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RESUMO

O presente trabalho relata o estudo quimico e bioldgico do caule e das folhas de Bauhinia
pulchella. Nesse estudo, o extrato etandlico do caule, obtido por maceragdo, foi submetido a
fracionamento cromatografico levando ao isolamento de trés flavonoides (+)-3’-
4’diidroxifenil-cromano-7-ol (BP-2), (-)-fisetinidol (BP-3) e (+)-epicatequina (BP-4); da
mistura de triterpenos taraxerona e f-amirenona (BP-1); da mistura de esteroides sitosterol e
estigmasterol (BP-5) e de um bibenzil denominado 2-hidroxi-3’-5’-dimetoxibibenzila (BP-6).
Cabe ressaltar que as substancias BP-1 e BP-4 sdo inéditas no género, enquanto BP-2 é
inédita na literatura. As estruturas dos metabdlitos secundarios isolados foram elucidadas por
RMN *H e **C; IV e EM, juntamente com a comparacao com os dados descritos na literatura.
A composi¢do quimica do O6leo essencial das folhas de B. pulchella, obtido por
hidrodestilacdo, foi determinada e quantificada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) e detector de ionizagdo por chama (CG-DIC), sendo,
portanto, identificados 95,68% dos seus constituintes: o-pineno (23,89%), Oxido de
cariofileno (22,43%) e PB-pineno (12,19%) foram os constituintes majoritarios. O 0leo
essencial teve sua atividade larvicida sobre Aedes aegypti avaliada, sendo obtido um valor de
CLso igual a 105,93 + 1,48 ug/mL. O poder citotdxico do 6leo essencial foi avaliado sobre as
linhagens tumorais humanas HL-60, MCF-7, NCI-H292 e HEP-2, sendo obtidos valores de
Clso e intervalos de confianca iguais a 9,941 (8,238 a 12,00); 53,05 (41,39 a 67,99); 48,98
(44,22 a 54,25) e 50,42 (42,47 a 59,87) ug/mL, respectivamente, sendo a linhagem celular
HL-60 a mais sensivel dentre as células testadas. Este é o primeiro relato do estudo quimico
de Bauhinia pulchella, bem como da investigacdo da atividade larvicida e citotoxica do 6leo
essencial de suas folhas.

Palavras-chave: Fabaceae. Bauhinia pulchella. Oleo essencial. Atividade larvicida.
Atividade citotoxica. Triterpenos. Flavonoides. Bibenzil. Esteroides.



ABSTRACT

This present work reports the chemical and biological analysis of the stem and leaves from
Bauhinia pulchella. In this study, the ethanol extract from stems was obtained by maceration,
subjected to chromatographic fractionation, leading to isolation of three flavonoids: (+)-3’,4’-
dihydroxyphenyl-chroman-7-ol (BP-2), (-)-fisetinidol (BP-3) and (+)-epicatechin (BP-4); a
mixture of triterpenes taraxerone and -amyrenone (BP-1); a mixture of steroids sitosterol and
stigmasterol (BP-5); and a bibenzyl named 2-hydroxy-3’,5’-dimethoxybibenzyl (BP-6). It is
notewhorthy to mention that BP-1 and BP-4 substances are unprecedented in the genus, while
BP-2 is unpublished. Chemical structures of secondary metabolites obtained were elucidated
by 'H and *C NMR; IR and MS associated with comparison of data described in the
literature. Chemical composition of the essential oil from leaves of B. pulchella, obtained by
hydrodistillation, was determined and quantified by gas chromatography-mass spectroscopy
(GC/MS) and gas chromatography-flame ionization detector (GC/FID), which identified
95,68% of all constituents. a-pinene (23.89%); caryophyllene oxide (22.43%) and B-pinene
(12.19%) were the major components. The essential oil was tested against Aedes aegypti
larvae and showed LCsp value of 105.93 + 1.48 ug/mL. The cytotoxic activity of essential oil
was evaluated on human tumor cell lines (HL-60; MCF-7; NCI-H292 and HEP-2) was
evaluated, showing 1Cso values with confidence intervals of 9.941 (8.238 to 12.00), 53.05
(41.39 to 67.99), 48.98 (44.22 to 54.25) and 50.42 (42.47 to 59.87) ug/mL, respectively and
the cell line HL-60 the most sensitive among the cells tested. This is the first report of the
chemical study of Bauhinia pulchella, as well the investigation of larvicidal activity and
cytotoxicity of the essential oil from its leaves.

Keywords: Fabaceae. Bauhinia pulchella. Essential oil. Larvicidal activity. Cytotoxic
activity. Triterpenes. Flavonoids. Bibenzyl. Steroids.
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1 INTRODUCAO

A historia da sociedade é rodeada de lendas e mitos a respeito do uso de espécies
vegetais na cura de determinadas doencas cronicas que assolavam a humanidade. A evolugéo
tecnoldgica, juntamente com esse conhecimento popular, comumente chamado de
etnofarmacologia, possibilitou o avango nas pesquisas sobre plantas medicinais, como fonte
de novas substéncias biologicamente ativas. Um grande passo dado pela humanidade, nessa
perspectiva, é proveniente das civilizagdes chinesa e indiana, as quais podem ser consideradas
uma das pioneiras no estudo dos efeitos do uso de determinadas plantas no combate de
enfermidades (BRASIL, 2012).

O processo de globalizagdo possibilitou uma proximidade maior entre diversas
culturas, ocasionando pesquisas hibridas, referentes as analises dos constituintes quimicos
presentes nas “ervas” de cada regido. Essa miscelanea de conhecimentos acarretou
conhecimento sobre as atividades farmacoldgicas, possibilitando, dessa forma, uma expanséao
mercadoldgica da industria farmacéutica, a qual possui em sua biblioteca, principalmente,
estudos originados a partir de plantas medicinais (BALUNAS; KINGHORN, 2005).

O Brasil é um pais com grande potencial para o desenvolvimento de produtos
naturais devido a sua grande biodiversidade. Cerca de 20% do patrimbnio genético do planeta
estd concentrada no nosso pais, que contém um terco da flora mundial e este fato implica no
aumento das pesquisas nesse ramo, observando-se que a quimica voltada para essa area
apresenta uma quantidade acentuada de pesquisadores (JACOBSON et al., 2005;
THOMPSOM; PASCALICCHIO, 2012).

Os fitoterdpicos que, de acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC)
n°48 de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sdo definidos como
medicamentos obtidos unicamente de matérias-primas vegetais, tendo eficacia comprovada e
que ndo apresentam substancias ativas isoladas em suas composi¢des (BRASIL, 2004);
ocupam um espaco bastante vasto no mercado global, o qual vem se ampliando com o tempo,
chegando a um valor aproximado de 26 bilhdes de ddlares. E valido salientar que o Brasil
apresenta uma pequena representacdo nesse montante, chegando a 1,1 bilhdo de ddlares, uma
relacdo inversa ao potencial que o pais dispde em recursos na area (ALVES, 2013).

O mercado desse ramo vem se desenvolvendo ainda mais com a queda do
crescimento envolvido na producdo de farmacos de origem sintética. Um dos grandes
problemas nessa forma de producdo de medicamentos estd relacionado com o alto

investimento em pesquisa, desenvolvimento e inovagdo. O custo total de producdo de um
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novo medicamento de origem sintética é de aproximadamente um bilhdo de dolares e com o
passar do tempo esses valores vem aumentando, devido ao menor nimero de moléculas
aprovadas (CALIXTO; SIQUEIRA JUNIOR, 2008). Os custos para o desenvolvimento dos
medicamentos derivados de plantas sdo bem menores e cada vez mais, sdo descobertas novas
aplicacOes para esses produtos, sendo, portanto, de grande interesse para o mercado (ALVES,
2013).

Flavonoides, terpenos e alcaloides, sdo estudados com énfase, uma vez que séo
observadas diversas atividades biologicas e/ou farmacoldgicas para estas classes de
substéncias. Dentre as atividades relevantes relatadas para representantes dessas classes de
metabolitos secundarios, pode-se destacar a atividade analgésica da morfina isolada de
Papaver somniferum, e a atividade antitumoral do taxol e da vincristina, isolados de Taxus
brevifolia (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998) e de Catharanthus roseus (CORREA, 1995),
respectivamente.

As plantas do género Bauhinia, que pertencem & familia Fabaceae e subfamilia
Caesalpinoideae, sdo popularmente conhecidas como “pata-de-vaca” ou “moror6”. Suas
utilizacbes na medicina popular abrangem diversas enfermidades tais como diabetes,
infecgBes, dor e inflamagdo. S&o também relatadas na literatura atividades antitumoral,
antipirética, antioxidante e antimalarica para espécies deste género (CECHINEL FILHO,
2009). As espécies deste género apresentam terpenos, esteroides, alcaloides e principalmente
flavonoides em suas composic6es quimicas (MALI; MAHAJAN; MEHTA, 2007).

1.1 O cancer e a atividade citotdxica

A alteracdo dos mecanismos de controle que mantém a proliferacdo e
diferenciacdo celular é caracterizada como a doenga chamada céncer. O crescimento e a
multiplicacdo das células em demasia formam tumores locais que podem migrar para outros
locais que estdo normais, sendo esse processo chamado de metastase, que pode vir
acompanhado de disfuncdes metabdlicas podendo causar a morte. As causas do cancer estéo
envolvidas com diversos fatores, tais como sexo, raca, idade, predisposicdo genética e
exposicdo a agentes carcinogénicos, como tabaco, exposi¢cdo as irradiacdes ionizantes e
benzeno, dentre outros (DANAEI et al., 2005).

Estudos envolvendo o desenvolvimento de novos farmacos contra o cancer
partem, normalmente, do planejamento racional e pela triagem empirica. Segundo Newman e

Cragg (2012), no periodo de 1981 a 2010, do total de novos farmacos anticancer utilizados na
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terapéutica (n = 175), 80% (n = 131) tinham como origem o0s produtos naturais ou compostos
sintéticos ou semissintéticos, baseados em produtos naturais. Assim, apenas 20% destas
moléculas podem ser consideradas sintéticas, ou seja, que ndo possuem nenhum tipo de
inspiracdo em produto natural. Desta forma, a busca por novas terapias para esta enfermidade
torna-se algo indispensavel ao modo de vida atual, sendo as plantas certamente ricas fontes de
novos farmacos para o tratamento e prevencao do cancer (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Uma classe de metabolitos secundarios que sdo bastante utilizadas para o
tratamento do cancer séo os alcaloides, dos quais pode-se citar como exemplo, vimblastina e
vincristina isolados de Catharanthus e que inibem a polimerizagdo da tubulina, impedindo a
divisdo celular, ocasionando a morte celular. Outras substancias semissintéticas como
vinorelbina, etopdsido, tenipdsido sdo derivadas de produtos naturais com propriedades
farmacoldgicas distintas (TABELA 1) (KATZUNG, 2010).

Tabela 1 — Farmacos derivados de plantas para o tratamento do cancer

Farmaco Local de acéo Indicacgfes Fonte vegetal
Vimblastina
Vincristina ) o Leucemia linfoblastica Cantharanthus
Vindesina Tubulina/Microtabulos Doenca de Hodgkin roseus
Vinorelbina
Paclitaxel . ] ; Céancer de mama Taxus
Docetaxel Tubulina/Microtubulos brevifolia
Podofilotoxina .
Etopdsido Topoisomerase I Céancer de ovario Podophyllum
Tenipdsido peltatum
Camptotecinas Topoisomerase | A i
Topotecana Céncer de pulméo Camptotheca
Irinotecana acuminata

Fonte: Katzung (2010)

1.2 A dengue e os insetos multirresistentes

Mosquitos sdo importantes vetores de alguns arbovirus, protozoarios e helmintos. Eles
podem transmitir muitas doencas tais como dengue, febre amarela e maléaria, que causam
sérios problemas de salide ao homem e introduzem obstaculos socioecondmicos aos paises em
desenvolvimento,  particularmente  nas  regides  tropicais (SENTHILKUMAR;
KANATHASAN; VENKATESALU, 2008).
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Aedes aegypti L. (Culicidae) € o principal responsavel na transmissdo da dengue e
também pode ser transmissora da febre amarela urbana (POLSON et al., 2011). A dengue €
considerada pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como um problema prioritario de
satide publica no Brasil. E causada por quatro variedades de flavivirus. A transmissdo deste
mal entre os seres humanos ocorre através da picada de um mosquito infectado, mais
frequentemente uma fémea de Aedes aegypti (BIANCO et al., 2013).

Com a resisténcia do Aedes aegypti aos agentes de combate utilizados e 0s riscos
presentes na contaminacgéo pela dengue, uma vez que ndo existe vacina e uma das maneiras de
solucionar a disseminagdo dessa doenca seria na erradicacdo do mosquito transmissor, a
pesquisa relacionada com espécies vegetais se torna uma alternativa para a descoberta de
novas moléculas com atividades inseticida, repelente, larvicida e que alterem o seu
crescimento. Dados relatados na literatura mostram que alguns produtos naturais de origem
vegetal tem acdo especifica sobre o vetor e ndo causam desordem no meio ambiente
(SUNDARAM, 1996; GUPTA, 2004). Também € relatado o uso de extratos vegetais
(GUISSONI et al., 2013) e 6leos essenciais (NEVES et al., 2013; DA SILVA et al., 2014) no
combate as larvas de Aedes aegypti.

A partir de pesquisas bibliograficas realizadas no SciFinder®, observou-se a
auséncia de estudos quimicos e/ou bioldgicos sobre Bauhinia pulchella Benth. (Fig. 1, p. 26;
Fig. 2, p. 26) e esta observacdo serviu como estimulo para realizar o estudo quimico da

espécie.

2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 A familia Fabaceae

Espécies da familia Fabaceae (Leguminosae) estdo presentes em diversas partes
do globo terrestre, sendo localizadas com mais freqliéncia nas regides tropicais e subtropicais
e a partir do afastamento da linha do equador, a quantidade e diversidade de representantes
dessa familia tende a diminuir (DA COSTA, 2012).

Sua catalogacdo no mundo apresenta 727 géneros e 19.325 espécies, constando
no Brasil na faixa de 188 géneros e 2500 espécies (LEWIS et al., 2005; LIMA et al., 2010). E
considerada uma das maiores familias de Angiospermas e é dividida em trés subfamilias:
Faboideae (Papilinioideae), Mimosoideae e Caesalpinioideae, sendo comumente encontrada
na caatinga (QUEIROZ, 2009).
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2.2 A subfamilia Caesalpinioideae

E considerada a segunda maior subfamilia da familia Fabaceae, apresentando 172
géneros e em torno de 2.250 espécies difundidas pelo globo (LEWIS et al., 2005). Sua
principal caracteristica morfoldgica consiste na presenca quase exclusiva de folhas pinadas ou
bipinadas.

