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RESUMO

A crescente busca por novos compostos bioativos ampliaram as investigagoes
em plantas do Cerrado brasileiro. A espécie Tibouchina papyrus pertence a
familia Melastomataceae, que apresenta algumas representantes com
atividade biologica. Para ampliar o conhecimento sobre o género Tibouchina,
0 objetivo desse estudo foi investigar o potencial bioativo da espécie T.
papyrus. A obtencao dos extratos se deu a partir da maceragao seriada
sucessiva a frio, de galhos e folhas secos e pulverizados, com os solventes
em ordem crescente de polaridade: hexano, acetato de etila e metanol. Foram
realizados ensaios de toxicidade frente a Artemia salina; atividade
antibacteriana, pelo método de microdiluicdo em caldo, frente as bactérias
Gram positivas: Staphylococcus epidermidis (25923), Staphylococcus aureus
(12228) e Gram negativas: Escherichia coli (25312) e Pseudomonas
aeruginosa (27853); atividade citotdéxica in vitro utilizando método
colorimétrico frente as linhagens celulares de leucemia promielocitica (HL60),
carcinoma de cdélon humano (HCT-116), carcinoma de mama (MCF-7),
carcinoma de préstata (PC3), astrocitoma (SNB-19) e células ndo tumorais
(L929). Também foi realizada prospecgéo fitoquimica para detecgdo das
principiais classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos. A
triagem fitoquimica indicou presenga dos grupos metabdlitos: flavonoides,
triterpenos, esteroides e taninos. O processo de purificacdo resultou na
identificacdo dos triterpenos a e B-amirina (em mistura) e do etil feoforbideo
A. Todos os extratos foram considerados atoxicos frente a A. salina. Os
extratos metandlicos de galhos e folhas apresentaram atividade
antibacteriana moderada: S. aureus (500 pug.mL-', ambas as partes), S.
epidermidis (250 e 500 uyg.mL-", respectivamente) e P. aeruginosa (250 pg.mL-
', apenas para folhas). Os extratos brutos hexanico (galhos) e acetato de etila
(galhos e folhas) apresentaram alta atividade citotoxica frente a linhagem
celular HL60 com valores de inibigao celular respectivamente iguais a 93,31%
(£1,85), 80,43% (+3,64) e 83,42% (+2,07).

Palavras-chave: Produto Natural. Antitumorais. Derivados clorofilicos.
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ABSTRACT

The increasing search for new bioactive compounds has broadened the
investigations on plants from the Brazilian Cerrado. The species Tibouchina
papyrus belongs to the Melastomataceae family, which presents some species
with biological activity. With the intention of increasing the knowledge of this
family, the objective of this study was to investigate the bioactive potential of
the species T. papyrus. The extracts were obtained from successive serial cold
maceration of dried twigs and leaves pulverized with hexane, ethyl acetate and
methanol solvents. Toxicity tests were performed against Artemia salina;
antibacterial activity, by the broth microdilution method, against Gram-positive
bacteria: Staphylococcus epidermidis (25923), Staphylococcus aureus
(12228) e Gram negatives: Escherichia coli (25312) e Pseudomonas
aeruginosa (27853); in vitro cytotoxic activity using colorimetric method against
the cell lines of promyelocytic leukemia (HL60), human colon carcinoma (HCT-
116), breast carcinoma (MCF-7), prostate carcinoma (PC3), astrocytoma
(SNB-19) and non-tumor cells (L929). Phytochemical prospection was also
performed to detect the main classes of secondary metabolites present in the
extracts. The phytochemical screening indicated the presence of the
metabolite groups: flavonoids, triterpenes, steroids and tannins. The
purification process resulted in the identification of the triterpenes, a- and B-
amyrin (still in mixture) and the ethyl pheophorbide A. All extracts were found
to be non-toxic against A. salina. The branch and leaf methanolic extracts
showed moderate antibacterial activity against S. aureus (500 ug.mL?, both
parts), S. epidermidis (250 and 500 ug.mL, respectively) and P. aeruginosa
(250 ug.mL1, leaves only). The crude hexanic (twigs) and ethyl acetate (twigs
and leaves) extracts showed high cytotoxic activity against HL60 cell line with
cell inhibition values respectively equal to 93.31% (+£1.85), 80.43% (+£3.64) and
83.42% (+2.07).

Keywords: Natural product. Antitumor. Chlorophyll derivatives.
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1. INTRODUGAO

O Brasil apresenta vasta diversidade de plantas com potencial
medicinal, algumas ja utilizadas na medicina popular e inUmeras outras que
ainda néo foram estudadas do ponto de vista biol6gico ou quimico. A utilizacao
de plantas como agentes terapéuticos, ou modelo para novos medicamentos
sintéticos, ou ainda como base para a semi-sintese de moléculas ou farmacos
tem sido objeto de pesquisa em diversos estudos de bioprospeccdo e/ou
acesso ao patriménio genético (BRUSCHI et al., 2000).

Dos novos medicamentos obtidos nos ultimos 38 anos (1981 a 2019,
dados relativos a busca realizada), um total de 1881 novas drogas foram
aprovadas. As drogas sintéticas equivalem a 24,3% (463), seguida de 18,9%
(356) relativo a derivados de produtos naturais, 18,4% (346) a
macromoléculas biologicas e apenas 14 novas drogas sdo de origem
exclusivamente boténica, um equivalente a 0,8% do total. Esse niumero baixo
de aprovacdes para drogas botanicas deve-se ao fato que apenas
recentemente estas comecaram a ser aprovadas (NEWMAN e CRAGG,
2020).

Figura 1- Grafico da distribuicdo, de acordo com a origem, de novas drogas aprovadas nos

dltimos.

S/NM; 217; 11%
B; 346; 18%

S*/NM; 207; 11%

N; 71; 4%
NB; 14; 1%
V; 142; 8%
S*; 65; 3%
ND; 356; 19%
S; 463; 25%

EB EN NB END HS ES* mV mS*/NM [ S/NM

Legenda: B — Biologica, N - Produto Natural, NB - Produto Natural Botanico, ND - Derivado
de produto natural, S - Droga totalmente sintética, S*- Droga sintética com origem em
produto natural, V — vacina, S*/NM - Imitagcdo de droga sintética com origem em produto
natural, S/NM - Imitagdo de droga totalmente sintética. Fonte: Adaptada de Newman e
Cragg (2020). .
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A familia Melastomataceae é encontrada por todo territério brasileiro,
sendo a quinta familia de angiosperma com mais espécies no Brasil. Esta
familia apresenta-se distribuida em 170 géneros e cerca de 5000 espécies,
muitas ainda ndo estudadas. No Cerrado, a familia apresenta cerca de 470
espécies com maior diversidade em formacgdes rupestres, e para o Estado de
Goias estao listadas 161 espécies (GOLDENBERG et al., 2012; VERSIANE
et al., 2016).

O género Tibouchina apresenta espécies com valores ornamentais,
sendo algumas utilizadas na Medicina Popular como a T. asperior, com
atividade diurética, depurativa (VARGAS et al., 1991), T. ciliaris, controle da
“gota” (COLORADO et al., 2007), T. grandiflora, melhora da cicatrizacéo de
feridas (KUSTER et al., 2009; SCIO et al.,, 2012), T. granulosa, acao
antinociceptiva (BARNABY et al., 2016; SOBRINHO et al., 2017; MOREIRA,
2013; SCIO et al.,, 2012), T. kingii, atividade anti-inflamatéria (RAMIREZ-
ATEHORTUA et al., 2018); JIMENEZ et al., 2015), T. pereirae, tratamento de
doencas renais (DIAS et al.,, 2016) e T. semidecandra, usada para tratar
sintomas de dor de cabeca e acéo cicatrizante (NAKASHIMA et al., 1992;
SIRAT et al., 2010; REZALI, 2008).

A espécie Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo é uma espécie de
Melastomataceae sobre a qual, até o presente momento, ndo héa relatos de
investigacbes de sua bioatividade e constituintes quimicos isolados.
Apresenta como caracteristica ritidoma escamiforme de consisténcia
papiracea, com flores em panicula. Sua distribuicdo no territrio brasileiro é
bastante restrita, sendo encontrada principalmente na Serra dos Pireneus
(Goias), Serra Dourada (Goias), Serra Negra (Goias), Serra da Natividade
(Tocantins) e Parque Bacaba (Mato Grosso) (MARACAHIPES et al., 2012;
VERSIANE et al., 2016).

Visando contribuir com a ampliacdo de estudos de prospeccao
realizados com espécies do Cerrado, de plantas pertencentes a familia
Meslastomataceae, sobre a qual muitas espécies ainda nao foram estudadas
do ponto de vista de fitoquimico e atividade biolégica, este trabalho buscou
avaliar o potencial téxico, citotdéxico, antibacteriano e realizar estudo

fitoquimico com a espécie Tibouchina papyrus.

Introducdo 22



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 O CERRADO E SUA UTILIZACAO NA MEDICINA POPULAR

O Cerrado brasileiro apresenta grande variedade de plantas, porém
poucos estudos direcionados para sua utilizacdo na Medicina Popular. A
busca por novos compostos quimicos permite ampliar o nUmero de pesquisas
voltadas para identificar o potencial de utillizacdo dessas plantas como
precursoras de novos recursos terapéuticos. As espécies nativas do Cerrado
apresentam grande variabilidade de compostos bioativos, porém, em
pequenas quantidades quando comparadas as presentes na Floresta
Amazobnica, que possuem poucas substancias, mas em grandes quantidades
(NETO e MORAIS, 2003).

Estima-se uma perda de 40% desse bioma e apenas uma pequena
parte da extenséo territorial do Cerrado possui protecao por lei, 0 que deixa
essa vegetacdo em risco. Torna-se necessario orientar estudos para ampliar
o conhecimento desses potenciais, uma vez que se a vegetacao for extinta
estardo indisponiveis para as futuras geracdes. Estudos quimicos e/ou
farmacoldgicos possibilitam a comprovacdo dos efeitos medicinais e
toxicoldgicos das espécies do Cerrado para que assim sejam desenvolvidos
produtos que beneficiem a populacdo com um menor custo, poucas
contraindicacoes e efeitos colaterais (NETO e MORAIS, 2003 ; KAPLAN et
al., 1994).

2.2 A FAMILIA MELASTOMATACEAE

A familia Melastomataceae esta entre as cinco maiores familias de
angiospermas presentes no Brasil, presente em diversos biomas, inclusive no

Cerrado. Apesar de apresentar grande variedade de espécies, poucos
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estudos do ponto de vista quimico e/ou biolégico foram realizados com essa

familia botanica.

Pertencente ao reino Plantae, filo Tracheophyta, da classe
Magnoliopsida e da ordem Myrtales, a familia Melastomataceae é tipica da
flora neotropical, suas espécies abrangem cerca de nove tribos, dentre elas
as mais representativas para o Brasil sdo a Melastomeae, a Miconiae e a
Microlicieae. Estando presente em uma grande diversidade de habitats, a
familia pode ser encontrada desde a regido Amazonica até o Rio Grande do
Sul (CRUZ e KAPLAN, 2004).

Estima-se que no Brasil ocorram cerca de 67 géneros e 1.371 espécies
de Melastomataceae, dentre as quais 470 ocorrem no Cerrado com maior
diversidade em formacfes rupestres. Para o Estado de Goias séo
relacionadas 161 espécies de Melastomataceae. Na Serra dos Pirineus a
familia esta representada por 77 espécies, com distribuicdo em 20 géneros,
sendo os mais diversos: Miconia Ruiz & Pav. com 19 espécies, Tibouchina
Aubl. com 13 espécies e Microlicia D. Don com 11 espécies (VERSIANE et
al., 2016).

A tribo Melastomeae é a maior em nimero de géneros e a segunda em
namero de espécies, e por ndo ser um grupo filético, suas espécies
subdividem-se em trés clados: “Rhexieae”, “Marcetia Alliance” e “Core
Melastomeae”. As espécies da tribo “Core Melastomeae” sdo representadas
principalmente pelos géneros Desmoscelis, Pterolepis e Tibouchina, sendo o
altimo com maior quantidade de espécies (MICHELANGELI et al., 2013).

2.3 ESTUDOS FITOQUIMICOS E DE (BIO)ATIVIDADE DO GENERO
Tibouchina

Existem relatos da utilizacdo de plantas do género Tibouchina na
medicina popular, podendo-se citar Tibouchina asperior (“margarita”’) com
atividade calmante para a tosse e sedativa; T. clavata (“orelha-de-gato”) para

dores de garganta; T. semidecandra (“quaresmeira”) para dores de cabega;
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T. urvillena (Bucopan) para dores em geral (CRUZ e KAPLAN, 2004). Estudos
realizados com as espécies: T. granulosa, T. grossa, T. kingii, T. mutabilis, T.
pereirae, T. semidecandra confirmam a alta presenca de compostos fendlicos
e forte atividade antioxidante. Para as espécies T. granulosa e T. pereira,
ensaios in vitro e in vivo realizados com os extratos permitiram observar a
potencial acdo anti-inflamatéria e de alivio de dores (SCIO et al.,
2012; BARNABY et al., 2016; Dias et al., 2016; SOBRINHO et al., 2017).

Ao todo, 14 espécies do género Tibouchina tiveram suas atividades
estudadas. O levantamento realizado relaciona estudos até o ano de 2020 e
na Tabela 1 encontram-se relacionados os resultados obtidos para as
espécies: T. asperior, T. candolleana, T. ciliaris, T. grandiflora, T. granulosa,
T. grossa, T. kingii, T. mutabilis, T. paratropica, T. pereirae, T. pulchra, T.

scrobiculata, T. semidecandra e T. stenocarpa.
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Tabela 1- Relacéo dos estudos realizados em espécies de plantas do género Tibouchina.

Espécie Caracteristicas do estudo Parte Uso popular Resultados obtidos Referéncias
estudada
. Atividade mutagénica com o Teste Folhas e A.t'v',d gde Resultado negativo para atividade mutagénica  VARGAS et
T. asperior de Ames em cepas TA 98 e TA h diurética, TA 98 (folhas 45 + 4- h L 1991
100 de Salmonella typhimurium astes depurativa com 0s extratos. (folhas 45 + 4, hastes a, '
' 26x7); TA 100 (folhas 145+4; hastes 136x7)
Atividade  antibacteriana  pelo
metodo dg mlcrod|IU|gao em cal_d_o Acido ursélico: 20 yg.mL-! para A. naeslundii e
frente ~a: _Bacteroides fragilis P. gingivalis, 80 pg.mL para B. fragilis e 90
(ATCC  25285), Actinomyces - gingivals, Su Hg. para B. Tragilis e 90
. pg.mLt para P. nigrescens. Acido oleandlico:
naeslundii (ATCC 19039), - % L
O Nenhuma A. naeslundii 20 pg.mL! e P. gingivalis 40
Porphyromonas gingivalis (ATCC . S ; . . . . . SANTOS et
T. candolleana . Partes aéreas utilizacéo pg.mL-1. A mistura foi mais ativa que o &cido
33277), Prevotella nigrescens L 4 o . al., 2012.
. reportada ursolico puro 20 pug.mL-, indicando um efeito
(ATCC 33563), Fusobacterium . e . .
sinergético frente a Bacteroides fragilis e A.
nucleatum (ATCC 49256), naeslundii e para P. gingivalis 40 ug.mL-!
Bacteriodes thetaiotaomicrom : :
(ATCC 29741) e
Peptostreptococcus  anaerobius
(ATCC 27337).
Atividade antimicrobiana (CMI) Fracdo isopropanol/dgua (65:35) originou o
. . S ; : COLORADO
pelo método de microdiluicdo em canferol que foi testado frente a E. coli com CMI et al.. 2007
caldo frente a Escherichia coli. de 512 pg.mL*? N '
T. ciliaris Folhas Co.r.‘tro(i!;. da
Atividade inibitéria da xantina 9
oxidase (XO), enzima que catalisa Fracdo isopropanol/agua 70:30 e 1:1 com ISAZAetal.,
a oxidacdo da hipoxantina e porcentagem de inibicao >30% 2007.

xantina a acido Urico.
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie Caracteristicas do estudo Parte Uso popular Resultados obtidos Referéncias
estudada
Atividade antifingica realizada Utilizado como
frente a Cladosporium cataplasma Para o extrato acetato de etila a inibic&o
: - ~ KUSTER et al.,
cucumerinum segundo método para melhorar ocorreu em concentragdo de 200 ug. 2009
proposto por Gottstein et al. a cicatrizacao '
(1984). de feridas
Atividade antimicrobiana pelo
método de microdiluicdo em caldo
frente a: Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas
T. grandiflora aeruginosa (ATC.C 15442), Folhas
Salmonella  enterica  serovar
Typhimurium  (ATCC  13311), Utilizado como Extrato metandlico apresentou atividade
Shigella sonnei (ATCC 11060), cataplasma frente a S.aureus: 5ug.mL1; S. enterica sCIO
X , RS 1 et al.,
Klebsiella pneumoniae (ATCC para melhorar serovar Typhimurium: 300 pg.mL 2012

13866), Escherichia coli (ATCC
10536), Bacillus cereus (ATCC
11778) e as leveduras Candida
albicans (ATCC 18804) e
Cryptococcus neoformans (ATCC
32608). Utilizou-se metodologia de
Bouzada et al. (2009) (bactérias) e
NCCLS (2002) (leveduras).

a cicatrizacdo
de feridas

Revisdo da literatura 27



Continuacéo da Tabela 1

Parte

Espécie Caracteristicas do estudo Uso popular Resultados obtidos Referéncias
estudada
Atividade antioxidante segundo Extrato hexanico: 10,76+0,92 (mg acido BARNABY et
método DPPH. galico/g) al., 2016.
Fendis totais pelo método Folin- Extrato hexanico: 96,35+2,88 (mg &cido BARNABY et
) Flores e
Ciocalteu. gélico/g) al., 2016.
Atividade de eliminacdo de Agao N BARNABY et
T. granulosa radicais livres antinociceptiva Extrato hexanico: 85,84 + 5,64 % al., 2016.
Atividade anti-inflamatoria,
fgti';ag:m%‘ﬂsa dgrfse'lress"fgtgoirﬂ Reduziu em 71,4%, 70,1%, 75,9%, 80,4%  SOBRINHO et
9 o Folhas e 87,4% niveis de NO (6xido nitrico) al., 2017.

100 mg/kg, pela resposta de
lambedura induzida por formalina.
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie

Caracteristicas do estudo

Parte
estudada

Uso popular Resultados obtidos

Referéncias

T. granulosa

Atividade antioxidante, realizou-se
a medicdo da inibicdo do material
volatil compostos organicos e 0s
hidroperoxidos de dienos
conjugados decorrentes da
oxidagcdo do acido linoleico,
utilizando uma mistura de beta
caroteno e acido linoleico.

