
Tabebuia elliptica (A. DC.) Sandwith e Tabebuia roseo-alba (Ridl.), duas espécies
de Bignoniaceae. Por esta razdo, serdo relatadas a seguir algumas consideragdes
tedricas sobre esses temas, bem como sobre a familia, 0 género e as espécies

selecionadas para o estudo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA: CONSIDERACOES SOBRE DOR,
INFLAMACAO, DOENCAS INFECCIOSAS, VETORES QUE
TRANSMITEM DENGUE, FEBRE AMARELA E A FEBRE DO
CHIKUNGUNYA, FAMILIA BIGNONIACEAE, GENERO TABEBUIA
E ESPECIES EM ESTUDO

2.1 Dor

A palavra “dor” vem do latim dolore, que significa sofrimento. Segundo a
Associagéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor pode ser descrita como
uma experiéncia emocional desagradavel, induzida por estimulos mecénicos,
térmicos, quimicos, elétricos ou fisiopatoldgicos. A percepcdo do estimulo doloroso
depende de vias conhecidas como vias nociceptivas que sdo compostas por fibras
neuronais ativadas por estimulos nocivos. A percepcdo da dor esta associada as
respostas comportamentais, tanto que determinados comportamentos podem revelar
a intensidade da dor, e alertar o organismo sobre uma potencial lesdo (SIMAO DA
SILVA, 2007; BRIDGESTOCK; RAE, 2013).

Para o estudo da dor, utilizam-se metodologias que empregam animais e
avaliam-se as reag¢fes comportamentais compativeis com a sensacdo dolorosa.
Porém, considerando que ndo h& como determinar objetivamente se a sensagao

7

apresentada € realmente dor, j& que o animal ndo pode se comunicar,
convencionou-se classificar que o estimulo nocivo € capaz de ativar vias
nociceptivas. Logo, determina-se que tais reagdes em animais de experimentacéo
como nocicepgdo. Estimulos nociceptivos s@o capazes de ativar receptores
sensoriais (nociceptores) especializados em transmitir sinais até o sistema nervoso
central (SNC), local onde decodificam-se as informagbes sobre a leséo tecidual
(FEIN, 2011)

Quando os nociceptores periféricos sdo estimulados, a informag&o nociceptiva
é levada por meio das fibras aferentes até o sistema nervoso central. Os axdnios
presentes nas fibras nociceptivas estendem-se de seus corpos celulares, reunidos
no ganglio da raiz dorsal. Apés emergir de seu corpo celular, o axénio aferente
primério bifurca-se para enviar prolongamentos concomitantes a medula espinhal e
aos tecidos corporais. No cortex cerebral essa informacédo € percebida e processada

para desencadear a sensacgéo de dor (OLIVEIRA, 2012).
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Dessa forma, o processo final da dor envolve uma rede complexa de
processamento de informacdes divididas em trés fases. A primeira € a transducao,
onde um estimulo nocivo externo é convertido em atividade eletrofisiologica; a
segunda € a transmissao, na qual a informacao codificada é transmitida através da
medula espinal e do tronco cerebral para o talamo. Por fim, as ligacGes entre o
talamo e centros corticais superiores controlam a percepcao para integrar a resposta
afetiva & dor (BRIDGESTOCK; RAE , 2013) (Figura 1, p. 24).

A dor pode ser classificada em aguda ou cronica dependendo do periodo de
duracdo. A dor aguda esté associada com uma lesédo tecidual recente, ativacéo de
nociceptores e pode desaparecer até mesmo antes da cura do dano tecidual
Entretanto, esta pode se perpetuar por meses ou anos e se caracteriza em relacdo a
persisténcia e alteragdes adaptativas, sendo classificada como dor cronica (CARR;
GOUDAS, 1999; BESSON, 1999).

O funcionamento adequado do sistema nociceptivo € essencial para proteger o
organismo de danos teciduais. Entretanto, quando a sensagéo dolorosa persiste por
tempo maior que 0 necessario, existe uma diminuicdo na qualidade de vida dos seus
portadores o que causa reagcdes emocionais negativas e debilitantes (OLIVEIRA,
2012).

A nocicepcdo também pode ser modulada por mediadores de origem
inflamatoéria produzidos no local da lesdo. Tais mediadores enddgenos s&o
produzidos no local da lesdo por células residentes, pelos leucdcitos, e por células
do sistema imune e do sistema nervoso periférico. Dentre os mediadores destacam-
se a bradicinina, serotonina, derivados do acido araquidénico, adenosina, histamina,
neuropeptidios como a substancia P e citocinas. Os mediadores inflamatérios uma
vez liberados promovem de forma sinérgica uma alteracdo no mecanismo de
transdugdo periférica do estimulo nociceptivo, aumentando a sensibilidade de
transducdo dos nociceptores de elevado limiar, com consequente reducao no limiar
de percepgdo do estimulo doloroso, exagerada resposta a estimulos nociceptivos
supralimiares (hiperalgesia) e dor espontanea (alodinia) (CARVALHO; LEMONICA,
1998).
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Figura 1. Processamento sensorial da dor.
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Fonte: <http://assinantes.medicinanet.com.br/conteudos/acp-medicine/5249/ dor
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Os nociceptores sdo encontrados na maioria dos tecidos do corpo, incluindo
pele, visceras e tecidos somaticos como musculos e articulagdes. Nociceptores
polimodais respondem aos estimulos nocivos; mecéanicos, térmicos e quimicos,
possuem pequenas fibras C amielinizadas que conduzem os impulsos na velocidade
menor de 3 m/s, que é responsavel pela dor fraca em queimacao. As pequenas
fibras A3-f mielinizadas, sdo condutores mais rapidos (5-30 m/s) e estdo associados
a uma dor mais breve "aguda" e respondem a estimulos mecéanicos e térmicos

(FEIN, 2011; BRIDGESTOCK; RAE, 2013).


http://assinantes.medicinanet.com.br/conteudos/acp-medicine/5249/
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2.2 Inflamagéo

A inflamacdo € uma resposta imediata do corpo causada por agentes
patogénicos, substancias nocivas ou danos fisicos. Em resposta a estes agentes, a
reacao inflamatoria mostra-se necessaria para promover o isolamento/destrui¢cdo do
agente agressor e o reparo do local estimulado, visando o restabelecimento das
fungdes normais do tecido (QUEIROZ et al., 2010).

A reacdo inflamatoria € também reconhecida pelos sinais cardinais de calor,
rubor, edema, dor e perda de funcdo. A primeira etapa deste processo é uma
resposta vascular com hiperemia e aumento da permeabilidade da parede do vaso.
Inicialmente, observa-se uma vasoconstricdo arteriolar promovida pela contragao
dos masculos vasculares lisos, o que aumento do fluxo sanguineo para a area
estimulada e resulta na hiperemia local. Nesta fase, fendmenos vasculares como
exsudacdo de proteinas do plasma para o tecido sdo observados, seguido pela
mobilizacdo de leucécitos circundantes para o sitio inflamatério. Este fenémeno
envolve uma complexa reacao em cadeia de eventos bioquimicos e celulares, que
incluem ativacdo enzimatica, liberacao de mediadores, sensibilizacdo e ativacdo de
receptores, lise tecidual e de reparo (ALESSANDRI et al., 2013) (Figura 2, p. 25).

Figura 2 - llustracdo do processo inflamatorio agudo.

Tecido Inflamado

m1

Fase Produtiva Fase de Transicédo Fase de Resolugdo .

Fonte: Adaptado de (ALESSANDRI et al., 2013)
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A migragdo dos leucdcitos envolve um complexo mecanismo de regulagdo de
adesdo ao endotélio e subsequente migracdo transendotelial. Nesta interacéo, tanto
o endotélio quanto os leucdécitos ativados interagem por meio de um grande nimero
de moléculas de adesdo, incluindo as selectinas e integrinas, citocinas e
quimiocinas. Uma vez no sitio da leséo, os leucdcitos desempenham um papel
fundamental no estabelecimento da resposta inflamatdria mediante a liberagdo de
fatores sollveis que incluem, dentre outros, as interleucinas 1 (IL-1) e 6 (IL-6) e fator
alfa de necrose tumoral (TNF-a). Tais mediadores inflamatérios sdo capazes de
ativar as células endoteliais para produzirem selectinas, que iniciam o processo de
adesdo. Além disso, neste ambiente inflamado, h4 a producgé&o/liberagdo de uma
variedade de substancias oxidantes e enzimas que induzem um estresse oxidativo,
no qual espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (ERN) sdo produzidas
em abundancia (CARVALHO; LEMONICA, 1998). Merece ser mencionado que a
qualidade dos mediadores produzidos no sitio da lesdo mostra-se diretamente
relacionado com o perfil de resposta inflamatérias denominado como agudo ou
cronico.

A inflamag&o no tecido pulmonar esta diretamente relacionada com inUmeras
patologias pulmonares sejam agudas ou crénicas, incluindo sindrome de dificuldade
respiratoria aguda (SDRA), asma, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). Na
inflamag&o pulmonar aguda ha uma presencga marcante de neutréfilos, ao passo que
nas reacdes cronicas ha o envolvimento principalmente de macrofagos e linfécitos
(MOLDOVEANU et al., 2009).

Compostos capazes de inibir ou amenizar a resposta inflamatéria s&o
chamados de anti-inflamatérios e podem ser divididos em anti-inflamatorios
esteroidais e ndo esteroidais. Os anti-inflamatérios esteroidais, como o0s
glicocorticoides, interagem com receptores especificos no citoplasma das células e
atuam no nucleo celular, modulando a expressdo génica que codificam citocinas e
enzimas relacionadas com o processo inflamatério. J& os anti-inflamatérios n&o-
esteroidais, dentre suas ac¢odes, inibem a enzimas ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2)
responsaveis pela produgdo dos prostanoides (KUMMER; COELHO, 2002). Os
efeitos colaterais causados por ambas as classes de anti-inflamatérios séo
conhecidos. Desta forma, a descoberta de novos protétipos de farmacos capazes de
inibir a inflamagdo e apresentarem efeitos colaterais reduzidos mostra-se

necessario.
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2.3 Doengas infecciosas

Doengas infecciosas sao causadas por micro-organismos patogénicos, tais
como bactérias, virus, fungos e helmintos, que invadem o hospedeiro para a sua
reprodugdo. As doengas infecciosas apresentam grande impacto negativo no
sistema de saude publica por afetar uma fragéo significativa da populagdo mundial e,
em razdo de seu aspecto socioecondmico, representam grandes desafios,
especialmente nas regides mais pobres e vulneraveis do planeta (WHO, 2008). De
acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doengas infecciosas sao
responsaveis por aproximadamente um terco das causas de mortalidade no mundo.
A relagéo entre essas enfermidades e a baixa renda das popula¢gdes mais carentes
fica evidente ao se constatar que as doencas infecciosas ocupam a primeira posigao
entre as principais causas de morte e incapacidade permanente nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2008). Mesmo com 0S avangos na medicina, parte das
doengas causadas por bactérias foi controlada através do uso de antibibticos.
Entretanto, o uso indiscriminado deste medicamento resultou na selecdo de
microorganismos com viruléncia crescente, e capazes de resistir a varios antibiéticos
conhecidos (KUMAR et al., 2008).

As bactérias sdo células procaridticas unicelulares, com membrana
citoplasmética que apresentam cadeias de peptidoglicanose, possuem tamanho
médio de 1 a 4 um com organizacdo celular simples. As bactérias podem ser
classificadas em Gram-positivas e Gram-negativas devido as caracteristicas da
parede celular destes organismos. A parede celular das bactérias Gram-positivas
apresenta uma Unica camada composta de aproximadamente 90% de
peptidoglicanos enquanto que a das Gram-negativas € constituida por estruturas de
multiplas camadas bastante complexas (SARTORI, 2005).

Os antimicrobianos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o
crescimento ou causar a morte de bactérias. Podem ser classificados como
bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostaticos quando
promovem a inibigdo do crescimento microbiano (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010). E a segunda classe de medicamento mais utilizada sendo responsavel por 20
a 50% das despesas hospitalares (MOTA et al., 2010).

O grande marco no tratamento das infec¢des bacterianas ocorreu em 1928

com a descoberta da penicilina, por Alexander Fleming. Posteriormente, com a
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industrializacdo  deste farmaco houve um répido crescimento  na
descoberta/desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos. Entre a década de
40 e 60 foram descobertos varios compostos, através de triagens de produtos
naturais bioativos, tais como [-lactdamicos, aminoglicosideos, tetraciclinas,
macrolideos e peptideos, sendo utilizados para o tratamento das infeccBes
bacterianas. A partir da década de 70, foram introduzidos no mercado antibi6ticos
semi-sintéticos, analogos aos antibidticos naturais ja existentes, para o tratamento
de infeccbes bacterianas. A maior parte destes antibidticos semi-sintéticos foram
obtidos a partir de protétipos naturais, como derivados B-lactdmicos (anélogos de
penicilina e cefalosporina, acido clavulanico, aztreonam), analogos da tetraciclina, e
derivados aminoglicosidicos (gentamicina, tobramicina, amicacina) (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).

Entre os anos de 1980-2000 houve um reducdo na identificagdo de novos
compostos pela industria farmacéutica, este fato aliado ao alto indice de resisténcia
encontrado nos micro-organismos, impulsionou nos anos seguintes, a um interesse
pela descoberta de novos farmacos ou mesmo pelo desenvolvimento de farmacos
inovadores. As fontes naturais, como 0s vegetais, sdo promissoras fontes para o
fornecimento de novas substéncias bioativas, especialmente os antibiéticos. Pois
estes organismos sao capazes de sintetizar compostos complexos que os protegem
contra bactérias patogénicos (RATES, 2001).

Apesar da existéncia de varios antimicrobianos naturais derivados de plantas,
que incluem fendis, acidos fendlicos, quinonas, saponinas, flavonoides, taninos,
cumarinas, terpenoides e alcaloides, os mecanismos de acédo distinguem-se entre si
por conta da complexa variagbes na estrutura molecular destes compostos
(GYAWALI; IBRAHIM, 2014).

2.4 Vetores que transmitem Dengue, Febre Amarela e a Febre de Chikungunya

Considerada pela OMS um problema de saude publica, a dengue € uma
arbovirose transmitida por mosquitos do género Aedes, especialmente pelas
espécies A. aegypti e A. albopictus. A infeccdo por dengue inclui desde formas
clinicamente assintométicas até quadros graves de hemorragia e choque, podendo

evoluir para 6bito. Na dengue cléssica (DC) a primeira manifestacdo é a febre,

geralmente alta (acima dos 39°C), de inicio abrupto, associada a -cefaleia,
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prostracdo, dores musculares e nas articulagdes. Além destes sintomas, podem ser
também observado nauseas, vémitos e diarreia. Os sintomas iniciais da dengue
hemorragica (FDH) sdo semelhantes ao da classica, porém evoluem rapidamente
para manifestacdes hemorrdgicas que podem incluir derrames cavitarios,
instabilidade hemodinamica e/ou choque. O estado febril na dengue hemorragica
pode manter-se por até sete dias, e evoluir para dores abdominais intensas, palidez
cutdnea, pele pegajosa e fria, agitacdo, sonoléncia, dificuldade respiratoria, pulso
rapido e fraco, podendo levar a ébito (MS/IT, 2014).

O virus da dengue se mantem na natureza pela multiplicacdo de mosquitos
hematé6fagos do género Aedes. O virus pertence a familia Flaviviridae, a mesma do
virus da febre amarela e apresenta quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, todos podem causar tanto a forma classica quanto formas mais grave da
doenca. A circulacdo dos virus s6 foi comprovada laboratorialmente em 1982,
qguando foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4, em Boa Vista (RR) ficando o
pais sem notificagdo de casos por quatro anos. Em 1986, foi isolado o DENV-1 no
Estado do Rio de Janeiro causando epidemia e dispersdo desse sorotipo para
diversas regifes do Brasil. Em seguida, com a introdu¢do do DENV-2, também no
Estado do Rio de Janeiro, confirmou-se o primeiro caso de dengue hemorragico por
esse sorotipo, com o aparecimento de formas graves também em outras regifes. Em
janeiro de 2001, foi isolado o DENV-3 no municipio de Nova Iguacu (RJ). Em 2010, o
DENV-4 foi isolado a partir de casos detectados em Roraima e no Amazonas. Em
janeiro de 2011, foi isolado no Para e, em mar¢go do mesmo ano, 0s primeiros casos
de DENV-4 no Rio de Janeiro foram confirmados pelo Instituto Oswaldo Cruz
(IOC/Fiocruz, 2014).

No ano de 2014, até o més de dezembro, foram registrados 591.080 casos
provaveis de dengue no pais. A regido Sudeste teve o maior nimero (312.318
casos; 52,8%) em relagdo ao total, seguida das regides Centro-Oeste (114.814
casos; 19,4%), Nordeste (90.192 casos; 15,3%), Norte (49.534 casos; 8,4%%) e Sul
(24.222 casos; 4,1%). Em 2015, foram registrados 745.957 casos entre janeiro e
abril, em apenas quatros meses houve um aumento de aproximadamente 28 % no
ndmero de casos comparado com todo o ano de 2014 (SVS/MS, 2015).

Com a nova classificagdo da OMS para os casos de dengue com sinais de
alarme e dengue grave, no mesmo periodo acima mencionado, foram confirmados

no pais 404 casos de dengue grave e 6.553 casos com sinais de alarme. A regido
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com maior numero de registros de casos graves e com sinais de alarme foi a regido
Sudeste (275 graves; 5.011 com sinais de alarme), com a seguinte distribuicdo entre
seus estados: Séo Paulo (233 graves; 4.700 com sinais de alarme), Rio de Janeiro
(18 graves; 70 com sinais de alarme), Minas Gerais (16 graves; 193 com sinais de
alarme), e Espirito Santo (8 graves; 48 com sinais de alarme). Houve também
confirmacdo de 229 6bitos no pais, o que representa um aumento de 45% em
comparacdo com o mesmo periodo de 2014, quando foram confirmados 158 6bitos
(SVS/MS, 2015)

A transmissao da dengue ocorre pela picada da fémea do mosquito A. aegypti
infectada em um hospedeiro. As condigbes climaticas, como aumento da
temperatura, pluviosidade, umidade do ar e a urbanizagdo sem as devidas estruturas
de saneamento, séo fatores que contribuem para a dispersdo ativa do mosquito e
disseminacdo dos vérios sorotipos da doenga, tornando esta espécie
predominantemente urbana. O A. aegypti € um vetor doméstico e tem hébitos
antropofilicos e zoofilicos diurnos. Outro fator importante é a transmisséo vertical do
virus (GUISSONI et al., 2013).

Outra doenca de grande impacto negativo para o sistema de saude publica é a
febre amarela. Trata-se de uma doenca infecciosa ndo contagiosa que se mantém
endémica ou enzodtica nas florestas tropicais da América e Africa causando
periodicamente surtos isolados ou epidemias de maior ou menor impacto em salude
publica, sendo transmitida ao homem mediante a picada de mosquitos dos géneros
Aedes e Haemagogus. Os principais sinais e sintomas desta doenga séo febre alta,
dor de cabecga, vOmito, ictericia (pele amarelada) e insuficiéncia dos rins e do figado
(VASCONCELOS, 2003). Sob o ponto de vista epidemiolégico divide-se a febre
amarela em duas formas, rural e urbana que diferem entre si quanto a natureza dos
transmissores e dos hospedeiros vertebrados e o local de ocorréncia. Sua
importancia epidemiolégica advém do elevado potencial de disseminac¢éo, do risco
de reurbanizacdo da transmissdo e da gravidade clinica da doenca, com taxa de
letalidade em torno de 50% entre os casos graves. A principal estratégia de
prevencdo é a vacinagdo, porém em 2008 ocorreu reemergéncia do virus da febre
amarela nas regides centro-oeste, sudeste e sul. A partir de entdo, se sentiu a
necessidade de acompanhar as areas de ocorréncia e dispersdo do virus. Entre
2012/2013, foram notificados ao Ministério da Saude 282 casos suspeitos. A regido

Sudeste notificou a maior parte deles 143 (51,3%), seguida das regibes Centro-
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Oeste com 52 (18,6%) e Sul com 49 (17,6%), embora nenhum caso tenha sido
confirmado fora da regido considerada endémica. Os estados com maior frequéncia
de notificagdo foram Sdo Paulo, Goias, Parana e Minas Gerais. Em 2014, nao foi
confirmado nenhum caso da doencga, entretanto, varios estados principalmente das
regibes norte, centro-oeste, sudeste e alguns estados do nordeste apresentaram
recomendagdes para vacinagao (SVS/MS, 2014).

A febre de Chikungunya é uma doenca viral causada por um arbovirus
transmitido também pelos mosquitos A. aegypti e A. albopictus. O nome
chikungunya deriva de uma palavra em Makonde que significa aproximadamente
“aqueles que se dobram”, descrevendo a aparéncia fisica de um paciente com
caracteristicas clinicas graves. Os sintomas séo clinicamente semelhantes aos da
dengue — febre de inicio agudo (tipicamente maior que 39°C), dores articulares e
musculares, cefaleia, nausea, fadiga e exantema. A principal manifestacdo clinica
que a difere da dengue sé&o as fortes dores nas articulagdes. Além dessa fase inicial
pode evoluir em duas etapas subsequentes: fase subaguda, onde a febre
desaparece, podendo haver persisténcia ou agravamento da artralgia, e a cronica
que apresenta o acometimento articular persistente nas mesmas articulagbes
atingidas durante a fase aguda, caracterizado por dor com ou sem edema e
limitacdo de movimento. Embora a febre de Chikungunya n&o seja uma doenca de
alta letalidade, tem elevada taxa de morbidade associada a artralgia persistente, que
pode levar a incapacidade e, consequentemente, reducdo da produtividade e da
qualidade de vida das pessoas (SVS/MS, 2014).

O controle do vetor é uma das formas de combater essas doencgas e pode ser
feito através trés rotas principais: controle bioldgico, controle quimico e educacéo.
Uma das estratégias utilizada pelo controle biol6gico € o uso de espécies de peixes
pequenos que sdo langados em tanques de agua ou até mesmo em caixas d’agua
que ajudam a reduzir os mosquitos por eliminacdo das larvas produzidas nos
tanques, cuja desvantagem desta forma de controle é ser um processo lento. O
controle quimico é rapido e eficiente, mas sua desvantagem inclui a resisténcia dos
mosquitos com a utilizagédo de inseticidas. Neste sentido, compostos oriundos de
plantas tém sido apresentados como alternativas ao controle de vetores, ndo so
como novos agentes inseticidas, mas também por serem ambientalmente mais
seguros (GUISSONI et al., 2013).
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2.5 Familia Bignoniaceae

A familia Bignoniaceae, pertencente a superordem Lamiiflorae, ordem
Lamiales, possui 827 espécies distribuidas em 82 géneros, que ocorrem em regides
tropicais de todo o mundo, com pouca ocorréncia na regido temperada (OLMSTEAD
et al., 2009). O seu principal centro de diversidade é o Brasil com 56 géneros e 338
espécies distribuidas nas tribos Bignonieae, Crescentieae e Tecomeae (BRANDAO
et al., 2010), tendo como géneros mais estudados o Tecoma, Catalpa, Tabebuia e
Jacaranda. Dentro da ordem Lamiales, embora ndo seja ainda definitivo devido as
mudancas em andamento na circunscricdo das familias que a comp®e, a familia
Bignoniaceae esta posicionada perto das familias Acanthaceae, Avicenniaceae,
Lamiaceae, Lentibulariaceae, Phrymaceae, Schlegeliaceae e Verbenaceae. Este
posicionamento também decorre do fato de que muitos dos seus componentes
quimicos também se encontram presentes nestas outras familias (CIPRIANI et al.,
2012).