Suas flores tetrdmeras ou pentdmeras com pétalas livres, sendo que as laterais
adjacentes sobrep6em a adaxial, quando essa constitui o vegetal, zigomorfa e hermafrodita. O
legume representa o fruto da maioria das suas espécies com as sementes e ndo constituem
ranhura hilar, contendo radicula reta. Sua estrutura é definida como uma trepadeira e raizes
nodulares (POLHILL; RAVEN, 1981).

2.3 O género Bauhinia

O género Bauhinia esta presente na regido tropical de todos os continentes, por
isso é considerado como pantropical e apresenta em torno de 300 espécies (VAZ; TOZZI,
2003). As espécies desse género apresentam estrutura ereta, como ramificacdes que auxiliam
no suporte do vegetal e tém as folhas que apresentam uma caracteristica peculiar acerca do
seu formato que é bilobulada, devido ao desenvolvimento parcial de dois foliolos, por isso, as
espécies desse género sdo popularmente conhecidas como “pata-de-vaca”, “unha-de-vaca”,
“unha-de-boi”, *“casco-de-vaca”, “pata-de-boi”, “unha-de-boi-de-espinho” e “pata-de-toro”
(COSTA, 1942; CORREA, 1984).
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2.4 ConsideracOes botanicas sobre a espécie Bauhinia pulchella Benth

A espécie Bauhinia pulchella Benth, segundo Vaz e Tozzi (2003, p. 118-119),
apresenta-se como:

Arvoreta ou arbusto. Entrend distal 0,5-1,5 cm comprimento. Folhas bilobadas,
lamina 1-5,1 x 1,2-6 c¢cm [...] Base emarginada (subcordada) até cordada, 7-nérvea,
nervura marginal aplanada, lobos acrescidos em mais de 3/4, raramente 1/2 do
comprimento total [...] Estipulas rudimentares, submilimétricas; nectérios
extraflorais subuliformes, 0,5-1,0 mm compr., ou rudimentares e geralmente
encobertos pelas estipulas [...] Inflorescéncia até 15 cm compr., curto-pedunculada;
pedinculo 0,5-1,5 cm compr.; eixo racemiforme, delgado, tenuemente rufo-
tomentelo; inflorescéncias parciais 2-floras; folhas subopositifolias, 1amina 0,7-2 x
0,6-1,6 cm [...] Botdes 10-12 x 0,2-0,3 cm na antese, lineares, apice 5-reentrante-
agudo, 5-subcostados a lisos, enérveos, canos-tomentelos, com tricomas glandulares
numerosos e apressos [..] Flores com pedicelo 0,9-1 cm compr., bractéolas
escamiformes, submilimétricas, hipanto cilindrico, 1,1-1,3 x 0,4-0,7 cm,
internamente irregular sericeo-tomentoso na regido distal; calice fendido na antese
em 3-5, lobos reflexos, ondulados a retorcidos, 3,5-5,7 cm compr.; pétalas lineares,
apice agudo, 2 x 0,05-0,1 cm, externamente glabras; estaminddios 0, estames 10,
anteras iguais, lineares, ndo loceladas, filetes 5-6 cm compr., filetes alternipétalos,
internamente tomentosos, coluna estaminal presente, 8 mm altura méxima [...]
Gineceu 8 cm compr., estigma claviforme, ovario tomentelo, com tricomas
glandulares, estipe 4 cm compr., glabro [...] Legume deiscente, valvas 9-10-17 x 0,7-
0,9 cm, pubérulo a glabro, estipe 2-4,5 cm compr.; lobos funiculares curto-
emarginados. Sementes 5-8 x 3,5-5 mm (VAZ; TOZZI, 2003, p. 118-119).

Sua importéncia para a biodiversidade do Brasil é consideravel, tendo em vista ser
encontrada apenas nesse pais, sendo, portanto, encontrada nos estados do Ceara, Maranhdo,
Rio Grande do Norte, Bahia e Piaui da regido Nordeste. Na regido Centro-Oeste pode ser
encontrada nos estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, chegando até o estado de
Rond6nia na regido Norte (VAZ; TOZZI, 2003).
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Figura 1 — Foto de um espécime de Bauhinia pulchella em Séo Benedito — CE
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Figura 2 — Foto de um espécime de Bauhinia pulchella em Séo Benedito — CE
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Fonte: Jarbas Lima de Carvalho (2013)
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

 Contribuir para o conhecimento quimico e biolégico de Bauhinia pulchella.
3.2 Objetivos especificos

 Extrair o 6leo essencial das folhas de B. pulchella;

* Identificar e quantificar os constituintes quimicos do éleo essencial;

» Preparar o extrato etandlico do caule de B. pulchella;

 Isolar e purificar, através de técnicas cromatograficas, os constituintes quimicos do
caule de B. pulchella;

o Determinar a estrutura dos compostos isolados através de técnicas espectroscopicas e
espectrométricas tais como 1V, EM, RMN *H e °C;

* Avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial sobre Aedes aegypti;

» Avaliar a atividade citotoxica do 6leo essencial sobre as linhagens tumorais humanas
HL-60 (leucemia pré-mielocitica), HEP-2 (adenocarcinoma cervical), NCI-H292
(carcinoma de pulmé&o) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama), utilizando-se o teste do
MTT.
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4 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

4.1 Metabolismo vegetal e a producgéo dos seus metabolitos

O desenvolvimento de qualquer ser vivo necessita de substancias que fornegam
energia para 0 Seu crescimento, reproducdo e que garantam a fungdo adaptativa desse
organismo. Dessa forma, ocorre, com este objetivo, a transformagdo de compostos organicos.
No caso das plantas, essas substancias sdo produzidas através do metabolismo vegetal, que é
dividido em primario e secundario.

As macromoléculas produzidas no metabolismo priméario, como os carboidratos,
lipideos, proteinas e acidos nucleicos sdo encontrados em grande escala e servem para as
funcbes de desenvolvimento e crescimento vegetal, fornecendo energia na forma de ATP
(trifosfato de adenosina) que estd envolvido diretamente na biossintese das substancias do
metabolismo secundario. As micromoléculas oriundas do metabolismo secundério s&o
responsaveis pela defesa do vegetal, favorecendo sua adaptacdo e pelas suas atividades
bioldgicas. Algumas substancias de diferentes classes podem nunca aparecer em um
determinado vegetal, isto €, por ndo ter distribuicdo universal nos vegetais (DEWICK, 2009).

Os principais grupos de metabdlitos secundarios compreendem alcaloides,
terpenos e compostos fenolicos. Os alcaloides sdo derivados dos aminoécidos aromaticos
triptofano, tirosina e fenilalanina, que sdo provenientes da via do acido chiquimico e da
ornitina e lisina. Por outro lado, os terpenos podem ser originados do piruvato, do 3-
fosfoglicerato ou da via do acido mevalénico e, por fim, os compostos fendlicos originam-se
da via do &cido meval6nico ou da via do acido chiquimico (DEWICK, 2009).

As principais vias metabolicas de producdo desses metabdlitos secundérios estéo
representadas no Fluxograma 1, p. 31.
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4.2 Levantamento bibliografico sobre os constituintes quimicos isolados do género

Bauhinia

Visando adquirir um banco de dados atualizado que possa ser utilizado em futuras
determinagdes estruturais de compostos isolados do género Bauhinia, realizou-se uma
pesquisa bibliografica no Sci Finder® abrangendo o periodo de 2009 até 2014. Essa pesquisa
revelou que nos estudos quimicos acerca das espécies desse género foram encontrados
constituintes quimicos das classes dos esteroides, triterpenos, acidos graxos, derivados do
acido cinamico, sendo os flavondides os principais metabdlitos secundarios isolados.

A Tabela 2 mostra as estruturas dos metabdlitos secundarios isolados de espécies
do género Bauhinia, enquanto a Tabela 3 (p. 46) mostra as espécies de Bauhinia, 0s
metabdlitos secundarios isolados e as referéncias bibliogréficas.

Tabela 2 — Estruturas dos metabdlitos secundarios isolados de espécies do género Bauhinia
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Tabela 3 — Espécies de Bauhinia com seus respectivos metabolitos secundarios isolados

ESPECIES METABOLITOS SECUNDARIOS REFERENCIAS
B. aculeata 93; 94 TANJUNG et al., 2014
1;2;3;4;,5;6;7;8;9; 10 TANG et al., 2014
30; 95; 112; 113; 123 BAIMING et al., 2012a
4; 32; 33; 34; 35 BAIMING et al., 2012b
B. glauca 236100, 101; 111; 113; 114; 115; 118; 117; 119; ZHAO et al., 2011
95; 102; 103; 104; 105; 106; 107 WU et al., 2009a
66; 67; 68; 97; 108; 109; 110 WU et al., 2009b
10; 11 ZHAO et al., 2014
B. championii 3;5;8;73;92 XU et al., 2012
3; 28; 46; 64 XU et al., 2009
12; 13 FARIAS; MENDEZ, 2014
B. forficata 21; 22; 23 SAYAGO et al., 2013
12; 13; 25; 26 SALGUEIRO et al., 2013
337441{24:})3 17; 23; 31; 36; 37; 38; 39; 40; 41; 42; FERRERES et al., 2012
3 GUPTA et al., 2013
5; 14; 15; 16; 17; 18; 95 LIAO; LI, 2013
21; 22; 23 SAYAGO et al., 2013
3: 122: 125 KUMARI; KUMAR; YADAV,
2012
5; 12 MODH et al., 2011
B. variegata 73; 74, 87; 88; 89; 90 SINGH et al., 2011
74;78; 79 SAHA et al., 2011
BODAKHE; BODAKHE;
55; 56;116; 137 PANDEY, 2010
126 FRANKISH et al., 2010
MOHAMED; MAMMOUD;
3; 31; 61; 62; 63; 80 HAYEN, 2009
65 RAJKAPOOR; MURUGESH,;
KRISHNA, 2009
72;73;74; 75; 82; 84; 85 JOSHI; DESAI; BHOBE, 2013
B. purpurea

13

VERMA,; HANDRASHEKAR,;
JOSHI, 2009

B. platypetala

72; 81, 83; 84; 121

DOS SANTOS et al., 2013

- YUENYONGSAWAD et
B. strychnifolia | 19; 20; 72; 73 al.2013
B. pentandra 132 SILVA et al., 2013
B. microstachya | 17; 24 MANSUR et al., 2012
B. brachycarpa | 10; 11; 27; 28; 29; 73; 74,76; 111 ZHANG et al., 2012
B. monandra 3;12; 31 ALADE et al.,2012
B. tomantosa 3; 12; 48; 49 JAIN et al., 2011
B. racemosa 72;73; 74, 77, 86; 91, 97, 127, 128; 129; 130; JAIN et al., 2013
18; 46; 47; 99 SASHIDHARA et al., 2012
124; 133; 134 SHANG et al., 2012
B. aurea

4; 23; 31; 39; 49; 57; 58; 59; 60; 131

SHANG et al., 2009

B. rufescens

3;5;12; 36; 37; 96; 98

COMPAORE et al., 2012

135 SEMWAL; SHARMA, 2011a
B. retusa 23; 39; 50; 51; 52; 53 YADAV; VERMA, 2010

54;72;73; 136 SEMWAL; SHARMA, 2011b
B. malabarica 3;69;70;71; 73 PARK et al., 2014
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificagdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Bauhinia
pulchella

O estudo da composicdo quimica do 6leo essencial das folhas de Bauhinia
pulchella (OEBP) foi realizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG/EM) na andlise qualitativa e por cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizacdo
por chama (CG/DIC) na andlise quantitativa. Os cromatogramas obtidos por ambas as

técnicas sdo mostrados nas Figuras 03 e 04, respectivamente.

Figura 3 — Cromatograma de OEBP obtido por CG/EM

]

Figura 4 — Cromatograma de OEBP obtido por CG/DIC

Os constituintes do Oleo essencial (OEBP) foram identificados através da
comparagdo de seus respectivos espectros de massas com espectros existentes na literatura
(ADAMS, 2007), com espectros do banco de dados (NIST 21, NIST 107 e Willey 8) do
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equipamento e, também, pela comparagdo dos indices de retencdo com aqueles da literatura.
Os indices de retencdo de Kovats (1K) foram determinados utilizando uma série homologa de
n-alcanos (Cg-Cyg) injetados nas mesmas condi¢Ges cromatograficas da amostra, utilizando a
equacdo de Van den Dool e Kratz (VAN DEN DOOL; KRATZ, 1963). Desta forma foi
possivel, a identificacdo de 95,68% dos constituintes deste 6leo essencial, sendo, portanto,
identificados catorze monoterpenos, dos quais sete sdo oxigenados; quinze sesquiterpenos,
quatro destes oxigenados. a-pineno (23,89%), 6xido de cariofileno (22,43%) e [-pineno
(12,19%) sdo os constituintes majoritarios do OEBP (TABELA 4).



Tabela 4 — Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Bauhinia pulchella

Tempo de
Pico retencéo Composto v 'K
(min) (CGIDIC) (experimental)
1 6,706 tricicleno 7,29 919
2 7,036 a-pineno 23,89 930
3 7,535 canfeno 2,20 946
4 8,287 sabineno 1,16 970
5 8,422 B-pineno 12,19 974
6 10,067 p-cimeno 0,95 1023
7 10,213 limoneno 1,04 1027
8 10,315 1,8-cineol 0,54 1030
9 12,718 Oxido de a-pineno 1,91 1097
10 12,828 linalol 1,92 1100
11 14,278 trans-pinocarveol 0,93 1140
12 15,082 pinocarvona 0,53 1162
13 15,765 terpinen-4-ol 0,84 1180
14 16,339 a-terpineol 0,58 1196
15 22,572 a-copaeno 1,33 1373
16 22,832 B-bourboneno 0,46 1380
17 23,046 B-elemeno 1,14 1387
18 23,482 cipereno 2,17 1399
19 24,028 (E)-cariofileno 2,21 1416
20 24,384 B-copaeno 1,28 1427
21 24,500 a-trans-bergamoteno 0,20 1431
22 25,373 allo-aromadendreno 0,37 1457
23 26,313 B-selineno 1,34 1486
24 26,641 a-muuroleno 0,70 1496
25 27,095 y-cadineno 0,88 1511
26 29,117 espatulenol 2,86 1576
27 29,265 oxido de cariofileno 22,43 1581
28 30,098 epoxido de humuleno II 1,68 1609
29 31,474 a-cadinol 0,66 1655
TOTAL 95,68

50

As Figuras 5 a 33 apresentam 0s espectros de massas dos constituintes presentes

no OEBP, obtidos por impacto eletronico de 70 eV.