Atividade antimicrobiana pelo
método de microdiluigdo em caldo
frente a: Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 15442),
Salmonella  enterica  serovar
Typhimurium  (ATCC  13311),
Shigella sonnei (ATCC 11060),
Klebsiella pneumoniae (ATCC
13866), Escherichia coli (ATCC
10536), Bacillus cereus (ATCC
11778) e as leveduras Candida
albicans (ATCC 18804) e
Cryptococcus neoformans (ATCC
32608). Utilizou-se metodologia de
Bouzada et al. (2009) (bactérias) e
NCCLS (2002) (leveduras).

Folhas

Os extratos metandlicos apresentaram
atividade antioxidade: |1 = 62,37+ 3,17%
(B-caroteno/acido linoleico)

Acéo
antinociceptiva

Os extratos metanolicos apresentaram
CMI: P. aeruginosa - 39ug.mL?
B. cereus - 39 yg.mL*
S. sonnei - yg.mL?

SCIO et al.,
2012.

SCIO et al.,
2012.
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie Caracteristicas do estudo esltal?critaeda Uso popular Resultados obtidos Referéncias
Atividade antioxidante, usando o
ensaio de captacdo de radical
livre de 1,1 difenil-2-picrilhidrazil Extrato metandlico apresentou atividade =~ MOSQUERA et
(DPPH) segundo Brand-Williams antioxidade de 47%. al., 2009.
et al. (1995).
Método de difusdo em agar,
segundo Rios et al. (1988). Nenhuma
T. grossa Microorganismos utilizados no Partes aéreas utilizagéo
ensaio: Aspergillus fumigatus reportada
(ATCC 1022), Candida albicans O extrato metandlico apresentou forte NIRIO et al
(ATCC 18804) e Fusarium solani atividade inibitéria frente a A. fumigatus, 2003 '
(ATCC 11712). Extratos testados C. albicans e F. solani. '
nas concentragbes  10.000,
5.000, 2.500, 1.250 e 625 ppm. O
Cetoconazol foi utilizado como
controle positivo.
Atividade  antioxidante  pelo _E_xtrato hidroetandlico apresentou RAMI’REZ'-
) ~ atividade com valor FRAP= 4097,58 + ATEHORTUA
potencial de reducdo do ferro
(FRAP), N _ 2,89 umol ET/g etal., 2018.
Atividade anti-
o L inflamaté6ria em 0
T. kingii At'v'd"’.‘de antioxidante ~ pela Partes aéreas processos Extrato hidroetandlico - ORAC= 6494,26 RAMIREZ-
capacidade de absor¢do de aqudos ou + 2 86 umol ET/ ATEHORTUA
radical de oxigénio (ORAC). guac = SO0 H 9 etal., 2018.
crénicos
Fendis totais pelo método Folin- Extrato hidroetandélico - 386,77 + 2,41 mg A'FEQMIQFFQE'ZUA
Ciocalteu. GAE/g etal 2018
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie Caracteristicas do estudo Parte estudada  Uso popular Resultados obtidos Referéncias
Fendis totais pelo método
Folin-Ciocalteu, com algumas Extrato aquoso: 383 + 0,7 mg GAE/g JIMEIZ\IOElZ5 etal,
modificacdes. '
Atividade antioxidante pelo
método DPPH proposto por Extrato aquoso: 2.290 + 17,0 umol TE/g ‘JIMEIZ\IOElZSEt al,
Sharma e Bhat, (2009). '
Atividade antioxidante pelo Atividade anti-
potencial de reducéo do ferro inflamatoria

I , . em processos )

T. kingii (FRAP) segundo  método Partes aéreas dz dores Extrato aquoso: 2.040 + 23,0 umol TE/g ‘]IMEZNOElZS etal,
proposto por Benzie e Szeto agudas ou )
(1999). crbnicas
Atividade antioxidante pela
capacidade antioxidante Extrato aquoso: 3.590 + 48,0 umol TE/g ‘]IMEIZ\IOElZS etal,
equivalente Trolox (TEAC). :
Atividade antioxidante pela
capacidade de absorcdo de Extrato aquoso: 2.050 £ 53,0 umol TE/g JIMEIZ\IOElZSet al.,

radical de oxigénio (ORAC).
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie Caracteristicas do estudo esi?élfda Uso popular Resultados obtidos Referéncias
Atividade oxidante pelo método Extrato metanélico com atividade de ICso= SCIO et al.,
DPPH. 1,56 £ 0,24 pg.mL1 2012.
Potencial redutor determinado
pelo método de Oyazu (1986), Extrato metandlico com atividade de SCIO et al.,
baseado nas reactes de Fe (ll) e ECso= 5,54 + 0,10 ug.mL! 2012.
Fe (111). Nenhuma
T. mutabilis utilizagéo
Atividade  antioxidante, pela Folhas reportada
medicdo da inibicdo do material
volatil compostos organicos e os Extrato metandlico com atividade de SCIO et al
hidroperoxidos de dienos | = 69,05 £ 8,60 % 2012 "
conjugados decorrentes da '
oxidacéo do acido linoleico.
Atividade antimicrobiana segundo . - .
O composto isolado 2,8-dihidroxi-7H-
C.ruz.Paredes etal. (2013)’ frente furo[2,3-flchrome-7-ona inibiu crescimento
a: Acinetobacter baumannii (ATCC de P. aeruginosa e E. faecalis na
BAA-747), Enterococcus faecalis conceﬁtrac;éo de 250 e. 125 ug.mL,
;Aejfci:noigz(f'gcg 1P f;lu(()j)?né?gsﬁ respectivamente, e atividade antifiingica
19 ) . g frente a C. albicans e T. mentagrophytes a
positivas: Bacillus subtilis (ATCC Nenhuma 250 e 62,5 pg.mL-1
T. paratropica ?:?g)c zggghey%ggg;)s Taamu[)%ﬁ Partes aéreas utilizagéo O composto 2-(3,4-d-hidroxifenil)-3,5,7-tri- TRQC';'(\)TSA et
foram testadas M cobacterium reportada hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona " '
smeamatis (ATCg 700084) (isoquercitrina) inibiu o crescimento de E.
9 ) . X : faecalis a 500 pg.mL1e apresentou
Fungos: Aspergillus fumigatus

(ATCC 1022), Candida albicans,
Cryptococcus neoformans H99 e
Trichophyton mentagrophytes
(ATCC 9533).

atividade antifungica frente a C.
neoformans (500 pg.mL?1), T.
mentagrophytes (500 ug.mL1) e para C.
albicans (125 pg.mL™1)
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie Caracteristicas do estudo eslf:critaeda Uso popular Resultados obtidos Referéncias
Um decréscimo de 97% no namero de
Atividade anti-Leishmaniose, parasitas foi observado quando expostos a
frente a Lgshmanla donovani uma co_ncentragao c_ie. 1,25'ug/mL do TRACANNA et
pelo ensaio Alamar Blue composto isolado 2,8-dihidroxi-7H-furo[2,3- al. 2015
proposto por Mikus e Steverding flchromen-7-ona apds 24h e atividade anti- " '
(2000). leishmaniose foi calculada em ICso= 0,809
Mg.mLt,
- o . Partes aéreas N‘?F‘““Ta . - :
Atividade anti-inflamatéria de utilizagéo O composto isolado 2,8-dihidroxi-7H-
compostos determinada através reportada furo[2,3-flchrome-7-ona reduziu cerca de
T. paratropica da medicdo da secrecédo de IL-6 85% da interleucina-6 (IL-6) quando os
L . ; . N TRACANNA et
pré-inflamatoria e anti- macrofagos foram expostos a al. 2015
inflamatéria IL-10 usando células concentracdo maior que 500 yg.mL1 antes " '
THP-1 de mondcitos derivadas do LPS desafiador
de humanos (ATCC 202).
':(t:'(\)”rgﬁde utggor:](lca reglrléf‘odczlgi Nenhum efeito citotg')xico foi observado com  TRACANNA et
. o0 extrato n-hexanico testado no estudo. al., 2015.
publicados por Bach et al.
(2011).
Atividade antinociceptiva por Extrato n-hexanico apresentou: reducéo de
reducdo de contragfes induzidas Partes aéreas Tratamento de 90% das contrac¢des induzidas por acido DIAS et al.,
por &cido acético e lambedura doencas renais acético; reducéo de 83% na lambedura 2016.
. induzida por formalina. induzida por formalina.
T. pereirae
Atividade  antioxidante  pelo Extrato n-hexanico apresentou DIAS et al.,
método DPPH. ECso = 15,33 £ 0,01 yg.mL™? 2016.
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie Caracteristicas do estudo Parte estudada Uso popular Resultados obtidos Referéncias
- o Fragdo aquosa EDso= 5,5 ug.mL?
Atlv!dade citotoxica em cultura N?T‘h“rl‘a Fracao metandlica EDso= 37 ug.mL! JONES et al.,
T. pulchra de linhagem celular KB. Cascas do caule utilizagcéo Fracio cloroférmio EDse= 2.6 L1 1980
reportada ragéo cloroférmio EDso= 2,6 ug.m .
2,6-dimetéxibenzoquinona EDso= 3,1 pug.mL-?
O extrato aquoso das flores (decoccao)
Atividade moluscicida frente a Flores e Folhas apresentou atividade frente a caramujos MENDES et
Biomphalaria glabrata. adultos nas concentragdo de 100 e 1000 al., 1986.
ppm.
Nenhuma Os resultados obtidos para o extrato
T. scrobiculata utilizagcéo etandlico para o intervalo de experimento de
reportada 24 h, nas concentra¢fes de 100, 10 e 1 ppm,
Atividade larvicida frente a respecuvamente.foram: 230+1,7,293¢ CONSOLI et
Aedes fluviatilis Folhas . 06,29,7+06. al., 1988
’ Para o intervalo de tempo de 48 h os " '
resultados para as mesmas concentracfes
em ppm foram, respectivamente: 21,7 + 2,5;
28,3+2,1;29,3+0,6.
Screening de atividade anti-
Le!shman!ose frenie a - Inibicdo apos 7 dias de tratamento 77,74 +
Leishmania dovani Utilizada para 5,85%; apos 28 dias de tratamento 74,87 +
. (HOM/IN/80/Dd8) pelo método L dores de ' : apos o LT SINGHA et
T. semidecandra Planta inteira = 4,95%. Apos repeticdo do experimento
proposto por Bhatnagar et al. cabeca e agéo al., 1992.

(1989) e Guru et al. (1989), com
dose de 1g/kg/dia x5 oralmente
em hamsters dourados.

cicatrizante

obteve-se 78,68 + 4,18 (7dias) e 73,76
4,74 (28 dias).
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie Caracteristicas do estudo Parte estudada Uso popular Resultados obtidos Referéncias
Resultados obtidos sobre os efeitos
Os efeitos dos compostos de teste citopaticos induzidos pela infec¢éo por HIV:
na ligacédo de particulas de HIV-1 Nobotanino A: CCso= 33,6; ECso= 7, yg.mL*
a MT-4 as células foram Nobotanino B: CCso= 33,7; ECso= 2,4 ug.mL!
determinadas por imuno- Compostos Nobotanino C: CCso= 32,7; ECso= 3.1 ug.mL™? NAKASHIMA
fluorescéncia indireta e fluxo de isolados da Nobotanino F: CCso= 34,8; ECs0= 4,5 ug.mL™? et al. 1992
laser analise citométrica (Schols et planta Resultados do efeito inibitério (>50%) da " '
al., 1989). Foram testados os ligacdo do HIV-1 as células MT-4:
seguintes compostos isolados da Nobotanino B: Concentracao de 6,25 pg.mL?
espécie: Nobotanino A-C e F. inibicdo de 88,5%.
Atividade antioxidante pelo Dentre os compostos isolados a quercetina foi
método de espectrofotometria de considerada o eliminador de radicais mais SIRAT et al
luz UV, segundo método descrito Folhas Utilizada ativo nos métodos DPPH-UV e ESR com 2010 "
por Tagashira et al. (1998). E o valores de SCso de 0,7 +1,4 uM € 0,7 £0,6 uM, '
. método espectrométrico. para dores respectivamente.
T. semidecandra de cabega e
o e acao

ﬁg{fg‘ge de ang::;?zgasﬁéosmpaeslg Folhas cicatrizante  Para 0 extrato metan_é_lico a s_L_lbstancia SIRAT et al.,
descrito por Isao Kubo et al quercetma_L gx_|b|~u forte atividade antitirosinase 2010.
(1999), com modificacdes. ' com uma inibicdo percentual de 95,0%.
Atividade antimicrobiana pelo
método de disco de difusdo com
0s extratos brutos e compostos
puros isolados frente as bactérias REZAL|
Gram-positivas Bacillus subtilis e Cascas do caule Nenhum resultado significativo foi observado. 2008 '

Staphylococcus
bactérias
Pseudomonas
Escherichia coli.

aureus e as
Gram-negativas
aeruginosa e
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Continuacéo da Tabela 1

Espécie Caracteristicas do estudo eslf:critaeda Uso popular Resultados obtidos Referéncias
Atividade tripanocida, usando
sangue coletado por pungéo
cardiaca de camundongos Nenhuma Fracgédo etanolica ICso= 67,5 ug.mL? CUNHA et al
T. stenocarpa albinos suicos no pico Partes aéreas utilizacéo Fragdo n-hexanica ICso= 23,6 pug.mL? 2009 "
parasitémico (7° dia) apdés a reportada Fracédo cloreto de metileno ICso= 51,5 pg.mL? '

infeccdo com o cepa Y de
Tripanossoma cruzi.
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Estudos fitoquimicos com plantas do género Tibouchina (Figura 2)
destacam a incidéncia, principalmente, de grupos metabdlitos como flavonoides
(51%), taninos (21%), triterpenos (11%) e esteroides (6%). Os principais
compostos quimicos isolados no género (Tabela 2), ao todo 120 substancias,
sdo provenientes do estudo fitoquimico realizado com 12 espécies de
Tibouchina: T. ciliaris, T. candolleana, T. grandiflora (grandifolia ou heteromalla),
T. granulosa, T. lepidota, T. multiflora, T. paratropica, T. pereirae, T. pulchra, T.

stenocarpa, T. urvilleana e T. semidecandra.

Figura 2- Grafico da distribuicdo dos principais metabolitos encontrados em plantas do género

Tibouchina.

Outros Triterpenos
11% 11%

Esteroides
6%

Taninos
21%

Flavonoides
51%

* Em outros metabdlitos pode-se listar: benzoquinona, alcaloide, sal inorganico, derivados
fendlicos, acido carboxilico, hidrocarboneto e éster de acido graxo. Fonte: a autora.
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Tabela 2- Relagéo das substancias isoladas no género Tibouchina.

Espécies Compostos isolados Grupos Metabodlitos Referéncias
acido elagico (109), canferol (1), 3'-O-B-D-ramnopiranosil
quercetina (24), quercetina-3’-O-ramnosideo (22), estigmasterol-4- Polifenol. flavonoide. esteroide COLORADO et al,
T. ciliaris en-3-ona (80), sitosterol (79), nonacosano (117), hentriacontano Hidrocarbonéto ' 2007; ISAZA et al,
(116), tritriacontano (118). 2007.

T. candolleana

T.grandiflora/
grandifolia/
heteromalla

T. granulosa

T. lepidota

T. multiflora

acido ursdélico (67), acido oleandlico (63), genisteina (14), luteolina
(40), a-amirina (66), B-amirina (62), B-sitosterol (77).

malvidina-3-(p-coumaroil) sambubosideo-5-glicosideo (48),
malvidina-3,5-diglicosideo (49), peonidina-3-soforosideo (56), acido
galico (110), acido protocatéquico (111), quercetina (15),
guercetina-3-0O-a-L-ramnopiranosideo (24), quercetina-3-O-3-D-(6"-
E-p-coumaraoil)-glicopiranosideo (25), quercetina-3-0O-B-D-
galactopiranosideo (26), quercetina-3-O-3-D-glicopiranosideo (27),
guercetina-3-O-p-D-glicuronideo (28), quercetina-3-O-B-L-
arabinopiranosideo (29).

acido oleico (113), pelargonidina (54), petunidina (57), rutina,
isorhamnetina-3-O-glicuronideo (39), hispidulina-7-O-glicosideo
(36), isorhamnetin-3-O-rutinosideo (37), quercetina-3-(0O-galoil)-
hexosideo (19), malvidina-3-(di-p-coumaroil xilosideo)-5-glicosideo
(46), malvidina-3-(p-coumaroil xilosideo)-5-glicosideo (47).

acido 2,3,5-trihidroxibenzéico (112), &cido galico (110), avicularina
(32), isorhamnetina 3-rutinosideo (37), malvidina-3-
(coumaroilglicosideo)-5-(acetilxilosideo) (45), quercetina (15),
quercetina 3-glicosideo (16).

Casuarinina (89), Nobotanino A (101), B (96), C (97), D (103), F
(102), G (107), J (105), M (89), O (25), P (106), medinillina B (90),
stachyurina (88), casuarictina (85), pedunculagina (84).

Triterpeno, flavonoide, esteroide

Flavonoide, acido carboxilico

Acido graxo, flavonoide

Acido carboxilico, flavonoide

Taninos

SANTOS et al., 2012.

BOBBIO et al.,, 1985;
KUSTER et al., 2009.

OKUMURA et al,

2002;

SOBRINHO et

al., 2017; FRANCIS,

1982

HENDRA e KELLER,

2016.

YOSHIDA et al., 1999

(@).
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Continuacdo da Tabela 2

Espécies

Compostos isolados

Grupos Metabélitos

Referéncias

T. paratropica

T. pereirae

T. pulchra

T. stenocarpa

2,8-dihidroxi-7H-furo[2,3-flchromen-7-ona (120),
isoquercitrina (27).

canferol 3-O-rutinosideo (8), isoramnetina 3-O-(galoil)-
glicosideo (35), isoramnetina 3-O-glicosideo (36),
isoramnetina 3-O-rutinosideo (37), quercetina 3-O-

(galoil)- glicosideo (19), quercetina 3-O-rutinosideo (20).

2,6-dimetéxi-benzoquinona (108), canferol(1), canferol
3-0O-galactosideo (5), canferol 3-O-glicosideo(6),
luteolina (40), miricetina-3-O-glicosideo (53), miricetina
3-O-galactosideo (51), miricetina (50), &cido galico
(110), quercetina(15), canferol 3-O- 3-D-glicopiranosideo
(2), canferol 3-O-(6”-O-galoil)-B-D-glicopiranosideo (3),
canferol 3-O-(6"-O-p-coumaroil)- $-D-glicopiranosideo
(4), canferol 3-O-glicuronideo-6"-O-metilester (7),
canferol-3-O-(galoil)-hexosideo (9), canferol-3-(p-
coumaroil)-hexosideo (11), canferol-(2”-O-metil)-4’-O-a-
D-glicopiranosideo (13), malvidina-p-coumaroil-
hexosideo-5-acetilpentosideo (45), miricetina
galactosideo (52), miricetina-3-O-glicosideo (53),
petunidina p-coumaroil-hexosideo (58), quercetina 3-O-
(6”-O-p-coumaroil)- B-D-glicopiranosideo (18).

acido ursdlico (67), acido oleandlico (63), solasonina
(114), solamargina (115), campesterol (78),
estigmasterol (75), friedelina (70), lupeol (72), a-amirina
(66), B-amirina (62), B-friedelanol (74), p-sitosterol (76).