Os estudos taxondmicos mais recentes, utilizando analises do material
genético das plantas, vém mostrando divergéncias quanto a classificacdo
infrafamiliar. Com base em andlises de sequéncia de DNA de cloroplastos (rbcL,
ndhF, trnL-F), organiza-se uma divisdo em oito grandes grupos: Bignonieae,
Catalpeae, Jacarandeae, Oroxyleae, Tourrettieae, Tecomeae, Clado Paleotropical e
Tabebuia alliance. Para alguns géneros que ainda ndo encontrou-se um
posicionamento adequado, optou-se por inclui-los no grupo Bignoniae (OLMSTEAD
et al.,, 2009). Alguns dos clados s&o reconhecidos como tribos [Bignonieae (47
géneros e 377 espécies), Catalpeae (2-3 géneros e cerca de 11 espécies), Coleeae
(6 géneros e 52 espécies), Crescentieae (3 géneros e 33 espécies), Jacarandeae (2
géneros e 55 espécies), Oroxyleae (4 géneros e = 6 espeécies), Tecomeae (43
géneros e = 349 espécies) e Tourretticae (2 géneros e poucas espécies)
(OLMSTEAD et al., 2009; CIPRIANI et al., 2012).

Os clados Bignonieae e Crescentieae respondem por mais de 80% das
espécies da familia e as tribos Coleeae e Crescentieae foram incluidas em clados
maiores, Clado Paleotropical e Tabebuia alliance, respectivamente, sendo que cada
grupo inclui uma série de tdxons atribuida a tribo Tecomeae tradicional (OLMSTEAD
et al.,, 2009). Devido ao grande numero de individuos pertencentes a tribo

Tecomeae, induziu-se a divisdo das espécies de Tabebuia em trés géneros
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(Handroanthus, Roseodendron e Tabebuia s.s.) e 0 seu deslocamento para o grupo
Tabebuia alliance (irm&o do Clado Paleotropical, endémico da regido neotropical e
contém 14 géneros e 147 espécies) e Clado Paleotropical (20 géneros e = 150
espécies). Assim, a tribo Tecomeae foi entdo reduzida a um clado de cerca de 12
géneros (OLMSTEAD et al., 2009).

Muitas espécies de Bignoniaceae sdo usadas na medicina tradicional para
tratar varias doencas (BRANDAO et al., 2010). O perfil quimico desta familia
caracteriza-se pela presenca de terpenoides (triterpenos, fitoesteroides, diterpenos,
monoterpenos e iridoides), quinonas (naftoquinonas e antraquinonas), derivados n&o
nitrogenados de cadeia longa, alcaloides, derivados aromaticos especiais (lignanas,
derivados do &cido cinamico, derivados de acetofenona e derivados do A&cido
benzoico) e flavonoides (flavonas, flavonois e dihidroflavonas, antocianinas, flavan-
3,4-didis e chalcona) (VON POSER et al., 2000; SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN,
2001; CHOUDHURY et al., 2011; CIPRIANO et al., 2012).

O grupo Tabebuia alliance (Handroanthus, Roseodendron e Tabebuia s.s.) tem
um perfil quimico caracterizado principalmente pela ocorréncia de quinonas
(basicamente naftoquinonas) (CIPRIANO et al.,, 2012), iridoides e secoiridoides
(SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, 2001; WARASSHINA et al., 2004; 2005; AWALE et
al., 2005; GARCEZ et al., 2007; PIAZ et al., 2013), lignanas (SAMPAIO-SANTOS &
KAPLAN, 2001; SICHAEM et al, 2012; SUO et al, 2013), derivados
fenilpropanoides e feniletanoide (AWALE et al., 2005; GARCEZ et al., 2007;
SICHAEM et al., 2012; SUO et al., 2013), derivados glicosilados do acido benzoico
(AWALE et al., 2005; GARCEZ et al.,, 2007; SICHAEM et al., 2012; SUO et al.,
2013), sendo também encontrados triterpenos pentaciclicos, esteroides, derivados
de cadeia longa da via do acetato, flavonoides, além de derivados de &cidos graxos
saturados de cadeia longa e flavonoides (NOZAKI et al., 1989; SAMPAIO-SANTOS
& KAPLAN, 2001; CIPRIANO et al., 2012).

2.6 O Género Tabebuia

O género Tabebuia possui cerca de 100 espécies, nativas de florestas tropicais
em toda América Central e do Sul (SON et al., 2006). Sua madeira € muito utilizada
nas constru¢des naval e civil, em virtude da dureza e resisténcia (NAKANO et al.

1993). Muitas dessas espécies tém sido usadas na medicina tradicional para tratar
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pacientes portadores de varias enfermidades. Dentre os tecidos vegetais utilizados
pela medicina tradicional estdo as cascas e caule de T. avellanedae, T. pentaphylla
e T. ochracea, utilizadas em paises da América do Sul para tratar lesdes géastricas
(TWARDOWSCHY et al.,, 2008), cancer e inflamacdo (FUJIMOTO et al., 1991,
SCHMEDA-HIRSCHMANN; PAPASTERGIOU, 2003; TWARDOWSCHY et al., 2008;
THEODULOZ et al., 2012). Além disso, ha registros na regido Norte do Brasil de que
as cascas do caule e entrecascas de T. avellanedae também possuem acéo
diurética, adstringente, analgésica, anti-inflamatéria e antineoplasica (YAMASHITA
et al., 2007). Outros estudos revelam o potencial desta espécie para o tratamento da
malaria, cancer, febre, desordens estomacais, infeccdes microbianas, ansiedade,
irritabilidade e depressdo (GOMEZ CASTELLANOS et al.,, 2009). Algumas tribos
indigenas brasileiras e colombianas utilizam espécies do género Tabebuia para
tratamento de doencas inflamatérias da pele, incluindo eczema, psoriase, cancer de
pele (BYEON et al., 2008) e como estimulante do SNC (FREITAS et al., 2013).

Estudos utilizando o extrato em etanol das cascas de T. avellanedae revelou o
potencial desta espécie em proteger a mucosa gatrica de lesdes induzidas por
etanol (TWARDOWSCHY et al.,, 2008; PEREIRA et al., 2012). Em estudos mais
recentes, foi demonstrado que os extratos de T. avellanedae s&o capazes de
apresentarem efeitos antidepressivo e de inibir o acumulo de gorduras em ratos
(FREITAS et al.,, 2010; 2013; CHOI et al.,, 2014). Este extrato também mostrou
atividade larvicida frente ao terceiro estadio de larva de Aedes aegypti (CLso 441,95
pug/mL) (GARCEZ et al., 2009). Ja o extrato em metanol das cascas foi ativo como
inseticida para os mosquitos A. aegypti, Culex pipiens pallens e Ochlerotatus togoi
(100% mortalidade a 100 mg/L) (KIM et al., 2013). O extrato em etanol de T.
cassinoides mostrou citotoxicidade para células tumorais P-388 (RAO e KINGSTON,
1982) e de T. barbata como antitumoral (PARKS et al., 2006).

Um levantamento feito nas bases de dados (Scifinder, Sciencedirect e SciElO)
revelam que o perfil quimico deste género é caracterizado pela presenca de
naftoquinonas, (RAO & KINGSTON, 1982; SCHMEDA & PAPASTERGIOU, 2003;
REIS DE MORAIS et al., 2007; SICHAEM et al., 2012; KIM et al., 2013; INAGAKI et
al., 2013), incluindo as furanonaftoquinonas que tem sido encontradas em T.
avellanadae, T. chrysotricha, T. incana, T. ochracea, T. rosea, T. barbata, T.
cassinoides, T. ochracea e T. incana (MORAIS, 2003), lignanas (Tabela 1, p. 37),
iridoides e secoiridoides (Tabela 2, p. 41), fenilpropanoides (SUO et al., 2013), além
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de flavonoides (MAKBOUL et al., 1984; BLATT, SALATINO, SALATINO, 1996),
isocumarinas (WARASHINA et al., 2004), terpenoides (GARCEZ et al., 2007),
derivados aldeidicos do tipo ciclopentadienos (GARCEZ et al., 2007; SICHAEM et
al., 2012), derivados do acido benzoico (WARASHINA et al., 2004; AWALE et al.,
2005; GARCEZ et al., 2007; SICHAEM et al., 2012; SUO et al., 2013), flavonoides
(VINOD et al., 2011; GUIMARAES et al.,, 2012), além de compostos alifaticos de
cadeia longa (MORAIS, 2003). Dentre esta diversidade de constituintes, e dada a
sua importancia biologica, detalhes maiores serdo dados somente para as trés
principais classes dos compostos que forneceram resultados relevantes tanto do
ponto vista quimiotaxondémico quanto biolégico no presente trabalho.

Naftoquinonas s&o compostos que estdo presentes em vérias familias de
plantas e estdo envolvidos em mdultiplos processos biolégicos oxidativos. Plantas
contendo esta classe de compostos tém sido utilizadas na medicina popular para o
tratamento de varias doengas. Lapachol, a-lapachona e B-lapachona, que foram
isoladas em varios géneros de Bignoniaceae (Catalpa, Heterophragma, Kigelia,
Macfadyena, Mansona, Markhamia, Newbouldia, Oroxylum, Radermachera,
Stereospermum, Tabebuia e Zeyheria) (WARASSHINA et al., 1996; PINTO;
CASTRO, 2009) sdo exemplos de naftoquinonas responsaveis por um amplo
espectro de atividades biologicas, tais como antichagasica (PINTO; CASTRO,
2009), antiviral (YAMASHITA et al., 2007), antimalaricos (PEREZ et al.,, 1997),
anticancerigenos (ABBOTT et al., 1967; ALMEIDA, 2009; COSTA et al., 2011;
MAHMOUD et al., 2011), antifungica (GUIRAUD et al., 1988), antibacteriana e anti-
inflamatdria (ZANI et al., 1991; SITONIO et al., 2013) e antiofidico (STRAUCH et al.,
2012).

O O
o O
X
o O

Lapachol a-Lapachona B-Lapachona

As lignanas constituem outra classe de compostos de ocorréncia frequente em
espécies de Tabebuia. Estes compostos além de estarem envolvidas na defesa das

plantas contra patdégenos séo consideradas importantes em virtude do grande
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ndmero de atividades biologicas que apresentam. Muitas possuem propriedades
antivirais, fungicidas, antiprotozoaria (GERTSCH et al. 2003), antibacteriana,
citotéxica, anti-inflamatéria e antinociceptiva (HUANG et al. 2003; SILVA et al. 2009;
MACRAE et al. 1989; CHEN et al. 1996; FERREIRA- JUNIOR et al., 2014) Do ponto
de vista biolégico, a lignana Secoisolariciresinol diglicosideo, por exemplo, é
convertida por bactérias da flora intestinal nos fitoestrogenos Enterodiol e
Enterolactona que protegem o tecido contra o surgimento de canceres de prostata e
de mama (RICKARD-BOM; THOMPSON, 2003). Outro importante lignoide para o
homem é a Podofilotoxina, pois a partir deste composto foram desenvolvidos
derivados semissintéticos Etopophos® que séo utilizados na terapia do cancer
(IMBERT, 1998; FuR, 2007).

Lignoides sdo formados na natureza pela dimerizacdo oxidativa de duas
unidades de fenilpropanoides (C¢Cs) via acoplamento de seus atomos de carbono
beta ou 8,8 (lignana). Os lignoides que s&o formadas por outras vias de
acoplamento, tal como diidrodeidrobenzofuranica (7.0.4',8.5’), sdo chamadas de
neolignanas (Figura 3, p. 36) (Fu3, 2007 apud MOSS 2000).

Figura 3 - Estruturas e esqueleto geral de lignanas.
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Enterolactona

De um modo geral, as neolignanas do tipo diidrodeidrobenzofuranicas exibem

atividades biol6gicas de interesse, tais como antitumoral ([PIERTERS et al., 1999;
APERS, VLIETINCK, PIETERS, 2003) e antileishmanicida (VAN MIERT et al., 2005).

No género Tabebuia, os representantes desta classe foram encontrados nas raizes

de T. rosea e nas cascas de T. impetiginosa, T. avellanedae, T. incana e de T.

ochraceae (Tabela 1, p. 37).

Tabela 1 - Alguns lignoides encontrados em espécies de Tabebuia.

Nome dos Compostos

Espécies

Referéncias

Alcool Diidrodesidrodiconiferil 9-O-
B-D-glicopiranosideo

Alcool Diidrodesidrodiconiferil 9'-O-
B-D-glicopiranosideo

Alcool Diidrodesidrodiconiferil 4-O-
B-D-glicopiranosideo

Avellanedae A

(7S,8R)-Balanophonina 4-O-3-D-
glicopiranosideo

Cicloolivil

Cicloolivil acetonideo*
Isopaulownin

(+)-Lyoniresinol 3a-O-p-D-
glicopiranosideo

. impetiginosa

. impetiginosa

. impetiginosa

T. avellanedae

T. impetiginosa

. ochraceae
. palmeri

T. incana
T. rosea

T. impetiginosa

WARASHINA et al., 2005

WARASHINA et al., 2005

WARASHINA et al., 2005

SUO et al., 2012
WARASHINA et al., 2005

ZANI, OLIVEIRA,
OLIVEIRA, 1991
VILLEGAS et al., 1995

OLIVEIRA et al., 1993
SICHAEM et al., 2012
WARASHINA et al., 2005

Continua
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Continuagéo Tabela 1

8R,8'R-Secoisolariciresinol ou 8S, | T. impetiginosa
8’'S-secoisolariciresinol

8R,8'R- 5-Metoxisecoiso- T. impetiginosa WARASHINA et al., 2004
lariciresinol ou 8S, 8'S-5-metoxi
secoisolariciresinol

Figura 4 - Estruturas dos lignoides encontrados em espécies de Tabebuia.
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O
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O
oy
Rl: Meo

8R,8'R- 5-Metoxisecoiso-
lariciresinol ou 8S, 8'S-5-
metoxisecoisolariciresinol

Cicloolivil acetonideo*

OR,
O
;\y\l\/joﬂH
R = OH

O
(+)-Lyoniresinol 3a-O--D- MGOD)J\;
glicopiranosideo Ry = MeO

8R,8'R- 5-Metoxisecoiso-
lariciresinol ou 8S, 8'S-5-
metoxisecoisolariciresinol

* Cicloolivil acetonideo é possivelmente um artefato formado de cicloolivil pela

adicdo de acetona por um periodo de 24 h.

Outra classe de composto encontrado neste género com impacto relevante sob
aspectos quimiossistematicos e farmacolégico s8o os iridoides. Estes séo
monoterpenoides que apresentam propriedades antioxidante, antimicrobiana,
neuroprotetora, anti-inflamatéria, imunomoduladora, hepatoprotetora e efeitos
cardioprotetores, agfes anticancer, hipoglicémica, hiperlipidémica, antiespasmaodica
e purgativa (SHARMA, RAO, DUDA, 1994; GHISALBERTI, 1998; LI et al., 2004,
VILLASENOR, 2007; BAS et al., 2007a,b; DINDA, DEBNATH, HARIGAYA, 2007a,b;
TUNDIS et al., 2008; DINDA, CHOWDHURY, MOHANTA, 2009; JAISHREE;
BADAMI, 2010; DINDA, DEBNATH, BANIK, 2011).
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Revelando o potencial farmacolégico dos iridoides, estudos demonstraram
anteriormente que o composto 8a-Metil-8p-hidroxi-6p3-(4'-hidroxi) benzoiloxi-1a,3-
dimetoxi-octahidrociclopenta[c]pirano foi capaz de inibir in vitro a produgdo de Oxido
nitrico em macrofagos J774.1 ativados por LPS (SUO et al, 2013). J4 o
Argenteosideos A e B (Quadro 1, p. 43) inibiram a atividade da chaperona Hsp90,
necessaria para sobrevivéncia de células cancerigenas (PIAZ et al., 2013). Em outro
estudo, o 6-O-p-Hidroxibenzoilajugol, 6-O-p-Metoxibenzoilajugol, 6-0O-3",4"-
Dimetoxi-benzoil-ajugol e 8a-Metil-8B-hidroxi-63-(4'-hidroxi)benzoiloxi-1a,3a-
dimetoxiocta-hidrociclopentalc]pirano (Figura 4, p. 38) exibiram atividades

antioxidantes por inibir a oxidag&o do (-caroteno (GARCEZ et al., 2007).

o
"I ome @Aj\;
HO “H Sme

8a-Metil-8B-hidroxi-6B-(4’-hidroxi) benzoiloxi-1a,3B-dimetoxioctahidrociclo-

penta[c]pirano

De modo geral, os iridoides representam um marcador importante em
classificagédo, filogenia e evolugdo vegetal e, portanto tém sido usados como
marcadores quimiotaxondmicos, principalmente para as familias que pertencem as
superordens Corniflorae, Gentianiflorae, Loasiflorae e Lamiiflorae, superordem na
qual a familia Bignoniaceae esta inserida (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, 1997;
2001). No género Tabebuia, iridoides foram encontrados nas folhas de T. argentea
(PIAZ et al., 2013), cascas de T. heptaphylla (GARCEZ et al., 2007), T. avellanedae
(AWALE et al., 2005), T. impetiginosa (WARASHINA et al., 2004; 2005) e cascas de
T. caraiba (SOARES, 2006), enquanto que seco-iridoides foram encontrados
somente nas cascas de T. impetiginosa (WARASHINA et al., 2005). A Tabela 2 (p.
41) mostra alguns tipos estruturais de iridoides e seco-iridoides encontrados em

espécies de Tabebuia.
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Tabela 2 - Exemplos de iridoides e seco-iridoides encontrados em espécies de

Tabebuia.

Nome dos Compostos Espécies Referéncias
Argenteosideo A T. argentea PIAZ et al., 2013
Argenteosideo B T. argentea PIAZ et al., 2013
Catalposideo T. argentea PIAZ et al., 2013
6-0-3”,4”-Dimetoxibenzoil-ajugol T. heptaphylla GARCEZ et al., 2007
6-0O-(3,4-Dimetoxibenzoil)-ajugol T. avellanedae AWALE et al., 2005

T. impetiginosa WARASHINA et al., 2004
6-0-(3,4-Dimetoxicinamoil)-ajugol T. impetiginosa WARASHINA et al., 2004
Especiosideo T. argentea PIAZ et al., 2013
Estereospermosideo T. argentea PIAZ et al., 2013
6-O-p-Hidroxibenzoil-ajugol T. heptaphylla GARCEZ et al., 2007

T. avellanedae AWALE et al., 2005

T. impetiginosa WARASHINA et al., 2005
6-O-(p-Hidroxibenzoil)-6-epiaucubino | T. argentea PIAZ et al., 2013

T. impetiginosa WARASHINA et al., 2005
6-O-p-Metoxibenzoil-ajugol T. heptaphylla GARCEZ et al., 2007

T. avellanedae AWALE et al., 2005

T. impetiginosa WARASHINA et al., 2004
6-0-(3,4,5-Trimetoxibenzoil)-ajugol T. impetiginosa WARASHINA et al., 2004
6-0-(4-Metoxibenzoil)-5,7-bisdeoxi- T. impetiginosa WARASHINA et al., 2005
cinanchosideo
10-O-(4-Metoxibenzoil)-impetiginosi- | T. impetiginosa WARASHINA et al., 2005
deo A
8a-Methyl-8B-hidroxi-6p3-(3’,4'-dime- T. heptaphylla GARCEZ et al., 2007
toxi)benzoiloxi-1a,3a-dimetoxiocta-
hidrociclo-pentalc]pirano
8a-Metil-8p-hidroxi-653-(4"-hidroxi)- T. avellanedae AWALE et al., 2005

benzoiloxi-1a,3B-dimetoxioctahidro-
ciclopentalc]pirano)

Continua
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Continuacéo Tabela 2

8a-Metil-8B-hidroxi-63-(4'-hidroxi)-
benzoiloxi-1a,3a-dimetoxioctahidro-
ciclo-pental[c]pirano

Picrosideo Il
Rehmaglutina A
Rehmaglutina D
6-O-Vanilloil-ajugol
Seco-iridoides

6-0O-(3,4-Dimetoxibenzoil)-
crescentina IV 3-O-B-D-glico-
piranosideo

3-O-(4-Hidroxibenzoil)-10-deoxi-
eucommiol 6-O-B-D-glicopiranosideo

6-O-(4-Metoxibenzoil)-crescentin IV
3-O-B-D-glicopiranosideo

—

- =4 -4 -+

. heptaphylla
. avellanedae

. argentea
. argentea
. caraipa

. impetiginosa

. impetiginosa

. impetiginosa

. impetiginosa

GARCEZ et al., 2007
AWALE et al., 2005

PIAZ et al., 2013

PIAZ et al., 2013
SOARES, 2006
WARASHINA et al., 2005

WARASHINA et al., 2005

WARASHINA et al., 2005

WARASHINA et al., 2005
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Quadro 1 - Estruturas de iridoides e seco-iridoides isolados em espécies de

Tabebuia.

7 Hoale

Argentosideo A

A H

S H
%
R = HO OGlc

Argentosideo B

Catalposideo
RQ H RO H
X A
H H

O o /@Mf
o O e
R = HO R =HO

R; = Me

6-O-(p-Hidroxi-benzoil)- Estereospermosideo

6-O-(4-Hidroxi-benzoil)-ajugol 6-epi-aucubino
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HQ
© S HS =
: H @) 2 H=
pud O ———O
Rehmaglutina A /©)k; Rehmaglutina D
R = MeO

10-O-(4-Metoxibenzoil)-
impetiginosideo A

“OMe
0]
OMe
o 0
MeO;@)‘\; /@)‘\
o
R = MeO , R1 = Me

R = MeO

8a-Metil-8B-hidroxi-68-(3',4'-
dimetoxi)benzoiloxi-1la,3a-
dimetoxioctaidrociclo-
penta[c]pirano

0o

jon
R = HO

8a-Metil-8B-hidroxi-6B-(4’-hidroxi)
benzoiloxi-la,3a-dimetoxi-
octahidrociclo-penta[c]pirano

H
o) N o
o)
HO™: || /@)&5

R~ OCGl R -meo

6-O-(4-Metoxibenzoil)-ajugol

0]
/@)&;
R = MeO , R1 = OH

6-O-(4-Metoxibenzoil)-5,7-bis-
deoxicinanchosideo

0o

Me0:©)k;
, Ri = Me

R= HO
6-O-Vanilloilajugol

O

MEOD)J\;
, Ri = Me

R = MeO

6-0O-(3,4-Dimetoxi-benzoil)-ajugol
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o
R =HO

8a-Metil-8B-hidroxi-6B-(4’-hidroxi)
benzoiloxi-1la,3p-dimetoxi-
octahidrociclo-penta[c]pirano

RQ H OGlc

OH

Ho “H

MeO e;
R = MeO
6-0O-(3,4-Dimetoxibenzoil)-

crescentin IV 3-O-8-D-
glicopiranosideo

RQ H OGlc

%ng @*ﬁ
R = MeO

Ho “H
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MeO ;

MeO
R= OMe ,R;=Me
6-0O-(3,4,5-Trimetoxibenzoil)-ajugol

@]
MeO N ;

R = MeO
R1=Me

6-0O-(3,4-Dimetoxicinamoil)-ajugol

GlcQ H

OR (@]
%ng o
R =HO

3-O-(4-Hidroxibenzoil)-10-deoxi-
eucommiol 6-O-B-D-glicopiranosideo

0

6-O-(4-Metoxibenzoil)-crescentin 1V 3-O-B-D-glicopiranosideo

2.6.1. Consideragdes Sobre a Origem Biossintética de Iridoides

A estrutura quimica dos iridoides é baseada no esqueleto ciclopentano-[C]-

pirano (iridoides carbociclicos) e a clivagem oxidativa da ligacéo entre C-7 e C-8 do

anel ciclopentano fornece os seco-iridéides (Figura 5, p. 46). Eles podem possuir

dez, nove ou raramente oito atomos de carbono, sendo que C-11 é frequentemente

perdido em relagédo ao C-10. As configuragdes nos estereocentros em C-5 e em C-9,

levam a uma fusdo de anel cis, comum em todos os iridoides que contém o

esqueleto basico carbocilico ou de seco-iridoides em uma forma n&o rearranjada.
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Figura 5. Esqueletos béasicos de iridoides (A) e seco-iridoides (B) e estruturas de

iridodial e iridotrial.