Figura 5 — Espectro de massas do tricicleno
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Figura 6 — Espectro de massas do a-pineno
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Figura 7 — Espectro de massas do canfeno
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Figura 8 — Espectro de massas do sabineno
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Figura 9 — Espectro de massas do -pineno
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Figura 10 — Espectro de massas do p-cimeno
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Figura 11 — Espectro de massas do limoneno
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Figura 13 — Espectro de massas do 6xido de a-pineno
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Figura 14 — Espectro de massas do linalol
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Figura 15 — Espectro de massas do trans-pinocarveol
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Figura 16 — Espectro de massas da pinocarvona
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Figura 17 — Espectro de massas do terpinen-4-ol

%

100.04
75.0
50.04

25.04

0.04

50.0

67,

75.0

8

111

|3:I '.|' TR | T A ﬁel

1T4 |

\
N

/ HO

168

232

|
100.0

L
125.0

—TT
150.0

S
175.0

T
200.0

L
225.0

Figura 18 — Espectro de massas do a-terpineol

100.

75.

50.

25.

50

298

518

T
100 150

T
250

T
300

T
350

T
450

T
500

Figura 19 — Espectro de massas do a-copaeno
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Figura 20 — Espectro de massas do -bourboneno
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Figura 21 — Espectro de massas do B-elemeno
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Figura 22 — Espectro de massas do cipereno
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Figura 23 — Espectro de massas do (E)-cariofileno
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Figura 25 — Espectro de massas do a-trans-bergamoteno
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Figura 26 — Espectro de massas do allo-aromadendreno
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Figura 27 — Espectro de massas do B-selineno
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Figura 28 — Espectro de massas do a-muuroleno
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Figura 29 — Espectro de massas do y-cadineno
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Figura 30 — Espectro de massas do espatulenol
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Figura 31 — Espectro de massas do 6xido de cariofileno
%
100.04 4L
75.0—2
50.0—; 4
] 55 69 9
] I
] 121
0.0 !I|: Ll .!u‘l | ||!|||.: .'|.|T' I“Tllll. . ..Iﬁ.l. A3, 220
5(|).0 7E'|>.0 10|0.0 1215.0 225.0
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Figura 33 — Espectro de massas do a-cadinol
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5.2 Determinacéo estrutural dos metabolitos secundérios isolados de Bauhinia pulchella
5.2.1 Determinacao estrutural de BP-1

O tratamento cromatografico do extrato etandlico do caule de B. pulchella
(EECBP) em gel de silica, conforme descrito no item 6.7.2.3 (p. 125), resultou no isolamento
de 35,7 mg de um sélido cristalino, soltvel em diclorometano, que foi denominado BP-1.

O espectro na regido do infravermelho (1V) de BP-1 (Figura 34, p. 66) apresentou
duas bandas de absorcdo em 2921 e 2852 cm™, indicativas de deformacéo axial de C-H sp*;
uma absor¢do de deformagdo intensa em 1707 cm™ relacionada & deformacéo axial de C=0,
sugerindo a presenca de cetona alifatica ndo conjugada. Foram ainda observadas bandas de
absorcdo em 1462 e 1377 cm™, relativas & deformagéo angular de grupos metilénicos (CH,) e
grupos metila (CHs), respectivamente (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de BP-1, mostrado na Figura 35, p. 66,
apresentou diversos sinais na regido entre ¢ 0,83 - 2,52, caracteristicos de hidrogénios ligados
a carbonos metilicos, metilénicos e metinicos de compostos esteroidicos ou triterpénicos. Os
sinais em ¢ 5,21 (1H; t; 3,6 Hz; H-12b) e em ¢ 5,56 (1H; dd; 8,2 e 3,2 Hz; H-15a), sugeriram
a presenca de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos acoplados com hidrogénios alilicos,
uma vez que esse tipo de interagdo gera uma constante de acoplamento & longa distancia (*J)
entre 0-3 Hz (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN **C - BB (75 MHz, CDCls) de BP-1 (Figura 36, p. 67)
apresentou 57 sinais, sugerindo, portanto, a presenga de uma mistura binéaria. Os sinais em J
217,7 e 217,9 foram atribuidos a carbonos carbonilicos de cetonas ndo conjugadas, conforme
ja sugerido pela analise do espectro na regido do infravermelho. Foram observados ainda
quatro sinais em ¢ 157,8; 145,4; 121,7 e 117,4 referentes a carbonos sp°.

A comparacio dos dados de RMN *3C — BB com os obtidos no espectro de RMN
3C — DEPT 135° (Figura 37, p. 67) de BP-1 permitiu definir o padrdo de hidrogenacdo
relativo a cada aomo de carbono e distinguir aqueles ndao hidrogenados dos demais por
subtracdo espectral. Dessa forma, foi constatada a presenca de q sinais referentes catorze
atomos de carbonos ndo hidrogenados (C); oito sinais atribuidos a carbonos metinicos (CH);
dezenove sinais de carbonos metilénicos (CHy) e onze sinais para carbonos metilicos (CHys).
Os deslocamentos quimicos dos atomos de carbono de BP-1 juntamente com seus respectivos
padrdes de hidrogenacdo sdo mostrados na Tabela 05.
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Tabela 5 — Dados de deslocamentos quimicos () de carbono-13 para BP-1 obtidos por comparagdo entre 0s
espectros de RMN **C — BB e de RMN *C — DEPT 135°

C CH CH, CH;
217,72 (C=0) 121,73 47,00 30,13
217,98 (C=0) 117,41 40,85 30,07

157,81 55,99 39,52 28,63
145,48 55,53 38,56 26,69
47,78 49,01 37,91 26,32
47,67 48,92 37,32 21,69
42,08 47,96 36,89 21,56
39,09 47,08 35,98 21,00
37,96 35,32 16,95
37,91 34,93 15,43
37,75 34,43 15,02
32,73 33,79
31,30 33,29
29,63 32,40

27,16

26,35

20,17

19,88

17,66

A anélise do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x
13C — HSQC de BP-1 (Figura 38, p. 68) permitiu associar de forma inequivoca todos os sinais
dos hidrogénios aos seus respectivos atomos de carbonos, como pode ser visualizado nas
Tabelas 6 (p. 64) e 7 (p. 65). Os sinais de hidrogénio em ¢ 5,56 (1H; dd; J = 8,2 e 3,2 Hz; H-
15a) e 5,21 (1H; t; J = 3,6 Hz; H-12b) foram correlacionados com os sinais de carbono em ¢
117,41 e 121,73, respectivamente. Neste espectro, os sinais de hidrogénios metilicos em o
0,91 (3H; s; H-26a); 0,92 (3H; s; H-26b) (3H; s; H-27a) estavam correlacionados com 0s
sinais de carbono em ¢ 28,63; 16,95 e 26,69, respectivamente.

O espectro *H x *H — COSY (Figura 39, p. 68) mostrou as correlacdes entre os
hidrogénios H-1a e H-1b com os hidrogénios H-2a e H-2b, respectivamente. E valido salientar
que os hidrogénios H-2a e H-2b apresentam sinais na regiéo entre ¢ 2,00 - 2,50, indicando que
eles estdo ligados a um carbono na posicédo alfa () em relagcdo ao carbono carbonilico, por

isso, absorvem em regido mais desprotegida devido ao efeito anisotrépico da carbonila.
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O espectro de correlagdo bidimensional heteronuclear *H x **C HMBC, ilustrado
na Figura 40, p. 69, apresentou correlacdes a trés ligacdes (*Jcn) entre os hidrogénios em &
0,91 (3H; s; H-26a) e 1,14 (3H; s; H-27a) com o carbono (C-14) em ¢ 157,81. Outras
correlacdes a trés ligagdes (3Jci) foram observadas entre os hidrogénios em ¢ 0,91 (3H; s; H-
26a) e 1,14 (3H; s; H-25a) com o carbono (C-9) em ¢ 48,92. Analisando a regido com o maior
deslocamento quimico, foram observadas as correlacdes (2J) entre os hidrogénios (H-2) em o
2,56 e entre os hidrogénios (H-1) em & 2,38 (3J) com o carbono carbonilico (C-3) em ¢
217,72. Os dados espectrais discutidos permitiram sugerir 0 seguinte fragmento estrutural
para BP-1 (FIGURA 41).

Figura 41 — Unidade estrutural de BP-1
1,14

3 —> Al
O 217,72 3 ——> Vermelho

O espectro de massas (Figura 42, p. 69) apresentou o pico do ion molecular em
m/z igual a 424 daltons, compativel com a formula molecular C3oHjgO.

Através da andlise dos dados espectroscopicos obtidos e da comparagdo com
dados descritos na literatura (HERNANDES-CHAVEZ et al., 2012; BATES et al., 1998; DE
CARVALHO et al., 1998; MARNER; FREYER; LEX, 1991), foi possivel identificar BP-1,
como sendo uma mistura de triterpenos, constituida por friedo-olean-14-en-3-ona (BP-1a),
vulgarmente conhecido como taraxerona e por olean-12-en-3-ona (BP-1b), vulgarmente
conhecido como B-amirenona, cujas estruturas estao ilustradas na Figura 43. E valido salientar

que ambas as substancias sdo inéditas no género Bauhinia.
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Figura 43 — Estruturas de BP-1a (taraxerona) e de BP-1b (f-amirenona)
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As estruturas dos constituintes da mistura ainda puderam ser confirmadas através
da analise dos seus respectivos espectros de massas; observando-se, portanto, que cada
constituinte apresentou fragmentac6es especificas. Os picos em m/z 300, 204, 189 e 133 séo
resultantes da fragmentacgéo da taraxerona, enquanto, 0s picos em m/z em 218, 203 e 189 séo
caracteristicos da fragmentagao da f-amirenona (FIGURA 44).
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Figura 44 — Fragmentos propostos para 0s principais picos observados no espectro de massas
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As percentagens de cada constituinte na mistura foram calculadas utilizando a
integracdo dos hidrogénios ligados aos carbonos olefinicos. Atribuindo o valor da integracdo
de 1,00 para um hidrogénio (1H) no sinal referente ao hidrogénio em ¢ 5,21 (t) de BP-1b,
pode-se obter o valor de integracdo igual a 1,57 para um hidrogénio (1H) em ¢ 5,56 (dd) de
BP-1a. Dessa forma, a soma das duas integracfes dos hidrogénios ligados a carbonos
olefinicos (2,57) é igual a 100%; portanto, o percentual de BP-1a é 61,1% e de BP-1b é igual
a 38,9%.

Os dados de RMN 'H e de RMN *3C de BP-1, assim como o0s descritos na
literatura para taraxerona (HERNANDES-CHAVEZ et al., 2012; BATES et al.,1998) e para
B-amirenona (DE CARVALHO et al., 1998; MARNER; FREYER; LEX,1991) estdo

mostrados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 6 — Dados espectroscopicos de RMN de BP-1a comparados com dados da literatura descritos na literatura
(HERNANDES-CHAVEZ et al., 2012; BATES et al.,1998) para taraxerona (CDCl5)

HSQC HMBC Literatura (CDCIs)
(pf)(r:n) Su (ppm, multip., JHz) | 2Jch $Jen (pf)(r:n) o (ppm, multip., J(Hz)

C

3 217,72 - H-2 H-1 217,7 -

4 47,78 . 47,6 ;

8 37,96 - 38,9

10 37,96 - 37,5 -
13 37,75 - 37.7 ]
14 157,81 - H-26; H-27 157,6 -
17 37,91 - 37,7 -
20 28,63 28,8

CH

5 55,99 55,8

9 48,92 H-26; H-25 48,7

12 - - - -
15 117,41 5,56; dd; 8,2; 3,2 117,2 5,56; dd; 8,2; 3,2
18 49,01 48,7
CH,

1 38,56 38,3

2 35,32 34,1

6 20,17 19,9

7 35,98 35,1

11 17,66 17,4

12 37,32 35,8

15 - - - - -
16 36,89 36,7

19 40,85 40,6

21 33,79 33,5

22 33,29 33,1
CHj;

23 26,32 26,1 1,08
24 21,56 21,5 1,07
25 15,02 14,8 1,14
26 28,63 0,91(s) 29,8 1,09
27 26,69 1,14 (s) 25,6 0,92
28 26,32 29,9 0,83
29 30,07 33,3 0,95
30 21,69 21,3 0,91
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Tabela 7 — Dados espectroscpicos de RMN de BP-1b comparados com dados da literatura descritos na literatura
(DE CARVALHO et al., 1998; MARNER; FREYER; LEX,1991) para -amirenona (CDCl5)

HSQC HMBC Literatura (CDCls)
. 2 .
(pf)(r:n) on (ppm, multip., J Hz) Jon *Jem (pf)(r:n) on (ppm, multip., J Hz)

C

3 217,98 - 217,9 -

4 47,67 - 47,4 -

8 39,09 - 39,6

10 37,75 - 37,0 -

13 145,48 - 145,2 -

14 42,08 - 41,5 -

17 32,73 - 32,4 -
20 31,30 - 31,0

CH

5 55,53 55,2

9 47,08 46,8

12 121,73 521;t; 3,6 121,4 52;t; 3,6
15 - - - -

18 47,96 47,2
CH,

1 39,52 39,2

2 34,93 33,8

6 19,88 18,3

7 32,40 32,5

11 17,66 17,0

12 - - - -

15 27,16 26,8

16 26,35 26,8

19 47,00 46,7

21 34,43 34.8

22 37,91 37,5
CH;

23 26,69 28,4 1,08
24 15,02 16,0 1,07
25 15,43 15,7 1,14
26 16,95 0,92(s) 16,1 1,09
27 - 26,3 0,92
28 26,69 28,7 0,83
29 30,13 33,5 0,95
30 21,00 23,6 0,91
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Figura 34 — Espectro na regido do IV (em KBr) de BP-1
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Figura 36 — Espectro de RMN **C — BB de BP-1 (75 MHz, CDCl,)
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Figura 38 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear *H x **C - HSQC de BP-1

(300 MHz x 75 MHz, CDCls)
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Figura 39 — Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H — COSY de BP-1
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Figura 40 — Espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear *H x *C - HMBC de BP-1

(300 MHz x 75 MHz, CDCls)
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5.2.2 Determinacao estrutural de BP-2

Sucessivos tratamentos cromatogréficos em gel de silica da fracdo EECBP (21-
28) do extrato etandlico do caule de B. pulchella (EECBP) conforme descrito no item 6.7.2.5
(p. 127), resultou no isolamento de 10,8 mg de um material viscoso avermelhado, com
rotacdo optica especifica [a]p? + 212,57° (¢ 0,000292; CH3;OH), que foi denominado BP-2.