Derivado fendlico, flavonoide

Flavonoide

Acido fendlico,
benzoquinona, flavonoide

Triterpeno, alcaloide,
esteroide

TRACANNA et al., 2015

DIAS, 2013.

JONES etal., 1980; MOTTA
et al., 2005; REZENDE et
al., 2019.

CUNHA et al., 2009.
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Continuacéo da Tabela 2

Espécies Compostos isolados

Grupos Metabdlitos

Referéncias

malvidina 3-O-[6-O-(E)-p-coumaril-B-D-glicopiranosil]-5-
O-(2-O-acetil-p-D-xilopiranosil) (43), malvidina 3-(p-
coumaroil)glicosideo)-5-acetilxilosideo (45), acido
T. urvilleana asiatico (69) e arjundlico (65), acido ursoélico (67), acido
oleandlico (63), glutinol (71), NH4CI (119), avicularina
(32), hispidulina-7-O-B-D-glicopiranosideo (33), taraxerol
(73), a e B-amirina (66 e 62), B-sitosterol-B-D-
glicopiranosideo (77), B-sitosterol (76).

malvidina-3,5-diglicosideo (49), Nobotaninos: A (101),C
(27), D (103), F(102),E (104), L (98), M (29), N (100),
1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose (91), 2,3-0O-(S)-
hexahidroxidifenoil-D-glicose (92), castalagina (83),
casuarictina (85), casuarinina (89), vescalagina (87),
pedunculagina (84), praecoxin A (82) e B (86),
6-O-galoil-2,3-0-(S)-hexahidroxidifenoil-D-glicose (93),
guercetina 3-O-(6"-O-galoilgalactosideo) (17) ,

T. semidecandra guercetina 3-O-a-L-arabinofuranosideo (23), quercetina
(15), avicularina (32), quercetina-3-O-a-L-(2"-O-acetil)
arabinofuranosideo (23), quercetina-3-O-a-L-
ramnopiranosideo (24), 23-etil-cholest-5-en-3-ol (81),
acido oleico (113), 3,3'-O-dimetil acido elagico 4-O-a-L-
rhamnopiranosideo (94), quercetina-3-0-a-L-(2"-O-
acetil) arabinofuranosideo (23), B-sitosterol-O-B-D-
glicopiranosideo (77), malvidina 3-(p-coumaroil-
glicosideo)-5-glicosideo (42).

Flavonoide, triterpeno, sal
inorgéanico, esteroide

Flavonoide, tanino, esteroide,
acido graxo, éster de acido
graxo.

TERAHARA et al., 1993;
CASTORENA-PEREZ,
2014.

HARBONE, 1964;
YOSHIDA et al., 1999 (b);
YOSHIDA et al.,1991;
SIRAT et al., 2010; REZALI,
2008.
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Nas Figuras 3, 4, 5, 6 e 7 a seguir, estdo apresentadas as estruturas
quimicas dos compostos quimicos encontrados em espécies do género

Tibouchina.

Figura 3- Estruturas quimicas dos flavonoides isolados em espécies de Tibouchina.

OH HO 0

HO 0]

OH

)
14

OR OH

OH o)

1R=H

2 R= 3-0- B-D-glicopiranosideo

3 R= 3-0-(6”-0-galoil)-beta-D-glicopiranosideo
4 R= 3-0-(6”-0O-p-coumaroil)- B-D-glicopiranosideo
5 R= 3-0O-galactosideo

6 R=3-O-glicosideo

7 R= 3-O-glicuronideo-6"-O-metiléster

8 R= 3-O-rutinosideo

9 R= 3-0O-(galoil)-hexosideo

10 R= hexosideo

11 R= 3-(p-coumaroil)-hexosideo

12 R= 3-pentosideo

13 R= (2”-0-metil)-4’-0-a.-D-glicopiranosideo

OH

HO 0]

OR
OH 0]

15R=H

16 R= 3-glicosideo

17 R= 3-0-(6”-0O-galoil)-galactosideo

18 R= 3-0-(6”-0-p-coumaroil)- B-D-glicopiranosideo 26 R= 3-O-B-D-galactopiranosideo
19 R= 3-O-(galoil)- glicosideo 7 R= 3-0-B-D-glicopiranosideo
20 R= 3-O-rutinosideo R= 3-0-B-D-glicuronideo

21 R= 3-0-a-L-arabinofuranosideo R= 3-0-B-L-arabinopiranosideo
22 R= 3’-O-ramnosideo 0 R= 3-(0-galoil)-hexosideo

23 R= 3-0-0-L-(2"-O-acetil) arabinofuranosideo 1 R= 3-(O-galoil)-galactosideo
24 R= 3-0O-a-L-ramnopiranosideo

25 R= 3-0-B-D-(6”-E-p-coumaroil)-glicopiranosideo

© |co

Legenda: 1 canferol; 2 a 13 canferol glicosilado; 14 genisteina; 15 quercetina; 16 a 31
quercetina glicosilada; 32 avicularina.
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Continuacao da Figura 3

OH OCH,4
OH
RO 0]
HO (0]
H,CO
OH 0 OR
33 R=7-0-B-D-glicopiranosideo
34 R=7-0O-glicosideo OH Y
OH
35 R= 3-0-(galoil)- glicosideo
36 R=3-0O-glicosideo
OH 37 R= 3-O-rutinosideo
38 R=3-0-di-glicosideo
39 R= 3-0-glucuronideo
HO 0 OH
OH
40
HO (0}
OH 0 OH
O/
OH OR
® OH 0
HO (0] 50R=H
\ O/ 51 R= 3-0O-galactosideo
52 R= galactosideo
53 R= 3-O-glicosideo
/ OR

COH

HO
41 R= 3-(p-coumaroilglicosideo)-5-acetilxilosideo
42 R= 3-(p-coumaroilglicosideo)-5-glicosideo
43 R= 3-0-[6-0-(E)-p-coumaril-B-D-glicopiranosil]-5-0-(2-
O-acetil-B-D-xilopiranosil)
44 R= p-coumaroil-hexosideo-5-acetilpentosideo
45 R= 3-(coumaroil-glicosideo)-5-(acetilxilosideo)
46 R= 3-(di-p-coumaroil xilosideo)-5-glicosideo OH
47 R= 3-(p-coumaroil xilosideo)-5-glicosideo 54
48 R= 3-(p-coumaroil)-sambubosideo-5-glicosideo -
49 R= 3,5-diglicosideo

Legenda: 33 e 34 hispidulina glicosilada; 35 a 39 isoramnetina glicosilada; 40 luteolina; 41 a
49 malvidina glicosilada; 50 miricetina; 51 a 53 miricetina glicosilada; 54 pelargonidina.
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Continuacao da Figura 3

55 R= 3-sambubiosideo

56 R= 3-soforosideo

OH

OH

HO

OH
OH
®
HO o
X OCH;
Zor
OH
57R=H
58 R= p-coumaroil-hexosideo acetilpentosideo
OH
OH
HO O \\\\\\
W R
60 R=OH
61R=H
OH

OH OH

Legenda: 55 e 56 peonidina glicosilada; 57 petunidina; 58 petunidina glicosilada; 59
isoquercitrina; 60 leucodelphinidina; 61 leucocianidina.

Revisao da literatura 43



Figura 4- Estruturas quimicas dos triterpenos isolados no género Tibouchina.

S
\\\\\

OH

R'= CH;; R%=H; R3%=H
R'=CO,H; R?>=H; R3=H

8 R'=CO,Gli; R?= OH; R3= OH
R'=CO,H; R?= OH; R3= OH

62 R'= CH;; R?=H; R®%=H
3 R'= CO,H; R?= H; R3=H
4 R'= CO,Gli; R2= OH R3=OH Wy,
5 R'= CO,H; R2= OH R3= OH

o

R
BRI

(=2

Legenda: 62 B-amirina; 63 acido oleandlico; 64; arjunglicosideo Il; 65 acido arjunélico; 66 a-
amirina; 67 acido ursolico; 68 quadranosideo IV; 69 acido asiatico; 70 friedelina; 71 glutinol;
72 lupeol; 73 taraxerol; 74 B-friedelanol.
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Figura 5- Estruturas quimicas de esteroides entrados no género Tibouchina.

-B-D-glicopiranosideo

\\\\\\\
K

“\\\“‘..

foH

HO

HO

HO

Legenda: 75 estigmasterol; 76 B-sitosterol; 77 B-sitosterol glicosilado; 78 campesterol; 79
sitosterol; 80 estigmaste-4-en-3-ona; 81 23-etil-cholest-5-en-3-ol.
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Figura 6- Estruturas quimicas de taninos encontrados no género Tibouchina.
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Legenda: 82 praecoxin A; 83 castalagina; 84 pedunculagina; 85 casuarictina.
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Continuacéo da Figura 6.

OH OH
OH
0 OH
HO on HO OH HO O=
OH o
HO oH & 0 0 OH
? o)
0} 0 OH
0
HO 0 0 OH
Q 0
0] OH HO OH OH
OH 4o OH
—0 OH
HO 0
20
HOQ/QO
HO

Legenda: 86 praecoxin B; 87 vescalagina; 88 stachyurina; 89 casuarinina; 90 medilinina B;
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Continuacéo da Figura 6.

o
A 0
0 OH
n OH
0
o) N 00— 92 R=H
o— H4CO 93 R= 6-0-galoil
OH OCHj,
2
R OH
\ OH2C
HO
oco OH HO
OH
OH
OH HO  OH ot OH
0
QA oco
95 R' = (S)-HHDP, R?=H, H OH
96 1-R2-(S) HHDP 3 ?
[ow
(S)-HHDP= \ |
cCo Cco
HO OHHO OH

Legenda: 91 1,2,3,6-tetra-O-galoil-B-D-glicose; 92 2,3-O-(S)-hexahidroxidifenoil-D-glicose;
93 6-0-galoil-2,3-0O-(S)-hexahidroxidifenoil-D-glicose; 94 3,3’-O-dimetil acido elagico 4-O-a-
L-ramnopiranosideo; 95 nobotanino O; 96 nobotanino B.
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Continuacéo da Figura 6.

R'= B-0-G, R%,R3= (S)-HHDP, R*= OH.R%= G
R'=R*= OH, R? R3= (S)-HHDP, R*= OH, R°= H
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HO / \ o (/: 9 R'= $-0-G, R?=R3=H, R*= OH, R’= G
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0 ) OH
HO o A OH o (S)-HHDP=
OH co 9 Ho OH | |
co co
(oS oo
HO OH
HOT T omon oH - OGS g O O
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( oH OH
OH,C, HO

OH 0
HO (i 7 /
ocC OH,C OH
Co o
co 0
HO HO 0—C OH
O OH o
i ]
HO OH
OHOH OH
HO H G G

Legenda: 97 nobotanino C; 98 nobotanino L; 99 nobotanino M; 100 nobotanino N; 101

nobotanino A; 102 nobotanino F; 103 nobotanino D.
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Continuacéo da Figura 6.
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Legenda: 104 nobotanino E; 105 nobotanino J.
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Continuacéo da Figura 6.

Legenda: 106 nobotanino P; 107 nobotanino G.
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Figura 7- Estruturas quimicas de outras substancias quimicas encontradas no género
Tibouchina.
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Legenda: Benzoquinona: 108 2,6-dimetdxi benzoquinona. Acidos carboxilicos: 109 &cido
elagico; 110 acido galico; 111 4cido protocatéquico; 112 acido 2,3,5-trihidroxibenzéico; 113
acido oleico; Alcaléides: 114 solasonina; 115 solamargina.
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Continuacéao da Figura 7.
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Legenda: Hidrocarbonetos: 116 hentriacontano; 117 nonacosano; 118 tritriacontano; Sal
inorganico: 119 Cloreto de amdnio; Derivado fendlico: 120 2,8-dihidroxi-7H-furo[2,3-
flchromen-7-ona.

2.4 CARACTERIZACAO DA ESPECIE Tibouchina papyrus

Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo (Melastomataceae) também
conhecida como Tibouchina papyrifera Cogn., Lasiandra papyrus Pohl, e
popularmente por “pau-papel” € uma espécie endémica encontrada no
Cerrado rupestre, em regides rochosas do Bioma Cerrado. Devido seu
endemismo natural e a especificidade do habitat é considerada uma espécie
vulneravel. Suas pequenas sementes ndo sdo aladas, o que limita sua
disperséo, por difusdo ou em salto, e consequentemente a expansao das
populacdes (COLLEVATI et al., 2012; MARACAHIPES et al., 2012).
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A floracdo dessa espécie ocorre entre 0os meses de dezembro e junho,
sendo o pico ao final da estacédo chuvosa (marco a abril). As flores possuem
coloracdo pupura e a polinizacdo ocorre principalmente por abelhas grandes
do género Xylocopa spp., Bombus spp. e Centris spp. A frutificacdo estende-
se de fevereiro a outubro, com o amadurecimento ocorrendo no periodo de
seca. Uma caracteristica da espécie é a ocorréncia da caducifolia (Figura 8)
entre os meses de maio e junho e a permanéncia do individuo em estado
vegetativo até os meses de setembro e outubro (MONTORO e SANTOS,
2007).

Figura 8- Espécie em floragdo e em estado vegetativo, em decorréncia da caducifolia, no
mesmo periodo (floracdo assincrona), Serra dos Pirineus, Goias, Brasil.

Fonte: a autora.

Ha relatos de ocorréncia da espécie nas seguintes localidades: Serra
dos Pirineus (Piren6polis e Cocalzinho de Goias, GO), Serra Dourada
(Mossamides, GO), Serra Negra (Piranhas, GO), Serra da Natividade
(Natividade, TO) e Parque Bacaba (Nova Xavantina, MT), representadas na
Figura 9. Apresentam-se como arvoretas de 2 a 3 m de altura, com caule

rosado com ritidoma esfoliando-se em membranas papiraceas. Folhas
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opostas, pecioladas com peciolos de 0,5 - 1 cm. A floragdo é assincrona, o

que promove a movimentacdo dos polinizadores, comportamento que faz

com que ocorra a poliniza¢éo cruzada, também ocorre a autopolinizacéo, essa

variabilidade permite maior fluxo génico para a espécie (MONTORO e
SANTOS, 2007; MARACAHIPES et al., 2012; VERSIANE et al., 2016).

Figura 9- Distribuicdo da espécie em territério brasileiro.
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Fonte: Adaptado de Maracahipes et al. (2012).

Apresentando inflorescéncia com panicula, com cerca de 15 a 20

botBes, a corola é violeta e dela partem 10 estames dimorfos que apresentam

filetes alongados e pilosos (Figura 10). As anteras sdo poricidas e o0 ovario

apresenta 5 l6culos com muitos 6vulos por l6culo (MONTORO e SANTOS,

2007).
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Figura 10- Aspectos gerais das inflorescéncias de T. papyrus.

Legenda: (A) Aspecto geral da flor; (B) Corte transversal do ovario; (C) Inser¢éo dos botdes

florais em inflorescéncia panicula. Fonte: Adaptado de Montoro e Santos (2007).

2.5 TRIAGEM DE TOXICIDADE EM EXTRATOS DE PLANTAS

Dentre as diversas possibilidades de realizar um estudo toxicolégico de
plantas para comprovar a sua possivel agcdo toxica, algumas condicdes
precisam ser levadas em consideracdo como: a dose, o tempo, a frequéncia
e a via de administracdo. O emprego de organismos simples como Artemia
salina, sdo mais comuns para ensaios de toxicidade preliminar. Estes ensaios
sdo essenciais no estudo de compostos com potencial atividade biolégica e
para orientar o fracionamento em estudos fitoquimicos ou de produtos
naturais (FERREIRA et al., 2017).

O ensaio com A. salina, microcrustaceo da ordem Anostraca,
geralmente é utilizado para rastrear substancias téxicas em produtos naturais.
E empregado pela simplicidade de execucdo e pelo custo-beneficio. Essa
espécie marinha é um bioindicador, sendo seu grau de tolerancia em relacao
a um fator ambiental reduzido e especifico, apresentando resposta direta
frente a pequenas variagcdes no ambiente (MEYER et al., 1982; CARVALHO
et al., 2009).
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Ensaios de toxicidade em animais inferiores (invertebrados, micro-
organismos, plantas ou algas) permitem a deteccdo de compostos presentes
em pequenas quantidades nos extratos de plantas e sua avaliacdo se da pelo
calculo da concentracao letal média (CLso) (MEYER et al., 1982). O método in
Vivo apresenta resultados da dose e sua aplicacao é classificada como estudo
de toxicidade aguda, por realizar a leitura de uma dose Unica empregada no
ensaio, por um periodo de andlise de 24 h, proporcionando respostas a nivel

celular.

2.6 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA in vitro

Infeccbes causadas por bactérias resistentes a antibiéticos como
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, tém sido fonte de
pesquisas por causarem morbidade e mortalidade significativas. Essas e
outras infeccdes resistentes impactam pacientes hospitalizados e né&o
hospitalizados saudaveis em todo o mundo. A auséncia de progresso no
desenvolvimento da nova terapéutica para tratar infec¢cdes multirresistentes,
incluindo as causadas por bactérias Gram negativas, tem preocupado a
Sociedade Americana de Doencas Infecciosas (Infectious Diseases Society of
America - IDSA) (BOUCHER et al., 2013).

Estudos direcionam para a descoberta de novos agentes
antibacterianos a partir de produtos naturais, com objetivo de encontrar
compostos com atividade semelhante a de compostos tradicionalmente
utilizados, porém com menor toxicidade, gerando menor impacto ambiental
(DE BONA et al., 2014).

Diferentes métodos podem ser utilizados para realizar bioensaios de
atividade antibacteriana como: difusdo em agar por poco, disco-difusdo e
macro e microdiluicdo em caldo. Para a determinacdo da Concentracdo
Minima Inibitéria (CMI) e da Concentracdo Minima Bactericida (CMB) com
extratos vegetais, o método mais utilizado é o de microdiluicdo em caldo
sendo preconizado pelo CLSI (DE BONA et al., 2014).
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O método de microdiluichio em caldo €& barato e possui
reprodutibilidade, sendo mais sensivel que outros métodos e requer pequena
quantidade de amostra. Este considera a proporc¢ao de crescimento do micro-
organismo testado no meio liquido e a concentra¢do da substancia ensaiada,
sendo comparada frente ao padrédo biolégico de referéncia. Os controles
positivos utilizados na técnica sdo agentes antimicrobianos, como por
exemplo, a gentamicina e o cloranfenicol. A técnica ainda conta com um
controle negativo: o meio de cultura com o DMSO 5% e a suspensao
bacteriana (OSTROSKY et al., 2008).

O Protocolo para realizacdo deste bioensaio € recomendado pela
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI), em testes de
susceptibilidade antimicrobiana por diluicdo de agentes antimicrobianos em
caldo (CLSI, 2016). A CMI é a menor concentracdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano, visivel a olho nu (ARAUJO e LONGO, 2017). Para as
concentracfes que apresentaram valores de CMI dentro faixas testadas, séo
analisados se estes valores de concentracdo também sao bactericidas (CMB),
o resultado se da pelo crescimento ou ndao de novas coldnias bacterianas em

meio de cultura.