N A 0 _O
O 7 O _0
I
OR OR S
Iridodial _ _
(A) R =H ou Glicose (B) Iridotrial

O namero e a natureza desses compostos sdo indicativos da complexidade das
vias biossintéticas envolvidas em suas formagdes (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN,
1997; 2001). Em plantas superiores, estes compostos sé&o biossintetizados a partir
de uma ciclizag&o alternativa do pirofosfato de geranila, através do cation iridodial e
diversificam-se em 26 vias diferentes (Esquema 1, p. 47). O esqueleto basico
iridano, contendo uma metila em C-4 e outra em C-8, é proveniente do pirofosfato de
geraniol através do 10-hidroxigeraniol para produzir o iridodial, que
subsequentemente é oxidado para iridotrial. Reacdes de glicosilagdo, metilacdo e
oxidagao convertem iridotrial em iridoides (RODRIGUEZ et al., 1998; NAGATOSHI et
al., 2011). Os glicosilados, normalmente em C-1 ou C-11 da aglicona, séo sensiveis
a degradacdes por B-glicosidases e &cidos (GHISALBERTI, 1998), que podem
ocorrer durante a secagem, 0 processamento, a armazenagem e a extracdo, cujas
bioatividades poderéo ser alteradas ou mesmo inativadas (WEI; WEN, 2014).

Iridoides clorados s&o encontrados somente em familias que pertencem as
superordens Gentianiflorae, Loasiflorae e Lamiiflorae. Até o momento, o Unico
iridoide clorado conhecido no género Tabebuia foi obtido a partir das cascas de T.
caraipa (Bignoniaceae) coletada no Mato Grosso do Sul, denominado Rehmaglutina
D (Tabela 3, p. 48; Figura 6, p. 51), e nas cascas de T. elliptica no presente trabalho,
que foi codificado neste estudo como TeCaA-2 (Item 4.5.1.2, p. 63).



47

Esquema 1. Proposta biossintética para formacao de diferentes tipos estruturas de

iridoides. * R = H ou Glicose

X
A.la o
OR
Ch A.Lb A
o
OR
X
B.l.a*
— o
H
OR
B.1b* o
(¢]
OR
X
Iridodial Cla o
OR
C.1b* =
o
OH
OR
X
l OH
10-hidroxigeraniol
)\/\/K/\
OPP X
D.1.b* o
Pirofosfato de geraniol
OR
X
E.l.a*
— o
* X
E.1 OR
0 E.1.b* o
E ] OR o S
o) E.2

OR

o

Fonte: SAMPAIO-SANTOS, 1997; KAPLAN, 2001.
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As rotas A, C e E séo caracterizadas pela formacéo de derivados com ligagao

dupla entre C-8/C-9, C-7/C-8 e C-8/C-10, respectivamente; enquanto que as rotas B

e D representam os componentes contendo grupo metila em C-10 com orienta¢do a

ou 3, respectivamente.

Tabela 3 - Iridoides clorados encontrados em plantas superiores.

Compostos Espécies Familia Referéncias
Asistasiosideo E Asystasia bella ACA | DEMUTH, JENSEN,
NIELSEN, 1989
Veronica longifolia PLA JENSEN et al., 2010
Woulfenia baldaccii PLA TASKOVA, GOTFREDSEN,
JENSEN, 2006
Catarractosideo Veronica catarractae PLA JENSEN et al., 2008
7-Clorodeutziol Mentzelia decapetala LOA EL-NAGGAR, BEAL,
DOSKOTCH, 1982
Clorovaltrato V. jatamansi, V. capense VAL WANGA et al.,2014
V. officinalis FUZZATI et al., 1996
Clorovaltratos A-O V. jatamansi (syn. V. VAL LIN et al., 2013
wallichii
Cistachlorina Cistanche tubulosa ORO XIE et al., 2006
C. salsa ORO KOBAYASHI et al., 1984
Eustosideo Eustoma russelianum GEN UESATO, HASHIMOTO,
INOUYE, 1979
Gentiana septemfida GEN CALIS et al., 1992
G. campestris MPONDO, GARCIA,
CHULIA, 1990
(1S,3R,5R,7S,8S,9S)| V. jatamansi VAL LIN et al., 2013
-3,8-Epoxi-1-O-etil-5-
hidroxivaleclorina
(1R,3R,5R,7S,8S,9S)| V. jatamansi VAL LIN et al., 2013
-3,8-Epoxi-1-O-etil-5-
hidroxivaleclorina
(1S,3R,5R,7S5,85,9 | V. jatamansi VAL LIN et al., 2013

S)-3,8-Epoxi-1,5-
dihidroxi-valeclorina

Continua
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Tabela 3 (Continuagéo)

(1S,3R,5R,7S,8S,9
S)-3,8-Epoxi-1,5-
dihidroxi-valeclorina

1,5-Dihidroxi-3,8-
epoxivaleclorina

Jatamandoide C
Jatamanins O — P

1,5-Dihidroxi-3,8-
epoxi-valeclorina

Globulariosideo

Glutinosideo

clorohidrina de
Isovaltrato

Jatadoide B
Kankanol
Kankanosida C

Linariosideo

Longifoliosideos A-B

Piscrosideo A

Rehmaglutina B

V. jatamansi

V. jatamansi

V. jatamansi
V. jatamansi (Roots)

V. jatamansi (Roots)

Globularia alypum

Rehmannia glutinosa

Verbascum wiedemanni-
anum

Patrinia heterophylla

V. jatamansi
Cistanche tubulosa
Cistanche tubulosa

Cymbalaria muralis
Kickxia elatine
Linaria japonica

L. flava subsp. sardoa
L. aegyptiaca
fruticosa
Pseuderanthemum
carruthersii var. Atropur-
pureum

Veronica longifolia
Woulfenia baldaccii

Neopicrorhiza
scrophulariiflora

Rehmannia glutinosa

subsp.

VAL

VAL

VAL
VAL
VAL

GLO
SCR

SCR

VAL

VAL
ORO
ORO
SCR

SCR

SCR

SCR
SCR

ACA

PLA
PLA

SCR

SCR

LIN et al., 2013

LIN et al., 2010

XU et al., 2012a
Ll et al., 2010

LIN et al., 2010
XU et al., 2011

ES-SAFI et al., 2006

KITAGAWA et al., 1995;
YOSHIKAWA et al., 1986
ABOU GAZAR et al., 2003

YANG et al., 2014

XU et al., 2012b
XIE et al., 2006
XIE et al., 2006

KAPOOR,
SZENDREI, 1974
TOTH, CSORDAS, PAPAY,
1978

KITAGAWA et al., 1972;
1973

BIANCO et al., 1996

FERHAT et al., 2010

REISCH,

VO et al., 2012

JENSEN et al., 2010
TASKOVA, GOTFREDSEN,
JENSEN, 2006

WANG et al., 2006b
TUNDIS et al., 2008

KITAGAWA et al., 1986;
1991; YOSHIKAWA et al.,
1986

Continua
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Tabela 3 (Continuagéo)

Rehmaglutina D Artemisia anomala AST | XIAO et al., 2013
Ailanthus integrifolia SIM KOSUGE et al., 1994
Cymbaria mongolica SCR DAI, LIU, YANG, 2002
Ixeris denticulate AST CHEN et al., 2006
Picrorhiza kurroa SCR NAGAOKA et al., 2001
P. scrophulariiflora SCR WANG et al., 2006a
NAGAOKA et al., 2001
Rehmannia glutinosa SCR KITAGAWA et al., 1986;
1991; YOSHIKAWA et al.,
1986
Verbascum SCR ABOU GAZAR et al., 2003
wiedemannianum
Veronica linariifolia PLA YANG & ZHU, 1991
T. caraipa BIG SOARES, 2006
Rupesino B V. jatamansi VAL | WANGA etal., 2014
Thunbergiosideo Thunbergia fragans, ACA JENSEN & NIELSEN, 1989;
Thunbergia alata DAMTOFT, FREDERIKSEN,
JENSEN, 1994
Retzia capensis RET DAMTOFT et al., 1993
Urphosideo B Veronica pectinata var. PLA HARPUT et al., 2003
glandulosa
Valeriandoides A-B | V. jatamansi VAL XU et al., 2011
Valeclorina V. officinalis VAL POPOV, HANDZHIEVA,
MAREKOQOV, 1973
Valeridina V. officinalis VAL POPOV, HANDZHIEVA,
MAREKOQOV, 1973
Versibiriosideo Veronica sibirica PLA TENG et al., 2008
Volvaltrate B V. officinalis, V. jatamansi VAL WANG et al., 2009
LIN et al., 2013

Legenda: ACA = Acanthaceae; AST = Asteraceae; BIG = Bignoniaceae GEN =
Gentianaceae; GLO = Globulariaceae; LOA = Loasaceae; ORO = Orobanchaceae;
PLA = Plantaginaceae; RET = Retziaceae; SCR = Scrophulariaceae; SIM =
Simaroubaceae; VAL = Valerianaceae; VER = Verbenaceae.
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Figura 6 - Estruturas de iridoides clorados encontrados em plantas superiores.
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Volvaltrate B

Clorovaltrato L )\)Oj\ )\)OJ\ H%/\?\
_ Y R ¥ R §

R= ' 1= 2=
Clorovaltrato M )\/(d\ ACM B
;; eg R, = Ac
R= , Ry =
Clorovaltrato N )\/(@\ M R, = Ac
R = r(é, Rl: 9)5
Clorovaltrato O )\/(i )\)(i R, =H
R = rré’ Rl: ;
(0]
Valeriandoide A R = Ac, M;
Ri= , R, = OH
Valeriandoide B )\)Oj\ )(J)\
S
R = ¢ Ri= % 00 R,=
a0 N,
¥
RO R
e o3
Cl 0" Cl
HO -__/H\(O Ho=r 1O
OGlc ~H4
Glutinosideo R=H RehmaglutinaB R = R; = OH
Piscrosideo A O RehmaglutinaD R = H, R; = OH
R= MGOD)‘\;
HO
Versibirioside R = Rha

Ac = Acil; Bz = Benzoil; Caf = Cafeoil; Gli = B-D-Glicopiranosil; Rha = a-Rhamnopiranosil.
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2.6.2 Possivel Origem Biossintética de Iridoides Clorados

Muitos dos compostos halogenados podem ser formados naturalmente pela
influéncia de ambientes organohalogenados. Contudo, os mecanismos pelo quais
sdo produzidos ainda néo estdo bem esclarecidos (MURPHY, 2003). Sabe-se que a
sua sintese ocorre em condi¢fes suaves e, frequentemente, com um maior grau de
especificidade. Por isso, uma compreensdo da biossintese de halometabdlitos, e em
particular, a formacgéo da ligacdo carbono-halogénio, podera fornecer um provével
entendimento para a sua origem.

O primeiro relato de um produto natural halogenado ocorreu no século XIX,
com a Diiodotirosina, um aminoéacido diiodado do coral Gorgonia cavolii, e durante
muitos anos esses compostos foram considerados raros e de pouca significancia
biologica. Mais de 4000 produtos naturais halogenados oriundos de bactérias,
fungos, algas, plantas superiores e animais sdo conhecidos (NEUMANN, FUJIMORI,
WALSH, 2008). Destes, os produtos clorados e bromados sdo mais abundantes
quando comparados aos iodados e fluorados. As fungdes biologicas destes
compostos séo variadas e pouco exploradas, pois a presenga dos halogénios
influencia nas bioatividades (GRIBBLE, 1999).

A primeira descoberta de uma enzima halogenizante ocorreu na biossintese de
Caldariomicina, um composto clorado obtido do fungo Caldariomyces fumago,
catalisada por cloroperoxidase (SHAW; HAGER, 1959; 1961) na presenga de
peroxido de hidrogénio e ions cloretos (HAGER et al., 1966). Até o momento, as
haloperoxidases foram as uUnicas enzimas identificadas e aceitas como as
responsaveis por quase todas as reacdes biolégicas de halogenagcdo. Contudo, nos
ultimos anos ha evidéncias para a existéncia de outras halogenases (NEUMANN,
FUJIMORI, WALSH, 2008).

OH Cl. Cl
| Ho\é/OH
|
HoN Caldariomicina
O° OH

Diiodotirosina
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Existem inimeras discussdes a respeito do mecanismo das haloperoxidases e,
em particular da natureza do agente halogenizante. Segundo Van Pée (2001), a
reducdo do H,O, pela enzima gera um potencial redox suficiente para oxidar o ion
haleto, produzindo um reagente halogenizante eletrofilico, como um &cido
hipohalogenoso. Com base nestas observagées, é possivel que no fungo C. fumago
a reacdo proceda via uma clivagem heterolitica da ligagdo O-O do peroxido,
facilitada por um residuo glutamato do sitio ativo da enzima, atuando como um
catalisador acido-base, que primeiro desprotona o H,O, e depois reprotona a ligacéo
ionizada do peroxido liberando 4gua e deixando um centro oxiferrico. Este reage
com o ion cloreto gerando um aduto Fe-OCI, que libera HOCI e este retorna a
enzima no seu estado nativo e o 4cido hipohalogenoso reage com o sitio ativo do

substrato organico (Esquema 2, p. 55).

Esquema 2. Formag¢do do &cido hipocloroso pela heme cloroperoxidas Fe-

dependente.
OH cl
~
d 0
N\—’ —N N\—’ =NH  NT|—=N "
/ el /_’Ho / Fel’ /_>C' //Fe:: /—> HoCl
== 2 N“—|—N N“—|—N

s\y“; S\Ys" s\f;

Halogenagé&o de substratos orgénicos pode proceder diretamente do aduto ou
alternativamente do acido hipohalogenoso livre, o agente halogenante dominante.
Embora o uso de haloperoxidases como biocatalisadores seja limitado devido ao
fato dessas reagdes necessitarem de especificidade de substrato e
regiosseletividade. Todavia, a auséncia de régio-especificidade ¢é também
inconsistente com as halogenag¢des especificas requeridas na biossintese de muitos
halocompostos. Por esta razdo, a fungéo das halopeoxidases em muitos organismos
é ainda pouco compreendida (NEUMANN, FUJIMORI, WALSH, 2008).

O exemplo mais citado da auséncia de envolvimento das haloperoxidases em
halogenac®es bioldgicas foi a biossintese do antifungico Pirrolnitrino por espécies de
Pseudomonas, na qual um novo tipo de enzima halogenizante foi descoberta

(KIRNER et al.,, 1998). A enzima que catalisa esta reagcdo requer uma FADH-
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halogenase dependente e O,, sugerindo um mecanismo do tipo monooxigenase, no
qual o hidroperoxido flavino ativa o substrato via um epoxido, que é atacado pelo ion
cloreto gerando uma halohidrina. A partir desta ocorre remo¢do de agua para
produzir 7-Clorotriptofano (Esquema 3, p. 56). Esta classe de enzima parece
desempenhar um papel central nas reagdes de cloragéo, pois diversos derivados do
Triptofano e inddlicos foram clorados por esta halogenase, embora a reagdo tenha

se processado em C-2 ou C-3 do anel inddlico e nao em C-7.

Fungos, algas e plantas superiores produzem Cl
clorometanos por meio de enzimas metil transferases |
(WUOSMAA; HAGER, 1990; SAXENA et al., 1998), na cl NOZH
qual ocorre a transferéncia de um grupo metila da S- Pirrolnitrino

adenosilmetionina (SAM) para os ions cloretos, brometos

ou iodetos (Esquema 4, p. 56).

Esquema 3. Cloracdo regioespecifica do Triptofano pela halogenase FADH,-

dependente.
O @)
N NH, - NH,

H H

Triptofano

A

N
o)
Ccl
0 o)
N NH HO N 2
c H

c H
7-Clorotriptofano Clorohidrina

Esquema 4. Produgdo de halometanos por meio de enzimas metil transferases,
catalisada pela SAM. X =CI,Br ou .

" WHe HO NH,

CH3X
S-Adenosilmetionina S-Adenosilhomocisteina
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Outra classe de compostos de ocorréncia bastante frequente em espécies de
Tabebuia s&o os derivados fenilpropanoides. Neste género eles tém sido
encontrados nas cascas de T. avellanedae (Brasil e Japdo; GARCEZ et al., 2007,
SUO et al., 2013), T. heptaphylla (Brasil; GARCEZ et al., 2007) e raizes de T. rosea
(Tailandia; SICHAEM et al., 2012). Destes, os mais investigados tém sido o Acido
cindmico e seus derivados. Estes fenilpropanoides tém sido encontrados na
natureza em frutos, flores, e outras partes dos vegetais. S&o consumidos como
compostos fendlicos na dieta e desempenham um papel vital na formacéo de
moléculas necessarias para a producéo de diferentes produtos farmacéuticos e na
sintese de importantes compostos. De um modo geral, apresentam atividade
antioxidante, hepatoprotetora, ansiolitica, repelente de insetos, antimicrobiana,

antidiabética, anticolesterolémica, antiviral e anti-inflamatéria (SHARMA, 2011).

No presente trabalho, o fenilpropanoide 0O
conhecido como Acido 4-hidroxicinamico foi /©/\)‘\0H
avaliado como anti-inflamatoério utilizando o modelo HO

de inflamagé&o pulmonar aguda. Acido 4-hidroxicinamico

2.7 Espécies T. elliptica (A. DC.) Sandwith.e T. roseo-alba (Ridl.)

As espécies T. elliptica, conhecida como ipé-mirim, e T. roseo-alba (Figura 7, p.
58), conhecida como ipé-branco, sdo arvores nativas de ocorréncia ampla em todo o
territorio brasileiro. Apresentam florescimento exuberante e caracteristicas de arvore
de grande porte com vasta utilizagdo no paisagismo, particularmente para a
arborizacdo de ruas e avenidas (STOCKMAN et al., 2007). Até o presente momento
nenhum estudo quimico e/ou bioldgico foi relatado para T. elliptica. J&4 a espécie T.
roseo-alba a excec&o do trabalho publicado pelo nosso grupo (FERREIRA- JUNIOR
et al., 2014), observa-se apenas um estudo avaliando a inibicdo de micro-
organismos associados a doengas infecciosas nosocomiais (GAETTI-JARDIM
JUNIOR et al., 2009).
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Figura 7. Fotos das espécies coletadas na Reserva de protecdo ambiental da Usina

Coruripe.

Caule de T. elliptica Folhas de T. roseo-alba

Fonte: Fotos tiradas pelo autor em 2011.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Conhecer e ampliar o perfil quimico e avaliar o potencial antinociceptivo, anti-
inflamatério, antibacteriano e larvicida (larvas do Aedes aegypti) dos extratos, bem
como das substancias isoladas, das espécies Tabebuia elliptica D.C e Tabebuia

roseo-alba (Ridl.) Sand. (Bignoniaceae).

3.2 Especificos

e Avaliar o potencial antinociceptivo de extratos, fragbes e substancias isoladas

utilizando modelos para o estudo da dor em animais de experimentagao;

e Avaliar o potencial anti-inflamatério de substancias isoladas no modelo de

inflamagé&o pulmonar aguda em camundongos;

e Avaliar o potencial antibacteriano (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis,

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) de extratos e fragoes;

¢ Realizar ensaios frente a larvas do 4° estadio do A. aegypti de extratos e fracdes;

e |solar os constituintes quimicos dos extratos e fragdes ativos nos ensaios

efetuados;

¢ |dentificar as substancias isoladas utilizando a técnica de Ressonancia Magnética
Nuclear RMN (*H e *3C).
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Materiais, Métodos e Equipamentos

» Para obtencdo dos extratos brutos foram utilizados extratores de vidro e de ago

inoxidavel;

» Nas particbes e nas separacdes cromatogréficas foram utilizados solventes P.A.
(LABSYNTH®, VETEC® e QUIMEX®);

» A concentragdo das solu¢cbes contendo grandes volumes foi efetuada em
evaporadores rotativos, marcas BUCHI® e IKA WERKE®, modelos R-114 e
RV06-ML, respectivamente; enquanto que as de pequeno volume foram feitas a

temperatura ambiente em capela de exaustao da PERMUTION®;

» As pesagens das amostras e reagentes foram efetuadas em balancga eletronica
analitica (modelo AX 200) e semi-analitica, das marcas SHIMADZU® e BEL®,

respectivame nte;

» Nas separagbes cromatogréficas em coluna foram utilizados como adsorventes
silica gel 60 (70-230 mesh e 230-240 mesh, MERCK), e Sephadex LH-20
(PHARMACIA®);

» Nas cromatografias em camada delgada analitca (CCDA - 0,50 mm de
espessura) e preparativa (CCDP - 0,75 mm de espessura) foi utilizada silica gel
60 PF,, da MERCK®. As cromatoplacas foram preparadas manualmente
utilizando-se suspensdes de gel de silica em 4gua destilada espalhadas sobre
as placas de vidro através de um espalhador mecanico, sendo ativadas a 100°C

durante uma hora em estufa da BIOMATIC®;

» Os cromatogramas foram revelados através do uso de lampada ultravioleta da
SPECTROLINE®, modelo ENF-260C/F, em comprimento de onda de 254 e 366
nm; por imersdo em cubas contendo vapores de iodo e/ou borrifagdo com

solucéo acida de sulfato cérico;

» Nas solubilizagdes utilizou-se Ultrasom da BRANSON®, modelo 1210;
» Na secagem da vidraria utilizou-se estufa de esterilizagéo universal, modelo 219;
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» Os espectros de RMN (*H: 400 MHz; '3C: 100 MHz) foram obtidos no
espectrometro BRUKER®, modelo Avance 400, do Instituto de Quimica e
Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas (IQB-UFAL) e processados
utilizando o software TOPSPIN 2.1. As amostras foram dissolvidas em solventes
deuterados (cloroférmio, metanol ou em mistura destes). O sinal residual do

solvente ou o TMS foi utilizado como referéncia interna.

» Para analise da rotacdo Optica foi utilizado o polarimetro Rudolph Research
Analytical, modelo Autopol IV, com célula type 40 (5,0 mm x 100 mm, 2 mL).
Utilizando a linha D de sédio (589 nm).

» Para a realizagdo dos ensaios antinociceptivos e anti-inflamatérios as drogas
utilizadas foram atropina, diazepam, glibenclamida, indometacina, ioimbina,
metoclopramida, morfina e naloxona adquiridas da SIGMA CHEMICAL®,
formalina, acido acético adquirido da MERCK®;

» Nos ensaios de nocicepcao induzida por estimulo térmico foi utilizado o aparelho
modelo EFF-361, INSIGHT®.

» Na contagem total de neutrdfilos foram utilizados citocentrifuga, modelo CT-2000,

CIENTEC ®, e microscépio éptico modelo BX 41, OLYMPUS®.

» Ensaios antibacterianos  foram  utilizados  bactéias = Gram-positivas
[Staphylococcus aureus (ATCC-25923) e Enterococcus faecalis (ATCC-29212)]
e Gram-negativas [Escherichia coli (ATCC-14942) e Pseudomonas aeruginosa
(ATCC-27583)] que foram adquiridos da empresa Laborclin, e foram
padronizados e distribuidos pelo American Type Cell Collection (ATCC,
Manassas/VA/USA). As amostras foram mantidas em refrigerador com

temperatura entre 4 a 8 °C até o momento do uso.
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4.2 Animais

Para a avaliacdo farmacologica foram utilizados camundongos machos Swiss
adultos (18 a 22 g), provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Alagoas. Os animais foram mantidos no biotério do Laborat6rio de Biologia Celular
em condigbes controladas de temperatura (22 + 2°C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a racdo e agua antes dos experimentos.
Para sua adaptagdo, o0s animais permaneceram na sala de realizagdo de
experimentos comportamentais por um periodo de pelo menos 2 horas antes da
realizagédo dos ensaios. Todos os procedimentos experimentais foram realizados de
acordo com as diretrizes para 0 uso ético de animais em pesquisa publicado pela
Associacéo Internacional para o Estudo da Dor. Este estudo foi realizado em estrita
conformidade com as recomendagdes do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de
Laboratério da Sociedade Brasileira de Animais de Laboratério Ciéncia (SBCAL), e
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA da UFAL
(Licenca n° 9244/2011-45).