O espectro na regido do infravermelho (1V) de BP-2 (Figura 45, p. 75) apresentou
uma banda de absorcéo intensa em 3415 cm™ caracteristica de deformacéo axial de O-H,
também foram observadas duas bandas de absorcdo em 1619 cm™ e em 1507 cm™ sugestivas
de deformacéo axial de ligagdo C=C. Neste espectro, a banda de absorcdo em 1457 cm™ foi
relacionada a deformagéo angular de CH,; enquanto as bandas de absor¢do em 1151 e 1112
cm foram atribuidas & deformacéo axial de C-O (PAVIA et al., 2010).

No espectro de RMN *H (300 MHz, CDsOD) ilustrado na Figura 46, p. 75,
observou-se a presenca de seis sinais na faixa entre ¢ 6,25 e 6,85, os quais foram associados a
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos. Destes sinais, dois dubletos, um em ¢ 6,85 (1H; d;
J = 8,2 Hz; H-5) e outro em ¢ 6,25 (1H; d; J = 2,4 Hz; H-8) e um duplo dubleto em 6 6,31
(1H; dd; J = 8,2 e 2,4 Hz; H-6), sugeriram a presenga de um anel aromatico 1,2,4-
trissubstituido. Por outro lado, o dubleto em ¢ 6,75 (1H; d; J = 8,0 Hz; H-5"), o dubleto de
dubleto em ¢ 6,71 (1H; dd; J = 8,1 e 1,8 Hz; H-6") e 0 singleto largo em ¢ 6,84 (1H; sl; H-2")
sugeriram a presenca de outro anel aromatico 1,3,4-trissubstituido. Neste espectro ainda
foram observados quatro multipletos em ¢ 2,84 (1H; m; H-4), em ¢ 2,65 (1H; m; H-4), em ¢
2,10 (1H; m; H-3) e em ¢ 1,96 (1H; m; H-3), caracteristicos de sinais de hidrogénios ligados a
carbonos alifaticos.

O espectro de RMN *C — BB (75 MHz, CD;OD) de BP-2 (Figura 47, p. 76)
apresentou quinze sinais espectrais e através da comparacdo deste com o espectro de RMN
3C — DEPT 135° (Figura 48, p. 76) foi possivel a identificacdo de dois carbonos metilénicos
(CHy), de sete carbonos metinicos (CH) e de seis carbonos ndo hidrogenados (C) (Tabela 8,
p. 71). De acordo com a teoria do deslocamento quimico pode-se inferir que 0s sinais em o
157,71; 157,30; 146,41 e 146,10 sdo atribuidos a carbonos aromaticos oxigenados, enquanto o
sinal em ¢ 79,18 refere-se a carbono alifatico oxigenado, confirmando a presenca da hidroxila
sugerida no espectro na regido do infravermelho (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE;
2007).
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Tabela 8 — Dados de deslocamentos quimicos () de carbono-13 para BP-2 obtidos por comparagdo entre 0s
espectros de RMN **C — BB e de RMN *C — DEPT 135°

C CH CH,
157,71 (C-O) 131,06 31,49
157,30 (C-O) 118,81 25,54
146,41 (C-O) 116,29
146,10 (C-O) 114,53

135,17 109,20
114,49 104,21
79,18 (CH-0)
6C 7 CH 2 CH,

A partir dos dados espectroscopicos de BP-2, foi possivel sugerir a formula
molecular C;sH1404, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a nove.

A anélise do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x *C -
HSQC (Figura 49, p. 77) permitiu associar inequivocamente todos os sinais de hidrogénios
aos seus respectivos atomos de carbonos (Tabela 9, p. 74).

A anélise do espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x 'H - COSY
(Figura 50, p. 77) permitiu verificar a correlagdo entre os hidrogénios em ¢ 2,10 e 1,96, com
os hidrogénios em ¢ 4,98, 2,84 e 2,65. Por outro lado, o hidrogénio em ¢ 6,85 estd
correlacionado com o hidrogénio em ¢ 6,31.

A analise do espectro de correlagdo heteronuclear *H x *C — HMBC (Figura 51,
p. 78) mostrou a correlacdo (3Jcy) do hidrogénio em J 6,85 com os carbonos em & 157,30 e
157,71, como também a correlagdo (*Jci) do hidrogénio em 6 6,31 com o carbono 157,71
(FIGURA 52).
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Figura 52 — Unidade estrutural (A) de BP-2
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No espectro de correlagdo heteronuclear *H x *C - HMBC ainda foram
observadas, as correlagdes (?Jci) do hidrogénio em ¢ 6,84 e (*Jcn) do hidrogénio em J 6,75
com o carbono & 146,41; (*Jcy) entre os hidrogénios J 6,84 e 6,71 com o carbono em & 146,10
(FIGURA 53).

Figura 53 — Unidade estrutural (B) de BP-2

6 84 33— Vermelho
)

Ap0s a analise de todos os dados espectroscopicos obtidos, concluiu-se que BP-2,
trata-se de (+)-3’,4’-diidroxifenil-cromano-7-ol, cuja estrutura estd mostrada na Figura 54, p.
73.
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Figura 54 — Estrutura de BP-2

ApoOs a pesquisa na literatura, ndo foram encontrados dados espectroscopicos de
RMN *H e de **C para essa estrutura. E valido salientar que devido & presenca de um carbono
estereogénico na estrutura de (+)-3’,4’- diidroxifenil-cromano-7-ol é possivel a ocorréncia de
dois estereoisomeros. E relatada na literatura (ROUX, 1963) a ocorréncia de um
estereoisdmero com sinal negativo de rotacéo Optica especifica e através da comparacao deste
com o sinal observado em BP-2, pode-se inferir que BP-2 trata-se do enantibmero do
metabolito secundario descrito na literatura, sendo, portanto, uma substancia inédita na
literatura (Figura 55). Os dados de RMN *H e de *C de BP-2 estdo mostrados na Tabela 9, p.
74.

Figura 55 — Estrutura do (+)-3’,4’- diidroxifenil-cromano-7-ol
=




Tabela 9 — Dados espectroscopicos de RMN de BP-2 (3",4"-diidroxifenil-cromano-7-ol) (CD;OD)

HSQC HMBC
o

oy | oulpm mittip, ok | e
C
7 157,71 - - H-5
9 157,30 - H-8 H-5
3’ 146,41 - H-2" H-5’
4 146,10 - - H-2"; H-6
1 135,17 - - H-5’
10 114,49 - - -
CH
2 79,18 4,98 - H-2"; H-6’
5 131,06 6,85; d: 8,2 - -
6 109,20 6,31; dd; 8,2; 2,4 - H-8
8 104,21 6,25; d: 2,4 - H-6
2 114,53 6,84; sl - -
5 116,29 6,75 s - -
6 118,81 6,71; dd; 8,1; 1,8 H-4 H-2

CH,

3 31,49 2119% rr?] ] ]
4 25,54 2,84 m;

2,65, m

74
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Figura 45 — Espectro na regiéo do IV (em KBr) de BP-2
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Figura 47 — Espectro de RMN *3C — BB de BP-2 (75 MHz, CD;0D)
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Figura 49 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear *H x **C - HSQC de BP-2
(300 x 75 MHz, CD;0D)
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Figura 50 — Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H — COSY de BP-2
(300 MHz, CD3;0D)
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Figura 51 — Espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear *H x *C - HMBC de BP-2
(300 x 75 MHz, CD;0D)
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5.2.3 Determinacao estrutural de BP-3

Sucessivos tratamentos cromatogréficos em gel de silica da fracdo EECBP (41-
70) do extrato etandlico do caule de Bauhinia pulchella (EECBP), descrito no item 6.7.2.7
(p. 129), resultou no isolamento de 14,6 mg de um sélido vermelho, com ponto de fusdo entre
201,2 ¢ 201,9 °C e rotagdo 6ptica especifica [o]p 2> - 161,58° (¢ 0,000216; CH3;OH), (lit. [a]o
2_24,0%¢ 1,11; CH3sOH) (IMAI et al., 2008), que foi denominado BP-3.

O espectro na regido do infravermelho (IV) de BP-3 (Figura 56, p. 85) mostrou
banda de absorcdo em 3348 cm™ correspondente a deformagdo axial ligagio de O—H e
bandas de absorcdo em 1621 cm™ e em 1509 cm™ referentes & deformacéo axial de ligagdo
C=C. Este espectro mostrou ainda bandas de absorcdo em 1154, 1114 e 1016 cm™
caracteristicas de deformacg&o axial de ligagdo C-O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CD;0D) (Figura 57, p. 85) apresentou seis
sinais de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos, sendo quatro dubletos em ¢ 6,86 (1H; d;
J = 8,2 Hz; H-5), em ¢ 6,83 (1H; d; J = 1,8 Hz; H-2"), em 6 6,76 (1H; d; J = 8,1 Hz; H-5") e
em ¢ 6,29 (1H; d; J = 2,4 Hz; H-8) e dois dubletos de dubletos em ¢ 6,71 (1H; dd; J=8,1 e
1,8 Hz; H-6") e em ¢ 6,34 (1H; dd; J = 8,2 e 2,4 Hz; H-6). Levando-se em consideragdo a
magnitude das constantes de acoplamento, pode-se sugerir a presenca de hidrogénios
posicionados em orto e em meta. Neste espectro ainda foram observados um dubleto em 6
4,65 (1H; d; J = 7,2 Hz; H-2) como também um multipleto em ¢ 4,01 (1H; m; H-3).
Finalmente, foram observados dois duplos dubletos em ¢ 2,68 (1H; dd; J = 15,7 e 8,0 Hz; H-
2) e em 2,87 (1H; dd; J = 15,7 e 5,1; H-2) atribuidos a hidrogénios ligados a carbonos
saturados.

O espectro de RMN *C - BB de BP-3 (75 MHz, CDs;0D) de BP-3 (Figura 58, p.
86) mostrou catorze linhas espectrais e através da comparacdo deste com o espectro de RMN
13C — DEPT 135° (Figura 59, p. 86) foi possivel identificar um carbono metilénico (CH,), oito
carbonos metinicos (CH) e seis carbonos ndo hidrogenados (C), conforme mostrado na
Tabela 10. Observou-se ainda no espectro de RMN **C — BB que o sinal em & 146,39
apresentava-se mais intenso que os demais sinais referentes aos carbonos ndo hidrogenados,

dessa forma, concluiu-se que esse sinal pode ser atribuido a dois &tomos de carbono.



80

Tabela 10 — Dados de deslocamentos quimicos (d) de carbono-13 para BP-3 obtidos por comparacéo entre 0s
espectros de RMN **C — BB e de RMN “*C — DEPT 135°

C CH CH,
158,02 (C-O) 131,43 33,27
156,30 (C-O) 120,02
146,39 (C-O) 116,29
146,39 (C-O) 115,29
132,42 109,63
112,73 103,79
83,14 (CH-0)
68,98 (CH-0)
6C 8 CH 1 CH,

Os dados espectroscopicos de BP-3 permitiram sugerir a férmula molecular

C15H140s, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a nove, sugerindo, portanto, que esta

substancia tratava-se de um flavonoide da classe das flavana-3-ol, devido a auséncia de sinal

de absorcdo de carbono carbonilico e pela presencga de dois sinais em ¢ 68,98 e em ¢ 83,14

atribuidos aos carbonos oximetinicos e do sinal em ¢ 33,27 atribuido ao carbono metilénico.

Através da anélise do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x **C

— HMBC (Figura 60, p. 87) foi possivel indicar as posi¢des das hidroxilas ligadas aos anéis A

e B do flavonoide. Este espectro mostrou as correlacdes, tanto (3Jcn) como (*Jen), dos

hidrogénios em ¢ 6,29; 6,86 e 6,34, com o carbono em ¢ 158,02, definindo, a posicdo da
hidroxila no anel A (FIGURA 61).

Figura 61 — Unidade estrutural (A) de BP-3
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A localizagdo das hidroxilas no anel B foi determinada atraves da observagdo das
correlacdes (*Jcr ¢ 2Jcn) entre os hidrogénios em & 6,76; 6,83 e 6,71 com os carbonos em o
146,39 (FIGURA 62).

Figura 62 — Unidade estrutural (B) de BP-3
6,76

H
6,71 H OH

46,39

146,399 OH

H 83 — > Vermelho

6,83

A continuacdo da analise deste espectro mostrou ainda as correlacdes (Jch) e
(*Jch) entre os sinais dos hidrogénios em ¢ 2,68 e 2,87 com os sinais de carbonos em J 68,98
e 83,14 (FIGURA 63).

Figura 63 — Unidade estrutural (C) de BP-3
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O espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H — COSY (Figura 64,
p. 87) mostrou a correlagdo entre o hidrogénio em ¢ 4,01 com os hidrogénios em ¢ 2,68 e
2,87. Neste espectro ainda observou-se a correlagéo entre os hidrogénios em ¢ 6,86 e 6,34.

A anélise do espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x *C -
HSQC (Figura 65, p. 88) permitiu associar inequivocamente todos os sinais de hidrogénios
aos seus respectivos atomos de carbonos (Tabela 11, p. 84).

A analise dos dados espectroscopicos obtidos e a posterior compara¢do com dados
registrados na literatura (IMAI et al., 2008) (Tabela 11, p. 84), permitiram identificar BP-3
como o flavonoide da classe das flavana-3-ol denominado 2-(3’,4’-diidroxifenil)-cromano-
3,7-diol, j& isolado da Bauhinia acuruana (GOIS, 2014) e cuja estrutura estd mostrada na
Figura 66.

Figura 66 — Estrutura de BP-3

Através da analise do espectro bidimensional de correlagido homonuclear *H x *H
— NOESY de BP-3 (Figura 67, p. 89) pode-se determinar a configuracéo relativa dos carbonos
C-2 e C-3, observando-se neste espectro as correlagdes entre H-2 e H-2’; H-2 e H-6"; H-3 e
H-5; H-3 e H-6’ e, por fim, entre H-4 e H-1". Dessa forma, as configuragdes de C-2 e C-3
foram determinadas conforme mostrada na Figura 68. A posi¢do trans-diaxial dos
hidrogénios ligados aos carbonos C-2 e C-3 ainda pode ser confirmada pelo valor da
constante de acoplamento (J) igual a 7,2 Hz (PAVIA et al., 2010).
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Figura 68 — Estrutura de BP-3 e as correlacbes do NOESY

Sabendo-se que, a rotacdo Optica especifica de BP-3 forneceu um sinal negativo e
através da anélise dos dados com dados descritos na literatura (IMAI et al., 2008) (Tabela 11,
p. 84), foi possivel identificar BP-3 como (2R,3S)-2-(3’,4’-diidroxifenil)-cromano-3,7-diol,
conhecido vulgarmente como (-)-fisetinidol (FIGURA 69).