Os estudos biolégicos com os extratos e fracbes direcionam o0s
fracionamentos e consequentemente o isolamento de substancias bioativas,

seja por acao sinergética ou individual.

2.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE in vitro

Utilizados para triar moléculas que possuem efeitos na proliferacao
celular ou que séo toxicos e podem conduzir as células a morte, os ensaios
de viabilidade celular avaliam qualitativamente e quantitativamente as células
metabolicamente ativas em ensaio em placa de 96 pocgos, testando varios
extratos ou substancias ao mesmo tempo. Cada tipo de ensaio apresenta uma

abordagem especifica para detectar diferentes aspectos da viabilidade
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celular, como integridade celular, proliferacdo de células e funcdes
metabdlicas (SCHROTEROVA et al., 2009).

A avaliacdo metabdlica celular serve como parametro para indicar a
viabilidade ou proliferacao celular na presenca de um composto cuja atividade
sera verificada. A analise de citotoxicidade realizada pelo método do MTT foi
descrita primeiramente por Mossman (1983), tendo a capacidade de analisar
a viabilidade e o estado metabdlico da célula. E um método de andlise
colorimétrico baseado na converséo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-
2-H-brometo de tetrazolio (MTT, estrutura 121) em formazan (estrutura 122)
(Figura 11), a partir de enzimas mitocondriais, como por exemplo a succinil-

desidrogenase, presentes somente nas células metabolicamente ativas.

Figura 11: Reacdo de reducdo do MTT a formazan a partir da acdo das enzimas

mitocondriais.
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Fonte: Adaptado de Magalhées, Tha e Leme (2018).

Apesar de existirem diversos testes colorimétricos para a determinacéo
da citotoxicidade de agentes quimicos, o teste do MTT é um dos mais
utilizados devido a sua sensibilidade de deteccdo de citotoxicantes e
reprodutibilidade. O teste quantifica o dano induzido por um agente no
metabolismo celular de glicideos, pela avaliagdo da atividade de
desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial e,
conseguentemente, a viabilidade celular, é entdo quantificada. Dessa forma,
a intensidade da cor roxol/lilas, relativa aos cristais de formazan que foram
exocitados das células, é diretamente proporcional a atividade mitocondrial e
a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).
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Apos a adicdo do DMSO, os cristais de formazan sdo solubilizados e a
leitura da absorbancia é realizada em espectrofotdmetro de elisa, utilizando a
faixa de comprimento de onda de 540 nm. O estudo citotoxico pelo método do
MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de
acao, ou diferenciar entre efeitos citotdxicos e citostaticos (BERRIDGE et al.,
1996). Algumas substancias apresentam potencial redutor com isso permitem
um falso resultado negativo, deve-se levar em consideracdo também
parametros como o pH do meio (DOLABELA, 1997).

Os resultados obtidos correlacionam o nimero de células viaveis com
a absorbancia produzida no processo de reducdo do MTT a formazan. A
porcentagem de inibicdo celular é definida pela média das trés repeticdes +
desvio padrdo da média (DPM) (PIRES et al.,, 2011). Sendo determinada

também por:

Inibicdo Celular(%) = Absorbancia do Tratamento x100
Absorbancia do controle negativo

A viabilidade celular é calculada com base nos dados de absorbancia
obtidos, como segue:

Viabilidade(%) = __(absorbancia amostra — absorbancia branco) x100
(absorbancia controle negativo — absorbéancia branco)

Os valores da Concentracao Inibitéria média (Clso) sao obtidos através
de regresséo linear, usando softwares de analise estatistica.

Os testes na linhagem de L929 sao realizados com objetivo de obter
dados para o calculo do indice de seletividade (IS), que indica se uma
substancia é seletiva a um determinado composto entre uma linhagem
neoplasica e uma normal. O resultado direciona o potencial da utilizagéo deste
composto em estudos futuros na respectiva linhagem neoplasica avaliada. O
calculo deste indice corresponde a divisdo entre o valor da Clso de cada
composto-teste na linhagem de células ndo tumorais (L929) e o valor da Clso

de cada composto na linhagem de células neoplasicas:

IS= Clso (L929)
Clso (células neoplasicas)
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o perfil fitoquimico e o potencial biolégico da espécie

Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obter os extratos hexanico, acetato de etila e metandlico das folhas e dos

galhos de T. papyrus.

- Identificar as principais classes de metabdlitos presentes na espécie atraves

de ensaios de prospeccao;
- Realizar screening de toxicidade com os extratos frente a Artemia salina;

- Determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) dos extratos frente a
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa;
- Determinar a Concentracdo Minima Bactericida (CMB) dos extratos;

- Investigar o potencial citotéxico dos extratos de T. papyrus em ensaio in vitro
frente as linhagens celulares HL60, HCT-116, MCF-7, PC3, SNB-19 e L929;

- Isolar substancias presentes nos extratos de T. papyrus;

- Elucidar as estruturas dos constituintes quimicos isolados.
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4. MATERIAIS E METODO

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Tabela 3- Relacéo dos reagentes utilizados.

Reagente Marca

Processo de extracao e purificacéo

Hexano Anidrol, Synth e Neon
Metanol Anidrol, Synth e Neon
Acetato de Etila Anidrol, Synth e Neon
Cloroférmio Anidrol, Synth e Neon
Diclorometano Anidrol
Acetona Anidrol, Synth e Neon
Silica gel 70-230 Mesh Neon
Silica gel 230-400 Mesh Neon
Metanol deuterado Cambridge Isotope Laboratories
Cloroférmio deuterado Cambridge Isotope Laboratories

Toxicidade preliminar

Tween 80 Synth
DMSO Neon
Sal marinho

Extrato de levedura
Dicromato de potassio Vetec

Atividade antibacteriana

Caldo Mller Hinton HIMEDIA
Agar Miiller Hinton KASVI
Cloranfenicol Fisher bioreagents
Sulfato de Gentamicina Sigma
Resazurina Vetec
Cloreto de sodio Neon
Glicerina Synth
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Tabela 4- Relacéo de equipamentos utilizados.

Equipamento

Modelo/ marca

Evaporador rotativo
Autoclave
Camara de fluxo

Estufa com circulacdo de ar

Quimis Q344B

Modelo MAO35, marca Marconi

Moinho de facas Modelo MA580, marca Marconi
Mettler P163

Bruker Advanced Ill — 500 MHz/11,75 Tesla

Balanca analitica

Espectrémetro

Tabela 5- Linhagens celulares utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro pelo método MTT.

Cédigo Linhagem celular
HL60 Leucemia promielocitica
HCT-116 Carcinoma de co6lon humano
MCF-7 Carcinoma de mama
PC3 Carcinoma de préstata
SNB-19 Astrocitoma
L929 Fibroblasto murinho

Tabela 6- Bactérias e seus codigos ATCC, utilizadas no bioensaio de atividade antibacteriana.

Bactéria investigada ATCC
Gram Positivas

Staphylococcus aureus 25923

Staphylococcus epidermidis 12228
Gram Negativas

Escherichia coli 25312

Pseudomonas aeruginosa 27853

4.1.1 PREPARO DA REVELADOR DE VANILINA

Foram utilizados 3,0 g de vanilina, 30 mL de H2SO4, 135 mL de H20 e

135 mL de metanol. Em um béquer adicionou-se a agua, 0 metanol e a
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vanilina, misturou-se e em banho de gelo, adicionou-se o acido sulfarico

lentamente e em agitacao constante.

4.1.2 PREPARO DA SOLUCAO FISIOLOGICA ESTERIL 0,9%

Pesou-se 9 g de cloreto de sodio, dissolvendo-se em 1000 mL de agua

destilada. Levou-se a solucdo em autoclave por 15 min.

4.1.3 PREPARO DO MEIO DE CULTURA MULLER HINTON (CALDO OU
AGAR)

Para o preparo do meio de cultura utilizou-se 21 g do meio de cultura
(caldo ou agar) Miller Hinton em 1000 mL de agua destilada, manteve-se sob
agitacao até completa solubilizacdo, levou-se para autoclave por 15 min. O
agar deve ser adicionado em placa de Petri e colocado para resfriar em estufa
a 35 °C. O caldo MH deve ser mantido em geladeira até utilizacdo. Manipulou-

se todo o processo em camara de fluxo.

41.4 PREPARO DA SOLUGAO DE RESAZURINA

Pesou-se 0,01 g de resazurina dissolvendo-a em 10 mL de solucao
fisiol6gica estéril, reservou-se essa solugcado-estoque. Para preparo da diluicdo
necessaria para a leitura da CMl retira-se 1 mL da solucdo-estoque e adiciona-
se 9 mL de solucéo fisioldgica estéril.

4.1.5 PREPARO DO CONTROLE DE CLORANFENICOL

Pesou-se 0,001 g de cloranfenicol dissolvendo-o em 10 mL de agua
destilada. Essa é a solucdo-estoque que sera utilizada para realizar diluicao

seriada a fim de se obter as concentracdes 64, 32, 16, 8,4, 2e 1 ug. mL™.
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4.1.6 PREPARO DO CONTROLE DE GENTAMICINA

Pesou-se 0,001 g de gentamicina dissolvendo-a em 10 mL de agua
destilada, para o preparo da solucdo-estoque de concentragédo 100 ug. mL™.
Partindo dessa concentracdo produziu-se solucdes diluidas nas

concentracdes 8, 4,2, 1 e 0,5 ug. mL™2.

4.2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

O levantamento bibliogréfico ocorreu durante toda a pesquisa, em sitios
de busca como Science Direct, Web of Science, portal de periédicos Capes,

PubMed, Google Académico e SciFinder.

4.3 COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado no dia 04 de junho de 2019, sob
temperatura média de 24 °C, na Serra dos Pirineus em Pirenopolis, Goiés,
Brasil. A identificacéo foi realizada in loco pela professora Dra. Mirley Luciene
dos Santos. O cadastro de acesso ao Patriménio Genético no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) foi realizado sob nimero A35C504. A preparacdo da
exsicata se deu conforme o método proposto pelo Herbéario da Universidade
Estadual de Goias (HUEG), sendo registrada sob o nimero de tombo HUEG
13.795. As coordenadas de localizacdo dos espécimes coletados estao

demonstradas na Tabela 7.

Tabela 7: Coordenadas das coletas das partes aéreas de Tibouchina papyrus na Serra dos
Pirineus, Pirendpolis, Goias.

Latitude Longitude Altitude
15° 47 45" S 48°49' 55" O 1340 m
15°47° 45" S 48°49' 55" O 1320 m
15°47° 35" S 48° 50’ 06" O 1320 m
15°48' 12" S 48° 50’ 16" O 1290 m
15°48’ 28" S 48°48' 11" 0O 1280 m
15°48 12" S 48° 50’ 16" O 1280 m

Fonte: a autora.
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4.4 PREPARO DOS EXTRATOS

Folhas e galhos do material vegetal foram secos, separadamente, em
estufa com circulacéo de ar, sob temperatura média de 40 °C por 48 horas. A

pulverizacdo ocorreu em moinho de facas do tipo Willey.

O processo extrativo utilizado foi a maceracéo seriada exaustiva a frio,
utilizando-se solventes com ordem crescente de polaridade. O material
vegetal pulverizado foi colocado em contato com o solvente durante 4 dias,
com agitacdes ocasionais, sendo o processo repetido por 3 vezes, seguido da
mudanca do solvente. Os solventes utilizados foram, respectivamente,
hexano, acetato de etila e metanol, obtendo-se os extratos: TPGH - T. papyrus
galhos hexano, TPFH - T. papyrus folhas hexano, TPGA - T. papyrus galhos
acetato de etila, TPFA - T. papyrus folhas acetato de etila, TPGM - T. papyrus
galhos metanol, TPFM - T. papyrus folhas metanol. O volume foi reduzido em
evaporador rotativo e a secagem finalizada em capela. A Figura 12 apresenta
0 esquema do processo utilizado para extracdo por maceragdo seriada

sucessiva a frio até a obtencéo dos extratos.
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Figura 12- Esquema da obtencéo dos

maceracao seriada exaustiva a frio.
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Legenda: *Torta: material vegetal apés o processo de maceracdo, quando este ainda
passara por novo processo de maceracao. Fonte: a autora.

De acordo com Matos (2009), a escolha do solvente hexano na primeira

etapa da maceracdo se da pelo potencial em retirar do material vegetal

substancias lipossoluveis, permitindo assim maior penetragdo dos solventes

mais polares. Na Figura 13 estéo relacionados possiveis metabolitos a serem

extraidos de acordo com o solvente selecionado em ordem crescente de
polaridade (OLIVEIRA, MAIOR e DRESCH, 2018).
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Figura 13- Relacdo dos possiveis metabdlitos presentes no processo de maceracao seriada.

Acetato de etila ~ ™
*Polifenois
* Antocianinas
*Terpenos . *Taninos
*Esteroides * Flavonoides * Terpenoides
« Acetofenonas *Xantonas +Saponinas
’ Tamnqs *Lactonas
*Saponinas *Flavonas
Hexano *Triterpenos
J

—

N
\-/ Metanol

Fonte: Adaptado de Oliveira, Maior e Dresch (2018).

4.5 ENSAIO DE TOXICIDADE PRELIMINAR

O ensaio de toxicidade foi realizado frente a nauplios de Artemia salina,
segundo metodologia adaptada de Rehman et al. (2005), em triplicata e em
trés séries de repeticdes independentes.

4.5.1 PREPARO DO ARTEMILHEIRO

Para o preparo do artemilheiro pesou-se 36 g de sal marinho
dissolvendo-o em 1 L de agua destilada, suplementado a solugéo com extrato
de levedura a 6 mg.L. Esterilizou-se a solugdo em frasco préprio para

autoclave.

Em funil de decantacao foi adicionado um volume equivalente a 75%
da capacidade do funil da solugéo salina preparada e entdo incubados 30 mg
de cistos de A. salina, ficando o sistema sob aeracéo e iluminacao constantes

por 36 h, como o esquema representado na primeira etapa da Figura 14.
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Figura 14- Esquema do sistema de incubacado dos cistos de Artemia salina.

+ Contagem dos

10 nuplios em 100 pL “a“r':'[;‘s“"““
+ Distribuigdo dos extratos mP

+ Solugdo salina 3,6% « Controles: * Calculo da CL50

» Extrato de levedura + sol. salina 3,6% Pelo método

* cistos A. salina + DMSO 5% PROBIT

+ aeragao e iluminagéao » Tween 0,02%

constantes por 36 h. + K2Cr207

Fonte: a autora.

4.5.2 DILUIGAO DOS EXTRATOS

Para o preparo e diluicdo do extrato pesou-se 0,008 g do extrato,
solubilizando-o em Dimetilsulfoxido (DMSO) 5% (100 yL) e Tween (80) 0,02%
(1900 pL), ambas solucbes e o controle de Dicromato de potassio (K2Cr207)
preparados com solucdo salina 3,6%. As solucbes foram colocadas sob
agitacdo magnética por 24 h e em vortex por 30 s na tentativa de

homogeneiza-las completamente.

Utilizou-se microtubos de 2 mL para realizar a diluicdo seriada partindo
da concentragdo inicial de 4000 ug.mL* seguindo para 2000, 1000, 500, 250,
125 e 62,5 ug.mL.

4.5.3 DISTRIBUICAO DOS EXTRATOS E CONTROLES E CALCULO DA
CLso

Em placa de 96 pocos foram adicionados cerca de 10 nduplios em 100
ML de solugéo salina e 100 yL dos extratos nas respectivas diluicbes e os
controles de viabilidade e da técnica, fazendo decair pela metade da

concentracdo inicial. Os controles de viabilidade utilizados foram solugéo
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salina 3,6%, DMSO 5% e Tween (80) 0,02% e o controle da técnica foi o
dicromato de potassio nas diluicées 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 yg.mL™.

As placas foram mantidas em temperatura ambiente, iluminacao
constante e ap0s 24 h realizou-se a contagem dos nauplios mortos e
sobreviventes, os dados obtidos foram utilizados para o calculo da
concentracgéo letal média (CLso), sendo considerados apenas 0s experimentos
onde em pelo menos uma das concentracdes observou-se mortes (proximos
a 50% ou superiores a 50%). O método PROBIT de analise estatistica foi
utilizado para o célculo através do software STATISTICA®.

4.6 ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

O ensaio foi realizado pelo método de microdiluicdo em caldo,
conforme o Protocolo recomendado pela Clinical and Laboratory Standard
Institute (CLSI) para testes de susceptibilidade por diluicho de agentes

antimicrobianos em caldo (CLSI, 2016).

4.6.1 REATIVAGAO DAS CULTURAS BACTERIANAS

Foram utilizadas cepas padrdo American Type Culture Collection
(ATCC) que estavam mantidas no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Estadual de Goias (UEG) das espécies Staphylococcus aureus
(25923), Staphylococcus epidermidis (12228), Escherichia coli (25312) e
Pseudomonas aeruginosa (27853).

A manutencdo das cepas foi realizada conforme descrito por Silva et
al. (2017), com algumas adaptacdes. Foram realizados repiques das cepas
em agar Mueller Hinton (MH) pela técnica de esgotamento por estrias e as
placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas, a fim de se obterem col6nias

isoladas.

Cerca de 3 a 5 colonias isoladas e tipicas foram transferidas para um
tubo com 10 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion Broth) e 20 % de glicerol,

homogeneizado por 15 segundos em vortex, sendo posteriormente incubados
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por 12 horas a 35°C. Em seguida, transferiu-se aliqguotas de 1 mL para
microtubos previamente esterilizados e devidamente identificados. As
aliquotas foram armazenadas a 8° C por sete dias e congeladas em freezer a
-20°C.

Antes da realiza¢do do ensaio, a fim de reativar as culturas bacterianas
uitlizadas no ensaio, os microtubos foram descongelados, sendo realizado
repiqgues em agar MH e incubacéo a 35 °C em estufas bacteriologicas por 24

horas.

4.6.2 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MiNIMA INIBITORIA (CMI)

Para a realizacdo do experimento os extratos foram solubilizados em
Dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% e diluidos em caldo MH para obtencdo de uma
solucdo-estoque de concentracdo de 4000 pg.mL, sendo posteriormente
diluida para as concentragdes 2000, 1000, 500, 250 e 125 pg.mL* conforme
Figura 15.

Figura 15- Esquema de microdiluicdo dos extratos de Tibouchina papyrus no ensaio
antibacteriano.