4.3 Coleta e Identificagcdo dos Materiais Vegetais

Cascas, caule e folhas de espécimes de Tabebuia elliptica (MAC-46880) e de
Tabebuia roseo-alba (MAC-46879) foram coletadas, em novembro de 2009, na
Reserva de protecdo ambiental da Usina Coruripe, Coruripe - AL. Os espécimes
foram coletados e identificados por Rosangela Pereira de Lyra Lemos, botanica do
Instituto do Meio Ambiente do Estado de Alagoas, onde exsicatas dos materiais

foram depositadas.

4.4 Preparacdo dos Extratos

As diferentes partes de cada espécie (caule, cascas e folhas), apds secagem
a temperatura ambiente e trituracdo, foram individualmente extraidas através de
maceracdo com metanol (Caule e cascas de ambas as espécies) ou acetona (Folhas
de ambas as espécies). Os extratos brutos obtidos [T. elliptica: caule (42,1 g),
cascas (7,9 g) e folhas (9,8 g); T. roseo-alba: caule (100,0 g) cascas (27,9 g) e folhas

(15,2 g)], apo6s eliminagdo dos solventes em evaporador rotatério e secagem a
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temperatura ambiente, foram individualmente suspensos em solugdo MeOH-H,0O
(3:2) e extraidos sucessivamente com hexano, CHCI; e AcOEt. Inicialmente, tanto os
extratos brutos quanto as fracdes provenientes de particdo dos extratos com
resultados promissores de cada espécie foram submetidos a ensaios de nocicepcao,
através do modelo de contor¢gbes abdominais induzidas pelo &cido acético, larvicida
(larvas do 4° estadio do Aedes aegypti) e antibacteriano (bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas) através do método de microdiluicdo em caldo.

4.5 Investigacdo Fitoquimica da Espécie T. elliptica

4.5.1 Procedimento Experimental Efetuado com Fragbes das Cascas

Em virtude dos resultados obtidos nos ensaios de nocicepgéao (ltem 5.3, p.
115), fragcdes oriundas da particdo das cascas que apresentaram algum tipo de
atividade nos ensaios efetuados foram submetidas a técnicas de separacdo e
purificagdo de seus constituintes quimicos (Figura 8, p. 64) com o objetivo de isolar o

componente bioativo.

4.5.1.1 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Hexano

A fracdo em hexano (0,5 g) das cascas, por ter apresentado resultados
promissores nos ensaios antibacterianos (ltem 5.5, p. 125), foi submetida a
fracionamentos cromatogréaficos em coluna de gel de silica (70-230 mesh) utilizando
misturas de hexano e AcOEt em gradiente crescente de polaridade. Foi coletado um
total de 119 fra¢des, com volume médio de aproximadamente 10 mL cada, que apos
andlise através de CCDA foram agrupadas. O material da subfragdo reunida 26-28
(0,02 g) foi submetida & cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP),
eluida com uma mistura de Hex-AcOEt (9:1), este procedimento resultou no

isolamento da substéncia codificada de TeCaH-1 (0,011 g).

4.5.1.2 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Acetato de Etila

A fracdo em AcOEt (1,5 g) das cascas, embora tenha apresentado no modelo
experimental de contor¢do abdominal induzida pelo 4cido acético em camundongos,

uma reducao estatisticamente nédo significativa da nocicepcéo (Item 5.3, p. 115), foi
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submetida a filtracdo em gel de silica gel, utilizando como eluentes misturas de
CHC I3, AcOEt e MeOH. Este procedimento resultou em cinco fragdes [CHCI3 (0,10
g), CHCI;-AcOEt 1:1 (0,05 g); AcOEt (0,10 g), AcOEt-MeOH 1:1 (2,81 g) e MeOH
(0,13 g)]. O material da subfragdo em AcOEt (0,10 g) foi permeada em Sephadex-LH
20 com metanol, resultando em um total de 14 subfragbes que foram agrupadas
apds analise comparativa através de CCDA. A subfracéo 8-10 (0,0434 g), constituida
de um sélido amorfo, ap6s andlise de CCD apresentou uma Unica mancha, sendo
codificada de TeCaA-1. A subfracdo em CHCI; (0,10 g) foi fracionada em gel de
silica (70-230 mesh) utilizando misturas de hexano e AcOEt em proporcdes
crescentes de polaridade. Este procedimento resultou na obtencdo de um solido
amorfo que foi codificado de TeCaA-2 (0,0239 g).

Figura 8 - Esquema geral do procedimento experimental efetuado com as cascas de
T. elliptica.

Serragem das Cascas de T. elliptica (90,0 g) |

|

Extrato MeOH
(7,9 9)

(- 2,0 g para testes)

| | | |

Hexano CHCI, AcOEt MeOH-H,0
(0.59) (0,6 g) (1,5 9) (3.,09)
- Filtrac&o em gel de silica
-C.C.
TeCaH-1 CHCI; CHCI; -AcOEt (1:1) AcOEt AcOEt-MeOH (1:1) MeOH
(0,011 g) (0,099 g) (0,051 g) (0,109 g) (2,81 9) (0,134 g)

-C.C. - Sephadex LH-20

TeCaA-2 TeCaA-1
(0,0239 g) (0,0434 g)

Fonte: Elaborada pelo autor

4.5.1.3 Procedimento Experimental Efetuado com as Fragbes em Cloroformio e
MeOH-H,0O
As fracbes em CHCI; (0,6 g) e MeOH-H,O (3,0 g) das cascas, por terem

apresentado resultados promissores nos ensaios antibacterianos (ltem 5.5, p. 125) e
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de nocicepgdo (Item 5.3, p. 116), foram submetidos a diferentes técnicas
cromatograficas, entretanto, ndo resultou no isolamento de substancias com grau de

pureza satisfatério para obtencdo de dados espectrais.

4.5.2 Procedimento Experimental Efetuado com as Fragbes do Caule e das

Folhas

As fragdes obtidas provenientes dos extratos brutos do caule [Hexano (5,4 g);
CHCI; (6,4 g); AcOEt (2,7 g) e MeOH-H>O (15,0 g)] e das folhas [Hexano (5,3 g);
CHCI; (3,8 g); AcOEt (0,9 g) e MeOH-H,O (0,5 g)], apesar de algumas destas
fragcBes terem apresentado atividade biolégica nos testes efetuados neste trabalho,
estas fracOes foram submetidos a diversas técnicas cromatogréficas, entretanto, ndo

resultou no isolamento e/ou grau de pureza para obtengéo de dados espectrais

4.6 Investigacao Fitoquimica da Espécie T. roseo-alba

4.6.1 Procedimento Experimental Efetuado com as Fragdes das Cascas

O extrato em MeOH das cascas de T. roseo-alba, com resultados promissores
nos ensaios de nocicepgédo (Item 5.3, p. 115), foi particionado com solu¢do MeOH-
H.O 3:2 e extraido com hexano, CHCIl; e AcOEt. As fracdes resultantes foram
submetidas a técnicas de separagdo e purificacdo de seus constituintes quimicos
(Figura 9, p. 66).

4.6.1.1 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Hexano

A fracdo em hexano das cascas (1,6 g), em virtude dos resultados
apresentados nos ensaios antibacterianos (Item 5.5, p. 125) e larvicidas (Iltem 5.6, p.
126), foi submetida a fracionamento cromatogréfico em coluna de gel de silica (70-
230 mesh) utilizando misturas de hexano e AcOEt em proporgdes crescentes de
polaridade. Este procedimento resultou no isolamento de duas substancias que
foram codificados de TrCaH-1 (0,028 g) e de TrCaH-2 (0,070 g).
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4.6.1.2 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Cloroformio

A fracdo em cloroférmio (1,8 g), em virtude dos resultados apresentados nos
ensaios antibacterianos (Iltem 5.5, p.125) e larvicidas (Item 5.6, p.126), foi submetida
a fracionamento cromatografico em coluna de gel de silica (70-230 mesh) utilizando
misturas de hexano; AcCOEt e MeOH em proporgdes crescentes de polaridade. Um
total de 62 subfracdes foi coletado, apds andlise através de CCDA utilizando
diferentes sistemas de eluentes foram agrupadas. A subfragdo 47-49 (0,032 Q)
revelou através de CCDA a presenca de dois componentes. Este material foi
submetido & cromatografia em camada delgada preparativa eluida com AcOEt. Este
procedimento resultou no isolamento de uma substancia que foi codificada de
TrCaC-2 (0,018 g).

Figura 9 - Esquema geral efetuado com as cascas de T. roseo-alba

Serragem das Cascas de T. roseo-alba (460,0 g) |

|

Extrato MeOH
(27,9 9)

(- 2,5 g para testes)

| | | |

Hexano CHCI, AcOEt MeOH-H,0
(1.6 9) (1,8 9) (3.39) (15,0 g)

-C.C. _c.c - Filtrac&o
-C.C.D.P.

TrCaH-1 TrCaH-2

(0,028 g) (0,070 g) TrCaC-2
(0,018 g)

CHCl, CHCI, -AcOEt (1:1) AcOEt | AcOEt-MeOH (1:1) MeOH

(0,09 g) (0,05 g) (0,15 g) (8,59) (1,0 9)

- Sephadex LH-20

TrCaM-1
(0,031 g)

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.6.1.3 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Acetato de Etila

A fracdo em AcOEt (3,3 g) das cascas, por apresentar resultados promissores
nos ensaios antibacterianos (ltem 5.5, p.125), apesar de submetido a diversas
técnicas cromatogréaficas ndo resultou no isolamento de substéncia com grau de

pureza para obtencéo de dados espectrais.

4.6.1.4 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em MeOH-H,0

A fragcdo em MeOH-H,O (15,0 g), por ter apresentado resultados promissores
nos ensaios de nocicepcao (ltem 5.3, p. 115), foi submetido a filtragdo em gel de
silica utilizando misturas de CHCI;, AcOEt e MeOH em gradiente crescente de
polaridade, resultando em cinco fragdes [CHCIs, (0,09 g), CHCIs-AcOEt 1:1 (0,05 g),
AcOEt (0,15 g) e AcOEt-MeOH 1:1 (8,55 g) e MeOH ( 1,0 g)].

O material da subfragdo em AcOEt (0,15 g) foi permeada em Sephadex LH-20
(com MeOH) resultando em 36 subfragdes. O material das subfra¢des reunidas 13-
15 (0,031 g) se mostrou como um solido amorfo que apds anélise através de CCD
ndo apresentou uma boa definicdo. Por esta razdo, parte desta amostra foi
submetida & andlise através de cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE,
Shimadzu LC-10A, utilizando as seguintes condi¢des: coluna analitica de fase
reversa Cig; detector UV em 254 nm; fase mével MeOH-ACN 1:1 com fluxo de
1mL/min. Obtendo-se um material com pureza de 98%, codificado de TrCaM-1.

4.6.2 Procedimento Experimental Efetuado com as Fragdes das Folhas de T. roseo-

alba

Embora o extrato em acetona das folhas de T. roseo-alba ndo tenha
apresentado resultados promissores quando submetidos aos ensaios biolégicos,
algumas de suas fragOes de particdo se mostraram promissoras em alguns dos

ensaios efetuados. Por esta razéo, algumas dessas fragdes foram investigadas.

4.6.2.1 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Cloroformio

O material da fragdo em CHCI3 (3,8 g) das folhas de T. roseo-alba, em virtude

dos resultados apresentados nos ensaios antibacterianos (Iltem 5.5, p. 125), foi
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submetido a filtracdo em gel de silica, utilizando como eluentes misturas de hexano-
CHCI; (1:1), CHCI3, CHCI3-AcOEt (1:1), AcOEt, AcOEt-MeOH (1:1) e MeOH (Figura
10, p. 69). Foram obtidas 27 subfracdes com volume médio de 5 mL cada, que foram
reunidas apds analise comparativa através de CCDA. O material das subfracdes
reunidas 8-10 (0,33 g) foi submetido a um novo fracionamento cromatogréafico em
coluna de gel de silica (70-230 mesh) utilizando misturas de hexano e AcOEt. As 18
subfragbes resultantes deste procedimento foram agrupadas com base na andlise
de CCDA. O material das subfra¢des reunidas 8-9 (0,07 g) foi fracionado em gel de
silica e resultando no isolamento de uma substancia codificada de TrFC-1 (0,016 g).

O material das subfra¢des reunidas 11-14 (0,32 g), oriunda da filtracdo da
fracdo em CHCls, foi submetida a fracionamento cromatografico em coluna de gel de
silica utilizando misturas de hexano e AcOEt, resultando no isolamento de material
sélido que apos analise através de CCDA, bem como comparagdo dos dados de
RMN constatou-se que se tratava de quantidade adicional da substancia codificada
de TrFC-1 (0,025 g).

4.6.2.2 Procedimento Experimental Efetuado com a Fragdo em Acetato de Etila

O material da fragcdo em AcOEt (1,1 g) das folhas de T. roseo-alba foi
submetido a fracionamento cromatogréfico em coluna de gel de silica (70-230 mesh)
utilizando misturas de hexano e AcCOEt como eluentes em gradiente crescente de
polaridade. Coletou-se um total de 85 subfragbes com volume médio de 5 mL cada.
Essas subfracGes apds analise através de CCDA foram agrupadas. O material das
subfragbes reunidas 26-31 (0,15 g) foi fracionado em coluna de gel de silica. Este
procedimento resultou no isolamento de uma substéncia que apdés comparacgdo
através de CCDA e com dados de RMN constatou-se que se tratava de quantidade
adicional de TrFC-1 (0,010 g).

4.6.3 Procedimento Experimental Efetuado com as Fracdes do Caule
O extrato bruto do caule (100,0 g) foi particionado e as subfragdes resultantes

em hexano, CHCI3;, AcOEt e MeOH-H,0 foram arquivadas.
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Figura 10 - Esquema geral do procedimento experimental efetuado com as folhas de

T. roseo-alba.

Serragem das Folhas de T. roseo-alba (400,0 g) l

I

Extrato Acetona

(15,2 g)
(- 1,5 g para testes)

Hexano CHCI, AcOEt MeOH-H,0
(5.2 9) (3.8 9) (4,9 9) (0,7 9)
* c.c -c.c *

26-31
8-10 11-14 (0,015 g)
(0,330 g) (0,320 g)
c.c
_C.C. -C.C.
27-37
(0,070 g) (0,025 g)
-c.c

016,
0,016 g) TrFC-1

* FragBes arquivadas

Fonte: Elaborada pelo autor

4.7 Avaliagcdo da Atividade Bioldgica

4.7.1 Ensaios para Avaliagdo da Atividade Antinociceptiva

4.7.1.1 Teste de Contor¢bes Abdominais Induzidas por Acido Acético

O potencial de inibicdo da dor dos extratos, fragbes e substancia isolada
(TrCaM-1) foi avaliado de acordo com a metodologia descrita por Barros et al., 2011.
Neste experimento todos os animais (n = 5) receberam, por via intraperitoneal (i.p.),
0,1 mL de acido acético a 0,6% a cada 10 gramas do peso do animal como estimulo.
Os extratos brutos (100 mg/kg) e fragdes (100 mg/kg) e a substancia isolada e (10, 1
e 0,1 mg/kg) foram solubilizados em Tween 80 em seguida adicionado solugéo
salina (0,9%) de forma que a quantidade maxima Tween 80 no veiculo n&o

ultrapassa-se 1%. Uma hora antes da injecao do estimulo com &cido acético, os
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animais do seu respectivo grupo receberam por via i.p. os extratos, fracdes e
substancia isolada TrCaM-1. O grupo controle recebeu o0 mesmo volume do veiculo
(i.p.) e como farmaco de referéncia foi utilizado indometacina (10 mg/kg, i.p.). Cinco
minutos apos a administracdo do acido acético, o niumero de vezes que cada animal
apresentou contorgdes abdominais foi contado durante 10 minutos consecutivos.
(REANMONGKOL et al., 1994). A percentagem de inibicdo para cada grupo teste foi
determinada usando a férmula abaixo, na qual C indica grupo controle e T o grupo

tratado com extrato/fragdes e/ou substancia isolada.

T x 100

Inibicdo (%) = 100 — c

4.7.1.2 Nocicepcao Induzida por Estimulo Térmico da Substancia TrCaM-1

Para uma melhor compreensdo da atividade antinociceptiva da substancia
isolada TrCaM-1 foi efetuado o teste de laténcia ao calor descrito por Oliveira et al.,
(2012). Os animais (n = 6) foram colocados individualmente sobre a superficie de
uma placa metélica aquecida e mantida a 54 + 1°C. O tempo de laténcia ao calor foi
avaliado utilizando como parametro o tempo que o animal levou para retirar uma das
patas traseira da superficie aquecida, lambé-la ou pular. Os animais foram
colocados na placa aquecida, 60 minutos apés a administracdo intraperitoneal da
substancia codificada de TrCaM-1 (10, 1 e 0,1 mg/kg); grupo controle (veiculo) e

com morfina (5 mg/kg) utilizado como farmaco de referéncia.

4.7.1.3 Nocicepgéo Induzida por Formalina da Substancia TrCaM-1

O ensaio de formalina foi utilizado para melhor avaliar os parametros
relacionados a nocicepcdo (dor neurogénica e dor inflamatoria), para tanto, os
animais (n = 5) foram tratados com formalina (2,5%, 20 pL) na area subplantar da
pata direita e colocada em uma camara triangular com duas faces espelhadas e a
outra apenas com vidro. Apés o estimulo com formalina, o tempo (em segundos) que
o animal passou lambendo a pata traseira foi cronometrado durante os primeiros 5
minutos (primeira fase) e no intervalo de 15-30 minutos (segunda fase), sendo
considerado tempo zero o momento imediatamente apds a administracdo

intraplantar de formalina no animal (OLIVEIRA et al., 2012). Os animais foram preé-
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tratados por via intraperitoneal com a substancia TrCaM-1 (10 mg/kg), solugcao salina
(controle) e o farmaco de referéncia, a indometacina (10 mg/kg), 60 minutos antes

da administracdo do estimulo.

4.7.1.4 Andlise do Possivel Mecanismo Antinociceptivo da Substancia TrCaM-1

Para esclarecer o possivel mecanismo de acdo envolvido na resposta
antinociceptiva da substancia testada TrCaM-1 (10 mg/kg; i.p.), os animais foram
tratados, por via intraperitoneal (i.p.), seguindo o modelo induzido por &cido acético,
com antagonistas que atuam nos receptores opidides [naloxona (5 mg/kg)],
muscarinico [atropina (2 mg/kg)], a-2-adrenérgico [ioimbina (1 mg/kg)],
dopaminérgicos [haloperidol (1 mg/kg)], bem como no envolvimento de canais de
potassio [glibenclamida (10 mg/kg)], 15 minutos antes da administragdo da amostra
teste (PANDURANG et al., 2014).

4.7.2 Ensaios para Avaliagdo da Atividade Anti-inflamatéria da substancia Codificada
de TeCaA-1

4.7.2.1 Efeito anti-inflamatério da substancia codificada de TeCaA-1 no modelo de

inflamacé&o pulmonar aguda induzido do LPS

Os animais (n = 5) foram inicialmente tratados por via i.p., recebendo 10 uL/g
por peso corpéreo do animal com a substancia TeCaA-1, nas doses de 10 e 1
mg/Kg, salina ou dexametasona (2,5 mg/Kg). Ap6és 60 min os animais foram
anestesiados i.p. (100 pL, de uma solugédo 8:1:1, salina (0,9% NaCl), xilazina e
cetamina, respectivamente). Em seguida os animais foram instilados, com o auxilio
de uma micropipeta automética, com 50 pL de LPS por via intranasal (i.n.) na dose
de 0,2 yg/pL. Os animais foram eutanasiados 6 horas depois para a coleta do lavado
broncoalveolar (BAL). Para tanto, estes foram traqueostomizados e canulados com
cateter de polietileno (SZARKA et al., 1997). As vias respiratérias foram lavadas com
1 mL de PBS/EDTA 10 mM e centrifugados a 1500 rpm a 4°C por 5 minutos, o
sobrenadante foi recolhido em eppendorfs e armazenado no ultrafreezer -80°C. Para
determinar o numero total de células no BAL, 90 ul da suspenséo de células foram
adicionados a 10 pl de liquido de Turk e avaliados em camara de Neubauer. Para

contagem diferencial, células foram ressuspensas em 1 mL de PBS 1x gelado, e 100
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pL deste material foi colocado em uma citocentrifuga na qual foram processados a
1500 rpm a 4°C por 5 minutos, ao final deste processo, os citocentrifugados foram
corados pelo método de May-Grunwald-Giemsa. As andlises foram feitas com auxilio
de um microscopio 6ptico com objetiva de 100x. Em outra aliquota contendo células
foi realizada marcacao visando a quantificagcdo de espécies reativas e oxigénio pela

técnica de citometria de fluxo utilizando DCFH.

4.8 Avaliagdo da Atividade Antibacteriana

Os ensaios antibacterianos foram realizados em colaboragdo com a Prof? Dr2
Maria Lysete de Assis Bastos, no Laboratério de Pesquisa e Tratamento de Feridas,
da Escola de Enfermagem e Farmacia da Universidade Federal de Alagoas. Para
tanto, os extratos brutos e fragdes oriundas de particdo ou de filtragcdo de T. elliptica
e T. roseo-alba foram avaliados e tiveram a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
determinada através a técnica de microdiluicdo em caldo (AYRES et al. 2008), frente
a duas Gram-positivas [Staphylococcus aureus (ATCC-25923) e Enterococcus
faecalis (ATCC-29212)] e a duas Gram-negativas [Escherichia coli (ATCC-14942) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC-27583)] (AYRES et al. 2008). Nestes ensaios,
foram utilizados placas estéreis de 96 pocos (fundo em “U”, com 12 colunas (1-12) e
8 linhas (A-H). Para tanto, seis miligramas de cada extrato foram previamente
dissolvido em 300 pL de DMSO, apo6s completa dissolugdo foram acrescentados
2700 pL de solugéo salina tamponada estéril [5,61 g de NaCl; 0,11 g de KCI; 1,0 g
KH,PO, e 2,0 g de Na,HPO, em 1L de H,0O], obtendo-se uma concentragéo final de
2000 pg/mL. Em cada pogo das colunas de 1-12 das microplacas, foram adicionados
100 pL do meio de cultura Mueller Hinton Broth — BHM (21 g de do p6 de BHM em
1L de agua destilada, apds completa dissolugéo, esta foi esterilizada em autoclave,
a 121°C durante 15 minutos). Como todos os ensaios foram realizados em triplicata,
cada microplaca comportou trés amostras por placa. Desta forma, 100 pL da solugéo
estoque preparada inicialmente foram adicionados nos pogos 1-3, 4-6 e 7-9 da linha
A, apbés homogeneizacdo e com o auxilio de uma pipeta multicanal semiautomatica,
100 pL do conteudo da linha A foram transferidos para a linha B, o mesmo foi
transferido da linha B para a linha C, e assim sucessivamente até a linha H,
desprezando-se apds homogeneizagdo o excesso da diluicdo. Este procedimento

resultou na obtencdo de concentragbes de 1000 pg/mL (linha A), 500 pg/mL (linha
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B), B; 250 pg/mL (linha C), 125 pg/mL (linha D), 62,5 pg/mL (linha E), 32,25 pg/mL
(linha F), 15,625 pg/mL (linha G) e 7,8125 pg/mL (linha H).