Figura 69 — Estrutura do (-)-fisetinidol
=
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Tabela 11 — Dados espectroscépicos de RMN de BP-3 comparados com dados descritos na literatura (IMAI et
al., 2008) para (-)-fisetinidol (CD;0OD)

HSQC HMBC Literatura (CD;OD)
o o o o
c H- ZJCH 3JCH C H-
(ppm) (ppm, multip., J Hz) (ppm) (ppm, multip., JHz)
C
7 158,02 - H-6 H-5; H-8 155,6 -
9 156,30 - H-8 H-2; 2H-4 154,9 -
10 112,73 - 2H-4 H-6; H-8 111,2 -
r 132,42 - H-2 H-5’ 131,0 -
3 146,39 - H-5’ 145,0 -
4 146,39 - H-2’; H-6’ 145,0 -
CH
2 83,14 4,65; d; 7,2 H-2’; H-4; H-6’ 81,7 4,64,d;7,.1
3 68,98 4,01; m H-2; 2H-4 67,5 4,02; m
5 131,43 6,86; d; 8,2 2H-4 130,0 6,88; d; 7,9
6 109,63 6,34; dd; 8,2; 2,4 108,2 6,36; dd; 8,1; 2,4
8 103,79 6,29; d; 2,4 102,3 6,31; d; 2,4
2’ 115,29 6,83; d; 1,8 H-2; H-6’ 113,8 6,85; d; 1,5
5 116,29 6,76; d; 8,1 114,8 6,78; d; 9,3
6’ 120,02 6,71; dd; 8,1; 1,8 H-2; H-2’ 118,3 6,73; dd; 9,4; 1,7
CH,
4 33.97 2,87; dd; 15,7; 5,1 H-2: H-5 319 2,89; dd; 4,8; 16,0

2,68; dd; 15,7; 8,0

2,70; dd; 4,8; 16,0




Figura 56 — Espectro na regido do IV (em KBr) de BP-3
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Figura 58 — Espectro de RMN **C — BB de BP-3 (75 MHz, CD3;0D)
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Figura 60 — Espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear *H x *C - HMBC de BP-3
(300 x 75 MHz, CD;0D)
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Figura 64 — Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H — COSY de BP-3
(300 MHz, CD3;0D)
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Figura 65 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear *H x **C - HSQC de BP-3
(300 x 75 MHz, CD;0D)
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Figura 67 — Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H - NOESY de BP-3
(300 MHz, CD3;0D)
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5.2.4 Determinagéo estrutural de BP-4

Ap0s sucessivos tratamentos cromatograficos em gel de silica da fragdo EECBP
(41-70) do extrato etandlico do caule de B. pulchella (EECBP), descrita no item 6.7.2.7 (p.
129), foram obtidos 10,4 mg de um solido vermelho, com rotagdo Optica especifica [a]p> +
300,0° (c 0,0002; CHsOH), (lit. [a]o®° + 57,8% ¢ 0,5; MeOH) (MARTIN et al., 2000), que foi
denominada BP-4.

O espectro na regido do infravermelho de BP-4 (Figura 70, p. 95) revelou uma
banda de absorcdo larga em 3356 cm™, caracteristica de deformacdo axial de ligacdo O-H;
bandas de absorcdo em 1613 e 1519 cm™ referentes & deformacdo axial de ligagdo C=C;
banda em 1465 cm™ atribuida & deformacéo angular de CH; e bandas de absorc&o em 1145,
1112 e 1014 cm™ caracteristicas de deformacées axial de ligacdo C-O (PAVIA et al., 2010).

Através da analise do espectro de RMN *H (500 MHz, CDs0D) de BP-4 (Figura
71, p. 95), foram observados dubletos em 6 6,96 (1H; d; J = 1,6 Hz; H-2"); 6 6,76 (1H; d; J =
8,0 Hz; H-57); 6 5,94 (1H; d; J = 2,0 Hz; H-6) € 0 5,92 (1H; d; J = 2,6 Hz; H-8) e um dubleto
de dubleto em 6 6,80 (1H; dd; J = 8,1; 1,8 Hz; H-6"). Observando-se os valores das constantes
de acoplamento (J) pode-se concluir que os hidrogénios em ¢ 6,80 (dd; J = 8,1; 1,8 Hz; H-6")
eemo 6,76 (d; J = 8,0 Hz; H-5") estdo em posi¢do orto. Por outro lado, os hidrogénios em &
5,94 (d; J =2,0 Hz; H-6) e 0 5,92 (d; J = 2,6 Hz; H-8) estdo meta posicionados (PAVIA et al.,
2010).

O espectro de RMN *C - BB (125 MHz, CD3;0D) de BP-4, mostrado na Figura
72, p. 96, mostrou quinze sinais espectrais e através da comparacdo deste espectro com o
espectro de RMN *C — DEPT 135° (Figura 73, p. 96), pode-se verificar que BP-4 apresenta
sete carbonos ndo hidrogenados (C), um carbono metilénico (CH,) e sete carbonos metinicos
(CH) (TABELA 12).
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Tabela 12 — Dados de deslocamentos quimicos (d) de carbono-13 para BP-4 obtidos por comparacéo entre 0s
espectros de RMN **C — BB e de RMN *C — DEPT 135°

C CH CH,
158,15 (C-O) 119,55 29,41
157,82 (C-O) 116,04
157,52 (C-O) 115,47
146,09 (C-O) 96,54
145,93 (C-O) 96,04

132,44 80,03 (CH-0)

100,22 67,64 (CH-O)

7C 7 CH 1CH,

Os dados espectroscopicos de BP-4 permitiram sugerir a férmula molecular
C1sH1406, com indice de deficiéncia de hidrogénio igual a nove, sugerindo, portanto, que esta
substancia, assim como BP-3, tratava-se de uma flavana-3-ol.

O espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H — COSY (Figura 74,
p. 97) mostrou a correlagdo entre o hidrogénio em ¢ 4,18 com os hidrogénios em ¢ 2,73 e
2,87.

A analise do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x
3¢ — HSQC de BP-4 (Figura 75, p. 97) permitiu associar de forma inequivoca todos os sinais
dos hidrogénios aos seus respectivos atomos de carbono, conforme mostrado na Tabela 13, p.
94.

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *H x **C — HMBC (Figura
76, p. 98) mostrou a correlacdo (}Jcn) do hidrogénio em ¢ 4,81 com o carbono em & 29,41;
assim como a correlacdo (3Jch) entre os hidrogénios em & 2,73 e ¢ 2,87 com o carbono ¢
67,64 (Figura 77), confirmando, dessa forma, a posi¢ao da hidroxila no anel C do flavonoide.

Figura 77 — Unidade estrutural (A) de BP-4
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As posicoes das hidroxilas nos anéis A e B de BP-4 também foram definidas
através da analise do espectro HMBC. Neste espectro foram observadas as correlacdes (*Jcr)
entre os hidrogénios em ¢ 5,92 e 5,94 com os carbonos em ¢ 96,54 e 96,04, respectivamente.
Foram ainda observadas, as correlagdes (*Jci) entre os hidrogénios em & 5,92 com os
carbonos em ¢ 158,15 e 157,82, e do hidrogénio em ¢ 5,94 com o carbono em ¢ 158,15,
definindo, dessa forma, a posicéo das hidroxilas no anel A (FIGURA 78).

Figura 78 — Unidade estrutural (B) de BP-4
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As correlacdes (3Jch) entre o hidrogénio em 6 6,76 e 6,96 com os carbonos em &
146,09 e em 145,93, respectivamente, permitiram localizar as hidroxilas do anel B do
flavonoide. Neste espectro ainda foram observadas as correlagdes (*Jcn) entre o hidrogénio
em & 6,76 com os carbonos em ¢ 132,44; correlacdes semelhantes (*Jcy) também foram
observadas entre o hidrogénio em 6 6,96 com o carbono em ¢ 119,55 (FIGURA 79).

Figura 79 — Unidade estrutural (C) de BP-4
6,76

H

H 3) —> Vermelho

6,96

A analise dos dados espectroscopicos obtidos e a posterior compara¢do com dados
registrados na literatura (BALDE et al., 1991; MARTIN et al., 2000) (Tabela 13, p. 94),
permitiram identificar BP-4 como a flavan-3-ol, denominada 2-(3",4-diidroxifenil)-cromano-

3,5,7-triol, cuja estrutura estd mostrada na Figura 80.
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Figura 80 — Estrutura de BP-4

6,76

A estrutura de BP-4 apresenta dois centros estereogénicos (C-2 e C-3) ocorrendo,
portanto, a possibilidade para a existéncia de quatro estereoisomeros. Vale salientar que
apenas dois desses isdmeros apresentam sinal de valor positivo de rotagcdo dptica especifica,
dessa forma, a molécula isolada, que apresentou valor positivo, poderia se tratar de 2R,3S-(+)-
catequina ou de 2S,3S-(+)-epicatequina (TASDEMIR et al., 2006).

A posicdo trans-diaxial dos hidrogénios ligados aos carbonos C-2 e C-3 da (+)-
catequina geraria um dubleto com uma alta constante de acoplamento (J), o que ndo foi
observado no espectro de RMN *H (Figura 71, p. 95). Neste espectro, foi, portanto, observado
um singleto intenso, que pode ser explicado pela formagdo de um angulo diedro de 90° entre
esses hidrogénios que, de acordo com a relacdo de Karpus, torna nula a constante de
acoplamento que esta representado na Figura 81 (PAVIA et al., 2010). Dessa forma, foi
possivel definir as configuracbes de C-2 e C-3, e a estrutura de BP-4 foi definida como
(2S,39)-2-(3",4"-diidroxifenil)-cromano-3,5,7-triol, representada na Figura 82, conhecida

como (+)-epicatequina, substancia inédita no género Bauhinia.

Figura 81 — Representagdo conformacional do anel C

Apbs a anélise do espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x H -
NOESY de BP-4 (Figura 83, p. 99) pode-se confirmar a configuracgdo relativa dos carbonos
C-2 e C-3, observando-se neste espectro as correlacGes entre H-2 e H-3; H-2 e H-2’ e, por
fim, H-2 e H-6’, que estdo demonstradas na Figura 84.
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Figura 84 — Estrutura de BP-4 e as correlacbes do NOESY

Tabela 13 — Dados espectroscopicos de RMN de BP-4 comparados com dados descritos na literatura (BALDE et
al., 1991; MARTIN et al., 2000) para (+)-epicatequina

Literatura
HSQC HMBC (CD;OD) (CDsCOCDs3)
BALDE et al., |MARTIN etal.,
1991 2000
dc (ppm r?ﬁjltip J 23 3Jch dc (ppm 6r?]ultip
(ppm) Hz) cH (ppm) J Hz)
C
7 158,15 - H-8; H-6 - 158,1 -
9 157,82 - H-8 - 157,6 -
5 157,52 - H-6 H-4 157,9 -
3’ 146,09 - - H-5’ 145,7 -
4 145,93 - - H-2’ 145,7 -
1’ 132,44 - H-2 H-5’ 132,6 -
10 100,22 H-4 H-6; H-8 100,8
CH
5’ 116,04 6,76 d; 8,0 - - 115,8 6,78; d; 8,0
6 119,55 6,80; dd; 8,1; 1,8 - H-2; H-2" 120,3 6,83; dd; 8,0; 1,9
2 115,47 6,96; d; 1,6 - H-2 115,3 7,05;d; 1,9
6 96,54 5,94; d; 2,0 - H-8 96,9 6,02; d; 2,2
8 96,04 5,92; d; 2,6 - H-6 96,5 5,92; d; 2,2
2 80,03 4,82;s - H-6"; H-2’; H-4 79,8 4,88;1;0,7
3 67,64 4,18; m H-4 - 67,4 4,19; m
CH,

2,87; dd:; 16,7; 4,6
4 29,41 2,73; dd; 16,9; 3,0 ) H-2 29,2

2,87, dd; 16,6; 4,6
2,74, dd; 16,6; 2,9




Figura 70 — Espectro na regido do IV (em KBr) de BP-4
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Figura 72 — Espectro de RMN **C — BB de B
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Figura 74 — Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H — COSY de BP-4
(500 MHz, CD;0D)

Figura 75 — Espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear *H x *C - HSQC de BP-4
(500 x 125 MHz, CD30D)
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Figura 76 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear *H x *C - HMBC de BP-4
(500 x 125 MHz, CD0D)
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Figura 83 — Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x *H — NOESY de BP-4

(500 MHz, CD;0D)
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5.2.5 Determinacao estrutural de BP-5

O tratamento cromatografico do extrato etandlico do caule de B. pulchella
(EECBP) em gel de silica, conforme descrito no item 6.7.2.10 (p. 131), resultou no
isolamento de 10,7 mg de um sélido branco cristalino, solivel em diclorometano, que foi
denominado BP-5.

O espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) de BP-5, mostrado na Figura 85, p.
102, apresentou um multipleto (m) em ¢ 3,53, caracteristico de hidrogénio ligado a carbono
carbindlico. Foram observados ainda neste espectro, dois sinais em ¢ 5,02 (1H; dd; J = 15,0;
8,6 Hz) e ¢ 5,16 (1H; dd; J = 14,9; 8,6 Hz) referentes aos hidrogénios vinilicos do
estigmasterol, ou seja, referentes aos hidrogénios H-23 e H-22, respectivamente. Por outro
lado, um singleto largo (sl) em ¢ 5,36 foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono olefinico
C-6 do sitosterol e estigmasterol. Diversos sinais entre § 0,69-2,35 sdo caracteristicos de
hidrogénios ligados a carbonos metinicos, metilénicos e metilicos do nucleo esteroidal
(PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *C — BB (CDCl; 125 MHz) de BP-5 (Figura 86, p. 102)
apresentou sinais em ¢ 140,97 e 121,95 atribuidos aos carbonos C-5 e C-6 dos dois esteroides.
Os sinais em ¢ 138,54 e 129,49 foram atribuidos aos carbonos C-22 e C-23 do estigmasterol,
enquanto o sinal em ¢ 72,04 foi atribuido ao carbono carbindlico C-3. A analise comparativa
do espectro de RMN **C - BB com o espectro de RMN **C — DEPT 135° (Figura 87, p. 103)
permitiu identificar o padrdo de hidrogenacdo dos &tomos de carbono das estruturas dos
esteroides (Tabela 14, p. 101).

A analise dos dados espectroscopicos e a comparagdo com dados descritos na
literatura (FACUNDO et al.,2008) (Tabela 14, p. 101), permitiram identificar BP-5 como a
mistura de esteroides 24a-etil-colestan-5-en-3R-ol (sitosterol) e 24a-etil-colestan-5,22-dien-
33-ol (estigmasterol), cujas as estruturas estdo apresentadas na Figura 88.