Solugao-estoque
¥ & +500 uL MH
A 500 pL
il 2000 pg.mL"
\) 250 uL
8 mg do extrato )
+100 yL DMSO 5% T 4750 uL MH
+1900 pL MH 250 pL
1000 ug.mL"!
4000 pgmL? ¥ g +500 uL MH
500 ul 250 ug.mL"
= )
250 pL
O T, T w4750 L MH
+1750 pL MH 125ug.mL"
500 pg.mL’ )

Fonte: a autora.
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Os testes para os extratos TPGH, TPFH, TPGAE, TPFAE, TPGM e
TPFM foram acompanhados de controle de viabilidade dos micro-organismos
na auséncia dos extratos (MH + indculo bacteriano + DMSO 5%), controle de
esterilidade (Extratos + MH e MH) e controle de técnica (antimicrobianos

cloranfenicol e gentamicina).

O cloranfenicol, controle positivo para as cepas bacterianas Gram
positivas, foi utilizado nas concentragées 64, 32, 16, 8,4, 2 e 1 ug.mL*. Usou-
se a gentamicina nas concentracdes 8, 4, 2, 1 e 0,5 ug.mL™* para controle da
técnica das bactérias Gram negativas (CLSI, 2016).

Os in6culos bacterianos foram preparados, em solucdo fisiologica
estéril 0,9%, com a suspensdo de coldnias tipicas e isoladas, apds 24 horas
de crescimento em agar MH, com a turvagao correspondente a 0,5 da escala
de McFarland equivalente ao ajuste do indculo a concentracdo de bactérias
de 108 UFC.mL1. Em seguida, a suspenséo foi diluida (0,1 mL em 9,9 mL de
caldo MH) de forma a obter uma concentracédo de células de 108 UFC.mL™2.

Em microplacas estéreis de 96 pocos com fundo em “U”, foram
colocados 50 pL do inéculo bacteriano a 1,5 x 10® UFC.mL! e 50 pL dos
extratos diluidos e controles, fazendo a concentracdo no poco ser a metade
da inicial. Estas foram incubadas por 24 horas, sob temperatura de 35 °C. A
Figura 16 esquematiza as etapas do método utilizado para determinacao da
CMI e CMB.

Figura 16- Esquema da realizacdo do ensaio de atividade antibacteriana pelo método de

microdiluicdo em caldo para os extratos de T. papyrus.

Obtencgao do inéculo Inéculo bacteriano

50uL Extratos

’A)uL

25pL

’/; ..... ‘
Resazurina L
A\S

Leitura da CMI [of ]}

Fonte: a autora.
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A fim de facilitar a obtencdo dos resultados acrescentou-se 25 pL de
resazurina sodica a 0,01% em cada poco e apos 30 minutos de incubacao
realizou-se a leitura visual, sendo o predominio da cor azul indicativo de
inibicdo do crescimento bacteriano e o vermelho rosaceo, atividade
metabdlica devido ao crescimento. O ensaio foi realizado em triplicata e em

trés séries de repeticdes independentes.

O critério de classificagdo da atividade antibacteriana utilizado € o
sugerido por Holetz et al. (2002): para extratos que apresentaram CMI inferior
a 100 pg.mL?, a atividade antimicrobiana foi considerada boa, de 100 a 500
ug.mL? a atividade antimicrobiana é considerada moderada, de 500 a 1000
ug.mL? a atividade antimicrobiana é fraca, mais de 1000 pg.mL-! o extrato foi

considerado inativo.

4.6.3DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MINIMA BACTERICIDA
(CMB)

Para as concentracdes que apresentaram valores de CMI dentro faixas
testadas, foram analisadas se estas e as subsequentes eram concentragdes
bactericidas (CMB). Em placa de Petri contendo agar MH fora depositado todo
volume do poco da concentracdo analisada, realizando a semeadura e
incubacdo em estufa a 35 °C por 24 h. O resultado se deu pelo crescimento

ou ndo de novas colbénias bacterianas.

4.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE in vitro

O ensaio de citotoxicidade in vitro foi realizado pelo Laboratério de
Oncologia Experimental da Universidade Federal do Ceard (UFC) sob a
responsabilidade da MSc. Celina de Jesus Guimarédes. Utilizou-se para as
analises o método MTT, que é rapido, barato e vem sendo utilizado pelo
Instituto Nacional do Cancer (National Cancer Institute — NCI) dos Estados

Unidos.

As linhagens SNB-19 (Astrocitoma), HCT-116 (Carcinoma de colon -
humano), PC3 (Carcinoma de préstata), HL60 (Leucemia promielocitica),
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MCF-7 (Carcinoma de mama) foram cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA), enquanto a linhagem L929 (Fibroblasto murinho) foi cedida pelo Banco
de células do Rio de Janeiro (BCRJ). As linhagens foram cultivadas em meio
RPMI 1640 e Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM (L929),
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1 % de antibiéticos (penicilina
100 U.mL? e estreptomicina 100 pug.mL?), mantidas em estufa a 37 °C e
atmosfera contendo 5% de CO2. As amostras foram diluidas em DMSO

(dimetilsuféxido) puro para concentracdes de estoque de 20 mg.mL™.

Os procedimentos para solubilizacdo em DMSO foram devidamente
realizados, contudo nem todas as amostras se demonstraram sollveis. As
amostras com os codigos TPGH, TPFH e TPFAE permaneceram
parcialmente sollveis, mesmo apés a submissdo em banho de ultrassom por

15 min, seguido de agitacdo em vortex.

As células foram plagueadas nas concentracées de 0,7 x 10° céls/mL
(HCT-116 e L929); 0,1 x 10° céls/mL (SNB-19, MCF-7 e PC3) e 0,3 x 10°
céls/mL (HL60). As amostras foram testadas na concentracdo Unica de 100
ug.mL1. Utilizou-se a doxorrubicina como controle positivo na concentragéo
de 5 yg.mL*. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de
CO2, sob temperatura de 37 °C e ao término deste periodo, foram
centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em seguida, adicionou-se 100
uL da solugédo de MTT e as placas foram incubadas novamente por 3h. A
absorbancia foi lida, apds dissolugdo do precipitado com 100 uL de DMSO
puro, em espectrofotbmetro de placa a 595 nm. O esguema encontra-se

ilustrado na Figura 17.

Foram calculadas médias + desvio padrdo da meédia (DPM) da
porcentagem de inibicdo do crescimento celular das trés repeti¢cdes, usando
o programa Graph Pad Prism 6.01 (PIRES et al., 2011).
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Figura 17- Esquema do teste MTT para avaliacdo da citotoxicidade dos extratos de
Tibouchina papyrus.

f . 200000083 Adicionar 100 L da .AS placas ~_foram
suspensio em cada incubadas por 72 h em
‘ p ‘ estufa a 5% de CO, a
' pogo, as amostras ) :
' 37 °C, apbs o periodo
| foram testadas na .
\ / concentracio dnica foram centrifugadas e o
Suspenséo celular 0,7 x 105céls/mL de 100pg/mL sobrenadante removido
(HCT-116 e L929); 0,1 x 108 céls/mL
(SNB-19, MCF-7 e PC3) e 0,3 x 108
céls/mL (HL60)

Dissolver o precipitado 4+ \ Em seguida, foram (: \
com 100 uL de DMSO 4+ adicionados 100 uL ‘ |
puro. A absorbancia foi lida 4 - da solugéo de MTT ' ‘
em espectrofotometro de || oo ) e as placas foram 1\ )
placa a 595 nm. / incubadas por 3h \ Y,

Fonte: Adaptado de Magalhaes, Tha e Leme (2018).

4.8 PROSPECCAO FITOQUIMICA PRELIMINAR

Os ensaios de prospeccao fitoquimica preliminar foram realizados com o
material vegetal seco e pulverizado, segundo metodologia adaptada de Matos
(2009), Falkenberg, Santos e Simdes (2003). Realizou-se 0s experimentos em

trés séries de repeticdes independentes.

4.9 ISOLAMENTO DE CONSTITUINTES QUIMICOS

Mediantes os resultados obtidos na triagem fitoquimica observou-se a
presenca de compostos que orientaram para a separacao e o isolamento dos
constituintes quimicos. Foram utilizados métodos cromatograficos como:
cromatografia liquida em coluna de vidro com fase estacionaria em Silica gel
de tamanhos e diametros variados, dependendo da massa a ser aplicada, e
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) utilizando-se
cromatoplacas de silica em aluminio. As fases moéveis utilizadas foram

misturas de solventes organicos em propor¢des variadas de acordo com a
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melhor separacdo observada na CCDA, tanto em luz UV (254 e 365 nm)

guanto na revelacdo em vanilina acida seguida do aquecimento.

4.9.1 ESTUDO FITOQUIMICO DO EXTRATO TPGA

O estudo do extrato dos galhos — fracdo acetato de etila resultou no

isolamento dos compostos E1 e E2.

4.9.1.1 Isolamento das substancias E1 e E2

Uma massa de 1,32 g do extrato TPGA foi submetida & cromatografia
em coluna (¢ x h=4,3 x 9 cm), utilizando como fase estacionaria silica gel 60
(70-230 Mesh) com eluicdo gradiente utilizando 100 mL de solucdo com os
solventes acetato de etila/hexano nas concentracdes 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50,
60 e 80%, 100% acetato de etila, finalizando com 20% &gua/metanol
resultando em 70 fracdes que foram reagrupadas em 9, o processo encontra-

se esquematizado na Figura 18.

Figura 18 - Esquema do fracionamento do extrato TPGA, primeiro processo, em coluna de
vidro com silica gel.

TPGA

1,32¢
¢xh=4,3x9cm
silica gel 60 (70-230 Mesh)
Eluicdo gradiente: hex./AcOet 5, 10, 15,
20, 30, 40, 50, 60 e 80%, 100% AcOet e
20% H20/MeOH

1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A 8A 9A

(1-7)  (8-15) (16-19) (20-22) (23-29) (30-46) (47-49) (50-59) (60-70)

Fonte: a autora.
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Nova coluna foi realizada com as fragbes TPGA-6A, Figura 19, (m=
139,2 mg; ¢ x h=2,1x16,5 cm) com fase estacionaria silica gel 60 (200-400
Mesh) e eluicdo gradiente com a mistura solventes acetona/diclorometano 10
e 50%, finalizando com 100% acetona, resultou em 30 fragGes que foram

reagrupadas em 5 novas fragoes.

Figura 19- Esquema do refracionamento, da segunda coluna, com a fracdo TPGA-6A.

TPGA-6A dxh=2,1x16,5cm

(30-46) silica gel 60 (70-230 Mesh)
139,2 mg Eluicdo gradiente:
Acetona/Diclorometano 10 e 50%
e 100% Acetona

1B 2B 3B 4B 5B
(1-4) (5-9) (10-13) (14-15) (16-30)

Fonte: a autora.

A fragdo TPGA-3B (11,2 mg) foi submetida a novo refracionamento,
esquema representado na Figura 20, (¢ x h=1,5x 18 cm) com a mesma fase
estacionéria e eluicdo gradiente com misturas dos solventes Hex/AcOEt nas
propor¢cdes 10, 20 e 30% e 10% acetona/diclorometano, resultando em 11
fracOes, sendo as fracdes TPGA-6-7C agrupadas, referente ao isolamento de
1,2 mg da mistura de substancias E1 e E2.

Figura 20- Esquema de refracionamento da fracdo TPGA-3B com isolamento da substancia E1
e E2.

TPGA-3B
(10-13)
11,2 mg ¢xh=15x18cm

silica gel 60 (70-230 Mesh)

Eluicdo gradiente: Hex/AcOEt 10, 20 e
30% e 10% acetona/diclorometano

1C 2C 3C 4C 5C 6e7C 8C 9C 10C
m= 1,2 mg
EleE2

Fonte: a autora.
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O sdlido de cor branca foi solubilizado em cloroféormio deuterado e
encaminhado para andlises de RMN de 'H, HMBC e HSQC. Logo abaixo
(Figura 21) segue-se o fluxograma do processo de fracionamento que resultou
nas substancias E1 e E2.

Figura 21- Fluxograma do processo de separacdo que resultou na identificacdo da mistura
das substancias E1 e E2.

TPGA dxh=43x9cm
132 g silica gel 60 (70 -230 Mesh)

’ Eluicdo por gradiente: hex./AcOet 5, 10, 15, 20, 30,
40,50, 60 € 80%, 100% AcOete 20%H  20/MeOH

1A 2A 3A 4A 5A 6A A 8A 9A
a7 (815 (16-19) (20-2)  (28-29 (30-46) (47-49) (50-59) (60-70)
m=139,2mg

dxh=21x165cm
silicagel 60(70 -230 Mesh)

Eluigéo por gradiente: )
AcetonalDiclorometano 10 e
50% e 100% Acetona
3B
1B B (1013) ) 58
(1-4) (5-9) m=11,2mg (14-15) (16-30)
dxh=15x18cm
silica gel 60 (70 230 Mesh)
Eluicdo por gradiente: Hex/AcOet 10, 20 e 30% e
10% acetona/diclorometano
1t 3 £ 5 8 o 10
6-7C
m=12mg
EleR2

Fonte: a autora.

4.9.2 ESTUDO FITOQUIMICO DO EXTRATO TPFA

O estudo do extrato das folhas de Tibouchina papyrus fracdo acetato
de etila resultou no isolamento das substancias E1, E2 e E5, e também nos

cristais E6 e E7. Uma massa de 5,1 g do extrato TPFA, foi submetida a
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cromatografia em coluna (¢ x h=4,3 x 9 cm), utilizando como fase estacionaria
silica gel 60 (70-230 Mesh) com eluicdo gradiente utilizando misturas
Hex/AcOEt nas proporc¢des: 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 80%, 100% AcOEt
e 20% H20/MeOH. Ao todo foram obtidas 79 fracées que foram reagrupadas

em 12 apds analise em CCDA, conforme o indicado na Figura 22.

Figura 22- Esquema de fracionamento do extrato TPFA-C1, em coluna de vidro com fase
estacionaria em Silica gel.

TPFA
¢ xh=4,3x9cm
M=5,19 | gijlica gel 60 (70-230 Mesh)
Eluicéo gradiente: hex./AcOEt 5, 10,
15, 20, 30, 40, 50, 60 e 80%, 100%
AcOet e 20% H.O/MeOH

1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A 8A 9A  10A  11A  12A
(1-24) (25-30) (31-34) (35-40) (41-43) (44-49) (50-59) (60-63) (64-68) (69) (70-74) (75-79)

Fonte : a autora.

49.2.1 Isolamento da substancia E1 e E2

A fracdo TPFA-8A (242,5 mg) foi recromatografada em coluna de vidro
(¢ x h= 2x14,3 cm) em Silica gel (200-400 Mesh) com eluicdo gradiente,
utilizando-se uma mistura de solventes de Hex/AcOEt 30 e 50% e 100%
Acetona. Rendendo ao todo 16 fracbes que foram reagrupadas em 4,
conforme descrito na Figura 23,que representa o fluxograma desta etapa do

fracionamento.

Figura 23- Esquema de refracionamento da fracdo TPFA-8A, em coluna de vidro com fase
estacionaria em Silica gel.

TPFA
8A ¢ xh=2x14,3cm
~ silica gel 60 (70-230 Mesh)
(Eie) Eluicdo gradiente: Hex./AcOEt 30
242,5 mg e 50% e 100% Acetona

1B 2B 3B 4B
(1-4) (5-7) (8-13) (14-16)

Fonte: a autora.
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A fracdo TPFA-2B (m=49,4 mg) foi recromatografada em coluna de
vidro (¢ x h=1,5x13 cm) em Silica gel (200-400 Mesh), com eluicdo isocratica
com uma mistura de solventes de Hex/AcOEt a 40%. Foram obtidas 6 fracdes,
sendo que a fragdo 1C continha 25,6 mg do composto E1 e E2, conforme
esquematizado na Figura 24.

Figura 24- Esquema do refracionamento da fracdo TPFA-2B que resultou no isolamento do
composto E1 e E2.

TPFA dxh=15x13cm
2B silica gel 60 (70-230 Mesh)
(5-7) Eluicdo isocratica: Hex./ACOEt 40%
49,4 mg
[ | | | | 1
e 2C 3c 4C 5C 6C
25,6 mg
EleE2

Fonte: a autora.

O solido de cor branca foi solubilizado em cloroférmio deuterado e
encaminhado para andlises de RMN de H!. A Figura 25 apresenta o

fluxograma do processo de isolamento das substancias E1 e E2.
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Figura 25- Fluxograma do isolamento das substéncias E1 e E2.

Eluigdo gradiente: Hex./AcOet 30 e 50% e 100% Acetona

M.[PFI: ¢ xh=4,3x9cm
=519 silica gel 60 (76230 Mesh)
Eluicdo por gradiente: hex./AcOet 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50, 60 e 80%, 100% AcOet e 20%,8/MeOH
1“;4 2?30 3 4A 5A 6A 7A 8A 9 10A 1A
GH B0 w0 ey @9 @9 | eoe3) [em @ @
242,5 mg
¢ xh=2x14,3cm
silica gel 60 (78230 Mesh)
1B 3B 4B
. (8-13) :
(1-4) 28 (14-16)
(3-7)
49,4 mg

pxh=15x13cm

silica gel 60 (76230 Mesh)

Eluigao isocratica: Hex./AcOet 40%

1C 2L 3 4 5C 6C
25,6 mg
E1eE2

Fonte: a autora.

49.2.2

Isolamento da substancia E5

A fracdo TPFA-7A (394,6 mg) foi recromatografada em coluna de vidro

(¢ x h=1,5x13 cm) em Silica gel (200-400 Mesh), com eluicdo gradiente com
mistura de solventes Hex/AcOEt a 30, 40 e 50% e 100% AcOEt, sendo obtidas

22 fracdes que foram agrupadas em 7 e obtidos 19,3 mg na fracdo 2B

correspondente ao composto quimico E5, conforme esquematizado na Figura

26.
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Figura 26- Esquema do refracionamento da fracdo TPFA-7A, que resultou no isoclamento do

composto E5.

TPFA
7A ¢xh=1,5x13cm
silica gel 60 (70-230 Mesh)
(50-59) Eluigdo gradiente: Hex./AcOet
394,6 mg 30, 40 e 50% e 100% AcOet
I | I II I I 1
1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B
(1-4) 19,3 mg (6-8) (9-12) (13-14) (15-19) (20-22)
ES

Fonte: a autora.

O fluxograma do processo de purificacdo da substancia E5 encontra-

se descrito na Figura 27.

Figura 27- Fluxograma do processo de isolamento da substancia E5.

TPFA
¢ xh=4,3x9cm
m=5,1g silica gel 60 (76230 Mesh)
Eluicdo por gradiente: hex./AcOet 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50, 60 e 80%, 100% AcOet e 20%,E/MeOH
1A 2A 3A 4A 5A 6A 8A 9A 10A 1A 124
(-24) (2530 (31-3) (3540 @149 (4449 (60-63)  (64-68) (69) (ro-74y  (7579)
7A
(50-59)
m=394,6 mg
¢ xh=15x13 cm
silica gel 60 (76230 Mesh)
Eluicdo gradiente: Hex./AcOet 30, 40 e 50% e 100% AcOet
B 28 3B 48 5B 6B B
(1-4) - . . 20-22
193 mg (6-8) (9-12) (13-14)  (15-19)  (0-2)
E5

Fonte: a autora.