Os experimentos foram realizados depositando em um tubo de ensaio, 0s
in6cuos microbianos em 10 mL de 4gua destilada estéril. A turbidez desta solucao foi
comparada com o tubo 0,5 da escala de MacFarland [0,5 mL de BaCl, (0,048 mol/L)
e 99,5 mL de H,SO4 (0,18 mol/L)] que corresponde a 1,5 x 10° Unidade Formadora
de Coldnias -UFC/mL, em seguida o 5 pL dos inécuos foram depositados em todos
0s pocos das colunas 1-11 e das linhas A-H. Os orificios das colunas 10, 11 e 12
foram reservados para o controle de crescimento (in6cuo e o meio BHM); controle
negativo (DMSO 10 %, inécuo e o meio BHM) e o controle de esterilidade da placa
(apenas o meio BHM). As microplacas foram incubadas em estufa bacterioldgica a
35°C por 18 horas. Decorrido este intervalo de tempo foi acrescentado a cada um
dos pogos 20 pL de CTT (cloreto de trifenil tetrazolium) a 0,5 % e as microplacas
foram incubadas novamente por mais trés horas a 35°C. ApoOs este periodo, o
surgimento da coloragdo vermelha nos pocos indicou crescimento microbiano, visto
que o CTT se reduz na presenca de H*, formando o trifenil formazan que apresenta

coloragéo vermelha (Esquema 5, p. 73).

Esquema 5. Reagéo de redugéo do CTT.
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4.9 Avaliagcao da Atividade Larvicida

Os extratos brutos, bem como as fragdes oriundas das particdes, foram

submetidos a ensaios frente a larvas do quarto estaddio (L4) do mosquito Aedes

(Stegomyia) aegypti L., 1762 (Diptera: Culicidae). Os experimentos foram realizados no

Insetario do Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de Quimica e Biotecnologia
da UFAL (LPgPN-IQB/UFAL), seguindo recomendacgdes da Organizacdo Mundial de

Saude (WHO, 2005) com algumas modificacdes.
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4.9.1 Criagao e Manutencdo dos Mosquitos

Larvas de A. aegypti foram obtidas a partir de ovos depositados em papéis de
filtro e adicionados em bacias com agua destilada, por um periodo de 48 h, para
eclosdo das larvas. Seu desenvolvimento em diferentes estadios (L1, L2, L3 e L4), que
posteriormente evoluiu para pupas e por fim até a forma adulta, foi mantido a uma
temperatura média de 28 + 2°C e umidade relativa do ar de 80 + 4%, com fotoperiodo
de aproximadamente 12 horas. Durante este periodo, as larvas foram alimentadas com
racao (autoclavada) para gatos. Os insetos adultos foram mantidos em gaiolas teladas
com naylon (15 x 25 cm), alimentados com uma solugdo de glicose a 10% em
chumacgos de algodéo, trocados diariamente. Para maturagdo dos ovos, 0 repasto
sanguineo das fémeas do mosquito foi feito, por 1h, com pombos da espécie Columbia

livia.

4.9.2 Ensaios para Avaliagédo da Atividade Larvicida

Para a realizag@o dos ensaios foram utilizadas larvas jovens do 4° estadio. Apés
a triagem de acordo com o estddio, estas foram colocadas em copos plésticos
descartaveis de 200 mL. Foram utilizadas por teste 15 larvas, com trés réplicas para
cada amostra analisada. Apds pesagem, os extratos foram dissolvidos em solug&o
aquosa de DMSO a 1%. Para avaliagdo preliminar da mortalidade, cada grupo foi
exposto, na concentracdo de 250 ppm, a solucdo teste durante 48 horas. Para o
controle negativo utilizou-se solugédo aquosa de DMSO a 1% e para controle positivo
utilizou-se Temefds a 3 ppm, os quais foram mantido nas mesmas condi¢des do teste.
A mortalidade das larvas foi computada em 24 e 48 horas apds o inicio do teste.

De acordo com o percentual de mortalidade ap6s 48 horas, obteve-se o grau de
atividade dos extratos e fracbes testados de acordo com 0s seguintes critérios: a)
Mortalidade superior a 75% — considerado promissor; b) Mortalidade entre 50% e 75%
— considerado parcialmente promissor; c) Mortalidade entre 25% e inferior a 50% —
considerado fracamente promissor e d) Mortalidade inferior a 25% — considerado
inativo.

Os testes considerados promissores foram novamente testados em

concentragdes menores, com 0 objetivo de observar do madximo ao minimo de
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mortalidade, com base nesses resultados foi calculada a CLsg utilizando o programa
POLO pelo método PROBIT de analise.

4.10 Anélise Estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos farmacoldgicos foram analisados
através do teste de andlise de variancia do teste t (ANOVA), seguido do teste
estatistico one-way de Newman-Keuls-Student. Os dados foram expressos como a
média * erro padréo da média (EPM) com um minimo seis animais, onde os valores
de P<0,05 foram considerados estatisticamente significativo. Nos ensaios larvicidas
a determinagdo ClLso (concentracdo da amostra inibitéria para 50% de uma
populagéo de larvas) foi realizada através do método de analise PROBIT (FINNEY,
1972).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados Referentes a Investigacdo Fitoquimica

A investigacdo fitoquimica efetuada com diferentes partes das espécies T.
elliptica (Te) e T. roseo-alba (Tr) resultou no isolamento de nove substancias (Figura
11, p. 76) que foram codificadas de acordo com o nome da espécie, da parte da
planta estudada (C = Caule, Ca = Cascas e F = Folhas) e do extrato oriundo de
particdo (H = hexano, C = cloroférmio, A = acetato de etila e M = metanol/agua) das

guais foram isoladas.

Figura 11 — Compostos isolados de T. elliptica (Te) e T. roseo-alba (Tr).

TrCaH-1 TeCaH-1

TeCaA-2

TrFC-1a

TrFC-1b

Continua
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Fonte: Elaborada pelo autor
5.2 Identificac&o Estrutural dos Compostos Isolados

5.2.1 Identificagé@o Estrutural da Substancia TeCaA-1

A substancia codificada de TeCaA-1 foi identificada como sendo um derivado
fenilpropanoide, conhecido como Acido p-hidroxicindmico ou Acido cumarico,
com base na andlise dos dados de RMN, bem como comparacdo com dados
descritos na literatura (GOETZ et al., 1999).

O espectro de RMN *H (Figura 12, p. 78; Tabela 4, p. 80) permitiu reconhecer
sinais, cujos valores de deslocamentos quimicos, multiplicidades e constantes de
acoplamento estdo condizentes com a presenca de hidrogénios olefinicos a,[3-
insaturados em configuragao trans [6 6,26 (d, J = 15,9 Hz, H-a) e 5 7,59 (d, J =15,9
Hz, H-B)] e hidrogénios arométicos em um sistema 1,4-dissubstituidos [ 7,43 (d, J =
8,6 Hz, H-2/6) e 5 6,79 (d, J = 8,6 Hz, H-3/5)].

A anélise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN *C e DEPT
[Figuras 13 (p.79) e 14 (p. 80); Tabela 4, p. 79] evidenciou a presenca de sete sinais
representando um total de nove atomos (trés ndo hidrogenados e seis mono-
hidrogenados), visto que dois deles apresentam intensidades relativas para dois
carbonos cada. Dentre esses carbonos foram observados sinais com valores de
deslocamentos quimicos que confirmam a presenca de um grupo carboxila
conjugado (8 171,09), dois carbonos olefinicos a,B-insaturados [6 115,67 (CH, C-8) e
d 146,56 (CH, C-7)], um carbono aroméatico oxigenado (56 161,09, C-4), além de
quatro carbonos arométicos mono-hidrogenados [6 116,8 (C-3 e C-5) e 6 131,06 (C-
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2 e C-6)] e de um carbono sp? ndo hidrogenado (8 127,24). Esta anélise permitiu

constatar que as atribuicbes de C-2/C-6 e C-1 estdo invertidas na literatura. Estas

informacdes, aliadas a comparacdo com dados de RMN **C descritos na literatura

para o Acido p-hidroxicinamico, também conhecido como Acido p-cumarico,

permitiram identificar TeCaA-1 com este acido.

Estudos prévios demonstram que o Acido p-
hidroxicumarico (TeCaA-1) apresentou atividades
hepatoprotetora, pela inibicdo da enzima 5-lipoxygenase,
e antioxidante, inibicdo do LDL (SHARMA, 2011), e ndo

foi citotoxico para linhagens de células tumorais KB e s 5 o
Hela (SICHAEM et al., 2012). No género Tabebuia este 5 1 °X¢ 9OH
acido foi isolado previamente somente em T. roseo. HO 4™ 2
Considerando este e outros estudos que demonstram 0s
diferentes efeitos biolégicos para TeCaA-1, no presente TeCaA-1
este composto foi avaliado no modelo de inflamagéo
pulmonar aguda e os resultados estdo demonstrados no
item 5.4 (p. 122).
Figura 12 - Espectro de RMN *H (400 MHz,CD;0D) da substancia TeCaA-1.
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Tabela 4. Dados de RMN (*H: 400; *C: 100 MHz, CDsOD, &, Hz) da substancia
TeCaA-1 e comparacdo com dados do Acido p-cuméarico em CD3;OD
(GOETZ et al., 1999).

Posig&o TeCaA-1 Acido p-cumarico
8C 8H SC SH

1 127,24 131,32
2/6 131,06 7,43 (2H, d, J = 8,6) 1275% 7,54 (2H,d, J = 8,6)
3/5 116,8 6,79 (2H, d, J = 8,6) 1171 6,89 (2H, d, J = 8,6)
4 161,09 161,2

7 146,56 7,59 (1H,d, J =15,9) 146,9 7,69 (1H,d,J =15,9)
8 115,67 6,26 (1H, d, J = 15,9) 115,8 6,37 (1H, d, J = 15,9)
9 171,09 171,3

& Atribuicdes invertidas na literatura.

Figura 13 - Espectro de RMN **C (100 MHz, CD3;0D) da substancia TeCaA-1.
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Figura 14 - Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDsOD) da substéncia TeCaA-1.
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5.2.2 Identificagéo Estrutural da Substancia TeCaA-2

A substéancia codificada de TeCaA-2 foi identificada como sendo um iridoide do
tipo Cy triciclico ndo glicosilado com base na analise dos dados de RMN, bem como
pela comparacdo com dados de RMN relatados na literatura (MOROTA et al., 1989).

A andlise conjunta dos espectros de RMN 'H e (Figura 15, p. 86; Tabela 5, p.
85) permitiu reconhecer sinais cujos valores de deslocamentos quimicos estédo
compativeis com a presenca de um hidrogénio dioximetinico [6 5,31 (d, 5,4 Hz, H-1)],
guatro hidrogénios oximetilénicos [6 3,54 (m, H-3a), & 3,89 (m, H-38), 6 3,44 (d, 10,5
Hz, H-10B) e 6 4,41 (d, 10,5 Hz, H-10a)], um oximetinico [ 3,82 (dd, 10,4 Hz, H-6)] e
metilénicos [0 1,68 (m, H-4)]. Essa feicdo espectral permitiu sugerir a presenca de
um composto alifatico saturado bastante oxigenado, possivelmente de um iridoide.

A anélise conjunta dos dados obtidos dos espectros de RMN *3C (Figura 18, p.
87; Tabela 5, p. 85), DEPT 135 (Figura 19, p. 88) e HSQC (Figura 17, p. 87) permitiu
reconhecer sinais para nove atomos de carbono (um ndo hidrogenado, trés di-
hidrogenados e cinco mono-hidrogenados). Destes, atencdo especial foi dada aos

sinais caracteristicos de anel pirdnico de iridoides que ndo possui insaturacao entre
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Cs-C4[6 101,28 (C-1, carbono acetélico), 5 56,46 (C-3) e 6 21,89 (C-4), 5 36,52 (C-5)
e 6 45,73 (C-9)]. Adicionalmente, foi observada a presenca de trés atomos de
carbonos, cujos valores de deslocamentos quimicos estdo compativeis com a
presenca de um anel ciclopentano de iridoides oxigenados em C-6 (& 76,10), C-7 (d
73,91) e C-8 (5 85,12 (C-8). A comparacdo do valor do deslocamento quimico
esperado para C-7 (5 84,0, MOROTA et al.,, 1989) em compostos oxigenados
permitiu inferir a presenca de um atomo de cloro (ClI), que foi confirmado no espectro
de RMN *CI (Figura 16, p. 86). Estas informacdes, aliadas a comparacdo com
dados da literatura permitiram propor para TeCaA-2 a estrutura do iridoide

conhecido como Rehmaglutina D.

A literatura cientifica relata para este HO 4
composto atividade antitumoral frente a células de che&° J 3
8 0
hepatoma humano (SMMC-7721), de carcinomas HO - 1
-0

uterino humano (Hela) e melanético em ratos, bem
como antibacteriana (B. subtilis, E. coli e S. aureus) TeCaA-2
(DAL, LIU, YANG, 2002; TUNDIS et al., 2008).

Rehmaglutina D foi isolado anteriormente somente em espécies cujas familias
estdo inseridas na superordem Lamiiflorae, tais como Simaroubaceae (KOSUGE et
al., 1994)], Asteraceae (CHEN et al.,, 2006; XIAO et al.,, 2013), Bignoniaceae
(SOARES, 2006), Orobanchaceae (DAI, LIU, LI, 2002), Schrophulariaceae
(KITAGAWA et al., 1973; 1986; NAGAOKA et al., 2001; NGUYEN et al., 2002; ANH
et al., 2003; HASSAN et al.,, 2003; WANG et al., 2006) e Plantaginaceae (YANG;
ZHU, 1991; GENC et al., 2010)]. Em Bignoniaceae este composto tem sido relatado
somente na espécie Tabebuia caraipa (SOARES, 2006), o Unico iridoide clorado até
entdo reportado nesta familia. Considerando que iridoides sdo marcadores
taxonémicos para esta familia (OLMSTEAD et al., 2009; CIPRIANO et al., 2012), o
isolamento deste composto no presente trabalho podera auxiliar no posicionamento
do género Tabebuia dentro da familia.

Do ponto de vista biossintético, iridoides clorados parecem ser produzidos a
partir dos correspondentes iridoides epoxidados pela adi¢cdo de ion cloreto visto que
estes ocorrem com frequéncia (KITAGAWA et al., 1986). O Quadro 2 (p. 83) mostra

alguns exemplos de iridoides epoxidados e suas respectivas cloridrinas.
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Mais de 4000 produtos naturais halogenados, oriundos de bactérias, fungos,
algas, plantas superiores, insetos e animais sdo conhecidos (NEUMANN,
FUJIMORI, WALSH, 2008) e varios deles podem ser formados naturalmente pela
influéncia de ambientes organohalogenados (MURPHY, 2003). No entanto, o0s
mecanismos pelos quais sdo formados ainda ndo estdo bem esclarecidos
(MURPHY, 2003). Sabe-se que os metabdlitos secundarios desempenham um
importante papel em suas defesas contra seus inimigos naturais (patégenos,
herbivoros, microorganismos do solo, parasitoides, nematoides, etc.) (WURST et al.,
2010) e que quase todas as plantas vivem em associagdo com micro-organismos, tal
como fungos, por exemplo, que podem colonizar a superficie (colonizacdo epifitica)
ou ocupar os espacos intercelulares (colonizacdo endofitica - vivem no interior das
plantas, em harmonia com o hospedeiro) dos tecidos vegetais. Nessas associa¢des
mutualisticas, a convivéncia entre o fungo e a planta hospedeira é pacifica, ambos
sao beneficiados. O fungo recebe da planta nutricdo e abrigo, aumentando a sua
sobrevivéncia e a planta aumenta sua capacidade competitiva e sua resisténcia
contra fatores bidticos e abidticos. Um dos mecanismos pelo qual os fungos
aumentam o desempenho do hospedeiro é através da excre¢do de metabdlitos, pois
protegendo a planta ele estd4 protegendo a si préprio. Os fungos endofiticos, por
exemplo, ndo causam prejuizos a planta hospedeira, pelo contrario, muitas vezes
contribuem para sua defesa, por meio da competicdo com fitopatdégenos, producéo
de metabolitos e inducdo de resisténcia sistémica, além de em alguns casos
promover o crescimento do vegetal, por meio da producéo ou inducdo da sintese de
substancias reguladoras do crescimento e outras (BORGES, 2008). Dada essa
complexidade de interacdes, € possivel que o &tomo de cloro presente em TeCaA-2
(Rehmaglutina D) possa ter origem em uma das interagdes da planta com seus
simbidticos.

Do ponto de vista quimico, Rehmaglutina D podera ser obtido a partir do
iridoide Catalpol ap6s hidrogenagéo catalitica e tratamento com HCI-MeOH via
clivagem do anel epoxido e formagdo do acetal entre C-3 e C-10, seguido de
hidrélise (KITAGAWA et al., 1991) (Esquema 6, p. 84). Assim sendo, considerando
as condicdes experimentais que foram utilizadas durante as etapas de secagem,
extracdo, isolamento e purificagédo deste composto no presente trabalho (itens 4.4. e
45.1.2. pp. 62-63) sugerimos que a substancia codificada de TeCaA-2
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(Rehmaglutina D) seja um produto natural cuja possivel origem da presenca do

atomo de cloro foi abordada anteriormente no item 2.6.2 (p. 54).

Quadro 2. Exemplos de coocorréncia de iridoides epoxidados e suas respectivas

cloridrinas.
Iridoide Cloridrina/Espécie Referéncia
HQ o KITAGAWA et al.,
o 1973;
o) 0]
Me ol
o _ Linariosideo
Antirrhinosideo L :
(Linaria japonica)
H -
HQ Me HQ EL-NAGGAR,
B BEAL, DOSKOTCH,
Cl o
4 o} Ho™= 1982
HH oaic OGle

Deutziosideo

7-Clorodeutziol

(Mentzelia decapetala)

UH Qu KOBAYASHI et
CI"--i:I:/\r al., 1984
y TR
HO OGilc 0O
6-Deoxicatalpol
UESATO,
HASHIMOTO,
INOUYE, 1979
ﬂ v HO o
O
OGlI j
C cl OGilc
Eustomosideo Continua

Eustosideo (Eustoma russelianum)
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Quadro 1 (Continuagéao)

HQ
Gl ij/o\ KITAGAWA et al.,
0
HO=2 ¢ -
YOSHIKAWA et
al., 1986

Glutinosideo (Rehmannia glutinosa)
H
OGlc

R
Catalpol CI....i:Ii/\r KITAGAWA et al.,
HO O 1986:

/

:\iC:)
YOSHIKAWA et
. . l., 1986
Rehmaglutina B (R. glutinosa) a
R=R:=0OH
Rehmaglutina D (R. glutinosa)
R=H, Ry = OH
HQ o H
X JENSEN; NIELSEN,
o) ) 0] 1989
H "™ 0OGlc
Stilbericosideo
Thunbergiosideo
(Thunbergia fragans)
Esquema 6. Formagéao de Rehmaglutina D a partir do Catalpol.
HO 4
3% HClemhelH
—_— CI.... H
t.a 0
HO H

O
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Tabela 5 - Dados de RMN (*H: 400; *C: 100 MHz, CDs;OD/CDCls;, &, Hz) da

substancia TeCaA-2 e comparagdo com dados da Rehmaglutina D

(MOROTA et al., 1989).

Posicéao TeCaA-2 Rehmaglutina D
dc dH/HSQC Sc SH
CH
1 101,28 531 101,4 5,31
(1H,d, J=5,4) (1H, d, J =5,5)
5 36,52 2,15m 36,7 2,15
(1H, dddd, J = 10,3; 10,3; 5,5;
2,0;0,8)
6 76,10 3,82 76,3 3,81
(1H, dd, J=10,1; 10,5) (1H, dd, J = 10,1; 10,1)
7 73,91 4,07 74,1 4,06
(1H, dd, J = 9,4) (1H, dd, J=10,1; 1,6)
9 4573 2,30 45,9 2,29
(1H, m) (1H, dd, J = 10,3; 5,5)
CH,
3 56,62 3,89 (1H,, m) 56,5 3,85
3,55 (1Hg,m) (1H,, ddd, J = 12,8; 11,7; 2,9);
3,54
(1Hg, dddd, J =11,7; 5,3; 2,0;
0,8)
4 21,89 1,68 m 22,0 1,78
(1Hq, dddd, J = 14,4; 12,8; 5,5;
5,3)
1,66 (1Hg, dddd, J = 14,4; 2,9;
2,0; 2,0)
10 72,68 4,41 72,8 4,39
(1H,, d, J = 10,4) (1Hq, d, J = 10,3)
3,44 (1Hg, d, J = 10,4) 3,43 (1Hg, dd, J = 10,3; 1,6)
C
8 85,12 85,3
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Figura 15 - Espectro de RMN *H (400 MHz,CD3;OD/CDCls) da substancia TeCaA-2.
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Figura 16 - RMN *CI (39,20 MHz,CDs0OD) da substancia TeCaA-2
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Figura 17 - Espectro HSQC (*H: 400; *C: 100 MHz, CDCls) da substancia TeCaA-2.
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Figura 18 - Espectro RMN **C (100 MHz, CDsOD/CDCls) da substancia TeCaA-2.
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Figura 19 - Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDsOD/CDCl3) da substancia TeCaA-2.
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5.2.3. Identificagdo Estrutural das Substancias Codificadas de TeCaH-1 e
TrCaH-1

As substancias codificadas de TeCaH-1 e TrCaH-1 foram identificadas como
sendo fitoesterdides com base na analise dos dados obtidos dos respectivos
espectros de RMN, bem como pela comparagdo com dados da literatura.

A andlise dos dados obtidos dos espectros de RMN 'H (Figuras 20-21, p. 92;
Tabelas 6-7, pp. 90-91) permitiu reconhecer valores de deslocamentos quimicos
compativeis com a presenca de hidrogénios carbindlico [TeCaH-1: § 3,54 (m, H-3)],
olefinico [TeCaH-1: 6 5,35 (m, H-6); TrCaH-1: [6 5,73 (sl)], além de varios sinais
simples, duplos e mdltiplos entre 56 0,68 a 6 1,01 em TeCaH-1 e entre 5 0,69 e 5 1,18
em TrCaH-1, atribuidos a grupos metilicos, metilénicos e metinicos. No espectro de
TrCaH-1, foi observado um tripleto em & 2,34, atribuido a hidrogénio alfa a um grupo
carbonilico. Estes dados permitiram sugerir para ambos esqueletos de fitoesteroides.

A andlise conjunta dos dados dos respectivos espectros de RMN **C (Figuras
22-23, p. 93; Tabelas 6-7, pp. 90-91) e DEPT 135 (Figura 24 p. 94) permitiram

confirmar a presengca de um carbono carbindlico 6 71,82 (CH, C-3), carbonos
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olefinicos para uma ligacao dupla trissubstituida em & 140,74 (C, C-5) e & 121,75
(CH, C-6)], compativeis com uma ligagdo entre C-5 e C-6 de um nucleo
estigmastano, bem como a presenga de seis metilas (Tabela 6, p. 90) em TeCaH-1.
Nos espectros de TrCaH-1, além dos sinais de grupos metilas (Tabela 7, p. 91), foi
observada a presenca de um grupo carbonilico conjugado [6 200,05 (C)], uma
ligag&o dupla conjugada do tipo trissubstituida [5 171,00 (C) e & 123,70 (CH)].

A andlise conjunta dos dados espectrais de RMN e a comparagdo com dados
da literatura permitiu identificar TeCaH-1 e TrCaH-1 como sendo fitoesteroides
conhecidos como B-Sitosterol (MACARI; EMERENCIANO; FERREIRA , 1990) e
Sitostenona (GRECA; MONACO; PREVITERA, 1990), respectivamente.

O B-Sitosterol possui ocorréncia frequente em plantas superiores e apresenta
diversas atividades biolégicas relatadas na literatura. Vale destacar o trabalho
realizado por Gupta et al. (2010), que mostra a inibicdo da expressédo de moléculas
de adesdo, bem como a prépria inibicdo da adesédo celular dos neutréfilos a células
endoteliais humanas, exibindo um potencial promissor no desenvolvimento de

agentes anti-inflamatorios.
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Tabela 6 - Dados de RMN (*H: 400; **C: 100 MHz, CDCls, 8, Hz) da substancia
TeCaH-1 e comparacdo com dados da literatura (MACARI;
EMERENCIANO; FERREIRA, 1990).