A anélise das integracBes observadas no espectro de RMN 'H permitiu a
determinagéo da porcentagem de cada constituinte da mistura. Assim, o valor da integracdo de
H-23, exclusiva do estigmasterol, € 0,23. Por outro lado, o sinal de H-6, que esta presente nas
duas substéncias, foi de 1,04, portanto, fazendo a diferenca dos valores consegue-se obter a
integracdo de cada hidrogénio. Dessa forma, o valor da integracdo do hidrogénio ligado ao
carbono olefinico no sitosterol é 0,81. As diferencas nos valores das integragdes dos
hidrogénios de cada substancia refletem na porcentagem deles na mistura, obtendo-se assim
22,12% de estigmasterol e 77,88% de sitosterol. A mistura de sitosterol e estigmasterol ja foi
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isolada de outras espécies de Bauhinia, como por exemplo, de B. strychnifolia
(YUENYONGSAWAD et al., 2013) e de B. purpurea (JOSHI; DESAI; BHOBE, 2013).

Figura 88 — Estruturas dos componentes da mistura BP-5 (sitosterol + estigmasterol)

AN

5,22

- Sitosterol

- Estigmasterol

Tabela 14 — Dados espectroscopicos de RMN **C de BP-5 comparados com os dados descritos na literatura

(FACUNDO et al., 2008) para sitosterol e estigmasterol (CDClI5)

Sitosterol Estigmasterol
C DEPT BP-5 Lit. BP-5 Lit.
1 CH, 37,47 37,2 37,47 37,2
2 CH, 32,13 29,7 32,13 29,7
3 CH 72,04 71,8 72,04 71,8
4 CH 42,50 39,8 42,50 39,6
5 C 140,97 140,7 140,97 140,7
6 CH 121,95 121,7 121,95 121,7
7 CH, 32,13 31,6 32,13 31,6
8 CH 32,13 31,9 32,13 31,9
9 CH 50,34 50,1 50,40 50,1
10 C 36,36 36,8 36,36 33,9
11 CH, 20,04 21,1 20,04 21,1
12 CH, 39,89 39,8 39,90 39,8
13 C 42,50 42,3 42,50 42,3
14 CH 57,08 56,8 57,08 56,7
15 CH, 24,58 24,4 24,58 24,3
16 CH, 28,47 28,9 29,14 28,2
17 CH 56,26 56,1 56,26 56,9
18 CH, 12,08 11,9 12,19 12,1
19 CH, 19,62 18,9 19,62 12,2
20 CH 36,36 36,1 40,72 40,5
21 CH, 19,21 18,8 20,04 21,2
22 CH,/CH 34,19 33,7 138,54 138,3
23 CH,/CH 26,27 26,1 129,49 129,3
24 CH 46,04 45,8 50,34 50,1
25 CH 29,35 29,1 32,13 31,9
26 CH, 19,62 19,4 20,04 21,2
27 CH, 19,24 19,0 19,24 19,8
28 CH, 22,91 23,1 25,63 25,4
29 CH, 12,26 11,8 12,26 11,9




Figura 85 — Espectro de RMN *H de BP
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Figura 87 — Espectro de RMN **C — DEPT 135° de BP-5 (125 MHz, CDCls)
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5.2.6 Determinacao estrutural de BP-6

Apos diversos tratamentos cromatograficos em gel de silica da fragdo EECBP
(23-36), conforme descrito no item 6.7.2.14 (p. 134), resultou no isolamento de 9,2 mg de um
liquido marrom, soltvel em diclorometano, que foi denominado BP-6.

Através da analise do espectro na regido do infravermelho (Figura 89, p. 108)
observou-se uma banda de absorgéo larga em 3415 cm™ relacionada a deformacéo axial de
ligacdo O-H. Este espectro também mostrou bandas de absorcdo em 2936 cm™ e em 1151 cm’
! caracteristicas de deformac&o axial de ligacdo C-H de carbonos sp® e de deformacao axial de
ligacdo C-O, respectivamente (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) de BP-6 (Figura 90, p. 108)
apresentou sinais na regido entre J 6,34-7,12, caracteristicos de hidrogénios ligados a
carbonos de anéis aromaticos. Os sinais em ¢ 6,34 (1H; d; J = 2,1 Hz; H-4’) e em 6 6,37 (1H;
d; 2,1 Hz; H-2") foram atribuidos a hidrogénios em posicdo meta; enquanto os sinais em o
6,76 (1H; d; J = 7,8 Hz; H-3), 6 7,10 (2H; m; H-4 e H-6) e em ¢ 6,88 (1H; t; 6,8 Hz; H-5)
sugeriram a presenca de um anel aromatico 1,2-dissubstituido. Na regido de menor
deslocamento quimico, foram observados sinais em ¢ 3,77 (6H; s) e em 6 2,89 (4H; m, H-7 e
H-8) referentes a hidrogénios de grupos metoxila e a hidrogénios ligados aos carbonos
metilénicos em posicao o ao anel aromatico, respectivamente.

A comparacdo do espectro de RMN **C - BB (75 MHz, CDCls) (Figura 91, p.
109) com o espectro de RMN **C — DEPT 135° (Figura 92, p. 109) permitiu a determinago
do padrdo de hidrogenacdo dos 4tomos de carbono de BP-6. Dessa forma, foi possivel a
identificacdo de cinco carbonos ndo hidrogenados (C), sendo destes trés oxigenados; sete
carbonos metinicos (CH), dois metilénicos (CHy) e dois metilicos (CHs) (Tabela 15, p. 105).
Observou-se ainda no espectro de RMN *C — BB que 0s sinais 6 161,04; 106,79 e 55,49
apresentavam-se mais intensos que os demais sinais referentes aos outros carbonos com o
mesmo padrdo de hidrogenagdo, concluindo-se, portanto, que esses sinais podem ser
atribuidos a dois atomos de carbono.
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Tabela 15 — Dados de deslocamentos quimicos (d) de carbono-13 para BP-6 obtidos por comparacéo entre os
espectros de RMN **C — BB e de RMN “*C — DEPT 135°

C CH CH, CHs
128,04 98,39 36,74 55,49 (OCHs)
144,60 106,79 32,32 55,49 (OCHs)

153,79 (C-O) 106,79

161,04 (C-O) 115,63

161,04 (C-O) 121,12

127,57
130,58
5C 7 CH 2 CH, 2 CHq

Através da anlise do espectro de correlacio homonuclear '*H x *H — COSY
(Figura 93, p. 110) observou-se a correlagdo entre o hidrogénio em ¢ 6,76 (H-3) com o
hidrogénio em ¢ 7,10 (H-4).

A analise do espectro de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x
3¢ — HSQC de BP-6 (Figura 94, p. 110) permitiu associar de forma inequivoca todos os
sinais dos hidrogénios aos seus respectivos atomos de carbonos, como pode ser visualizado na
Tabela 16 (p. 107).

Através da anélise do espectro de correlagdo heteronuclear **C x *H - HMBC
(Figura 95, p. 111) foram definidas as posi¢6es de cada substituinte na molécula. A correlacdo
(*Jcr) entre os hidrogénios com sinal em & 3,77 com o sinal de carbono em J§ 161,04,
juntamente com a correlagdo (*Jcr) do hidrogénio em J 6,34 com o sinal de carbono em &
161,04 definiram as posigdes dos grupos metoxila em BP-6 (FIGURA 96).

Figura 96 — Unidade estrutural (A) de BP-6
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No espectro HMBC também foram visualizadas as correlagdes entre 0s
hidrogénios ¢ 7,10 e 6,76 com o carbono em ¢ 153,79, definindo a posicdo da hidroxila na
molécula (FIGURA 97).

Figura 97 — Unidade estrutural (B) de BP-6

2 —> Aul
33 —— > Vermelho

H

7,10

No espectro HMBC ainda foram visualizadas correlagdes entre os hidrogénios em
5 6,37 com o carbono metilénico em J 36,64 (*Jcu), como também do hidrogénio em & 7,10
com o outro carbono em ¢ 32,32 (3Jcn), conforme mostrado na Figura 98.

Figura 98 — Unidade estrutural (C) de BP-6
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Através da andlise dos dados espectroscopicos obtidos e da comparacdo com
dados descritos na literatura (TAKAGUSI et al., 1987; GOIS, 2014) (Tabela 16, p. 107), BP-6
foi identificada como 2-hidrdxi-3’,5’-dimetoxibibenzila, substancia da classe dos bibenzis,
cuja estrutura esta mostrada na Figura 99.
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BP-6 é classificada como um bibenzil do grupo A por apresentar apenas grupos
oxigenados ligados diretamente aos anéis aromaticos (XIAO et al., 2008) e ja foi isolada de
Bauhinia purpurea (BOONPHONG et al., 2007) e de Bauhinia ungulata (GOIS, 2014).

Figura 99 — Estrutura de BP-6

HsC™

Tabela 16 — Dados espectroscépicos de RMN de BP-6 comparados com dados descritos na literatura
(TAKASUGI et al., 1987; GOIS, 2014) para 2-hidroxi-3’,5’-dimetoxibibenzila (CDCls)

HSQC HMBC Literatura (CDCls)
GOIS, 2014 | TAKASUGI et al., 1987
oc O 2en *Jen o 0
(ppm) | (ppm, multip., J Hz) c H
(ppm) (ppm, multip., Hz)
C
1 128,04 - - H-8; H-3; H-5 128,08 -
2 153,79 - H-3 H-4; H-6 153,79 -
1" 144,60 - - H-7 144,57 -
3’ 161,04 - H-4’ - 161,02 -
5 161,04 - H-4’ - 161,02 -
CH
3 115,63 6,76,d, 7,8 - H-5 115,60 6,81; m
4 127,57 7,10; m - - 127,55 7,10; m
5 121,12 6,88;t; 6,8 - H-3 121,08 6,81; m
6 130,58 7,10; m - - 130,56 7,10; m
2’ 106,79 6,37;d; 2,1 - H-4’ 106,74 6,34; s
4’ 98,39 6,34;d; 2,1 - - 98,34 6,34; s
6" 106,79 6,37;d; 2,1 - H-4’ 106,74 6,34; s
CH,
8 36,74 2,89; m - H-6"; H-2’ 36,74 2,88; m
7 32,32 2,89; m - H-6 32,33 2,88; m
OCH;
3’ 5549 3,77;s - - 55,47 3,75; s

5 55,49 3,77; s - - 55,47 3,75; s




Figura 89 — Espectro na regiéo

do IV (em KBr) de BP-6
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Figura 90 — Espectro de RMN *H de BP-6 (300 MHz, CDCls)
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Figura 91 — Espectro de RMN **C — BB de BP-6 (75 MHz, CDCls)
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Figura 92 — Espectros RMN **C — DEPT 135° de BP-6 (75 MHz, CDCls)
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Figura 93 — Espectro de correlagdo homonuclear *H x *H — COSY de BP-6
(300 MHz, CDCly)
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Figura 94 — Espectro de correlagdo heteronuclear *H x **C — HSQC de BP-6
(300 x 75 MHz, CDCl)
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Figura 95 — Espectro de correlago heteronuclear *H x **C — HMBC de BP-6
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5.3 Atividades bioldgicas

5.3.1 Avaliacéo da atividade larvicida do 6leo essencial das folhas de Bauhinia pulchella
(OEBP) sobre Aedes aegypti

O resultado dos bioensaios mostrou que o Oleo essencial das folhas de B.
pulchella (OEBP) apresentou valor de CLs igual a 105,93 + 1,48 ug/mL. Este resultado é
considerado satisfatorio, tendo em vista que na literatura é relatado que amostras com valores
de CLsp menores que 100 pg/mL sdo consideradas bons agentes larvicidas (CHENG et al.,
2003). Por outro lado, a literatura relata que Oxido de cariofileno, o segundo maior
constituinte do dleo essencial, apresenta atividade larvicida sobre Aedes aegypti (SILVA et
al., 2008; ALl et al., 2014), podendo, portanto, este composto ser o responsavel pela atividade
larvicida do 6leo essencial.
Estes bioensaios tiveram Temephos®, um inseticida organofosforado, como
controle positivo, e este composto apresentou valor de CLsp igual a 1,4 £ 0,20 pg/mL
(FIGURA 100).

Figura 100 — Estrutura quimica do Temephos®
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5.3.2 Avaliacdo da atividade citotdxica do oleo essencial das folhas de Bauhinia pulchella
(OEBP)

Inicialmente, foi realizado o estudo de citotoxicidade in vitro do 6leo essencial
(OEBP) em concentracdo Unica sobre as linhagens celulares humanas HL-60 (leucemia pro-
mielocitica), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e NCI-H292 (carcinoma de pulmao), como
um screening inicial do potencial citotdxico da amostra. Dessa forma, observou-se 100% de
inibicdo sobre o crescimento das linhagens celulares avaliadas. Nestes ensaios foi utilizado o
método do MTT [(3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo  de  tetrazolio)]
(MOSSMAN, 1983), que tem como principio a analise colorimétrica baseada na conversao do

sal MTT que tem coloracdo amarelada em azul de formazan que é roxo, a partir de enzimas
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mitocondriais que estdo presentes apenas nas células metabolicamente ativas. Esse
procedimento garante a definicdo da citotoxicidade, ndo demonstrando, portanto, 0s meios
que desenvolvem o mecanismo de acdo, sendo tal reagdo representada na Figura 101
(BERRIDGE et al., 1996).

Figura 101 — Converséo do sal MTT em Azul de Formazan
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Tendo como objetivo a determinacdo da Clso do Oleo essencial utilizou-se
novamente o0 método do MTT, sendo também avaliada a atividade citotoxica sobre a linhagem
celular humana HEP-2 (adenocarcinoma cervical), que ndo havia sido utilizada no screening
inicial. Os resultados obtidos (Tabela 17) mostram que o Oleo essencial foi seletivo para
celulas de leucemia pro-mielocitica (Clsg 9,94 ug/mL), uma vez que mostrou uma atividade
fraca sobre as demais células de diferentes origens histoldgicas avaliadas. Esse bioensaio teve

a Doxorrubicina, um agente antineoplasico, como controle positivo (FIGURA 102).
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Figura 102 — Estrutura quimica da Doxorrubicina
0 OH 0

OCH; O OH
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HO
NH,

Tabela 17 — Valores de Cls, € intervalos de confianga 95% do 6leo essencial das folhas de B. pulchella (OEBP)
Clsg, Intervalo de confianca 95% (ug/mL)

Amostra
HL-60 MCF-7 NCI-H292 HEP-2
9,94 53,05 48,98 50,42
OEBP
(8,24-12,00) (41,39-67,99) (44,22-54,25) (42,47-59,87)
0,02 0,30 0,20 0,70

Doxorubicina
(0,01-0,02) (0,20-0,50) (0,10-0,50) (0,30-1,40)

HL-60 — Linhagem celular humana de leucemia pré-mielocitica; MCF-7 — Linhagem celular humana de
adenocarcinoma de mama; NCI-H292 — Linhagem celular humana de carcinoma de pulmdo; HEP-2 — Linhagem

celular humana de adenocarcinoma cervical.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Coleta do material vegetal

Folhas e caule de Bauhinia pulchella foram coletados em 25 de maio de 2013, no
municipio de S8o Benedito-CE, mais especificamente na rodovia CE-321, Km 59, por uma
equipe técnica coordenada pelo Dr. Francisco José Teixeira Gongalves. O local de coleta teve
as seguintes coordenadas geograficas: 4°4’54°” S, 40°50°21’” O; tal registro foi obtido com o
sistema de processamento global (GPS) presente no celular do modelo iPhone 4 (FIGURA
103).