Materiais e Método 82



4.9.2.3 Isolamento dos cristais E6

Utilizando-se do extrato TPFA fracdo TPFA-6A, uma massa de 304,4
mg da fracao foi recromatografada em coluna de vidro (¢ x h=4 x 11 cm) com
fase estacionaria com silica (230-400 Mesh), eluicdo gradiente com mistura
de solventes Hex/AcOEt 15, 20, 25%, foram obtidas 14 fracBes reagrupadas

novamente em 8, conforme o representado na Figura 28.

Figura 28- Esquema do refracionamento da fracdo TPFA-6A.

TPFA
6A
(44-49)
m=304,4 mg

¢xh=4x1lcm
silica gel 60 (70-230 Mesh)
Eluicdo gradiente: Hex./AcOEt 10, 20 e 25%

1B 2B 3B 4B 5B 6B 7B 8B
(1-4) 14,6 mg (6) (7) (8) (9) (10-12) (13-14)
89,4 mg

Fonte: a autora.

A fracdo TPFA-5B foi recromatografada em coluna de vidro (¢ x h= 2,5
X 12 cm) com fase estacionaria em silica gel (230-400 Mesh), eluicdo
gradiente com mistura de solventes Hex:AcOEt:Cloroférmio nas propor¢des
8:1:1; 6:2:2; 4:3:3. Ao todo foram obtidas 43 fracdes que foram reagrupadas
em 7, sendo a fragdo TPFA-4C referente aos cristais E6, conforme o descrito
na Figura 29.
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Figura 29- Esquema do refracionamento da fracdo TPFA-5B que resultou no isolamento dos
cristais EB.

TPFA

4B ¢xh=25x12cm
8 silica gel 60 (70-230 Mesh)
(8) Eluicdo gradiente:

89,4 mg Hex./AcOEt/Cloroférmio 8:1:1; 6:2:2;

4:3:3
I | | | | | I
1C 2C 3C 4C 5C 6C 7C
(2-4) (5) (6-7) (8-11) (12-19) (20-31) (32-43)

16,6 mg

E6

Fonte: a autora.

O fluxograma do processo de obtencdo dos cristais E6, a partir do

extrato TPFA, encontra-se representado pela Figura 30.

Figura 30- Fluxograma do processo de obtencdo dos cristais E6.

TPFA
¢ xh=4,3x9cm
m=51g silica gel 60 (76230 Mesh)
Eluicdo por gradiente: hex./AcOet 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50, 60 e 80%, 100% AcOet e 20%,8/MeOH
1A 2A 3A 4A 5A 6A 7A 8A 9A 10A 1A 12A
. 2530 31-34 35.40)  (41-43) 50-59 (60-63)  (64-68) 69 70-74 (75-79)
(1-24) (25-30) (31-34) (35-40) (44-49) (50-59) (69) (70-74)
=3044md ¢xh=4x11cm

silica gel 60 (76230 Mesh)
Eluigdo gradiente: Hex./AcOet 10, 20 e 25%

B

18 28 B 4B 58 68 78 B
(1-4) 146 () M @ ® (10-12)  (13-14)
mg
BAM | §xh=2,5x12cm

silica gel 60 (7€230 Mesh)
Eluigao gradiente: Hex./AcOet/Cloroférmio 8:1:1; 6:2:2; 4:3:3

1c 2 3c 4 5C 6C c
(1-4) ©) (6-7) (8-11) (12-19)  (20-31)  (32-43)
16,6 mg
E6

Fonte: a autora.
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4.9.2.4 Isolamento dos cristais E7

Partindo-se do extrato TPFA (m=5,1 g) recromatografou-se a fracao
TPFA-6A (304,4 mg) em coluna de vidro (¢ x h= 4 x 11 cm) com fase
estacionaria com silica (230-400 Mesh), eluicdo gradiente com mistura de
solventes Hex/AcOEt 15, 20, 25%, foram obtidas 14 fracdes reagrupadas

novamente em 8 novas fracdes, conforme o ja representado na Figura 31.

A fracdo TPFA-5B foi recromatografada em coluna de vidro (¢ x h=2,5
X 12 cm) com fase estacionaria em silica gel (230-400 Mesh), eluicdo
gradiente com mistura de solventes Hex:AcOEt:Cloroférmio nas proporcdes
8:1:1; 6:2:2; 4:3:3. As 43 fragbes que foram reagrupadas em 7, sendo uma
massa de 42,7 mg da fracdo TPFA-3C recromatografada em coluna de vidro
(¢ x h=1,5x 18 cm) eluicéo isocratica com a mistura de solventes Hex/AcOEt
25%, rendeu ao todo 8 fracdes que foram agrupadas novamente em 4. A
fracdo TPFA-3D esta relacionada aos cristais E7, 0 processo de separacéo
encontra-se esquematizado na Figura 31. O material foi encaminhado para

analise cristalografica.
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Figura 31- Fluxograma do processo de obtencédo dos cristais E7.

TPFA
m= 5.1 ¢ xh=43x9cm
9 silica gel 60 (70230 Mesh)
Eluigdo por gradiente: hex./AcOet 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50, 60 e 80%, 100% AcOet e 20%,8/MeOH
" 2 M m 5 A 8A A 108 1A 12
(2 @53) G sy ) A 0w (e0ey  (eeey) (69) (1074 (7579)
(44-49)

¢xh=4x11cm
m=304,4 Mg gjica gel 60 (70 230 Mesh)
Eluicdo gradiente: Hex./AcOet 10, 20 e 25%

T T

1B 28 3B 4B 5B 68 78 4B
4 g ®) U] ® O g (1319
mg 89,4mg

¢ xh=25x12cm
silica gel 60 (70- 230 Mesh)
Eluigdo gradiente: Hex./AcOet/Cloroférmio 8:1:1; 6:2:2; 4:3:3

3c
1c 2 67 4 5C 6C 7
(1-4) (5 27mg @A) (12419 (2031) (3243

¢ xh=15x18 cm
silica gel 60 (70- 230 Mesh) | [ |

Eluigdo isocratica: Hex./AcOet 25% 3D
1D D
4 4
(1-2) (3) (E7) (58)

Fonte: a autora.

4.10 ELUCIDACAO DAS ESTRUTURAS DOS COMPOSTOS ISOLADOS

As amostras foram encaminhadas para analise por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C unidimensionais e bidimensionais:
HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) e HMBC (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation). Os espectros foram obtidos no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal de Goias, em
espectrometro Briker modelo Avance Il - 500 (11,75 Tesla) operando a 500
MHz (*H) e 125 MHz (*3C). Os solventes utilizados para a obtencdo dos
espectros foram cloroférmio (CDCI3) ou metanol (MeOD) deuterados da

Cambridge Isotope Laboratories, além do tetrametilsilano (TMS) como padréo
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de referéncia interno para os deslocamentos quimicos (8, ppm). Ja para a
leitura dos espectros foi utilizado o programa Top Spin (licenca para
academia) e ACD Labs 12.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

A Tabela 8 apresenta o rendimento dos extratos secos preparados por
maceracao seriada exaustiva a frio das folhas e galhos de T. papyrus, partindo
435 g de galhos e 770 g de folhas, previamente secos e pulverizados. O
extrato metandlico de ambas as partes da planta utilizadas apresentaram

maior rendimento.

Tabela 8- Rendimento dos extratos obtidos através do processo de maceragdo seriada
exaustiva a frio.

Parte da Massa do Massa do
vegetal seco ; Rendimento
planta Extrato e pulverizado extrato obtido (%)
coletada P @) (9)
TPGH 1,602 0,368
Galhos TPGAE 435 3,5493 0,816
TPGM 11,1924 2,57
TPFH 16,3694 2,12
Folhas TPFAE 770 7,56327 0,97
TPFM 45,1166 5,86

Fonte: a autora.

O processo extrativo foi iniciado com o hexano como solvente, pode-se
observar que retirando-se as substancias lipossollveis e houve maior contato
dos solventes polares com o material vegetal permitindo maior extragao dos
compostos mais polares (MATOS, 2009). Ao todo, foram necessarios cerca
de 36 dias para obtencdo dos trés extratos, que precisaram finalizar a
evaporacao do solvente em capela. Foram utilizados 12 L de hexano, 6 L de
acetato de etila e 6 L de metanol que foram parcialmente recuperados durante
0 processo de evaporacdo rotativa. Apesar do longo periodo de extracéo
gasto com o método, grande volume de solvente utilizado e da relativa baixa

eficiéncia, esse método se justifica por permitir a extracdo de componentes
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termolabeis, apresentando bons rendimentos de compostos fendlicos, que
geralmente apresentam atividade biolégica (ZHANG; LIN; YE, 2018;
SCHNEIDER et al., 2015).

Na Tabela 9, adaptada de Oliveira et al. (2018), sao indicados os
possiveis metabdlitos extraidos em cada faixa de solvente utilizado, percebe-
se que grande quantidade de metabolitos sdo extraidos quando se utiliza

metanol no processo.

Tabela 9- Relagéo entre a polaridade do solvente e grupos de metabdlitos extraidos.

Solvente Grupo de substancias extraidas
Eter Alcaloides, cumarinas, terpenoides e acidos graxos
Diclorometano Lignanas, cumarinas, flavonoides, lactonas e triterpenos
Acetato de etila Flavonoides, xantonas, taninos, saponinas e triterpenos
Cloroférmio Terpenoides e flavonoides
Acetona Fenois e flavonoides
Hexano Terpenos, esteroides e acetofenonas
Etanol Polifendis, alcaloides, taninos, terpenoides e esteroides
Polifendis, antocianinas, taninos, terpenoides, saponinas,
Metanol
lactonas e flavonas
Agua Antocianinas, taninos, saponinas, terpenoides, polipeptideos

e lecitinas

Fonte: adaptado de OLIVEIRA et al. (2018).

5.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA PRELIMINAR

Durante o seu metabolismo as plantas produzem metabdlitos primarios,
que estdo ligados a sua funcao vital, e secundarios, cuja importancia esta
relacionada com a adaptacao das plantas ao meio ambiente, o que aumenta
a possibilidade de sobrevivéncia da espécie. Originam-se a partir do
metabolismo da glicose seguindo pelas vias: acido chiquimico, acetato ou da
combinacao entre elas. De acordo com a rota biossintética, classificam-se em
trés grupos: compostos fendlicos (fendis simples, cumarinas, flavonoides,
antraquinonas e taninos), compostos nitrogenados (alcaloides) e compostos
terpénicos (saponinas e heterosideos cardioativos), o esquema dessa
classificacdo esta representado na Figura 32 (BURGUER, 2014).
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Figura 32- Esquema de metabdlitos a serem investigados na prospeccao fitoquimica.

Fendis simples
Cumarinas
Comppstos
fendlicos Flavonoides
Taninos
METABOLITOS Compostos : -
SECUNDARIOS nitrogenados Alcaloides Antraquinonas

Saponinas
compostos
terpenicos Heterosideos

cardioativos

Fonte: Adaptado de FALKENBERG et al. (2003).

A triagem fitoquimica preliminar foi realizada com o material vegetal
seco e pulverizado, sendo testados galhos e folhas, em experimentos
realizados separados. Os resultados da prospeccéo preliminar encontram-se
apresentados na Tabela 10.

Os resultados obtidos na prospeccéo fitoquimica preliminar para T.
papyrus reforcam os ja obtidos em outros estudos do género, podendo-se
citar: T. paratropica, derivados fendlicos (TRACANNA et al., 2015); T. pulchra,
antocianinas, compostos fendlicos e flavonoides derivados de canferol
(REZENDE et al., 2019); T. pereirae, flavonoides (DIAS, 2013); para T.
lepidota, flavonoides derivados de quercetina e canferol (HENDRA e KELLER,
2016).
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Tabela 10- Resultados obtidos nos ensaios de prospeccao fitoquimica preliminar, realizada com o p6 das folhas e galhos da T. papyrus.

Classe do metabdlito Tipo de reacao Indicativo de positivo Resultado
Folhas Galhos
Shinoda Aparecimento de cor vermelha - +
Flavonoides Oxalo-Bérica Aparecimento de fluorescéncia amarelo-esverdeado - -
Acido Sulfarico Aparecimento de fluorescéncia + +
Hidroxidos alcalinos Aparecimento de cor amarela ou vermelho-amarelada + +
o Cloreto de aluminio Aparecimento de fluorescéncia amarela - -
Fenois Simples )
. Aparecimento de cor negra, azul, amarela, verde, marrom
Cloreto férrico + +
ou vermelha
Cumarinas - Aparecimento de fluorescéncia verde ou azulada - +
Reacéo com gelatina Formacao de precipitado branco + +
] Reacéo com alcaloides Formacéo de precipitado + +
Taninos . ) . . o
Reacdo com sais metalicos Formacéo de precipitado + +
Reacédo com hidréxidos alcalinos Escurecimento da solugdo + +
Mayer Formacéo de precipitado branco - -
Dragendorff Formacéo de precipitado vermelho-tijolo - -
) Bouchardt Formacéo de precipitado marrom-avermelhado - -
Alcaloides . o
Bertrand Formacéo de precipitado branco - -
Hager Formacéao de precipitado amarelo - -
Acido Tanico Formacédo de precipitado bege - -
B ) Liebermann-Buchard Aparecimento de cor castanho ou verde + +
Esterdide ou Triterpenos ) o
Pesez Aparecimento de fluorescéncia verde-amarelada + +
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Continuacéo Tabela 10

Classe do metabdlito Tipo de reacao Indicativo de positivo Resultado
Folhas Galhos
o o Desenvolvimento de anel de coloragéo castanho e
Desoxiaglcares Keller-Killiani . . + +
coloracéo azul-esverdeada na camada acética
Anel lactbnico Kedde Coloracéo castanho-avermelhada a vermelho-violeta - -

Fonte: a autora.
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5.3 TOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Meyer et al. (1982) define valores para classificacdo das amostras nos
ensaios de toxicidade frente a nauplios de A. salina, considerando atdxicas as
amostras que apresentam CLso >1000 pg.mL* e téxicas as que apresentam
CLs0<1000 pg.mLt. Nguta et al. (2012) confirmam e ampliam essa
classificacdo, onde a atividade toxica é considerada fraca quando o valor da
CLso se encontra entre 500 e 1000 ug.mL™%, moderada quando o valor da CLso
estiver entre 100 e 500 ug.mL%, forte quando for <100 pyg.mL* e néo téxica

quando o valor for >1000 pyg.mL™.

Para os extratos de T. papyrus nao foram observadas mortes
superiores a 50%. Os valores de CLso encontrados no bioensaio com 0s
extratos de T. papyrus estéo listados na Tabela 11.

Tabela 11- Avaliacdo da toxicidade frente a nauplios de A. salina (CLso) dos extratos de
Tibouchina papyrus e seus intervalos de confianca.

Intervalo de confianca 95%

Clso Classificacéo da
Extrato (ug-mL-Y) Limite Limite toxicidade
) Inferior superior segundo Nguta et
al. (2012)
TPGH >2000 - - Atoxica
TPFH >2000 - - Atoxica
TPGA >2000 - - Atoxica
TPFA >2000 - - Atoxica
TPGM 1277,71 1135,90 1419,51 Atdxica
TPFM 1596,47 1402,65 1790,29 Atoxica
Solucgao salina* - - - Atoxica
DMSO 5%* - - - Atoxica
Tween 0,02%* - - - Atoxica
K2Cr,07 34,56 23,94 45,18 Toéxica

Fonte: a autora. Tabela produzida mediante resultados obtidos nos ensaios e calculados por
regressdo linear utilizando o software Statistica.

O ensaio de toxicidade realizado frente ao microcrustaceo Artemia
salina, demonstrou que todos os extratos testados séo considerados atoxicos,
segundo a classificacdo de Nguta et al. (2012). Apenas os extratos TPGM e

TPFM apresentaram valores para a CLso dentro da faixa de concentragao
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testada, com valores respectivamente 1.277,71 e 1.596,47 yg.mL™1, os demais
extratos (TPGH, TPFH, TPGA e TPFA) apresentaram valores para
concentracdo letal média superiores a 2000 yg.mL%, tendo em vista que todos
os individuos sobreviveram durante o experimento. Os resultados da ClLso
obtidos para o controle de dicromato de potassio encontram-se dentro da faixa
de testes realizados no laboratério (34,56 pg.mL?1). Os controles de
viabilidade mostraram-se atoxicos, sendo que ndo houve mortes em nenhuma

réplica, como esperado.

Dolabela (2014) apresenta, através dos resultados de um teste qui-
quadrado, que existe correlacdo entre os resultados obtidos no ensaio de
toxicidade frente a A. salina e outros bioensaios, por exemplo a atividade anti-
T. cruzi. A correlacao foi observada para extratos que apresentaram valores
de CLso entre 80 e 250 ug.mL™, ou seja, eram classificados como téxicos.
Estudos de correlacdo entre a toxicidade e outros bioensaios foram
descartados devido a auséncia de toxicidade dos extratos frente a A. salina.
Apesar de ndo ser observada toxicidade, para este ensaio, frente ao
organismo testado, alguns extratos demonstraram ser citotoxicos frente a
linhagens celulares tumorais, em ensaio in vitro, e apresentaram atividade

antibacteriana moderada.

5.4 CITOTOXICIDADE in vitro

O método desenvolvido por Mosmann (1983) é um ensaio colorimétrico
rapido e quantitativo, mede apenas células vivas e podem ser lidas em um
espectrofotometro de varredura de multiplos pocos. Células viaveis, com
metabolismo ativo, convertem o MTT em formazan, com leitura de
absorbancia em 540 nm, enquanto as células mortas perdem essa
capacidade de conversao (RISS et al., 2016). Dessa forma, a quantidade de
formazan é, presumivelmente, diretamente proporcional ao numero de células

viaveis.

Apos andlise estatistica, os valores de absorbancia foram ajustados em

suas respectivas porcentagens de inibicdo. As amostras com boa atividade
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inibitéria apresentam a porcentagem de inibicdo acima de 75%, porém néo
foram determinadas as Clso (Concentracdo Inibitéria média), pois estas néo
apresentaram comportamento inibitério em pelo menos duas linhagens de
células diferentes. Os demais compostos apresentaram citotoxicidade
moderada ou baixa frente as demais linhagens testadas. Os dados dos
indices de seletividade (IS) séo fornecidos mediante os dados de Clso, como

estas ndo foram calculados os valores do IS também nao foram fornecidos.

A escala de intensidade utilizada para avaliar o potencial citotéxico das
amostras testadas foi: AS - sem atividade; BA - baixa atividade (inibicdo do
crescimento celular variando de 1 a 50%); AM - atividade moderada (inibicéo
do crescimento celular variando de 50,1 a 75%); AA - alta atividade (inibic&o
do crescimento celular superior a 75%), relatada na literatura por Almeida et
al. (2014) e o Comité Técnico ISO / TC 194 (2009).