. TeCaH-1 B-Sitosterol
Posicéao
dc O d¢c Sy
1 37,24 37,30
2 31,63 31,60
3 71,82 3,54 (m) 71,70 3,50 (m, 1H)
4 42,30 42,30
5 140,74 140,80
6 121,75 5,36 (m) 121,60 5,20 (m, 1H,)
7 31,91 31,90
8 31,88 31,90
9 50,10 50,20
10 36,49 36,50
11 21,07 21,10
12 39,76 39,80
13 42,26 42,30
14 56,80 56,80
15 24,30 24,30
16 28,26 28,30
17 56,02 56,10
18 11,86 0,68 (s) 11,90 0, 69 (s)
19 19,41 1,01 (s) 19,40 0,99 (s)
20 36,15 36,10
21 19,83 18,80
22 33,90 34,00
23 26,01 26,40
24 45,80 46,10
25 29,38 29,00
26 19,02 0,92 (d, J = 0,65) 19,10 0,83(d,J=6,4)
27 18,78 0,87 (d,J =6,9) 18,90 0,81 (d,J=6,4)
28 23,04 0,68 (s) 23,10
29 11,98 0,83 (t, J =6,9) 12,30 0,83 (t,J =6,5)
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Tabela 7. Dados de RMN (*H: 400; *3C 100 MHz, CDCls, Hz) da substancia TrCaH-1
e comparacdo com dados da Sitostenona (GRECA; MONACO;
PREVITERA, 1990).

TrCaH-1 Sitostenona
Posicédo Sc Su S¢ oH
1 35,66 35,68
2 33,94 2,34 (t,J=7,4; 33,89
15,0)

3 200,05 198,92

4 123,70 5,73 (sl) 123,64 5,74 (s)
5 171,00 171,01

6 32,97 32,86

7 32,04 32,07

8 35,62 35,73

9 53,81 53,04

10 38,62 38,58

11 21,02 21,03

12 39,62 39,48

13 42,39 42,35

14 55,87 55,94

15 24,18 24,12

16 28,18 28,10

17 56,01 56,08

18 11,96 0,69 (s) 11,98 0,71 (s)
19 17,37 1,18 (s) 17,38 1,18 (s)
20 36,11 36,10

21 18,69 18,72

22 33,88 34,01
23 26,08 25,99
24 45,83 45,80
25 29,23 29,11
26 19,80 19,81
27 19,02 19,18
28 33,68 33,10

29 11,96 11,14
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Figura 20 - Espectro de RMN *H (400 MHz,CDCls) da substancia TeCaH-1.
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Figura 21 - Espectro de RMN *H (400 MHz,CDCl;) da substancia TrCaH-1.
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Figura 22 - Espectro de RMN **C-APT (100 MHz, CDCls) da substancia TeCaH-1.
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Figura 23 - Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCl;) da substancia TrCaH-1.
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Figura 24 - Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCls) da substancia TrCaH-1.
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5.2.4 Identificagdo Estrutural das Substancias TrFC-1a e TrFC-1b

A analise dos dados obtidos dos espectros de RMN e a comparagdo com
dados da literatura da amostra codificada de TrFC-1 revelou que se tratava de uma
mistura constituida por dois componentes que foram codificados de TrFC-la e
TrFC-1b.

O espectro de RMN *H da mistura (Figura 25, p. 97) evidenciou sinais cujos
deslocamentos quimicos estdo coerentes com a presenca de hidrogénios
carbindlicos [TrFC-1a eTrFC-1b: & 3,36 sl], olefinicos [TrFC-1a: 6 5,23 sl e TrFC-1b:
8 5,27 sl], além de véarios sinais para grupos metilas entre 8 0,77 a 8 1,26 ppm. Esta
feicdo espectral permitiu sugerir que se tratava de uma mistura de triterpenos.

A anélise dos espectros de RMN *C (Figuras 26-27, pp. 97-98; Tabela 8, p.
96) e DEPT 135 (Figura 28, p. 98) da mistura permitiu reconhecer sinais, cuja
natureza e valores de deslocamentos quimicos estdo compativeis com esqueletos
de triterpenos pentaciclicos das séries ursano (TrFC-la: 6 125,7 (CH, C-12) e &
137,8 (C, C-13) e oleanano (TrFC-1b: 8 122,5 (CH, C-12) e § 144,0 (C, C-13), além

de outros sinais para os carbonos que diferenciam os dois esqueletos, tais como C-
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18 (TrFC-1a: 6 53,0 e TrFC-1b: 6 41,9), C-19 (TrFC-1a: 6 39,3 e TrFC-1b: 6 45,8) e
C-20 (TrFC-1a: 6 39,1 e TrFC-1b: 6 30,9) de ambos. Estas informagdes aliadas a
comparagao com dados da literatura (Tabela 8, p. 96) permitiram identificar TrFC-1a
como sendo o Acido ursoélico e TrFC-1b o Acido oleandlico. Estes &cidos e seus
derivados ocorrem com frequéncia em plantas superiores e possuem atividades
biolégicas de grande interesse, tais como antitumoral, anti-HIV, antibacteriana e
antimalaricos (WU et al., 2014). Estes compostos j& foram isolados em espécies do
género Tabebuia: Acido ursélico (T. caraiba e T. ochracea) (IIDA et al., 1998) e
Acido ursélico (T. pentaphylla) (BISHAY et al., 1987).

TrFC-1a TrFC-1b
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Tabela 8 - Dados de RMN (13C: 100 MHz, CDCIs/CD30D, 08) das substancias TrFC-
la e TrFC-1b e comparagdo com dados da literatura (FALCAO;
FERNANDES; MENEZES, 2003).

Posicéao TrFC-1a TrFC-1b Aqd_o Acu?o_
ursoélico oleandélico
1 38,9 38,9 38,9 38,5
2 23,23 26,9 23,5 27,4
3 78,99 78,99 78,3 78,7
4 37,2 39,5 37,3 38,7
5 55,5 55,5 55,7 55,2
6 18,5 18,5 18,7 18,3
7 33,3 32,7 33,3 32,6
8 39,7 39,7 39,3 39,3
9 46,2 47,8 46,7 47,6
10 37,1 37,0 37,2 37,0
11 23,5 22,8 23,8 23,1
12 125,7 122,5 125,5 122,1
13 138,4 144,0 139,2 143,4
14 42,3 41,9 42,0 41,6
15 29,5 28,2 28,4 27,7
16 23,6 24,4 22,7 23,4
17 48,0 46,6 47,9 46,6
18 53,0 41,9 53,4 41,3
19 39,3 45,8 39,3 45,8
20 39,1 30,9 39,8 30,6
21 30,8 34,0 30,9 33,8
22 38,7 32,9 37,3 32,3
23 28,2 28,1 28,6 28,1
24 16,9 15,7 16,5 15,6
25 15,6 15,4 15,6 15,3
26 15,7 17,0 16,5 16,8
27 23,7 26,0 23,5 26,0
28 180,9 181,0 179,8 181,0
29 17,1 33,2 17,3 33,1
30 21,3 22,8 21,3 23,6
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Figura 25 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls/CD3s0D) das substancias TrFC-

la e TrFC-1b.
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Figura 26 - Espectro de RMN *C (100 MHz, CDCIls/CD30D) das substancias TrFC-

la e TrFC-1b.
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Figura 27 - Ampliacdo da regido de & 10-60 do espectro de RMN *3C (100 MHz,

CDCI3/CD30D) das substancias TrFC-1a e TrFC-1b.
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Figura 28 - Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCI3/CD30D) das substancias TrFC-1a

e TrFC-1b.
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5.2.5 Identificagédo Estrutural da Substancia Codificada de TrCaC-1

A substéncia codificada de TrCaC-1 foi identificada como sendo um derivado
do &cido benzoico com base na andlise dos dados dos espectros de RMN, bem
como pela comparagdo com os descritos na literatura .

Os dados fornecidos pelo espectro de RMN *H (Figura 29, p. 100; Tabela 9, p.
100) permitiram identificar sinais cujos valores de deslocamentos quimicos,
multiplicidades e constantes de acoplamento estdo coerentes com a presenca de
hidrogénios aromaticos em um sistema 1,4-dissubstituido [ 8,06 (d, J = 8,9 Hz) e &
6,95 (d, J = 8,9 Hz)], bem como de um grupo metoxila (6 3,89 s).

A anélise conjunta dos dados dos espectros de RMN *3C e DEPT (Figuras 30-
31, p. 101; Tabela 9, p. 100) indicou a presenca de sinais para oito 4&tomos de
carbonos (trés ndo hidrogenados, quatro monohidrogenados e um trihidrogenado).
Dentre os quais foram observados sinais com valores de deslocamentos condizentes
com a presenca de uma carbonila conjugada de 4cido carboxilico [ 171,13 (C)], um
carbono aromatico oxigenado [6 164,03 (C, C-4)] e quatro carbonos aromaticos
monoidrogenados [6 113,74 (C-3 e C-5) e & 132,33 (C-2 e C-6)], além de um
carbono sp? n&o hidrogenado (5 121,59). Estas informagdes aliadas a comparagéo
com dados descritos na literatura permitiram propor para TrCaC-1 a estrutura do
Acido p-metoxibenzoico, também conhecido como Acido anisico. Este &cido foi
encontrado também nas raizes de T. rosea (SICHAEM et al., 2012) e nas cascas de
T. heptaphylla (GARCEZ et al.,, 2007). Segundo Singh et al. (2006), este 4cido
apresentou um grande potencial anti-inflamatério ao inibir enzimas especificas,
fosfolipases de baixo peso molecular (PLA2s), que sdo responsaveis pela liberagdo

do é&cido araquidénico.

(@) O

8
s OH /@Aocws
H;CO ? HO

3

TrcaC-1 Metilparabeno
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Tabela 9. Dados de RMN (*H: 400; *3C 100 MHz, CDCls, Hz) da substancia TrCaC-1
e comparagdo com dados da literatura do Acido anisico (CHAGAS,
2011) e do Metilparabeno (SUGITA et al., 2014).

Posic&o TrCaC-1 Acido anisico Metilparabeno
8¢ Sn Sc dc
1 121,59 123,04 122,98
2 132,33 8,06 dd J=8,9 131,81 132,09
3 113,74 6,95dd J=8,9 113,85 115,31
4 164,03 163,70 159,92
5 113,74 6,95dd J=8,9 113,85 115,31
6 132,33 8,06 dd J=8,9 131,81 132,09
OMe 55,5 3,89s 55,21 52,09
C=0 171,13 170,00 167,00

Figura 29 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl;) da substancia TrCaC-1.
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Figura 30 - Espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCls) da substancia TrCaC-1.
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Figura 31 - Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDClI3) da substancia TrCaC-1.
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5.2.6 Identificagéo Estrutural das Substancias Codificadas de TrCaC-2 e TrCaM-1

As substancias codificadas de TrCaC-2 e TrCaM-1 foram identificadas como
sendo lignoides com base na andlise dos dados obtidos dos respectivos espectros
de RMN e pela comparagdo com dados dos compostos correspondentes descritos
na literatura.

Os dados obtidos dos respectivos espectros de RMN *H (Figuras 32-35, pp.
107-108; Tabelas 10-11, pp. 105-106) sugeriram para ambas as substancias a
presenca de sistemas aromaticos dos tipos 1,3,4-trissubstituidos [TrCaC-2: § 6,67 (d,
J=8,2Hz2),56,93(d,J=1,7Hz),56,88 (dd, J=8,2e 1,7 Hz); TrCaM-1: 6 7,09 (d, J
=85Hz),56701(d,J=19Hz)e 6,93 (1H, dd, J =85 e 1,9 Hz)] e 1,2,3,5-
tetrassubstituidos [TrCaC-2: 5 6,86 (s) e 6 6,86 (s); TrCaM-1: 5 6,73 (s) e 6 6,70 (s)],
um hidrogénio oxibenzilico [TrCaC-2: 5 5,52 (d, J = 7,3 Hz); TrCaM-1: & 5,55 (1H, d,
J = 6 Hz)], dois grupos metilénicos [TrCaC-2: 6 2,65 (dd, J = 7,2 Hz) e 6 1,87 (m);
TrCaM-1: § 2,62 (2H, dd, J = 7,8 Hz) e 1,81 (2H, m)], dois grupos de hidrogénios
oximetilénicos [TrCaC-2: 6 3,67 (d,J = 6,2 Hz) e 6 3,78 (d, J = 4,5 Hz), 6 3,66 (dd, J
= 6,4 Hz); TrCaM-1: 3,80 ( m) e & 3,55 (dd, J = 6,5 Hz)] e um metinico [TrCaC-2: 3
3,59 (m); TrCaM-1: § 3,80 ( m)] e dois grupos metoxilas [TrCaC-2: 5 3,84 (s) e 6 3,86
(s); TrCaM-1: 6 3,78 (s) e & 3,84 (s)]. Em TrCaM-1 foi observado também sinais
para uma unidade a-L-ramnopiranosidica (6 5,32 d, J = 1,8 Hz, hidrogénio
anomeérico), 6 1,2 (3H, d, 6,2 Hz, H-6""), além de outros sinais para hidrogénios
oximetinicos (Tabela 11, p. 106).

A andlise conjunta dos respectivos espectros de RMN *3C [Figuras 38-40, pp.

110-111), DEPT 135 [Figuras 39 (p. 110) e 43 (p. 112)] e Tabelas 10-11, pp. 105-
106) evidenciou a presenca de um total de vinte atomos de carbonos para TrCaC-2
(sete ndo hidrogenados, sete monoidrogenados, quatro diidrogenados e dois
triidrogenados) e de vinte e seis para TrCaM-1 (sete ndo hidrogenados, doze
monohidrogenados, quatro diidrogenados e trés tridrogenados). Dentre esses
carbonos foram identificados para ambos componentes sinais para dois grupos
metoxilas [TrCaC-2: 5 56,0 (3-OMe) e & 55,9 (3'-OMe); TrCaM-1: 5 56,4 (3-OMe) e &
56,5 (3'-OMe)] e para uma unidade a-L-ramnopiranosidica em TrCaM-1 [6 101,1 (C-
1", 6 72,0 (C-2"), 6 71,8 (C-3"), 8 73,6 (C-4"), 56 70,6 (C-5") e & 17,7 (C-6")]. Estas

informagdes permitiram sugerir para ambos um esqueleto contendo duas unidades
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fenilpropanoidica (Ces.Cs)2, possivelmente de um lignoides. Adicionalmente foram
observados nos respectivos espectros sinais para um carbono oxibenzilico [TrCaC-
2: 5 87,8 (C-7); TrCaM-1: 6 88,2 (C-7)], um carbono metinico desprotegido [TrCaC-2:
6 53,8; TrCaM-1: & 55,4 (C-8)], dois carbonos oximetilénicos [TrCaC-2: § 64,9 (C-9),
62,0 (C-9’) e TrCaM-1: 5 63,9 (C-9) e 6 62,1 (C-9")], dois carbonos metinicos [TrCaC-
2: 56 32,6 (C-7) e 5 35,4 (C-8); TrCaM-1: & 31,9 (C-7") e 6 34,5 (C-87)], além de
outros sinais cuja natureza e valores de deslocamentos quimicos (Tabelas 10-11,
pp. 105-106) estdo compativeis com esqueleto de lignoides do tipo
diidrobenzofurano substituido nas posigoes 3,4,3’ (PARK, et al., 2011).

Esqueleto Basico de Neolignanas do Tipo Diidrobenzofuréanica

As correlagbes observadas no mapa de contorno dos espectros HMBC
(Figuras 46-47, p. 114) de ambos, além de permitir atribuir inequivocamente os
valores de deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos das moléculas,
permitiram também definir as posicdes dos grupos metoxilas, especialmente pelas
correlagdes entre os hidrogénios desses grupos e seus carbonos aos quais estéo
ligados [TrCaC-2 e de TrCaM-1, OMe/C-3 e OMe/C-3] e da unidade
ramnopiranosidica pela correlagéo entre H-1" (hidrogénio anomérico) e o C-4.

As configuragdes relativas dos estereocentros (C-7 e C-8) de ambos
compostos foram sugeridas com base no valor de deslocamento quimico de H-7
(TrCaC-2: 65,523 =7,5Hz); TrCaM-1: 5 5,55 (J = 6,0 Hz) entre H-7 e H-8. Segundo
Garcia-Munoz et al. (2006), quando o valor do deslocamento quimico de H-7 é mais
desprotegido (6 ~ 5,80) é sugerida uma configuragdo relativa cis entre estes
hidrogénios; enquanto que valores de deslocamento quimico mais protegidos (6 ~
5,50) sugerem uma configuragao relativa trans. Com base nos dados observados
(Tabelas 10-11, pp. 105-106) foram sugeridas configuracdes relativas trans entre H-
7 e H-8 de ambos. Entretanto, a configuracao relativa trans pode ser observada nos

dois estereoisdmeros (7R,8S ou 7S,8R), apesar de ndo termos encontrados registro
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do estéreisbmero 7R,8R proveniente de plantas na literatura, analise da rotacdo
optica de TrCaM-1 foi levorotatéria (ap®®? = - 21,7°). Esta informacédo, aliada a
comparagao com os dados da literatura (PARK et al., 2011), permitiram propor para
TrCaC-2 a estrutura do Alcool diidrodeidrodiconiferilico e para TrCaM-1 a do
(7R,8S)-Alcool 4-O-a-L-Ramnopiranosil-trans-diidrodeidrodiconiferilico,

conhecido como Icarisideo E..

TrCaC-2
TrCaM-1

Varios estudos tém demonstrado os efeitos biolégicos do Alcool
diidrodeidrodiconiferilico (TrCaC-2) e de seus derivados, como TrCaM-1
(Icarisideo E4). Dentre os quais estéo efeitos antifungico (CHOI et al., 2012) e anti-
HIV (LEE et al., 2010), atividade estrogénica (INNOCENTI et al., 2007) e inibitéria de
metaloproteinase (KIM et al., 2004) e para TrCaM-1 (Icarisideo E4) efeito citotoxico
sobre células tumorais (WOO et al, 2011; YUAN et al, 2011), acao
antineuroinflamatoria (KIM et al., 2013), atividade anti-HIV-1 (LIANG et al., 2013),
efeito inibitério sobre a producdo de 6xido nitrico induzido por lipopolissacarideo em
células RAW 264.7 (KWON et al., 2010; LI et al., 2012), atividade antiproliferativa
contra células de cancer de colo uterino (GONZALEZ-SARRIAS et al., 2012) e
antioxidante (LI & SEERAM, 2011; YOSHIKAWA et al., 2011). No presente trabalho,
esta substancia foi avaliada e apresentou resultados promissores nos ensaios

antinociceptivos (Item 5.3, p. 115).
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Tabela 10 - Dados de RMN (13C: 100 MHz, CD3;0OD, 6) da substancia TrCaC-2 e

comparacdo com os do Alcool diidrodeidrodiconiferilico (PARK, et

al., 2011).
. ] (7R,8S)- Alcool
Posigao TrcaC-2 diidrodeidrodiconiferilico
l3C lH l3C lH
1 1331 1336
2 1089 6.93 109 4 6.95
(1H.d. J=17) (1H, d, J = 1,6 Hz)
3 146.7 147.9
4 146,4 146,3
5 114.3 6.67 1150 6.72
(1H.d, J = 82) (1H., d, J = 8,0 Hz)
6 119.3 6,88 118.6 6.83
(1H, dd, J = 7,9; 1,7) (1H, dd, J = 8,0; 1.,6)
7 87.8 5,52 87.8 547
(1H. d, J = 7,4) (1H. d, J = 52)
53.8 3,59 (1H, m) 54.2 3,45 (1H, m)
63.9 367 63.8 3.46
(1H. d, J = 6,2) (1H, dd, J = 11,2 6,4):
3,78 (1H, d, J = 4,5) 3.74
(1H, dd, J = 11,2; 5.6)
1 1353 1357
2 1124 6,86 (1H, s) 113.0 6,78 (1H, )
3 1441 144.0
4 1456 146.4
5 1279 1286
6 116.1 6,86 (1H, s) 116.8 6,78 (1H.5)
7 31,05 2,65 (2H, dd, J = 7,2) 317 2,62 (2H, 1,3 = 7,2)
g 34,5 1,87 (2H, m) 34.6 1,81 (2H, m)
o 621 3,66 (2H, dd, J = 6,4) 61.1 3,56 (2H, t, J = 6,4)
3-OMe 55,9 3,84 (s) 55.2 3,79 (3H, )
3-OMe 56,0 3,86 (s) 55.6 3,82 (3H, )
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Tabela 11 - Dados de RMN (13C: 100 MHz, CD3;0D, 8) da substancia TrCaM-1 e

comparagao com os dados de Icarisideo E4 (NAKANISHI et al., 2004).

Posicdo TrCaM-1 Icarisideo E4
13 1 13 1
c H c H

1 138,5 138,9

2 111,3 7,01(d,J=19) 1114 7,03(d,J=1,8)

3 151,7 152,2

4 146,2 146,6

5 1194 7,09 (d,J =8,5) 119,7 7,08 (d,J=8,4)

6 118,9 6,93 (dd, J =8,5; 1,9) 119,2 6,91 (dd, J =8,4; 1,8)

7 88,2 5,55(d, J =6,0) 88,6 555(d,J=5,9)

8 55,4 3,80 (m) 55,7 3,46 (q,J=5,4)

9 64,9 65,1 3,85 (dd, 11,4; 5,4)

3,75 (dd, 11,4; 7,8)

1 136,9 137,1

2 117,7 6,74 (s) 114,3 6,73 (s)

3 145,3 145,3

4 147,0 147,6

5 129,4 129,7

6’ 113,9 6,72 (s) 118,0 6,72 (s)

7 32,6 2,62(d,J=7,8) 32,9 2,62 (t,J=7,7)

8’ 35,4 1,81 (m) 35,8 1,81 (tt,J=7,7;6,5)

9 62,0 3,55 (2H,d, J =6,5) 62,3 3,56 (t, J =6,5)
3-OMe 56,4 3,78 (s) 56,5 3,80 (s)
3'-OMe 56,5 3,84 (s) 56,9 3,86 (s)

Rha

1 101,1 5,35(1H,d,J =1,8) 101,5 5,34 (1H,d, J =1,8)

2 72,0 3,88 (1H, m) 72,1 3,88 (1H,dd, J = 1,8; 3,6)

3 71,8 4,00 (1H, m) 72,3 4,00 (1H, dd, J = 3,6; 9,6)

4 73,6 3,44 (1H, m) 73,9 3,45(1H, dd, J = 9,6; 9,6)

5 70,6 3,79 (1H, m) 70,9 3,80 (1H, m)

6 17,7 1,2 (3H, d, 6,2) 18,0 1,21 (3H, d, 6,0)
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Figura 32 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) da substancia TrCaC-2.
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Figura 33 - Expansdo de parte do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da

substancia TrCaC-2 (Regiéo 6 5,40-7,0).
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substancia TrCaC-2 (Regiéo 5 1,50-3,70).