A identificacdo botanica foi realizada pelo Professor Edson Pereira Nunes, do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara. Uma exsicata de B. pulchella
encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal do Cear, sob o
namero 54266.

Figura 103 — Foto com as coordenadas geogréaficas

7 4°4'54"S,40°50'21" O

Fonte: Jarbas Lima de Carvalho (2013)
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6.2 Métodos analiticos

6.2.1 Métodos cromatograficos

Na técnica de cromatografia de adsor¢do em coluna utilizou-se gel de silica 60
(0,063 a 0,200 mm) da Vetec® e silica 60 (0,04 a 0,063 mm) da Merck® para cromatografia
flash. O tamanho e o diametro das colunas utilizadas variaram de acordo com a complexidade
e massa do material a ser submetido a cromatografia. Nas analises por cromatografia em
camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de gel de silica G60 da VETEC® sobre o
suporte de vidro e em gel de silica 60 F,s, sobre aluminio da Silicycle®.

As revelagfes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas
através da exposicdo das mesmas a irradiagdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos de
onda (254 e 365 nm), emitidos por ldmpada modelo VL-4. LC da Vilber Loumart e/ou por
imersdo em solugdo de vanilina (CgHgO3) 5g/100 mL de &cido perclérico (HCIO,4) 0,75 M/100
mL de etanol, seguido de aquecimento em soprador térmico HL-500, da Steinel a
aproximadamente 150 ° C, durante alguns segundos.

Para a cromatografia de adsor¢do em coluna sob média presséo (flash) utilizou-se
um sistema adaptado com bomba compressora do fabricante NS Industria de Aparelhos
Médicos Ltda.

Foram utilizados solventes de qualidade PA, da Synth® ou da Vetec®, tais como
hexano, diclorometano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, de forma isocratica ou em
misturas, em ordem crescente de polaridade. A remocdo dos solventes dos extratos e das
fracGes resultantes das cromatografias foi realizada em evaporador rotatério da Bichi
Rotavapor Waterbath modelo B-480 e R-114, sob presséo reduzida.

6.3 Analises espectroscopicas

6.3.1 Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho (1V)

Os espectros na regido do infravermelho, com janela espectral de 400 a 4000 cm™,
utilizando pastilhas de brometo de potéssio (KBr) na proporcdo de 1% de amostra, foram
obtidos em espectrometro FTLA 2000-102, ABB-BOMEM do Laboratério de Bioinorgénica
da Universidade Federal do Ceara e o posicionamento das deformacdes e ajuste do espectro

foi feito no programa OriginPro 8.
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6.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H) e de
carbono-13 (RMN *3C) uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometros da marca
Bruker®, modelos Avance DPX-300 e DRX-500 pertencentes ao Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso de Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade
Federal do Ceara, operando nas frequéncias de 300 e 500 MHz para hidrogénio, e de 75 e
125 MHz para carbono-13, respectivamente.

Os solventes utilizagdo na dissolucdo das amostras foram cloroférmio (CDCls) e
metanol (CD3;OD) deuterados. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) e referenciados nos espectros de RMN *H pelos sinais dos hidrogénios das
moléculas residuais ndo deuteradas em oy 7,27 e oy 3,31, respectivamente. Nos espectros de
carbono-13, os deslocamentos quimicos (8) foram referenciados pelos sinais de carbono-13
em Oc 77,23 e d¢c 49,1.

A multiplicidade das absorc¢des foi indicada como singleto (s); dubleto (d);
dubleto de dubleto (dd), tripleto (t) e multipleto (m). O padréo de hidrogenacéo dos carbonos
foi determinado através da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer) com angulo de nutacdo de 135°, gerando sinais para CH e CH; em oposi¢do no
plano ao CH,. Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo dos sinais
observados no espectro BB (Broad Band).

6.3.3 Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas (impacto eletronico a 70 eV) foram obtidos em
espectrometro de massas da Shimadzu®, modelo QP 5000, DI-50 pertencente & Central
Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do

Ceara.

6.3.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e cromatografia
gasosa acoplada ao detector de ioniza¢éo de chama (CG/DIC)

A identificacdo e quantificagdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial das
folhas de B. pulchella foram realizadas em cromatdgrafo CG-EM/DIC, da Shimadzu®,
modelo QP2010 Ultra, equipado com um autoinjetor AOC-20i Shimadzu® e coluna capilar de
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silica fundida da Rtx®-5MS Restek (5%-difenil-95%-dimetil polisiloxano), com 30 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e filme de 0,25 um, onde o gas de arraste é o
hélio num fluxo de 1,2 mL/min. Um volume de injecdo de 0,5 mL (5 mg.mL-1) foi utilizado,
com uma razao de divisdo de 1:10. A temperatura do forno foi programada para manter 50 °C
por 1,5 minutos, e ter um aumento progressivo de 4 °C por minuto até atingir 200 °C, em
seguida ter um aumento progressivo de 10 °C por minuto até atingir 250 °C, temperatura que
ficou constante durante 5 minutos.

Os dados de EM e DIC foram simultaneamente adquiridos empregando um
Sistema de Deteccdo de Divisdo; a relagéo de diviséo de fluxo foi de 4: 1 (EM: DIC). Um
tubo restritor de 0,62 m de comprimento e 0,15 mm de didmetro interno (coluna capilar) foi
utilizado para conectar o divisor ao detector de EM; e um tubo restritor de 0,74 m de
compromento e 0,22 mm de didmetro interno foi utilizado para conectar o divisor ao detector
DIC.

Os dados de EM foram adquiridos no modo de varredura completa (m/z de 40-
350), a uma velocidade de varredura de 0,3 scans por segundo, usando a ionizagdo de
elétrons (IE) de 70 eV. A temperatura do injetor foi 250 °C e a temperatura da fonte de ions
foi 250 °C. A temperatura do DIC foi definida para 250 °C, e os suprimentos de gas para o
DIC foram hidrogénio, ar e hélio em vazdes de 30, 300 e 30 mL por minuto, respectivamente.
As concentra¢Bes dos compostos foram calculadas a partir das &reas dos picos obtidos por
CG/DIC e estdo colocadas dispostas em ordem de eluicdo de CG.

As andlises de CG/DIC e CG/EM foram realizadas no Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

6.4 Rotacgdo Optica especifica

Os valores de rotacdo Optica especifica foram determinadas em polarimetro
automatico digital da Quimis®, modelo Q760M, poténcia 35 Watts, tendo como distancia do
tubo de leitura de 1 dm do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Oeste da
Bahia (UFOB). As medidas foram expressas em [o]o', onde “D” é a raia D da luz
monocromatica de sodio de comprimento de onda igual a 589 nm e T é a temperatura, em
°C, na qual foi realizada a medida. Para dissolucdo das amostras utilizou-se cloroférmio e

metanol.
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6.5 Obtencao do o6leo essencial das folhas de Bauhinia pulchella

Na obtencdo do Oleo essencial foi utilizado um sistema de hidrodestilacéo tipo
Clevenger modificado por Gottlieb (GOTTLIEB; MAGALHAES, 1960) (FIGURA 104).

As folhas frescas de B. pulchella (1,95 Kg) foram adicionadas em um baldo de 5 L
de capacidade. Em seguida, foram adicionados 2500 mL de &gua destilada. Apos duas horas
sob refluxo, separou-se a mistura éleo/agua no doseador. A fase orgénica foi tratada com
sulfato de sodio anidro e filtrada, resultando em 258,8 mg de um éleo de coloracdo amarelada;
obtendo-se, portanto, um rendimento de 0,0133%. (FLUXOGRAMA 2).

Figura 104 — A esquerda, sistema de hidrodestilagio em sistema do tipo Clevenger. A direita,
separagdo do 6leo essencial e do hidrolato no doseador

Fonte: Jarbas Lima de Carvalho (2013)
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Fluxograma 2 — Etapas envolvidas na obtencdo do OEBP

SOLUCAO
AQUOSA
OLEO E
AGUA
FOLHAS . 9 OLEO ESSENCIAL
(1,95 Kg) OLEO E ANALISES
HIDROLATO

Legendas

Hidrodestilacdo do tipo Clevenger moditicado.
Q Sulfato de sodio anidro (Na:SO:)

Filtracdo

Testes

Fonte: Jarbas Lima de Carvalho (2014)

6.6 Atividades bioldgicas

6.6.1 Avaliacdo da atividade larvicida do 6leo essencial das folhas de Bauhinia pulchella
(OEBP) sobre Aedes aegypti

Aliguotas de 1 mg, 2 mg, 5 mg e 10 mg, em triplicata, do 6leo essencial das
folhas Bauhinia pulchella (OEBP) foram, inicialmente, dissolvidas em 0,3 mL de
dimetilsulfoxido e transferidas para um béquer de 50 mL. Posteriormente, foram adicionadas
50 larvas de terceiro estagio (GADELHA; TODA, 1985) juntamente com 19,7 mL de agua.
Paralelamente, foram feitos testes em branco, utilizando-se dgua e DMSO a 1,5%. Apds 24
horas foi realizada a contagem das larvas exterminadas e calculada a CLso (OLIVEIRA et al.,
2002).

6.6.2 Avaliacdo da atividade citotdxica do Oleo essencial das folhas de Bauhinia pulchella

(OEBP) sobre linhagens celulares tumorais

As linhagens celulares humanas utilizadas no estudo foram HL-60 (leucemia pro-
mielocitica), NCI-H292 (carcinoma de pulmao), MCF-7 (adenocarcinoma de mama) e HEP-2
(adenocarcinoma cervical) que foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro, sendo

cultivadas em meio RPMI 1640 ou DMEN, suplementados com 10% de soro fetal bovino e
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1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e sob atmosfera de 5% de di6xido de carbono
(COy,) e as amostras foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) puro e estéril.

As linhagens NCI-H292 (caarcinoma de pulmao), MCF-7 (adenocarcinoma de mama)
e HEP-2 (adenocarcinoma cervical) foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 10° células/mL
e a de HL60 (leucemia pro-mielocitica) foi plaqueada na concentracéo de 0,3 x 10°. O 6leo
essencial das folhas de Bauhinia pulchella (OEBP) previamente dissolvido em DMSO foi
diluido em série no meio RPMI para obtencdo das concentragdes finais e adicionado em placa
de 96 pocos. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO; a 37°C. Em
seguida, foram adicionados 25 uL da solucdo de MTT (sal de tetrazolio), e as placas foram
incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apds dissolu¢do do precipitado com DMSO
puro em espectrofotémetro de placa a 595 nm.

A concentracgdo inibitoria em 50% (Clsp) e respectivos intervalos de confianca foram
calculados por regressédo ndo linear no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada

em duplicata, utilizando a doxorrubicina como controle positivo.
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6.7 Estudo dos constituintes fixos de Bauhinia pulchella

6.7.1 Obtencéo do extrato etanolico do caule de Bauhinia pulchella Benth (EECBP)

O caule (3,65 Kg), apds secagem e trituragdo, foi submetido a extragdo com etanol
por maceracao por 48 horas e ap0s sucessivas extracdes, os extratos obtidos foram filtrados e
concentrados por destilacdo sob pressdo reduzida, resultando na obtencdo de 368,3 g de
extrato etanolico do caule de Bauhinia pulchella (EECBP).

6.7.2.1 Fracionamento cromatogréfico do extrato etanolico do caule de Bauhinia pulchella
Benth (EECBP)

Uma aliquota do EECBP (111 g) foi submetida a uma coluna filtrante (L = 14,0
cme ¢ = 10,0 cm), utilizando 350 g de gel de silica. Foram utilizados hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binérias, como eluentes. As fracdes obtidas
tiveram seus solventes removidos (3,65 Kg) sob pressdo reduzida em evaporador rotatério. O
resultado do referido fracionamento est mostrado na Tabela 18.

Tabela 18 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico do EECBP

FRACOES ELUENTE VOLUME (L)
1-4 Hexano 2
5-14 Diclorometano 4
15-25 Acetato de etila 4
26-29 Acetato de etila/Metanol (90:10) 2
30 Metanol 2

Apos andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), as fracBes que
apresentaram perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas, resultando em quatro
fracbes (TABELA 19).
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Tabela 19 — Frag@es resultantes do tratamento cromatografico do EECBP

FRACAO MASSA (g) RENDIMENTO (%)
14 0,03 0,03
5-20 9,98 8,99
21-29 18,70 16,85
30 70,42 63,44
TOTAL 99,13 89,31

6.7.2.2 Fracionamento cromatografico de EECBP (5-20)

A fracdo EECBP (5-20) (9,98 g) foi submetida a uma coluna cromatografica (L=
18,0 cme ¢ = 4,5 cm), utilizando 133,31 g de gel de silica como fase estacionaria e hexano,
acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade, como fase movel (TABELA
20).

Tabela 20 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (5-20)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-3 Hexano 300
4-8 Hexano/Acetato de etila (95:05) 600
9-18 Hexano/Acetato de etila (90:10) 1200
19 Hexano/Acetato de etila (85:15) 100

20-21 Hexano/Acetato de etila (70:30) 300
22-24 Hexano/Acetato de etila (50:50) 400
25-33 Acetato de etila 1000
34-36 Acetato de etila/Metanol (95:05) 500
38 Acetato de etila/Metanol (50:50) 100
39 Metanol 200

Ap0s analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel analisar o

perfil das fragdes coletadas e reuni-las, resultando em dez fragcdes (TABELA 21).
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Tabela 21 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (5-20)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
1-4 24,4 0,24
5-6 725,5 7,27
7-9 357,4 3,58
10 272,7 2,73

11-18 526,0 5,27
19-20 138,7 1,39
21-22 282,0 2,83
23 346,2 3,47
24-31 5473,9 54,85
23-39 303,0 3,04
TOTAL 8449,8 84,67

6.7.2.3 Fracionamento cromatografico de EECBP (5-6) e isolamento de BP-1

A fragdo (5-6) (725,5 mg), descrita anteriormente (Tabela 21), foi submetida a
uma coluna cromatografica (L= 27,5 cm e ¢ =2,5 cm), utilizando 60,0 g de gel de silica e

hexano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade como eluentes (TABELA 22).