Os extratos TPGH, TPFA e TPGA apresentaram alta atividade de
inibicdo do crescimento celular frente a linhagem celular HL60, com valores
de IC% respectivamente iguais a 93,31, 83,42 e 80,43%, resultados
demonstrados na Tabela 12. Os extratos TPFM e TPGM, frente a mesma
linhagem celular apresentaram atividade moderada com valores 73,41 e
66,39%, respectivamente. Os mesmos extratos frente a linhagem celular ndo
tumoral (L929) demonstraram baixa citotoxicidade com IC% respectivamente
41,55; 25,23 e 30,27 %, indicando possibilidade de seletividade pela linhagem

tumoral.

Quando exposto frente a linhagem celular HCT 116 o extrato TPGA
(86,52%) apresentou boa atividade inibitéria. Os extratos TPGM, TPFM e
TPGH apresentaram atividade moderada com valores de inibicdo do
crescimento celular respectivamente iguais a 62,59; 62,06 e 60,27%. O
extrato TPFH apresentou valor negativo para Inibicdo Celular (-24,96%),
indicando que ocorreu proliferacéo celular. Todos os extratos demonstraram
baixa atividade inibitoria frente a linhagem celular MCF7.

Atividade moderada foi observada frente a linhagem PC3, quando
testada frente ao extrato TPGA (57,53%). A Tabela 12, traz os valores
obtidos para IC% e a classificacdo de acordo com o potencial citotoxico de
cada extrato testado. A Figura 33 amplia a analise através de graficos
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comparativos da IC% nas diferentes linhagens celulares frente aos extratos

em concentracao Unica testada.
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Tabela 12- Porcentagem de Inibicdo Celular de extratos das folhas, galhos e cascas do caule de Tibouchina papyrus frente as linhagens celulares em
concentracdo Unica de 100 pg.pL™.

Linhagens HL 60 HCT 116 MCF7 SNB-19 PC3 L929
Extratos IC% IC% IC% IC% IC% IC%
TPGH 93,31£1,85 AA 50,27+£3,77 AM 38,02+1,39 BA 13,47+2,47 BA 46,49+3,13 BA  41,55+3,57 BA
TPGA 80,43£3,64 AA 65,52+3,12 AM 35,2345,32 BA 45,9+2,39 BA 57,53+0,68 AM 30,27+5,4 BA
TPGM 66,39+6,97 AM 52,59+18,77 AM 38,16+x1,76 BA 18,05+6,48 BA 36,8+1,75 BA  51,28+7,01 AM
TPFH 3,32+13,01 BA -24,96+18,53 SA 33,53+3,82 BA 7,12+7,19 BA 26,34+5,35 BA 24,95+1,4 BA
TPFA 83,42+2,07 AA 42,47+9,02 BA 8,92+3 BA 24,34+1,21 BA 28,56+4,28 BA  25,23+0,23 BA
TPFM 73,41+1,98 AM 52,05+12,55 AM 36,92+0,37 BA 14,72+4,75 BA 30,44+8,34 BA 46,1827 BA

Legenda: IC%: Porcentagem de inibi¢éo celular £ DP: desvio padrdao da média; SA: sem atividade; BA: baixa atividade (inibi¢do do crescimento celular variando
de 1 a 50%); AM: atividade moderada (inibicéo do crescimento celular variando de 50,1 a 75%); AA: alta atividade (inibicdo do crescimento celular superior a
75%).
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Figura 33- Graficos de inibicdo em concentracdo Unica dos extratos de T. papyrus frente a

seis linhagens celulares.
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Os extratos TPGH, TPFA e TPGA apresentaram atividade citotoxica

frente a linhagem celular HL-60 com valores respectivamente iguais a 93,31%
(= 1,85), 83,42% (= 2,07) e 80,43% (* 3,64). Os valores indicam forte acao
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citotoxica, e o0s baixos valores para o desvio padrdo indicam a

reprodutibilidade do experimento.

A familia Melastomataceae , em outro estudo realizado com a espécie
Miconia burchellii indicou também efeito citotoxico frente a mesma linhagem
celular, HL-60 com inibic&o de 90,33% e baixa citotoxicidade frente a linhagem
nao tumoral L929 (42,34%), o que reforca a necessidade de ampliacdo dos

estudos para a familia Melastomataceae (CUNHA et al., 2021).

Outra aspecto a se observar € a baixa atividade dos extratos
metandlicos, permitindo inferir que a polaridade néo € fator indicativo de
atividade citotéxica, os extratos mais apolares ou de baixa polaridade
apresentaram alta citotoxicidade.

5.5 DETERMINACAO DA CMI E CMB

Para Hertz et al. (2002) os extratos que apresentam CMI inferior a 100
ug.mL1, a atividade antimicrobiana é considerada boa, de 100 a 500 pg.mL*t
a atividade antimicrobiana é moderada, de 500 a 1000 pg.mL* a atividade
antimicrobiana é fraca, mais de 1000 pg.mL! o extrato pode ser considerado

inativo.

Os resultados obtidos no ensaio de atividade antibacteriana realizados
frente aos patdgenos Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa estdo apresentados na Tabela
13, considerando as concentrac¢des iniciais de 4000, 2000, 1000, 500, 250 e
125 pg.mL1, sendo que na placa as concentracdes caem pela metade das
iniciais. Os controles positivos da técnica, cloranfenicol e gentamicina,

apresentaram resultados preconizados pelo CLSI (2016).
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Tabela 13- Resultado do ensaio de atividade antibacteriana frente aos extratos de Tibouchina
papyrus em pg.mL1,

Gram positivas Gram negativas

Sa Se Ec Pa

CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB

TPGH >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
TPGA >2000 >2000 2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
TPGM 500 2000 250 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
TPFH >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 >2000
TPFA >2000 >2000 >2000 >2000 >2000 =>2000 >2000 =>2000
TPFM 500 2000 500 1000 >2000 >2000 250 >2000
Cloranfenicol 4,0 - 4,0 - - - - -
Gentamicina - - - - 1,0 - 1,0 -

Legenda: CMI: Concentracdo minima inibitoria (ug.mL?); CMB: Concentragdo minima
bacteriostatica (ug.mL?); Sa: Staphylococcus aureus; Se: Staphylococcus epidermidis; Ec:
Escherichia coli; Pa: Pseudomonas aeruginosas. Fonte: a autora.

O extrato TPGM apresentou CMI de 500 ug.mL™! frente a S. aureus e
CMB de 2000 ug.mL%, frente a S. epidermidis o extrato apresentou CMI de
250 pyg.mL* e CMB superior a 2000 ug.mL™?, sendo inativo para as linhagens

E. coli e P. aeruginosa.

Quando exposto frente a S. aureus o extrato TPFM apresentou CMI de
500 pg.mL* e CMB de 2000 pg.mL™, ja contra S. epidermidis apresentou CMI
de 500 yg.mL* e CMB de 1000 pug.mL™?, apresentando atividade moderada
frente a P. aeruginosa com valor de CMI de 250 pg.mL? e CMB maior que

2000 pg.mL1. J& frente a E. coli foi considerado inativo.

O extrato TPGA apresentou CMI de 2000 upg.mL? frente a S.
epidermidis, sendo considerado inativo e CMB superior a 2000 ug.mL*, sendo
também inativo, segundo a classificacdo proposta, frente as demais cepas

testadas.

Os extratos TPGH, TPFH, TPFA apresentaram-se inativos frente as
bactérias testadas.
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Observa-se que para bactérias Gram negativas, poucos extratos
apresentam atividade antibacteriana, isso se da devido a presenca de uma
camada adicional na membrana celular lipopolissacaridica, o que dificulta a
entrada de substéncias devido a rigidez da parede celular, reduzindo a
penetrabilidade de compostos bioativos, portanto para ultrapassarem essa
membrana 0s extratos precisariam estar incorporados a moléculas

transportadoras lipossoltveis como o colesterol (GONTIJO et al., 2019).

5.6 ELUCIDACAO DOS COMPOSTOS ISOLADOS

O estudo fitoquimico dos extratos TPGA e TPFA resultaram na
identificacéo de trés substancias : dois triterpenos a-amirina (123) e B-amirina
(124) e o etil feoforbideo A (125). Os dados dos isolamentos encontram-se

descritos na Figura 34.

Figura 34- Estruturas das substancias isoladas com os dados sobre o processo de isolamento
e identificacao.

a-amirina
(3B)-Urs-12-en-3-ol
massa: 1,2 mg
Procedéncia: extrato TPGAE
Isolamento: pag. 75
Elucidacéo: pag. 99

B-amirina
(3B)-Olean-12-en-3-ol
massa: 1,2 mg
Procedéncia: extrato TPGA
Isolamento: pag. 78
Elucidacéo: pag. 109
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Continuacao da Figura 33

Etil feoforbideo A
massa: 1,2 mg
Procedéncia; extrato TPFA
Isolamento: pag. 80
Elucidacéo: pag. 112

5.6.1 ELUCIDAGAO DA SUBSTANCIA E1 e E2

A mistura de substancias E1 e E2, originaria da fracdo TPGA,
apresentou-se na forma de um sélido de coloragcdo branca. Foi solubilizado
em cloroférmio deuterado e encaminhado para analise de RMN 'H, HMBC e
HSQC, e em comparacdo com DIAS et al., 2011, indicou se tratar da mistura
dos triterpenos a e B-amirina (Figuras 35 e 36), ja isolados anteriormente no
género por Castorena-Pérez (2014), Cunha et al. (2009) e Santos et al. (2012).

No espectro de RMN de 'H (Figura 37 e 38) estdo presentes varios
sinais entre 0,5 e 1,5 ppm (&n) 0s quais sdo caracteristicos de carbonos
metilicos e metilénicos de triterpenos (GUIMARAES e SIANI, 2007). E
possivel observar em aproximadamente 3,26 ppm um duplo dubletos (J= 4,5;
11 Hz) que sao caracteristicos de triterpenos 33-OH (H-3), confirmado com o
sinal de C-3 proximo de 79,3 ppm obtido no espectro de correlacdo — HSQC,
regido caracteristica da funcao alcool em triterpenos (AYRES et al., 2008). O
espectro de RMN H também apresenta dois tripletos na regido caracteristica
de hidrogénios olefinicos (4,5 - 7,5), que podem ser atribuidos ao H-12 da a-
amirina em 5,28 ppm (1H, t, J= 3 Hz) e B-amirina 5,31 ppm (1H, t, J= 3,7 Hz),
valores proximos aos encontrados na literatura 5,06 e 5,12 ppm (DIAS et al.,
2011).
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O sinal de carbono confirmado nos espectro de HSQC (Figura 39)
relaciona-se ao C-12 para a a-amirina em 125,6 ppm (indicado na literatura
124,4 ppm) e 122,8 ppm para a B-amirina (correspondente na literatura a
121,7 ppm). Os sinais de correlagédo de HMBC (Figura 40 e 41) expressam as

correlacdes possiveis de serem observadas na mistura.

Figura 35- Estrutura quimica da substancia E1 (a-amirina) identificada em mistura com E2.

w
| 3

29

ﬁ T

HO

%
24
23 Esqueleto ursano

Figura 36- Estrutura quimica da substancia E2 (B-amirina) identificada em mistura.
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Os dados comparativos dos sinais obtidos nas andlise de RMN de 1D
e 2D, foram comparadas com a literatura, os dados encontram-se destacados
nas Tabelas 14, 15 e 16.
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Tabela 14- Dados de RMN de 3C (CDClz, 125 MHz) e 'H (CDCls, 500 MHz) da substancia
E1 em comparagdo com a-amirina presente na literatura.

8H (ppm), J (H2) ;iée(rs;“r;‘;‘

H/C Substancia E1 DIAS et al., 2011 S“bSEtimCIa DIAZSO i al.,
1 - 38,7
2 - 28,7
3 328(dd, J=4,4;10,9) 3,16 (dd, J=5,1;11,2) 79,3 79,6
4 - 38,7
5 0,67 (d, J= 11,6) 0,67 (d, J = 11,6) 55,0 55,1
6 - 18,4
7 - 32,2
8 - - 40,0
9 - 47,7
10 - - 36,9
11 23,4 23,3
12 5,28 (t, J=3,3) 5,06 (t, J= 3,2) 125,6 124.4
13 - 138,2 139,5
14 - - 42,0
15 1,94 (td, J=3,5;13,5) 1,94 (td, J=4,5; 13,5 Hg) 27,2 27,2
16 1,76 (td, J=4,8;13,7) 1,76 (td, J=5,0 ; 13,5 Hp) - 26,6
17 - - 33,7
18 2,20 (d, J= 14,1) - 59,0
19 - 39,6

20 - 39,6
21 - 31,2
22 1,85 (dt, J=3,0; 7,2) 1,85 (dt. J = 3,0; 7,0) - 41,5
23 0,93s 0,93s 28,2 28,1
24 0,74 s 0,74 s 15,2 15,6
25 0,73 s 0,73 s 15,2 15,6
26 0,89 s 0,89 s 16,4 16,8
27 1,01s 1,01s 23,4 23,2
28 0,95 s 0,94 s 28,1 28,1
29 0,85 (d, J= 6,4) 0,85 (d, J = 6,0) 16,9 17,4
30 0,73 (d, J=6.7) 0,73 (d, J=7.0) 17,8 21,4

Observacgédo: os dados obtidos para os sinais de C foram retirados dos espectros de 2D.

Resultados e Discussdo 104



Tabela 15- Dados de RMN de 3C e 'H (CDCls, 125 MHz) da substancia E2 em comparagéo
com os dados de RMN da -amirina presente na literatura.

8H (ppm), J (Hz) ;iée(rg‘:)‘i;‘s‘

HIC Substancia E2 DIAS etal, 2011 SuPsiancia S'Azsoftl
1 ; 38,7
2 : 27,2
3 322(dd, J=45e11) 3,15 (dd, J = 4,4; 10,8) : 79,3
4 : 38,5
5 0,70 (d, J= 9,2) 0,68 (d, J = 11,0) i 55,1
6 i 18,6
7 i 32,4
8 i i 39,8
9 - 47,6
10 i i 36.9
11 i 23,6
12 5,31 (t, J= 3,7) 5,12 (t, J=3,2) 122.8 121,7
13 - 144,8 145,2
14 - - 41,7
15 1,89 (td, J=35; 13,3) 1,89 (td, J=4,0; 14,0) i 26,2
16 1,72 (td, J=4,7;153) 1,70 (td, J= 4,3; 13,5) i 26,1
17 i 32,6
18 2,84 (dd, J= 2,75: 14,4) 41 47,2
19 i 46,8
20 : 31,0
21 : 34,7
22 1,82'm 1,80 m : 37,1
23 0,78's 0,77's 23.4 28,0
24 0,90's 0,90's 171 15,4
25 0,735 0,73s 14,0 15,4
26 0,93s 0,93s 16,2 16,8
27 1,19's 119s 238 25,9
28 1,07s 107s 27,8 284
29 0,92s 0.87's 32,9 33,8
30 0,80's 0,80's 17,8 237

Observacgédo: os dados obtidos para os sinais de C foram retirados dos espectros de 2D.
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Tabela 16- Dados de RMN !H (CDCI3, 500 MHz), 13C (CDCI3, 125 MHz) e HMBC da mistura
de E1l e E2.

e 3 0 Seem . soem  MMRC
a- amirina B-amirina JcH JcH

1 . .

2 . .

, 328 (ilg,,g\;: 44, 322 (dldl,)J: 45 193 793 %223;,
4 - i

5 067(d,J=11,6) 070(d,J=92) 550 550

6 - -

7 - -

8 - -

9 - -

10 i :

11 234 234

12 528 J=33) 531 (t J=37) 1256 1228 i
13 1382 1448

14 : :

s 194 (;g,, 53): 35 189 (1'[(3:1’,3.;=3,5; 212 272

6 L76(d =48  172(d,J=47, ] ]

13,7) 15.3)

17 i i

18 2,20(d, J=141) 2,84 (dd, J=14.4) 525 41 %1137 %1131
19 : : c-28
20 : :

21 i i

22 188 ((;t,’zfz 30; 1,82m . .

23 0,03s 0,78's 282 234 REO
24 0,74s 0,90 152 171

25 0,73s 0,73s 152 14,0 c5
26 0,89 s 0,93s 164 16,2 C-14
27 1,01s 119s 234 238 C-14 c-13
28 0,95 1,07s 281 278

20 0,85 (d, J= 6,4) 0,92s 16,9 329 c-18
30 0,73(d,J=6,7) 0,80's 17,8 17,8 C-20 c-21

Observacgédo: os dados obtidos para os sinais de C foram retirados dos espectros de 2D.
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Figura 37- Espectro de RMN de H (CDCls, 500 MHz) das substancias E1 e E2, referente a mistura dos triterpenos pentaciclicos a e B-amirina

o

) ow

o

(K]

R R =T o]
| 00 oo
o) o) Ol OO

Ly L) Wy Ly L)

o e e o= U AND cO aD o
L R - A PRGN IS S R e oI o o]
(a2 NNV I ot e e e e BN ol == = =]
o) ) O ) O O O OO

ijjﬁ

2.224

~

-

Ll

2,201

5,309
[ 2( 7

— LK 9%
Jal

o)
L]

[Tl

B R
I
5.320 Ppm
[ = U
ey oo
IS S
[an]

PEm

Fonte: a autora.

0.5 0.0 ppm

Resultados e Discussdo 107



Figura 38- Expanséo do espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) das substancias E1 e E2,
referente a mistura dos triterpenos pentaciclicos a e -amirina.
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Figura 39- Ampliagéo do espectro de RMN em 2D, de correlagdo heteronuclear (*H - 3C) HSQC, (CDCls, *H 500 MHz, 13C 125 MHz) para E1 e E2.
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Figura 40- Espectro de correlagdo heteronuclear (*H - 13C), HMBC, (CDCls, 'H 500 MHz, 13C 125 MHz) da mistura das substancias E1 e E2.

| L

£

% =

o
. ] e°ri i

. R

'f'.., ': L
- |ﬂ'§! -

_u" __8
—_—— v » P ) :

8

- -_§

I T T T I T T T [ T T T | T T T I T T

8 6 4 2 0 F2 [ppm]

Fonte: a autora.
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Figura 41- Ampliagdo do espectro de correlagdo heteronuclear (*H - 13C) HMBC, (CDCls, *H 500 MHz, 13C 125 MHz) da mistura das substancias E1 e E2
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Fonte: a autora.
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5.6.2 ELUCIDAGAO DA SUBSTANCIA E1 e E2

No espectro de RMN de 'H (Figura 42 e 43) estédo presentes VArios
sinais entre 0,5 e 1,5 ppm (dn), caracteristicos de carbonos metilicos e
metilénicos de triterpenos. E possivel observar em aproximadamente 3,22 e
3,24 (dd, 1H, J= 0,55; 11,3 Hz) ppm um duplo dubleto caracteristico de
triterpenos  3p-OH. Dois tripletos localizados na regido caracteristica de
hidrogénios olefinicos (4,5-7,5), confirmam a presenca da mistura. O sinal
relaciona-se a a-amirina € 5,26 (t, 1H, J= 3,55 Hz) e B-amirina 5,30 (t, 1H, J=
3,25 Hz), o0 que permite concluir que se trata de uma mistura onde a 3-amirina
€ a substancia majoritaria. A auséncia do sinal de H carbonilico na regido de

OH ~11 ppm, indica ndo se tratar do acido ursolico ou oleandlico.
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Figura 42 - Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) das substancias E3 e E4, referente a mistura dos triterpenos pentaciclicos a e B-amirina.
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Figura 43- Espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) das substancias E3 e E4, referente a mistura dos triterpenos pentaciclicos a e -amirina.
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5.6.3 ELUCIDAGAO DA SUBSTANCIA E5

A substéancia ES5 foi isolada a partir do extrato acetato de etila das folhas
(TPFA), é caracterizado como um solido de coloragéo preto azulada. Foram
realizados experimentos de RMN em uma e duas dimensfes (Figuras 45 a
52) para a identificacdo da substancia, sendo confirmada pela comparacéo
com Cunha (2021).