Figura 34 - Expansdo de parte do espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) da
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Figura 36 - Expansdo de parte (8 1,20-4,10) do espectro de RMN *H (400 MHz,
CD30D) da substancia TrCaM-1.
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Figura 37 - Expansdo de parte (8 5,0-7,0) do espectro de RMN *H (400 MHz,
CD30D) da substancia TrCaM-1 (Regido de 6 5,0-7,0).
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Figura 38 - Espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCls) da substancia TrCaC-2.
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Figura 39 - Espectro DEPT 135 (100 MHz, CDCI3) da substancia TrCaC-2.
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Figura 41 - Expansdo da Regido de & 70 a & 151 do Espectro de RMN *3C (100

MHz, CD3;0OD) da substancia TrCaM-1.
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Figura 42 - Expansao da Regido de 8 62 a § 151 do Espectro de RMN **C (100

MHz, CD3;0OD) da substancia TrCaM-1.
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Figura 43- Espectro DEPT 135 (100 MHz, CD3;0D) da substancia TrCaM-1.
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Figura 44- Espectro HSQC (*H: 400; *3C: 100 MHz, CDCls) da substancia TrCaC-2.
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Figura 45 - Espectro HSQC (*H: 400; *3C: 100 MHz, CD;0D) da substancia

TrCaM-1.
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Figura 46 - Espectro HMBC (*H:

114

400; *C: 100 MHz, CDCls) da substancia TrCaC-2.
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Figura 47 - Espectro HMBC (*H: 400; **C: 100 MHz, CDs;0OD) da substancia
TrCaM-1.
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5.3 Resultados dos Ensaios para Avaliagéo da Atividade Antinociceptiva

Os resultados da avaliagdo da atividade antinociceptiva dos extratos e fragcdes
das espécies estudadas estdo apresentados nas Figuras 48 (p. 115) e 49 (p. 116).
Quando os animais foram tratados com os extratos das T. elliptica, somente 0s
extratos provenientes do caule (32%) e das cascas (79%) apresentaram reducdes
significativas no numero de contor¢cdes abdominais induzidas pelo 4cido acético. Em
seguida, o extrato das cascas foi fracionado e as fragdes resultantes foram avaliadas
quanto a capacidade de inibir a dor induzida pelo &cido acético. Os animais tratados
com as fracdbes em CHCI; (68%) e MeOH-H,O (91%) apresentaram um alto
percentual indice de inibicho do comportamento antinociceptivo. De forma
semelhante, os extratos brutos das folhas, caule e cascas de T. roseo-alba também
foram avaliados neste modelo experimental, sendo que o extrato das cascas foi o
que apresentou a maior porcentual de inibigdo (79%). Este extrato foi particionado e
as fragdes resultantes apresentaram reducgdo significativa no nimero de contor¢des
(Hexano: 56%; CHCIs: 60%; AcOEt: 74% e MeOH-H,O 79%). A fracdo em metanol
apresentou um porcentual de inibicdo 10% superior ao farmaco de referéncia,

indometacina, utilizado como controle positivo.

Figura 48 - Efeito dos extratos brutos (A) e fragdes das cascas (B) de T. elliptica no

modelo de contor¢do abdominal induzida pelo &cido acético.
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" Todos os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) 1 h antes do estimulo
algico com extrato, fragbes, indometacina (controle +) ou salina (controle -). As
barras representam a média + E.P.M (n = 5).* p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001 indica
diferencas estatisticas significativas em relagcdo ao grupo tratado com salina.

Figura 49 - Efeito dos extratos brutos (A) e fracdes das cascas (B) de T. roseo-alba
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no modelo de contor¢do abdominal induzida pelo &cido acético.
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*
Todos os animais foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) 1 h antes do estimulo

algico com extrato, fragbes, indometacina (controle +) ou salina (controle -). As
barras representam a média £+ E.P.M (n = 5). ** p<0,01 e *** p<0,001 indica
diferengas estatisticas significativas em relagdo ao grupo salina.

5.3.1 Avaliacdo da Atividade Antinociceptiva da Substancia TrCaM-1

Apos a analise dos resultados da avaliagdo da atividade antinociceptiva dos
extratos e fragbes de T. roseo-alba, constatou-se que a fragdo em metanol
apresentou uma alta porcentagem de inibicdo da resposta nociceptiva. Em busca de
compostos responsaveis pela atividade, esta fracdo foi submetida a diferentes
procedimentos cromatogréficos que resultou no isolamento da substancia codificada
de TrCaM-1 (Icarisideo Es). Com base nos resultados da avaliacdo da atividade
antinociceptiva da fragdo em metanol aliada a auséncia de trabalhos que avaliem a
atividade antinociceptiva de Icarisideo E,, justificou-se o avango na investigagao

experimental farmacolégica para esta substancia.
5.3.1.1 Atividade antinociceptiva de Icarisideo E4 induzida por acido acético

O modelo de algesia induzida por acido acético mostra-se como um método de
facil execucdo e sensivel para a triagem de compostos com o efeito antinociceptivo e
possui uma correlagdo direta com as doses de analgésicos utilizados em humanos
(DIRIG, ISAKSON, YAKSH, 1998). Neste modelo o acido acético provoca um
aumento nos niveis de eicosanoides e mediadores inflamatorios no sitio de sua
administragdo. Quando os animais foram tratados com Icarisideo E4 (0,1; 1,0 e 10
mg/kg) (Figura 50, p. 118), houve uma reducdo de 46,9 82,3 e 66,6%,
respectivamente no ndmero de contorcdes abdominais nos animais quando
comparado ao grupo salina. Vale ressaltar, que na dose de 1,0 mg/kg, Icarisideo E4
apresentou um indice de reducao de 17,01% a mais que a indometacina (65,3%).

Estes resultados indicam que Icarisideo Es possui grande potencial
antinociceptivo de, sendo até mais eficiente que o farmaco de referencia, além disso,
sugere que pode ser o composto bioativo envolvido no efeito antinociceptivo no
extrato das cascas, bem como na fragdo em metanol de T. roseo-alba. No entanto,
os resultados deste modelo experimental por si s6 ndo sdo suficientes para

determinar se essa atividade antinociceptiva envolve a participagdo de mecanismos
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central ou periférico. Desta forma, foi necesséria a realizagdo de ensaios
complementares para obter mais informagdes sobre o mecanismo de acgdo de
Icarisideo Es4. Os resultados desta investigagdo encontram-se publicados no
Archives of Pharmacal Research (2014); DOI 10.1007/s12272-014-0468-4 (Anexo 1).

Figura 50 - Efeito de Icarisideo E4 no modelo de contorgdo abdominal induzida pelo

acido acético*.
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Fonte: Elaborada pelo autor
* As barras representam a média + E.P.M (n = 5).* p<0,01 e *** p<0,001 indica

diferengas estatisticas significativas em relagdo ao grupo salina.

5.3.1.2 Nocicepg¢éo induzida por Estimulo Térmico

O teste de nocicepcao induzida por estimulo térmico € um modelo que revela
a acao de substancias capazes de induzir nocicepgéo por vias de acao central, tal
como a morfina (QUEIROZ et al., 2010). Neste ensaio o0 pré-tratamento com
Icarisideo E4 (10 mg/kg) ndo alterou a média do tempo (11,44 £+ 1,2 s) de reagéo
(Figura 51, p. 119) provocado pelo estimulo térmico dentro de 90 minutos de
observagcdo em comparagcdo com os animais tratados com solucdo salina (9,81 +
1,45 s). Entretanto os animais tratados com o agonista opiéide morfina (10 mg/kg)
aumentou significativamente o tempo de reacdo para a retirada da pata nos animais
submetidos ao estimulo térmico (20,77 + 3,83 s). A auséncia de atividade neste
ensaio sugere que Icarisideo Es ndo possui um efeito antinociceptivo de agéo
central, uma vez que o teste de nocicepcdo induzida por estimulo térmico é
predominantemente um reflexo espinhal e é considerado seletivo para compostos
analgésicos de agéo central (YE; Li; CHEN, 2013).
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Figura 51 - Efeito do tratamento de Icarisideo E4 no comportamento da nocicepgao
induzida por estimulo térmico*. O tempo de reacgéo foi contado 0, 15,
30, 60 e 90 minutos depois da administragao (i.p.) de salina, Icarisideo
E4 (10 mg/kg) ou morfina (5 mg/kg) com um tempo de limite de 30 s.
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Fonte: Elaborada pelo autor
* Valores expressos em meédia £ E.P.M (n = 5).* p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001

indica diferencas estatisticas significativas em relagdo ao grupo controle.

5.3.1.3 Nocicepc¢ao Induzida por Formalina

No teste da formalina podem ser observadas duas fases distintas. A primeira é
causada pelo efeito direto da formalina sobre as fibras sensoriais C, enquanto que a
segunda estd associada com o desenvolvimento de uma resposta inflamatoria e a
libertacdo de mediadores nociceptivos (QUEIROZ et al., 2010).

Neste experimento, a resposta nociceptiva € avaliada pelo comportamento de
lambida da pata ap6s inje¢&o intraplantar de formalina (2,5%). E um experimento
comportamental onde é observado durante 5 minutos o tempo de lambida da pata
do animal imediatamente apés a injecdo da formalina, esta é caracterizada como a
primeira de fase (dor neurogénica). Quinze minutos apos a injecdo de formalina, o
comportamento novamente é avaliado o tempo de lambida da pata do animal por um
periodo de 15 minutos, esté é caracterizada como a segunda fase (dor inflamatdria).
Neste experimento (Figura 52, p. 120) os animais foram tratados 60 minutos antes
da injecao de formalina, o tratamento de Icarisideo E4 (10 mg/kg, i.p.) foi incapaz de

inibir a nocicepgdo na primeira fase [salina 79,0 £ 6,0; Indometacina 77,9 £ 53 e
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Icarisideo E4 65,0 + 9,2 (s)], entretanto, na segunda fase Icarisideo E; mostrou
reducgéo (55,2%) significativa no tempo de lambida dos animais quando comparado
ao grupo salina [salina 311,8 £ 33,3 e Icarisideo E4 139,7 + 13,8 (s)]. De forma
similar, a indometacina (10 mg/kg, i.p.) mostrou significativa inibicao (46,8%) apenas

na segunda fase (Indometacina 165,6 + 23,2 s).

Figura 52 - Efeito do tratamento de Icarisideo E, sobre a nocicepcéo induzida por
formalina*. O tempo de lambida foi determinado durante a os primeiros 5
minutos (12 fase), e entre 15-30 minutos (2 @ fase) depois da injecéo de

formalina a 2,5%.
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Fonte: Elaborada pelo autor

* As barras representam a média + E.P.M (n = 5).** p<0,01 e *** p<0,001

indica diferencas estatisticas significativas em relagdo ao grupo salina.

5.3.1.4 Investigagdo do Mecanismo de Agéo de Icarisideo E4

Para avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na acdo antinociceptiva de
Icarisideo Eas, 0os animais foram tratados previamente com antagonistas opioide,
dopaminérgico, adrenérgico e bloqueador dos canais de potassio. O tratamento de
Icarisideo E,4 (10 mg/kg) forneceu uma reducéo significativa (55,1%) no nimero de
constricbes abdominais, comparando com o grupo salina, reforgando seu potencial
antinociceptivo (Figura 53, p. 121). O pré-tratamento (i.p.) dos animais com naloxona
(5 mg/kg), atropina (2 mg/kg), ioimbina (1 mg/kg) e haloperidol (1 mg/kg) dez
minutos antes do tratamento com Icarisideo Es (10 mg/kg) néo alterou

significativamente o ndmero de contor¢des abominais induzida por &cido acético
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quando comparado com Icarisideo Es. No entanto, glibenclamida (10 mg/kg)
reverteu significativamente o efeito antinociceptivo de Icarisideo E4 levando a um
aumento no numero de constricdes abdominais. A ativacdo dos canais de potassio
leva a hiperpolarizagcdo da membrana, reduzindo a despolarizacdo neuronal e
potencializando a transmissdo induzindo um efeito analgésico (RODRIGUES;
DUARTE, 2000; OCANA et al., 2004). Estes resultados indicam que Icarisideo E4
mostra-se capaz de agir por um mecanismo que envolve canais ATP-K*. Reforgando
esta proposta, estudos anteriores demonstram que glibenclamida mostra-se capaz
de modular a poténcia de farmacos de agdo analgésica em ratos (ORTIZ et al.,
2002; ALVES et al., 2004).

Figura 53 - Efeito do pré-tratamento com Naloxona (5 mg/kg), atropina (2 mg/kg),
glibenclamida (10 mg/kg), ioimbina (1 mg/kg) ou haloperidol (1 mg/kg)
administrado (i.p.) 10 minutos antes da administracdo da salina ou

Icarisideo E4 (10 mg/kg)?.
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Fonte: Elaborada pelo autor
% Sob o gréafico, os sinais + e — indicam a presenca ou auséncia do respectivo
tratamento. Valores expressos em meédia + E.P.M (n = 5).* p<0,05; ** p<0,01 e ***
p<0,001 indica diferencas estatisticas significativas em relacdo ao grupo salina. #

indica p<0,05 quando comparado com o grupo tratado apenas com Icarisideo Ea.
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5.4 Resultado dos Ensaios para Avaliacdo da Atividade Anti-inflamatéria do
Acido p-Hidroxicumarico (TeCaA-1) no Modelo de Inflamacdo Pulmonar
Aguda Induzida por LPS

A substancia codificada de TeCaA-1 (Acido p-Hidroxicoumarico ou Acido
cumérico) foi isolada de uma fracdo (AcOEt das cascas de T. elliptica) que no
modelo experimental de contorcdo abdominal induzida pelo acido acético nao
apresentou uma redugéo significativa da nocicepgéo (Figura 48, p. 115). Contudo,
segundo Kim et al. (2012), este &4cido inibiu a resposta inflamatéria em macréfagos
Raw264.7, um modelo experimental muito utilizado para o estudo de respostas
inflamatérias in vitro. Os resultados desses estudos nos induziram a avaliar o seu
potencial no modelo in vivo de inflamag&o pulmonar aguda. Os resultados obtidos
neste estudo mostraram que TeCaA-1 apresentou potencial como um agente anti-
inflamatorio.

O modelo de inflamagdo pulmonar aguda induzida por LPS apresenta como
caracteristicas o recrutamento massivo de granuldcitos e o aumento das expressoes
de citocinas pro-inflamatérioas como IL-1a e B, IL-6 e TNF-a (SZARKA et al., 1997).
Quando os animais foram tratados com LPS observou-se (Figuras 54 e 55, p. 123)
um aumento no numero de leucdcitos totais no lavado broncoalveolar (de 7,6 + 0,5
para 39,5+8,5 x10° células/BAL), caracterizado principalmente pelo aumento nas
contagens de neutréfilos (de 1,3 + 0,5 para 36,7 + 8,1 x10° células/BAL). Entretanto,
quando os animais foram tratados (i.p.) com acido cumérico (10 mg/kg), notou-se
uma reducao significativa no numero de leucdcito totais (18,2 + 3,8 x10°
células/BAL) e de neutrdfilos (14,8 + 3,6 x10° células/BAL). Resultado semelhante
(18,7 + 3,4 x10° células/BAL) foi observado utilizando o farmaco de referéncia

dexametasona (2,5 mg/kg).
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Figura 54 - Efeito do acido cumaérico (1 e 10 mg/kg, i.p.), administrado uma hora

antes de instilagdo de LPS (0,2 pg/uL, i.n.) sobre o numero de

leucécitos totais no BAL.
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Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: As barras representam a média + E.P.M (n = 5). *™" p<0,001 indica a

diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo salina. * p<0,05
indica a diferenga estatistica significativa em relagdo ao grupo tratado

apenas com LPS.

Figura 55 - Efeito do acido cumaérico (1 e 10 mg/kg, i.p.), administrado uma hora
antes de instilagdo de LPS (0,2 pg/uL, i.n.) sobre o numero de células

totais [contagem diferencial de leucdcitos (neutréfilos)] no BAL.
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Legenda: As barras representam a média + E.P.M (n = 5). *™" p<0,001 indica a

diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo salina. * p<0,05
indica a diferenca estatistica significativa em relagdo ao grupo tratado

apenas com LPS
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Com propdsito de avaliar o grau de ativagdo das células recuperadas no BAL,
foi realizada a quantificagdo das espécies reativas de oxigénio (ROS, Reactive
Oxygen Species) (Figura 56, p. 124) nos leucdcitos. Neste experimento a
administragdo (i.p.) de acido cumérico (10 mg/kg) antes da instilagdo de LPS,
induziu uma reducédo significativa (25,48 + 9,8 %) na porcentagem de células
produtoras ROS quando comparado ao grupo tratado apenas com LPS (62,2 + 3,6

%). Como esperado, o farmaco de referéncia, dexametasona (2,5 mg/kg), também
inibiu a geragdo de ROS.

Figura 56 - Porcentagem de espécies ROS' nos leucécitos, apds a administracéo do

acido cumaérico nas doses de 1 e 10 mg/kg, (i.p.).
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Fonte: Elaborada pelo autor
Legenda: As barras representam a média = E.P.M (n = 5). ©** p<0,001 indica as

diferencas estatisticas significativas em relacdo ao grupo tratado com

salina. ** p<0,01 e ** p<0,001 indica as diferencas estatisticas

significativas em relagéo ao grupo tratado apenas com LPS

Nos ensaios para a avaliagdo da expressdo de VLA-5 nos leucécitos,
quantificacdo de TNF-a, e na adesdo de leucécitos as células endoteliais, o Acido
cumérico (10 mg/kg) ndo mostraram alteragdo significativa na expressao de VLA-5
(5,462 = 0,554; 10 mg/kg) em relagéo ao controle (6,190 = 0,623), na quantidade de
TNF-a, além de ter sido ineficiente em promover a adesdo de leucdcitos a células

endoteliais quando comparado com o grupo controle sensibilizado com LPS.
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5.5 Avaliagao da Atividade Antibacteriana

Para a determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) duas bactérias
Gram-negativas (S. aureus e E. faecalis) e duas Gram-negativas (E. coli e P.
aeruginosa) foram utilizados. Os resultados da avaliacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) estdo apresentados na tabela 12 (p. 125). Dentre os extratos
avaliados, o extrato em hexano do caule e em metanol das folhas de T. elliptica
forneceram os melhores resultados com CIM 15,63 pg/mL. Apesar, deste resultado
estes extrato foram incapazes de inibir o crescimento de bectérias Gram-ativas. Os
extratos em cloroférmio do caule de T. elliptica e (caule e folhas) de T. roseo-alba
mostraram boa correlacdo nas duas bactérias Gram-positivas. Nenhum dos extratos

testados inibiu o crescimento da bactéria E. coli.

Tabela 12 - Resultados da avaliacdo da concentragdo inibitéria minima (ug/mL) dos

extratos e fragcBes das espécies T. elliptica e T. roseo-alba.

Parte da P.
Espécie planta Fracdo S.aureus | E. faecalis | E.coli |aeruginosa
T. elliptica Cascas 1000 1000 - 1000
Hexano 500 - - 1000
CHCl3 500 1000 - -
AcOEt - 1000 - -
MeOH - 500 - -
Caule 1000 1000 - -
Hexano 15,63 1000 - -
CHCl; 250 500 - -
AcOEt 1000 500 - -
MeOH - - - -
Folhas 1000 1000 - 1000
Hexano 500 - - 1000
CHCl3 1000 - - 1000
AcOEt 1000 - - 1000
MeOH 15,63 - - -

T. roseo- Cascas 1000 1000 - -



126

alba
Hexano 500 500 - -
CHCI; 500 1000 - -
AcOEt 1000 - - -
MeOH - - - -
Caule 1000 1000 - -
Hexano 250 1000 - -
CHCI; 250 125 - -
AcOEt 1000 1000 - -
MeOH - - - -
Folhas 1000 1000 - -
Hexano 1000 - - -
CHCI; 15,63 250 - -
AcOEt 250 500 - -
MeOH - - - -

5.6 Resultados dos Ensaios Larvicidas

Os resultados obtidos nos ensaios preliminares, na concentragéo de 250 ppm,
frente larvas do 4° estadio do A. aegyti, sdo apresentados na Figura 57, p. 127. Os
extratos das fragbes que ndo apresentaram diferenca estatistica entre o controle
positivo (temefés) foram submetidos a ensaios de menor concentragdo para
determinagéo da concentracao letal de 50% da populacéo (CLsp). Dentre os extratos
que foram avaliados, ap6s 48 horas de exposicdo das larvas, os resultados mais
promissores foram obtidos com os extratos do caule (22,2 % de mortalidade) e
folhas (20,0%) de T. roseo-alba, Apesar da baixa mortalidade dos extratos brutos,
algumas das fracdes provenientes de T. roseo-alba apresentaram um elevado indice
de mortalidade [fragdes em CHCI; das cascas 100% (CLsg 98,74 ppm; 1Cgs 89,23-
106,36 ppm) e do caule 91,1% (CLsg 50,74 ppm; ICos 32,87-64,74 ppm)]. De forma
semelhante, apesar dos extratos brutos das cascas de T. elliptica terem sido inativos
[cascas (2,2%), caule (4,4%) e folhas (4,4%)], a fracde em AcOEt do caule
apresentou 100% de mortalidade (CLso 82,53 ppm; ICgs 57,12-103,69 ppm). Em
todos os testes o controle negativo (apenas com DMSO) n&o apresentou
mortalidade indicando que o DMSO utilizado para diluir o extrato, ndo afetou o

desenvolvimento larval.



127

Extratos brutos de T.

Figura 57 - Resultados da avaliagdo do potencial larvicida. A

elliptica e T. roseo-alba; B = Fracdes das cascas, caule e folhas de T.

elliptica; C = = FragOes da cascas, caule e folhas de T. roseo-alba.
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Fonte: Elaborada pelo autor

Legenda: Valores expressos em média + E.P.M. Letras iguais significa que néo

ocorreu diferencas estatisticas entre estas amostras.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente trabalho envolvendo o estudo quimico das

espécies T. elliptica e T. roseo-alba (Bignoniaceae) e a avaliacdo das atividades

antinociceptiva, anti-inflamatoria, antibacteriana e larvicida de extratos, fracdes e

substancias isoladas permitiram relacionar as seguintes conclusdes:

Extratos e fragbes das cascas de T. elliptica e T. roseo-alba exibiram, no
modelo de contracdo induzida pelo acido acético, uma reducao significativa
da nocicepcdo quando comparado com o farmaco de referéncia

(indometacina);

O estudo quimico de algumas fracdes ativas conduziram ao isolamento de
nove substancias, identificadas principalmente através da técnica de RMN,
como sendo um fenilpropanoide (4cido cumérico), um iridoide clorado,
(rehmaglutina D), duas lignanas (lcarisideo E; e o (7R,8S) - Alcool
diidrodeidrodiconiferilico), uma mistura de dois triterpenos (acidos ursolico e
oleandlico), dois fitoesteroides (sitostenona e -sitosterol), além de um

derivado do &cido benzoico (acido p-metoxibenzoico);

A substancia identificada como Icarisideo Es apresentou um efeito

antinociceptivo periférico, com o envolvimento de canais de potassio ATP-K";

O acido cumarico reduziu significativamente os niveis de leucécitos totais e
neutréfilos quando comparado com o controle negativo. Este composto
também reduziu a porcentagem de células produtoras de ROS, no modelo de
inflamacé&o pulmonar aguda induzida por LPS, sugerindo um potencial anti-

inflamatério;

Os resultados obtidos permitiram concluir que Icarisideo E; e o Acido

cumérico poderdo ser Uteis para o tratamento da dor e inflamacgéo;

Os extratos do caule e das folhas de ambas as espécies mostraram atividade
antibacteriana, principalmente frente a duas bactérias Gram-positivas (S.

aureus e E. faecalis);
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Nos ensaios larvicidas, apesar dos extratos brutos das cascas, caule e folhas
exibirem baixos indices de mortalidade durante um periodo de exposi¢ao das
larvas de 48h, as fracdes em hexano e em CHCI; das cascas e do caule de T.
roseo-alba e em AcOEt do caule de T. elliptica, apresentaram indices de

mortalidade comparaveis com o controle positivo (Temefos);

As substancias identificadas como Icarisideo E; e (7R, 8S) - Alcool
diidrodeidrodiconiferilico estdo sendo descritas pela primeira vez no género

Tabebuia;

O isolamento do iridoide clorado (Rehmaglutina D) no presente trabalho
poderd auxiliar no posicionamento do género Tabebuia dentro da familia

Bignoniaceae.
Como perspectivas futuras:
Isolar, caracterizar as estruturas das substéancias das fragbes com resultados

promissores nos ensaios larvicida e antibacteriano, bem como avaliar as

atividades dessas substancias;

Efetuar modificagdes estruturais nas substancias ativas e avaliar o seu

potencial bioldgico.
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Abstract The antinociceptive activity of icariside Ey4, a
dihydrobenzofuran-type lignan isolated from Tabebuia
roseo-alba (Ridley) Sandwith (Bignoniaceae) bark, was
evaluated in mice by using chemical and thermal models of
nociception. Intraperitoneal (i.p.) administration of crude 7.
roseo-alba bark extract and its methanol fraction inhibited
acetic acid-induced abdominal constriction in mice. Fur-
thermore, i.p. administration of 0.1, 1, and 10 mg/kg of
icariside E4 reduced the number of writhes evoked by acetic
acid injection by 46.9, 82.3, and 66.6 %, respectively.
Icariside E4 administration had no effect in the first phase of
the formalin test, but it reduced nociceptive behavior in the
second phase as indicated by a reduction in the licking time.
Icariside E4 did not modify thermal nociception in the hot-
plate test model, suggesting that it had a peripheral antino-
ciceptive action. The antinociceptive effect of icariside E4 in
the writhing test was reversed by pre-administration of
glibenclamide, but not of naloxone, atropine, yohimbine, or
haloperidol. Together, these results indicated that the
antinociceptive activity of icariside E4 from T. roseo-alba in
models of chemical pain occurred through ATP-sensitive
K* channel-dependent mechanisms.
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Introduction

The many tree species of the genus Tabebuia (Bignonia-
ceae) that are native to Brazil are commonly known as
“ipé€” and have great ornamental and medicinal value. The
common name of each species is accompanied by the color
of the flowers, which can be purple, yellow, pink, or white.
Tabebuia roseo-alba (Ridley) Sandwith, which has white
flowers, is among the most widely cultivated tree species
native to Brazil (Degan et al. 2001).