Tabela 22 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico de EECBP (5-6)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-80 Hexano 500
81-133 Hexano/Acetato de etila (99:01) 300
134-152 Hexano/Acetato de etila (98:02) 100
153-183 Hexano/Acetato de etila (95:05) 200

Apos andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), as fragdes com perfis
cromatogréaficos semelhantes foram reunidas (TABELA 23).
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Tabela 23 — Frag@es resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (5-6)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)

115 36 0,50
16-59 186,4 25,69
60-103 43,8 6,04
104-108 2535 34,94
109 31,6 4,36
110-111 35,7 4,92
112-113 9,0 1,24
114-129 25,7 3,54
130-183 119,0 16,40
TOTAL 708,3 97,63

A fracdo (110-111) (35,7 mg), quando analisada por cromatografia em camada
delgada, possibilitou a visualizagdo de uma Unica mancha de coloragdo azulada. Esta fracdo
apresentou-se como um solido cristalino de cor branca, solivel em diclorometano e foi,

portanto, denominada BP-1.

6.7.2.4 Fracionamento cromatografico de EECBP (24-31)

A fragcdo (24-31) (5473,9 mg), obtida a partir da fragdo EECBP (5-20) (Tabela
21), foi submetida a uma coluna cromatogréfica (L = 17,0 cm e ¢ = 4,0 cm), utilizando 98 g
de gel de silica. Foram utilizados hexano, acetato de etila e metanol em ordem crescente de
polaridade, como eluentes (TABELA 24).

Tabela 24 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (24-31)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-108 Hexano/Acetato de etila (40:60) 800
109-132 Acetato de etila 200
133-150 Acetato de etila/Metanol (90:10) 100
151-190 Acetato de etila/Metanol (50:50) 200

Atraveés de analise por CCD foi possivel analisar o perfil das fracdes e reuni-las,

obtendo-se um total de doze fragOes, cujas massas estdo apresentadas na Tabela 25.
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Tabela 25 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (24-31)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
1-16 185 0,34
17-20 22,7 0,41
21-28 106,7 1,95
29-38 128,6 2,35
39-58 947,0 17,30
59-75 396,6 7,25
76-91 2415 4,41

92-107 205,3 3,75
108-118 144.1 2,63
119-130 1109,3 20,27
131-150 431,0 7,87
151-190 175,6 3,21
TOTAL 3926,9 71,74

6.7.2.5 Fracionamento cromatografico de EECBP (21-28) e isolamento de BP-2

A fracdo (21-28) (106,7 mg), obtida a partir de EECBP (24-31) (Tabela 25), foi
submetida a uma coluna cromatogréfica (L=21,0 cm e $= 2,0 cm), utilizando 30 g de gel de
silica. Hexano, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de polaridade, foram utilizados
como fase movel (TABELA 26).

Tabela 26 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (21-28)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-75 Hexano/Acetato de etila (60:40) 400
76-84 Metanol 100

A andlise das fracbes por CCD permitiu a reunido das que apresentaram perfis

cromatogréficos semelhantes, sendo, portanto, obtidas cinco fracbes (TABELA 27).
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Tabela 27 — Frag@es resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (21-28)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
1-40 10,8 10,12
41-59 16,8 15,75
60-70 9,3 8,72
71-81 25,7 24,09
82-84 27,8 26,05
TOTAL 90,4 84,72

A fragdo (1-40), um sélido avermelhado, apresentou uma coloracdo avermelhada
quando analisada por CCD, foi denominada BP-2.

6.7.2.6 Fracionamento cromatogréfico de EECBP (119-130)
A fragdo (119-130) (1109,3 mg), obtida de EECBP (24-31) (Tabela 25, p. 127),

foi submetida a uma coluna cromatografica (L= 28,5 cm e ¢= 2,0 cm), utilizando 39 g de gel
de silica. Hexano, acetato de etila e metanol foram utilizados como fase mével (TABELA 28).

Tabela 28 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (119-130)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-92 Hexano/Acetato de etila (30:70) 400
93-106 Acetato de etila 100
107-120 Metanol 100

Apos a analise das fracbes por CCD, foram reunidas aquelas que apresentavam
perfis semelhantes, resultando, portanto, em quatro fragdes (TABELA 29).

Tabela 29 — Frag@es resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (119-130)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
118 12,6 1,14
19-40 537,5 48,45
41-70 142,0 12,80
71-109 127,0 11,45
TOTAL 819,1 73,84

A fracdo (41-70), descrita anteriormente (Tabela 29), quando analisada por CCD,

possibilitou a visualizagdo de duas manchas avermelhadas com fatores de retengéo bastante
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distintos, sugerindo a presenca de duas substancias na fracdo. Dessa forma, foi efetuado outro

fracionamento para o isolamento desses compostos.
6.7.2.7 Fracionamento cromatografico de EECBP (41-70) e isolamento de BP-3 e BP-4

A fragio (41-70) (142,0 mg), obtida de EECBP (119-130) (Tabela 29), foi
submetida a uma coluna cromatogréfica (L= 16,5 cme ¢= 1,5 cm), utilizando 12,2 g de gel
de silica. Hexano e acetato de etila, em mistura binaria, foram utilizados como fase movel

(TABELA 30).

Tabela 30 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (41-70)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-84 Hexano/Acetato de etila (94:06) 200
85 Metanol 100

Apos a andlise do perfil por CCD, foram obtidas onze fracbes (TABELA 31).

Tabela 31 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (41-70)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
1-32 384 27,04
33-38 13,5 9,51
39-41 12,2 8,59
42-43 14,6 10,28
44-45 12,2 8,59
46-48 11,0 7,75
49-55 16,7 11,76
56-58 10,3 7,25
59-61 4,9 3,45
62-69 2,6 1,83
70-85 34 2,39

TOTAL 139,8 98,45

As fracOes (42-43) (14,6 mg) e (56-58) (10,3 mg) apresentaram-se com um
aspecto viscoso, mostraram coloragdo vermelha quando reveladas com solugéo de vanilina,

foram denominadas BP-3 e BP-4, respectivamente.
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6.7.2.8 Fracionamento cromatografico de EECBP (10)

A fracdo (10) (272,0 mg), obtida de EECBP (5-20) (Tabela 21, p. 125), foi
submetida a tratamento cromatografico em coluna (L = 26,0 cm e ¢ = 1,5 cm), utilizando
16,0 g de gel de silica como adsorvente e hexano, acetato de etila e metanol, como eluentes,

conforme mostrado na Tabela 32.

Tabela 32 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (10)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-79 Hexano/Acetato de etila (90:10) 200
80-88 Metanol 100

Através da andlise por CCD, as fracbes com perfis cromatogréficos semelhantes
foram reunidas, obtendo-se, dessa forma, trés fragdes, cujas massas estdo mostradas na Tabela
33.

Tabela 33 — Fragdes resultantes do tratamento cromatogréafico de EECBP (10)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
115 50,4 18,53
16-69 181,0 66,54
60-70 32,5 11,95
TOTAL 263,9 97,03

6.7.2.9 Fracionamento cromatografico de EECBP (16-69)

A fracdo (16-69) (181,0 mg), descrita na Tabela 33, foi submetida a tratamento
cromatogréafico em coluna (L = 24,0 cm e ¢ = 1,5 cm), utilizando 12,5 g de gel de silica.

Diclorometano e metanol foram utilizados como eluentes, conforme descrito na Tabela 34.

Tabela 34 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (16-69)

FRA(;()ES ELUENTE VOLUME (mL)
1-94 Diclorometano 300
95-98 Metanol 100

Apos a analise do perfil cromatografico por CCD, as fracBes foram reunidas,
obtendo-se trés fracdes (TABELA 35).
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Tabela 35 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (16-69)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
1-29 24,0 13,26
30-60 139,5 77,07
61-98 5,9 3,26
TOTAL 169,4 93,59

6.7.2.10 Fracionamento cromatografico de EECBP (30-60) e isolamento de BP-5

A fracdo (30-60) (139,5 mg), obtida de EECBP (16-69) (Tabela 35), foi
submetida a uma coluna cromatografica (L = 16,0 cm e ¢ = 1,5 cm), utilizando 12,0 g de gel
de silica como adsorvente. Diclorometano e metanol puros foram utilizados como eluentes
(TABELA 36).

Tabela 36 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (30-60)

FRA(;()ES ELUENTE VOLUME (mL)
1-32 Diclorometano 100
33-34 Metanol 100

As fracbes com perfis cromatograficos semelhantes foram reunidas, apds anélise
por CCD, obtendo-se, dessa forma, cinco fragdes (TABELA 37).

Tabela 37 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (30-60)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
14 14 1,00
5-9 10,7 7,67
10-14 66,8 47,89
15-23 30,4 21,79
24-34 12,5 8,96
TOTAL 121,8 87,31

A fracdo (5-9) apresentou-se como um sdlido branco cristalino, solivel em

diclorometano e mostrou uma coloracdo cinza em CCD quando revelada com solucdo de

vanilina. Esta substancia foi denominada BP-5.
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6.7.2.11 Fracionamento cromatografico de EECBP (11-18)
A fragdo (11-18) (526,0 mg), obtida a partir de EECBP (5-20) (Tabela 21, p.125),
foi submetida a tratamento cromatografico em coluna (L = 30,0 cm e ¢ = 2,0 cm), utilizando

38,0 g de gel de silica como adsorvente e diclorometano como eluente (TABELA 38).

Tabela 38 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (11-18)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)

1-80 Diclorometano 400

Ap0ds analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel verificar o

perfil cromatografico das fragdes e reuni-las, conforme mostrado na Tabela 39.

Tabela 39 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (11-18)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
114 10,8 2,05
15-19 45 0,86
20-35 143,0 27,19
36-48 163,7 31,12
49-55 30,6 5,82
56-80 30,2 5,74
TOTAL 382,8 72,78

6.7.2.12 Fracionamento cromatografico de EECBP (20-35)

A fracdo (20-35) (143,0 mg), obtida a partir de EECBP (11-18) (Tabela 39), foi
submetida a tratamento cromatogréafico em coluna (L = 31,0 cm e ¢ = 2,0 cm), utilizando-se
40,0 g de gel de silica como fase fixa e uma mistura de hexano e acetato de etila (80:20) como

fase moével, conforme mostrado na Tabela 40.

Tabela 40 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (20-35)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)

1-83 Hexano/Acetato de etila (80:20) 300

Ap0ds analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel verificar o

perfil cromatografico das fragdes e reuni-las, conforme mostrado na Tabela 41.
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Tabela 41 — Frag@es resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (20-35)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
1-20 6,0 4.20
21-28 14,9 10,42
29-47 81,0 56,64
48-55 16,5 11,54
56-57 1,0 0,70
58-68 9,0 6,29
69-83 6,5 4,55
TOTAL 134,9 94,34

6.7.2.13 Fracionamento cromatografico de EECBP (29-47)

A fracdo (29-47) (81,0 mg), resultante do fracionamento de EECBP (20-35), foi
submetida a cromatografia flash em uma coluna (L = 14,5 cme ¢ = 1,5 cm), utilizando 8,1 g
de gel de silica. O eluente utilizado foi uma mistura de diclorometano e acetato de etila,

conforme apresentado na Tabela 42.

Tabela 42 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBP (29-47)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)

1-68 Diclorometano/Acetato de etila (98:2) 200

Apos a analise por CCD, foram reunidas as fragbes que apresentaram perfis

cromatogréaficos semelhantes (TABELA 43).

Tabela 43 — Frag@es resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (29-47)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
19 11 1,36
10-22 12,8 15,80
23-36 38,5 47,53
37-50 22,2 27,41
51-68 4,7 5,80

TOTAL 79,3 97,90
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6.7.2.14 Fracionamento cromatografico de EECBP (23-36) e isolamento de BP-6

A fragcdo (23-36) (38,5 mg), obtida do fracionamento de EECBP (29-47), foi
submetida a tratamento cromatografico em Sephadex LH-20, utilizando uma coluna (L = 21,0
cme ¢ 2,0 cm) e metanol como fase movel. Apds a analise do material coletado por CCD,

foram obtidas quatro fragGes, conforme descrito na Tabela 44.

Tabela 44 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de EECBP (23-36)

FRACAO MASSA (mg) RENDIMENTO (%)
1-35 43 11,17
36-47 237 61,56
48-53 9,2 23,90
54-85 13 3,38
TOTAL 38,5 100,00

A fragédo (48-53) apresentou 9,2 mg de um material viscoso e da cor marrom,

soluvel em diclorometano, que foi denominado BP-6.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico do caule de Bauhinia pulchella levou ao isolamento de seis
metabolitos secundarios que foram caracterizados estruturalmente como a mistura de
triterpenos taraxerona e -amirenona (BP-1); como a flavana (+)-3’,4’-diidroxifenil-cromano-
7-ol (BP-2); como as duas flavan-3-ol, denominadas (-)-fisetinidol (BP-3) e (+)-epicatequina
(BP-4); como a mistura de esteroides sitosterol e estigmasterol (BP-5) e como o bibenzil 2-
hidroxi-3’,5’-dimetoxibibenzila (BP-6), salientando-se que BP-1 e BP-4 sdo substancias
inéditas no género Bauhinia, enquanto, BP-2 € inédita na literatura. Este trabalho apresenta o
primeiro relato sobre os dados de RMN *H e de RMN *C de BP-2, bem como os dados de
RMN **C de BP-6.

Os flavonoides, assim como os triterpenos, os esteroides e o bibenzil isolados do
caule de B. pulchella, reforcam a composicao quimica das espécies do género Bauhinia.

Através do estudo do 6leo essencial das folhas de Bauhinia pulchella foi
identificado e quantificado 95,68% dos constituintes, sendo a-pineno (23,89%), oxido de
cariofileno (22,43%) ¢ B-pineno (12,19%) os constituintes majoritarios. Esse 0leo essencial
qguando avaliado sobre larvas de Aedes aegypti apresentou valor de CLs igual a 105,93 + 1,48
ug/mL, podendo ser, portanto, considerado um bom larvicida natural baseado nos dados
apresentados na literatura. Por outro lado, a atividade citotoxica do OEBP sobre as linhagens
celulares tumorais humanas MCF-7, NCI-H292, HL-60 e HEP-2 mostrou que o 6leo essencial
foi mais seletivo para a linhagem celular de leucemia pro-mielocitica com valor de Clsg igual
a 9,94 ug/mL.
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