O espectro de RMN de 'H indicou absorcdes para hidrogénios vinilicos
oH 7,96 (dd, H-3%, J=11,5; 11,5 Hz), 6,28 (dd, H-3%, E, J= 14,1; 3,2 Hz), 6,17
(dd, H-32, Z, J= 14,1, 3,2 Hz). Trés metilas em 3,71 (s, H-121), 3,44 (s, H-2Y),
3,23 (s, H-71), também trés hidrogénios olefinicos em 9,54 (s, H-10) 9,38 (s,
H-5) e 8,57 (s, H-20), estes ultimos relativos aos hidrogénios do nudcleo
porfirinico das feofitinas do tipo A. Adicionalmente, observou-se um conjunto
de deslocamentos quimicos para hidrogénios metoxilicos em 3,91 (s, H-13%)
e etoxilicos em 4,46 (m, H-174), 1,28 (t, H-17°, J=5,7 Hz). H4 auséncia de um
envelope de sinais na regido de hidrogénios alifaticos, normalmente atribuido
a cadeia do fitol nas feofitinas (CUNHA, 2021).

O espectro de HMBC confirma as posic6es dos grupos substituintes no
anel porfirinico mostrando correlacéo e a trés ligagdes entre os sinais em 6H
6,29 (H-32E) e 6,17 (H-3% Z) com &¢c 136,3, atribuido ao C-3; entre o sinal em
OH 7,97 (H-3') com dC 131,86, atribuido ao C-2; e ainda entre o sinal em dH
1,68, atribuido ao CHz-82, com &¢c 145,5, atribuido ao C-8, permitindo assim
definir as posicdes 3 e 8 para os grupos vinilico e etilico (CUNHA, 2021).

A confirmacgéo das posi¢cdes dos grupos metilicos olefinicos foi feita
com base nas seguintes correlacées observadas no espectro HMBC: CHs-21!
(dH 3,40) com &c 142,0 (C-1, 3J) e dc 131,6 (C-2, 2J); CHs-7* (3H 3,23) com
Oc 136,9 (C-7, 2J), &¢c 145,5 (C-8, 3J) e dc 155,4 (C-6, 3J) e CH3-12* (dH 3,68)
com Oc 129,6 (C-13, 3J) e &¢c 137,4 (C-11, 3J). A presenca do grupo metilico
na posicao 18 foi confirmada pela correlagdo entre o sinal em dn 1,81 (CHs-
18') com dc 50,7, atribuido ao C-18 (2J) e com &¢c 172,8, atribuido ao C-19
(3J). Os sinais presentes evidenciam a estrutura do etil feoforbideo A, sendo

este o primeiro relato para o género Tibouchina.
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Figura 44- Estrutura quimica do etil feoforbideo A, substancia E5.
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Tabela 17- Dados de RMN de 3C e 1H (CDCls, 125 MHz) da substancia E5 em comparacao

com os dados de RMN presentes na literatura. (continua)
&H (ppm), J (Hz) &C (ppm)

HIC  SubstanciaE5 Cunha, 2021 Substancia  Cunha.
1 142,0 142,0
2 131,6 131,8
2! 3,40 s 3,39s 12,0 12,1
3 136,3 136,5
31 7,96(dd,J=11,5;115) 7,97 (dd, 3J=13,8; 11,4) 129,0 129,0
R(E) 6,28 (dd,J=14,1;3,2) 6,25 (dd, 3J= 15,2; 2J= 2,3) 122,8 122,8
32(2) 6,17 (dd, J=14,1;3,2) 122,8 122,8
4 136,2 136,2
5 9,38s 9,36s 97,7 97,5
6 155,4 155,5
7 136,9 136,1
71 3,23s 3,15s 11,7 11,2
8 145,5 145,2
8! 3,67 (q, J=8,0) 3,66 (g, 3J=8,3) 19,3 19,7
82 1,68 (t, J= 7,4) 1,68 (t, 3J=8,3) 17,9 17,3
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Continuacao da Tabela 17

&H (ppm), J (Hz) 5C (ppm)

HIC Substancia E5 Cunha, 2021 Substancia - CuAna.
9 151,2 151,0
10 9,52 s 9,50 s 105,5 104,4
11 137,4 137,9
12 130,0 129,1

121 3,66 S 3,65 123 12,2
13 1296 129,0

131 190,1 189,6

132 6,25 s 6,26 s 64,7 64,7

133 173,0 173,0

13 391s 3,885 53,2 53,0
14 150,0 150,0
15 105,5 105,2
16 161,5 161,3
17 4,25 m 421m 50,9 51,1

171 20,8 29,8

172 31,2 31,2

173 172,3 172,0

174 4,46 m 4,02 m 62,2 61,0

175 1,12 (t, J=5,7) 1,10 (t, 3] = 7,3) 14,3 14,0
18 4,47 m 4,47 m 50,7 50,1

181 1,82 (d, J=7,3) 1,81 (d, 31 = 7.,3) 22,7 22,7
19 172.8 170,0
20 8,57 s 8,55 s 93,2 93,1

Observacgédo: os sinais de carbono obtidos encontram-se detalhados nos espectros de 2D

(HSQC e HMBC).
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Tabela 18- Dados de RMN H (CDCls, 500 MHz), 13C (CDCls, 125 MHz) e HMBC da

mistura de E5. (continua)
Hic 81 (ppm), 8c (ppm) HMBC
J (H2) 23 33
1 142,0
2 131,6
21 340s 12,0 C-2 c-1
3 136,3
3t 7,96 (dd, J= 11,5; 11,5) 129,0 c-32 C-2; C-4
32(E) 6,28 (dd, J= 14,1; 3,2) 122,8 c-3t C-3
3F(2) 122,8 C-3
4 136,2
5 9,385 97,7 c-7
6 155,4
7 136,9
7 323s 11,7 c-7 C-6; C-8
8 145,5
8t 3,67 (q, J= 8,0) 19,3 C-8, C-8 c-9
82 1,68 (t, J= 7,4) 17,9 c-8t c-8
9 151,2
10 9,52's 105,5 c-11 C-8; C-12
11 137,4
12 130,0
121 3,66s 12,3 C-11; C-13
13 129,6
13t 190,1
132 6.25s 64,7 c-1g;_1cs:3131; Cc-14
133 173,0
134 391s 53,2 C-133
14 150,0
15 105,5
16 161,5
17 4,25m 50,9 c-17* c-18!
17! 29,8 C-172
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Continuacao da Tabela 18

Hic 81 (ppm), 8c (ppm) HMBC

J (Hz) 2JcH T
172 31,2 C-17% C-172 c-17
173 172,3
174 4,46 m 62,2 C-175 C-178
175 1,12 (t, J=5,7) 14,3 c-174
18 4,47 m 50,7 C'lé_(ljélsl; C-16; C-17*
18t 1,82 (d, J=7,3) 22,7 C-18 C-19
19 172,8
20 8,57 s 93,2 c-1 C-2; C-18
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Figura 44- Espectro de RMN de *H (CDCls, 500 MHz) da substancia E5, referente ao etil feoforbideo A.
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Figura 45- Detalhamento do espectro de RMN de H (CDCls, 500 MHz) da substancia E5.
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Figura 46- Expansdo do espectro de RMN de 'H (CDCls, 500 MHz) da substancia E5, etil
feoforbideo A.
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Figura 47 — Ampliacdo do espectro de RMN em 2D de correlacdo heteronuclear (*H - =C), HSQC (CDCls, *H 500 MHz, 13C 125 MHz) para E5.
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Figura 48 — Ampliacao do espectro de RMN em 2D de correlagao heteronuclear (*H - 13C) HSQC, (CDCls, *H 500 MHz, *3C 125 MHz) na faixa dH 10,0 — 7,5,

para ES5.
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Figura 49- Ampliagdo do espectro de RMN em 2D de correlagdo heteronuclear (*H - 13C) HSQC, (CDCls, *H 500 MHz, 13C 125 MHz), na faixa de dH 8,0 a -
2,0, para ES.
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Figura 50- Espectro de correlacéo heteronuclear (*H - 13C) HMBC, da substancia E5 (CDClIs, 'H 500 MHz, 13C 125 MHz).
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Figura 51- Ampliacéo do espectro de correlagdo heteronuclear (*H - 13C) HMBC, da substancia E5 (CDCls, 'H 500 MHz, 13C 125 MHz).
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nos testes de triagem fitoquimica preliminar
indicaram a presenca de flavonoides, fendis simples, cumarinas (apenas nos
galhos), taninos, triterpenos ou esteroides e desoxiagucares. Os resultados
obtidos reforcam os presentes em estudos com o género Tibouchina, que
evidenciaram a presenca, principalmente, de flavonoides, taninos e

triterpenos.

No ensaio de toxicidade preliminar frente ao microcrustaceo A. salina,
pode-se observar que os extratos TPGH, TPFH, TPGA, TPFA, TPGM e TPFM

sao considerados atoxicos frente ao organismo testado.

O extrato TPGM apresentou CMI de 500 ug.mL* frente a S. aureus e
250 yg.mL frente a S. epidermidis. J& o extrato TPFM apresentou CMI de
500 ug.mL* frente a S. aureus e S. epidermidis e frente a P. aeruginosa CMI
de 250 pug.mL2. O extrato TPGA apresentou CMI de 2000 ug.mL* frente a S.

epidermidis. Todos os extratos foram inativos frente a E. coli.

Apenas os extratos metandlicos apresentaram valores de CMB, sendo
0 extrato TPGM para S. aureus com valor de CMB de 2000 ug.mL™2. Frente a
S. aureus o extrato TPFM apresentou CMB de 2000 ug.mL* e frente a S.
epidermidis CMB de 1000 ug.mL™1. Os extratos séo considerados inativos para

os demais patdgenos e faixas de concentracfes testadas.

No ensaio de citotoxicidade in vitro, os extratos TPGH, TPFA e TPGA
apresentaram atividade citotoxica frente a linhagem celular HL-60 com valores
de inibicdo celular (IC%) respectivamente iguais a 93,31% (+ 1,85), 83,42%
(= 2,07) e 80,43% (+ 3,64). Em contrapartida, frente a linhagem L929 (n&o
tumoral) apresentaram baixa atividade 41,55% (+3,57), 25,23% (%0,23) e
30,27 (£5,40), respectivamente.
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Relatamos o primeiro estudo do potencial biolégico e quimico para a
espécie Tibouchina papyrus, sendo trés substancias identificadas, dois
triterpenos e um feoforbideo. A mistura de triterpenos a e B-amirina ja havia
sido relatada anteriormente no género, para o etil feoforbideo A, este foi o

primeiro relato.
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7. PERSPECTIVAS

Devido ao lockdown e a pandemia da COVID-19, alguns resultados nao
foram obtidos em tempo habil. Por essa razdo, alguns dados serao
apresentados em desmembramentos dessa pesquisa. Cita-se a analise
cristalografica dos cristais E6 e E7 e o estudo fitoquimico dos extratos TPFH,
TPGH, TPFM e TPGM, que se encontram em fase de finalizacdo. Possiveis
isolamentos que foram realizados durante o fracionamento do extrato TPFM,

ainda se encontram em fase de analise de RMN de 1H.
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ANEXOS

Anexo 1. Publicacédo do Artigo de revisdo de género Miconia (Qualis

- A2) no ano de 2019.

CUNHA, G. O. S.; CRUZ, D. C.; MENEZES, A. C. S. Na Overview of
Miconia genus: Chemical Constituents and Biological Activities.

Phamacognosy Reviews, v. 13 (26), p. 77-88, 2019.

Pharmacogn Rev. 2019;13(26
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i of Pt macogiosy and Naturl Products Plant Reviews

An Overview of Miconia genus: Chemical Constituents and
Biological Activities

Gracielle Oliveira Sabbag Cunha'?, Danielle Coelho da Cruz', Anténio Carlos Severo Menezes'

ABSTRACT

Miconia genus, belonging to Melastomataceae family, is widely distributed in tropical America
and includes some native Brazilian species. This paper reviews the literature on this genus,
focusing on its chemical constituents and biological activities, in order to build the base for
further studies. Of about 1050 species of Miconia, only 21 were studied from a chemical point
of view until the present moment. Among these species, 79 different secondary metabolites
were isolated, divided into 7 classes: Flavonoids, triterpenes, phenolic acids, steroids,
quinones, tannins and lignans. This chemical diversity gives of the genus interesting biological
properties, including antimicrobial, antitumor, antioxidant, antidiabetic, trypanocidal, antileish-
manial, schistosomicidal, antimalarial, insecticidal, analgesic and anti-inflammatory activities.
Key words: Melastomataceae, Miconia, Natural products, Pharmacological properties,
Phytochemistry
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Anexo 2. Capitulo publicado no livro: Métodos e técnicas aplicados na

pesquisa interdisciplinar em saude, da editora UEG.

Capitulo 12, paginas 239-260. ISBN: 978-65-88502-14-3 (e-book)

4]

VOLTAR AQ
SUMARIO

Capitulo 12

TECNICAS DE EX[RAGﬁlJ. ISOLAMENTO
E GARACTERIZAGAO DE CONSTITUINTES
QUIMICOS DE ORIGEM VEGETAL

ANTONIO CARLOS SEVERO MENEZES
DANIELLE COELHO DA CRUZ
GRAGIELLE OLIVEIRA SABBAG CUNHA

1 INTRODUGAO

reino vegetal tem sido, desde muito tempo, uma rica fonte
para a obtencdo de moléculas com potencial terapéutico,
muitas das quais constituem modelos para o desenvolvi-

mento de medicamentos sintéticos. A busca por novas substancias
bioativas produzidas por plantas é um dos enfoques da Quimica de
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Anexo 3. Artigo publicado na Revista Movimenta

SCHWAICKARDT, A.S.M.; CORREIA, A.R.; CRUZ, D.C.; SOUSA,

L.E.F.; TEODORO, L.L.I. Uso Excessivo de Tecnologia e Saude

Plblica. Revista Movimenta, v.14 (1): 139-142, 2021. ISSN:1984-

4298

Revista Movimenta SSN-984-4238

USO EXCESSIVO DE TECNOLOGIA E SAUDE

PUBLICA
EXCESSIVE USE OF TECHNOLOGY AND PUBLIC HEALTH
Resumo: Trata-se de uma revisdo narativa, que aborda as consequéncias do
uso excessivo da tecnologia e questdes de salde publica. Foi realizada uma
pesquisa bibliografica nas bases de dados SCIELO (Scientifc Elefronic Library On-
line), LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Salde),
NCBI (National Center of Biotechnology Information), Google Académico e
portal de periddicos CAPES. Estudos afirmam que o uso excessivo de
tecnologias pode levar & comportamentos antissociais, agressividade e
instabilidade emocional, fazendo com que ocora uma diminuig@o nas
interacdes saciais, receio pelo contato fisico e dificuldade em criar vinculos
sociais, com a preferéncia pelo mundo virtual ao real. Com as restrigtes
impostas pelo isolamento social, observa-se consequéncias negativas e ndo
intencionais como medo, soliddo, pénico, mudangas nos habifos alimentares e
no sono e o excesso de tempo na frente da televisdo e dos celulares agravaram
ainda mais as mudangas no comportamento social humano, com danos ainda
ndo calculados nas erianeas e adolescentes. O ensina remoato ou & distéincia

2021; 14(1): in press

Adamiane Silva Moraes Schwaickardt!
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Danielle Coelho da Cruz®
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Anexo 4. CEPE 2020 — Publicacdes de resumos nos Anais

VIl Congresso de Ensino - 2
Pesquisa e Extensao da UEG | J

Screening de toxicidade de extratos de Tibouchina papyrus (Pohl) Toledo
frente a Artemia salina Leach

Danielle Coelho da Cruz' (PG)*, Sheysiane Vale de Lima' (IC), Antdnio Carlos Severo Menezes'
(PQ).

! Universidade Estadual de Goias, BR-153, 3105 Fazenda Barreiro do Meio, Anapolis - GO, 75132-903
*coelhodacruz2012@hotmail.com

VIl Congresso de Ensino, |
Pesquisa e Extensdo da UEG

AVALIAGAO DA TOXICIDADE EM ARTEMIA SALINA DE EXTRATOS
OBTIDOS DAS FOLHAS DE Salacia Crassifolia (Celastraceae).

Lauanyy Eloa Silva Arini' (IC)*, Danielle Coelho da Cruz' (PG), Sheysiane Vale de Lima' (IC),

Anténio Carlos Severo Menezes' (PQ).

"Universidade Estadual de Goias, BR-153, 3105 Fazenda Barreiro do Meio, Anapolis - GO, 75132-903

*lauanny-arini@hotmail.com

Avaliacdo da Toxicidade frente Artemia salina de extratos obtidos das

folhas de Andira paniculata Benth

Jordana Borges Campos*(IC)', Amanda dos Reis Correia (PG)', Danielle Coelho da Cruz (PG)?,

Anténio Carlos Severo Menezes (PQ)1.
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Anexo 5. CEPE 2021 — Publicacdo de resumo nos Anais de Congresso

Desafios e Perspectivas da
() c 01! 02 e 03 Universidade Publica

1l Conge cm«rr (eZ. .2’ para o Pés-Pandemia

Fesquiso e Extensto do UEG

Estudo da atividade antibactericida de extratos de Tibouchina papyrus
(Pohl) Toledo

Danielle Coelho da Cruz' (PG)", Brenndah Barros Gongalves' (IC), Anténio Carlos Severo
Menezes'(PQ)

'Universidade Estadual de Goias, BR-153, 3105 Fazenda Barreiro do Meio, Anapolis - GO, 75132-903.
* coelhodacruz2012@hotmail.com

Resumo: A crescente busca por novos compostos bioativos permitiram a ampliac&o das investigagdes
em plantas pertencentes ao Cerrado brasileiro, que s&o ricas em compostos quimicos, muitos ainda
ndo estudados. Pertencente & familia Melastomataceae a espécie Tibouchina papyrus é objeto de
investigacdo nesse estudo. Foram realizados ensaios de atividade antibacteriana utilizando os extratos
brutos obtidos a partir da macerac&o dos galhos e folhas em hexano, acetato de etila e metanol, frente
ao micro-organismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Os extratos metandlicos demonstraram-se bioativos frente a S. aureus e

epidermidis.
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