Species from the Tebebuia genus have been traditionally
used for ethnopharmacological purposes to treat inflam-
mation, malaria, cancer, stomach disorders, bacterial and
fungal infections, anxiety, poor memory, irritability, and
depression (Sichaem et al. 2012). Phytochemical studies
revealed that the extracts from species of this genus contain
a wide diversity of secondary metabolites such as tannins,
flavonoids, quinones, alkaloids, naphthoquinones, and
iridoids (Abreul et al. 2014).

Tabebuia roseo-alba is economically important because
of its ornamental and ethnopharmacological uses. Previous
studies revealed that leaves and stem bark from this plant
inhibited nosocomial infections (Gaetti-Jardim Junior et al.
2009). To the best of our knowledge, no phytochemical
studies have been undertaken with this species. Scientific
reports have only shown that lignan glycosides are present in
species from this genus (Warashina et al. 2005). The icari-
side Es lignan showed relevant biological activities,
including antioxidant and anti-apoptotic effects (Iorizzi et al.
2001). In addition, icariside E5 exhibited a potent inhibitory
effect on DNA topoisomerase activity (Mukherjee et al.
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2012). The diverse biological effects induced by lignan
glycosides make these compounds an interesting target for
pharmacological studies.

To date, there are no reports on the antinociceptive
activity of T. roseo-alba. Therefore, this study was
undertaken to evaluate the antinociceptive effect of T. ro-
seo-alba extracts and purified icariside E4 in chemical and
thermal models of nociception. Moreover, the mechanisms
through which icariside E, exerted its effects were
investigated.

Materials and methods
General experimental procedures

Optical rotation was measured at 26.2 °C on a Rudolph
Research Analytical, Autopol IV. The infra-red (IR)
spectral (KBr) was obtained on a Shimadzu, IRPrestigo-21
spectrometer. The nuclear magnetic resonance (NMR)
spectra were recorded by using a Bruker Avance 400
spectrometer, operating at 400 and 100 MHz for 'H and
13C, respectively, in CDCIl3/CD;0D solutions. Silica gel
(70-230 mesh; Merck) and Sephadex LH-20 (Pharmacia)
were used for column chromatography separations, while
analytical thin-layer chromatography (0.5-mm thickness)
was carried out on silica gel plates (60 F,s4; Merck). The
purity of icariside E4 (98 %) was determined by using
high-performance liquid chromatography (HPLC) analysis
carried out with an HPLC Shimadzu LC-10A system
(MeOH-MeCN 1:1) with a UV detector set to 254 nm.
Formalin and acetic acid were purchased from Vetec (Rio
de Janeiro, Brazil) and indomethacin, yohimbine, atropine,
naloxone, haloperidol, glibenclamide, morphine, and
phosphate-buffered saline were obtained from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Immediately prior to
use, icariside E; was dissolved in saline (NaCl, 0.9 %)
containing 1 % Tween 80 to make a stock solution with a
concentration of 100 mg/ml, which was diluted further to
achieve the required concentrations for subsequent
experiments.

Animals

Male Swiss mice weighing 18-22 g were obtained from the
breeding colonies of the Universidade Federal de Alagoas.
Animals were housed at the Instituto de Ciéncias Biolog-
icas e da Saude animal housing facility at 22 £+ 2 °C and a
12/12-h light/dark cycle, with free access to food and
water. Experiments were performed during the light phase
of the cycle. The animals were allowed to adapt to the
laboratory conditions for at least 2 h before testing and
were used only once. This study was carried out in
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accordance with the recommendations in the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals of the Brazilian
Society of Laboratory Animal Science. The protocol was
approved by the Committee on the Ethics of Animal
Experiments of the Federal University of Alagoas (Co-
missdo de Etica no Uso de Animais—CEUA, License n°®
014512/2011-65). All efforts were made to minimize ani-
mal suffering.

Plant material

Tabebuia roseo-alba (Ridley) Sandwith was collected in
October 2011 at Reserva da Biosfera da Mata Atlantica,
Sitio do Pau-Brasil, Coruripe, Alagoas, Brazil, and identi-
fied by Rosangela P. Lyra Lemos of the Instituto do Meio
Ambiente do Estado de Alagoas, where a voucher speci-
men was deposited (MAC-46879).

Extract preparation and isolation of the active
compound

Dried and powdered leaves (400 g), stems (3,240 g) and
barks (460 g) from T. roseo-alba were exhaustively
extracted with methanol at room temperature and the sol-
vent was evaporated under vacuum. After drying under
vacuum, the MeOH extract from the bark (27.9 g) was
suspended in MeOH:H,O solution (3:2) and successively
extracted with hexane, chloroform, and ethyl acetate. The
hydroalcoholic fraction (15.0 g) yielded icariside E4
(31 mg) as an amorphous power after successive chro-
matographic fractionations over silica gel by using a gra-
dient of EtOAc in MeOH and Sephadex LH-20 with
MeOH. The structure of this compound was identified by
using "H and '*C NMR data, including correlation spec-
troscopy, heteronuclear single quantum coherence, and
heteronuclear multiple-bond correlation (HMBC) experi-
ments, and comparing the results with those reported in
literature. Dose selection for extracts or icariside E, for the
pharmacological assays was based on the results of a pilot
experiment.

Trans-Dihydrodehydrodiconiferylalcohol 4-O-u-L-
rhamnopyranoside (icariside E,)

Amorphous powder; [oz]%)6'2-21,7° (c = 1.3, MeOH); IR
(KBr) 3,400, 2,918, 2,845, 1,647, 1,600, 1,580, 1,500,
1,452, 1,261, 1,217, 1,062, 1,024 cm™!; 'H-NMR
(400 MHz, CDCl3/CD;0D): 8y 7.09 (1H, d, J = 8.5 Hz,
H-5), 7.01 (1H, d,J = 1.9 Hz, H-2), 6.93 (1H, dd, J = 8.5,
1.9 Hz, H-6), 6.73 (1H, s, H-2'), 6.70 (1H, s, H-6), 5.55
(1H, d, J = 6 Hz, H-7), 3.84 (3H, s, OMe), 3.80 (1H, m,
H-8), 3.78 (3H, s, OMe), 3.55 (2H, t, J = 6.5 Hz, H-9),
2.62 2H, t, ] = 7.8 Hz, H-7"), 1.81 (2H, m, H-8'); a-L-
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rhamnopyranosyl moiety dy: 5.32 (1H, d, J = 1.8 Hz,
H-1"), 4.0 (1H, m, H-3"), 3.88 (1H, m, H-2"), 3.79 (1H, m,
H-5"), 3.44 (1H, m, H-4"), 1.2 (3H, d, 6.2 Hz, H-6"); '*C-
NMR (100 MHz, CDCl;/CD;0OD): 8- 151.7 (C, C-3),
147.0 (C-4"), 146.2 (C-4), 145.3 (C-3'), 138.4 (C-1), 136.9
(C-1'), 129.4 (C-5'), 119.4 (C-5), 118.9 (C-6), 117.7 (C-2'),
111.3 (C-2), 113.9 (C-6'), 88.2 (C-7), 55.4 (C-8), 64.9 (C-
9), 35.4 (C-8"), 62.0 (C-9"), 56.5 (3'-OMe), 56.4 (3-OMe),
32.6 (C-7"); a-L-thamnopyranosyl moiety: 6¢c 101.1 (C-1"),
72.0 (C-2"), 71.8 (C-3"), 73.6 (C-4"), 70.6 (C-5"), and 17.7
(C-6").

Pharmacological tests
Acetic acid-induced writhing test

The writhing test was carried out in mice according to the
previously described method (de Barros et al. 2011).
Abdominal writhing was induced by intraperitoneal (i.p.)
injection of 0.1 mL of 0.6 % acetic acid/10 g body weight.
Control mice were administered the equivalent volume
of saline (NaCl, 0.9 %). Animals were administered
crude methanol extracts from leaves, stems, and bark
(100 mg/kg), hydroalcoholic fractions (100 mg/kg), icari-
side E4 (0.1, 1, or 10 mg/kg), or indomethacin (10 mg/kg)
1 h before stimulation with acetic acid. Five minutes after
the acetic acid injection, the number of times that each
animal exhibited abdominal constriction was counted for
10 consecutive minutes. The percentage of inhibition was
determined for each experimental group by using the fol-
lowing formula: Inhibition (%) = 100 — (T' x 100)/C;
where C and T indicate untreated (vehicle) and drug-trea-
ted, respectively.

Another set of experiments was conducted to investigate
the mechanisms involved in the antinociceptive effect of
icariside E4 (10 mg/kg, i.p). Animals were administered
antagonists, including yohimbine (1 mg/kg), atropine
(2 mg/kg), naloxone (5 mg/kg), haloperidol (1 mg/kg), and
glibenclamide (10 mg/kg) i.p. 15 min prior to treatment
with acetic acid. The doses for the positive control or
antagonists used in this work were selected based on our
previous studies (de Oliveira et al. 2012; Ferro et al. 2013).

Formalin test

Mice were injected with 20 pL of 2.5 % formalin in the
subplantar area of the right hind paw. The duration of paw
licking (in seconds) was determined over 0-5 min (first
phase) and 15-30 min (second phase) after formalin injec-
tion (de Oliveira et al. 2012). Animals (n = 6) were treated
with icariside E; (10 mg/kg) or the reference compound
(indomethacin, 10 mg/kg), 1 h before administration of
formalin. Control animals were administered sterile saline.

Hot-plate test

This test was used to measure reaction times according to
the method described by (de Oliveira et al. 2012). Animals
were placed individually on a hot plate metallic surface
(model EFF-361; Insight, Brazil) maintained at 54 £+ 1 °C,
and the time between placement of the animal on the hot
plate and the occurrence of either licking of the hind paws,
shaking, or jumping off the surface was recorded as reac-
tion time (s). Reaction time was measured 60 min after i.p
administration of saline, icariside E4 (10 mg/kg), or mor-
phine (5 mg/kg), with a cut-off time of 30 s. Each exper-
imental group contained six animals.

Statistical analysis

Data are reported as the mean + standard error of the mean
(SEM) and were analyzed by using GraphPad Prism soft-
ware, version 5.0 (San Diego, CA, USA). Comparisons
between the experimental groups were performed either by
using one-way ANOVA followed by Tukey’s test or by
two-way ANOVA followed by the Bonferroni test. P val-
ues of less than 0.05 were considered to be statistically
significant.

Results
Phytochemical analysis

The hydroalcoholic fraction obtained from the T. roseo-alba
bark extract was subjected to successive fractionation that
resulted in the isolation of a lignan glycoside identified as
trans-dihydrodehydrodiconiferyl alcohol 4-O-o-L-rhamno-
pyranoside, known as icariside E4 (Fig. 1). This compound
was isolated as an amorphous powder and [u]%6'2-21,7°
(¢ = 1.3, MeOH). The HMBC correlation of anomeric
hydrogen (6 5.32, d, J = 1.8 Hz, H-1") to C-4 (5 146.2)
indicated that the rhamnose unit was linked to the oxygen of
this carbon, and the J value (1.8 Hz) confirmed that it was o-
rhamnose. The correlations between oy 3.78 (3-OMe) and
151.7 (C-3), and &y 3.84 (3'-OMe) with 145.3 (C-3') sug-
gested that there were methoxyl groups at these positions. A
relative frans-configuration between H-7 and H-8 was indi-
cated by the chemical shift of H-7 and J value between this
hydrogen and H-8 of benzofuran-type neolignans (Garcia-
Munoz et al. 2006, Kim et al. 2013). Garcia-Munoz et al.
(2006) found that a chemical shift for H-7 at 6 5.84
(J = 8.4 Hz) indicated a cis-configuration while a relative
upfield chemical shift (6 5.57, J = 6 Hz) indicated a trans-
form. Thus, the observed data for H-7 of icariside E4 (5 5.55,
J = 6 Hz) indicated a relative trans-configuration.
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Fig. 1 Molecular structure of icariside E4 isolated from Tabebuia
roseo-alba

Acetic acid-induced writhing

The intense nociceptive behavior in mice observed 10 min
after i.p. injection of acetic acid was inhibited by pre-
treatment with indomethacin, a non-steroidal anti-inflam-
matory drug (NSAID), which was used as positive control
(Fig. 2). Intraperitoneal injection of 100 mg/kg of crude
methanol bark extract significantly reduced the number of
abdominal writhes by 79 % [F (4,18) = 14.37, P < 0.001;
Fig. 2a]. However, treatment with 100 mg/kg of crude leaf
or stem extracts did not interfere with the nociceptive
behavior of the animals [F (2,11) = 2.814, P > 0.05;
Fig. 2a].

Similarly, the ethyl acetate, chloroform, hexane, and
methanol fractions (100 mg/kg) obtained from crude
methanol bark extract significantly reduced [F
(5,18) = 16.57, P < 0.001] the number of abdominal
writhes by 57.4, 44.8, 49.1, and 85.5 %, respectively
(Fig. 2b). These effects were not significantly different
from the effect of 10 mg/kg of indomethacin (69.6 %;
Fig. 2b).

As shown in Fig. 2c, pre-treatment with 0.1, 1, and
10 mg/kg of icariside E; obtained from column chro-
matographic separation of the aqueous/methanol fraction,
significantly reduced [F (4,20) = 12.18, P < 0.001] the
number of abdominal writhes by 46.9, 82.3 and 66.6 %,
respectively.

Formalin-induced nociception

In saline-treated control group, injection of formalin
(2.5 %) evoked immediate nociceptive behavior that lasted
for 5 min (1st phase response). Fifteen minutes after the
formalin injection, the nociceptive behavior associated
with the 2nd phase was evaluated and lasted for approxi-
mately 15 min (Fig. 3).

As shown in Fig. 3, treatment with 10 mg/kg of icari-
side E,4 did not inhibit the first phase of formalin-induced
nociception [F (4,12) = 1.171, P > 0.05; 1st phase panel].
However, in the 2nd phase, treatment with 10 mg/kg of
icariside E, significantly reduced licking time by 55.2 % [F
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Fig. 4 Effect of icariside E, treatment on nociceptive behavior
induced by a thermal stimulus (hot plate). Reaction times were
measured 0, 15, 30, 60, and 90 min after i.p. administration of saline,
icariside E4 (10 mg/kg), or morphine (5 mg/kg), with a cut-off time of
30 s. Asterisk indicates P < 0.05, double asterisks indicates P < 0.01,
and triple asterisks indicates P < 0.001 as compared to control values
(one-way ANOVA, Tukey’s post hoc test, n = 6)

(4,12) = 14.06, P < 0.001; Fig. 3, 2nd phase panel].
Similarly, indomethacin (10 mg/kg, i.p.) significantly
inhibited the second phase (46.8 %), but not the first phase
(Fig. 3).

Hot-plate test

Pre-treatment with icariside E, (10 mg kg™, i.p.) did not
alter the thermal withdrawal threshold within 90 min of
observation as compared with mice treated with saline [F
(4,12) = 1.058, P > 0.05; Fig. 4]. In contrast, treatment
with the opioid agonist morphine (10 mg/kg, i.p.) signifi-
cantly increased the reaction time for paw withdrawal in
animals subjected to thermal stimulation [F (4,12) = 14.42,
P < 0.001; Fig. 4].

Investigation of the mechanism of action of the extract

To study the mechanisms underlying the antinociceptive
activity of icariside E,4, the effects of naloxone, atropine,
glibenclamide, yohimbine, and haloperidol on acetic acid-
induced writhing were examined. As shown in Fig. 5, only
pre-treatment with 10 mg/kg of glibenclamide, an ATP-
sensitive Kt channel inhibitor, reversed [F (2,15) = 10.53,
P < 0.001] the antinociceptive effect of 10 mg/kg of
icariside E4 [F (2,15) = 10.23, P < 0.001]. Pre-treatment
with naloxone [F (2,12) = 0,407, P > 0.05], atropine [F
(2,12) = 0,656, P > 0.05], yohimbine [F (2,15) = 0.525,
P > 0.05], and haloperidol [F (2,12) = 0,509, P > 0.05]
did not cause any significant changes in the number of
abdominal constrictions induced by acetic acid in mice
(data not shown).
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Fig. 5 Effect of naloxone, atropine, glibenclamide, yohimbine, and
haloperidol on the antinociceptive effect of icariside E,. Naloxone
(5 mg/kg), atropine (2 mg/kg), glibenclamide (10 mg/kg), yohimbine
(1 mg/kg), or haloperidol (1 mg/kg) was administered i.p. 10 min
before administration of vehicle or icariside E4 (10 mg/kg i.p.). The
vertical bars denote the standard error of the mean. Under the graph,
the plus and minus signs indicate the presence or absence of the
respective treatment. Asterisk indicates P < 0.05, double asterisks
indicates P < 0.01, and triple asterisks indicates P < 0.001 as
compared to the saline-treated group. Ash indicates P < 0.05 as
compared to the icariside E4-treated group (two-way ANOVA,
Bonferroni post hoc test, n = 6)

Discussion

In this study, crude methanol extract from 7. roseo-alba
bark and the active compound icariside E, were evaluated
in experimental models of nociception in mice. Even
though the Tabebuia genus has an important pharmaco-
logical profile, this is the first demonstration that 7. roseo-
alba extract and purified icariside E4 have antinociceptive
activity.

Crude T. roseo-alba bark methanol extract had a sig-
nificant antinociceptive effect. The hydroalcoholic fraction
of the extract was subjected to successive fractionation
resulting in the isolation of a lignan glycoside identified as
trans-dihydrodehydrodiconiferyl alcohol 4-O-a-L-rhamno-
pyranoside (icariside E,), which was directly compared
with an authentic sample and published NMR spectral data
(Miyase et al. 1989; Woo et al. 2011). Lignan glycosides,
like icariside, have been identified in other species of the
genus Tabebuia and exhibited relevant biological proper-
ties (Warashina et al. 2005; Kim et al. 2013). Icariside E4
was identified in other species, such as Vibrunum erosum,
and exhibited anti-inflammatory activity and potent neu-
roprotective action (Warashina et al. 2004; In et al. 2014).
Our results showed that 7. roseo-alba bark extract and
purified icariside E, had significant antinociceptive
activity.

In this study, treatment with the hydroalcoholic fraction
obtained 7. roseo-alba crude bark extract significantly
reduced the number of acetic acid-induced abdominal
constrictions as compared to treatment with leaf or stem
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extracts. It is important to note that the ethyl acetate,
chloroform, and hexane fractions of the bark extract, which
also showed significant antinociceptive activity, are prob-
ably sources of other bioactive compounds. We are cur-
rently conducting studies to identify the compounds from
these fractions that were responsible for antinociceptive
responses.

Icariside E, was evaluated in the acetic acid-induced
abdominal constriction test and had a similar antinoci-
ceptive effect as compared to indomethacin. These results
indicated that icariside E4 might be a bioactive compound
that was involved in the antinociceptive effect of the T.
roseo-alba bark extract. Even though acetic acid-induced
abdominal writhing is not a specific pain model, it is a
very sensitive method for screening the antinociceptive
effects of compounds and shows a good correlation
between the determined 50 % effective dose values and
analgesic doses in humans (Dirig et al. 1998). Acetic acid-
induced nociceptive behavior has generally been associ-
ated with an increased level of eicosanoids in peritoneal
fluids as well as with the release of many inflammatory
mediators, such as bradykinin and tumor necrosis factor-a,
leading to excitation of the primary afferent nociceptors
entering the dorsal horn of the central nervous system
(Ahmed et al. 2006; Gomez et al. 2011). Therefore, our
results suggested that icariside E4-dependent inhibition of
these mediators could interfere with signal transduction in
primary afferent nociceptors. However, the results of the
writhing test alone were not sufficient to ascertain whether
the antinociceptive activity was due to a central or
peripheral effect.

The formalin-induced nociceptive behavior test can
discriminate between central and/or peripheral components
of pain. It has been reported that formalin-induced noci-
ceptive behavior involves biphasic neurogenic and
inflammatory nociception associated with the release of
substance P and serotonin, histamine, bradikynin, and
prostaglandins, respectively (Tjolsen et al. 1992; Woolf
et al. 2004). Central analgesics, such as narcotics, inhibit
both phases, while peripherally acting drugs, such as ste-
roids and NSAIDs suppress mainly the late phase (Park
et al. 2013). In this study, the antinociceptive effect of
icariside E4 was also confirmed by the results of the for-
malin test. However, the icariside E4-induced antinoci-
ceptive effect occurred only in the second phase of the
formalin test. Thus, these results suggested that the
mechanism of icariside E4-mediated antinociception was
similar to that of peripheral analgesics drugs. Furthermore,
the lack of activity in the thermal test confirmed that
icariside E, did not have a central antinociceptive effect,
since this test is predominantly a spinal reflex and it is
considered selective for centrally acting analgesic com-
pounds (Ye et al. 2013). Thus, the results of the acetic acid,

@ Springer

formalin, and hot plate tests suggested a peripheral antin-
ociceptive response for icariside E,.

To confirm that icariside E, acted at the peripheral level,
the effect of different receptor antagonists was examined in
the acetic acid-induced writhing test. Different mechanisms
are involved in the acetic acid-induced nociceptive
response. In this study, the effect of icariside E; was
investigated in the presence of naloxone, atropine, gliben-
clamide, yohimbine, and haloperidol. Our results demon-
strated that only glibenclamide, an ATP-sensitive K*
channel blocker, was able to block the antinociceptive
activity of icariside E4. The activation of ATP-sensitive K™
channels was implicated in changes in membrane hyper-
polarization and it reduced neuronal depolarization and
action potential transmission thereby inducing an analgesic
effect (Rodrigues and Duarte 2000; Ocana et al. 2004). In
agreement with our findings, previous reports demonstrated
that glibenclamide was able to block the peripheral antin-
ociceptive activity of NSAIDs in rodents (Ortiz et al. 2002;
Alves et al. 2004), suggesting a possible role for ATP-
sensitive K channels in peripheral antinociceptive effects.

In conclusion, these results indicated that 7. roseo-alba
was a good source of compounds with pharmacological
activities including pain inhibition. This is the first dem-
onstration that icariside E, is one of the active components
in T. roseo-alba, and that it is responsible for its antino-
ciceptive activity. In addition, our results indicated that the
mechanism of action of icariside E; might involve ATP-
sensitive K+ channels. Thus, 7. roseo-alba could be a good
candidate for further development as a new phytothera-
peutic agent.
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