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RESUMO

O presente trabalho relata a investigacdo quimica das raizes, do caule e das folhas de
Bauhinia acuruana. Nesse estudo foram obtidos os extratos em hexano, em acetato de
etila e em metanol das folhas e os extratos em etanol das raizes e do caule. O
fracionamento cromatogréafico destes extratos permitiu o isolamento dos sesquiterpenos
1B, 6a-diidroxi-4 (14)-eudesmeno (BA-1), aromadendrano-43,10a-diol (BA-2); do
esteroide sitosterol glicosilado (BA-4); dos bibenzis 2-hidroxi-2’,3’,5’-trimetoxibibenzila
(BA-5) e 2-hidroxi-3’,5’-dimetoxibibenzila (BA-6); dos derivados oxepinicos pacharina
(BA-7) e bauhiniastatina 1 (BA-8); dos flavonoides quercitrina (BA-3), (-)-fisetinidol (BA-
9), (2R, 3S)-2-(3',4’-diidroxifenil)-5-metoxicromano-3,7-diol (BA-10), (2R, 3S)-2-(3',4'-
diidroxifenil)-5-metoxi-6-metilcromano-3,7-diol (BA-11) e astilbina (BA-13); bem como
da mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol (BA-12). Cabe ressaltar que os
metabdlitos secundarios BA-1 e BA-2 sdo inéditos no género, enquanto BA-5 e BA-11
sao inéditos na literatura e BA-10 € inédito como produto natural. As estruturas dos
compostos foram elucidadas através de técnicas espectroscopicas (IV, RMN 1D e 2D),
espectrometria de massas e comparacado com dados descritos na literatura. Os extratos
em etanol das raizes e dos caules foram submetidos a testes de atividade antioxidante,
apresentando atividades significativas nas concentracdes de 0,1 mg/mL e 1,0 mg/mL.
BA-7 foi avaliado quanto a sua atividade larvicida sobre Aedes aegypti e apresentou
valor de CLsgp igual a 78,9+1,8 ug/mL. Por outro lado, BA-5, BA-7, BA-8, BA-9, BA-10 e
BA-11 foram submetidos a avaliacdo de atividade citotoxica frente a seis linhagens
tumorais (HCT 116, SF 295, OVCAR, MCF-7, NCIH292 e HL60). BA-5, BA-7 e BA-8

apresentaram atividade citotoxica significativa.

Palavras-chave : Bauhinia acuruana, 2-hidroxi-2’,3',5’-trimetoxibibenzila, (2R, 3S)-2-
(3',4’-diidroxifenil)-5-metoxi-6-metilcromano-3,7-diol e (2R, 3S)-2-(3',4’-diidroxifenil)-5-
metoxicromano-3,7-diol.



ABSTRACT

The present work reports the chemical research of the roots, stem and leaves from
Bauhinia acuruana. In this study were obtained the extracts in hexane, ethyl acetate and
methanol of the leaves and ethanol extracts of the roots and stems. The
chromatographic fractionation of extracts allowed the isolation of sesquiterpenes 1, 6a-
dihydroxy 4-(14)-eudesmene (BA-1) and aromadendrane-46,10a-diol (BA-2); the steroid
glycosylated sitosterol (BA-4); the bibenzys 2-hydroxy-2’,3',5'-trimethoxybybenzyl (BA-
5) and 2-hydroxy-3,5'-dimethoxybybenzyl (BA-6); the oxepin derivatives pacharin (BA-
7) and bauhiniastatin 1 (BA-8); the flavonoids quercitrin (BA-3), (-)-fisetinidol (BA-9),
(2R, 3S)-2-(3',4’-dihydroxiphenyl)-5-methoxycroman-3,7-diol (BA-10), (2R,3S)-2-(3',4'-
dihydroxiphenyl)-5-methoxy-6-methylcroman-3,7-diol (BA-11) and astilbin (BA-13), as
well as the steroidal mixture sitosterol and stigmasterol (BA-12). It is worth noting that
the secondary metabolites BA-1 and BA-2 are unprecedented in the genus, while BA-5
and BA-11 unprecedented in the literature and BA-10 unpublished as natural product.
The structures of the compounds were elucidated through spectroscopic techniques (1V,
NMR 1D and 2D), mass spectrometry and comparison with data reported in literature.
Ethanol extracts of the roots and of the stems were evalueted for antioxidant activity,
showing significant activity at concentrations of 0.1 mg/mL and 1.0 mg/mL, respectively.
BA-7 was evaluated for its larvicidal activity against Aedes aegypti and presented LCsg
value of 78.9 + 1.8 ug/mL. In addition, BA-5, BA-7, BA-8, BA-9, BA-10 and BA-11 were
submitted to evaluation of cytotoxic activity and BA-5, BA-7 and BA-8 presented

significant cytotoxic activity.

Keywords : Bauhinia acuruana; 2-hydroxy-2’,3',5'- trimethoxybybenzyl; (2R,3S)-2-(3",4'-
dihydroxiphenyl)-5-methoxy-6-methylcroman-3,7-diol and (2R,3S)-2-(3',4'-
dihydroxiphenyl)-5-methoxycroman-3,7-diol.
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1 INTRODUCAO

Um dos varios beneficios que a natureza fornece a humanidade é prové-
la de substancias para o tratamento de suas patologias. Cerca de 80% da populacao
mundial utiliza recursos terapéuticos advindos de fontes vegetais para os cuidados
primarios de saude (RAHMAN et al., 2011; CANGADHAR; SHRADDHA; CANESH,
2012). A utilizacdo das plantas medicinais € considerada um dos mais antigos
recursos comumente usados para o tratamento das enfermidades humanas por ser
uma forma de baixo custo e facil acesso e basear-se no conhecimento, na
experiéncia e praticas da cultura de povos indigenas (KADIR; YAAKOB; ZULKIFLI,
2013).

Nesse contexto, as plantas do género Bauhinia tém sido frequentemente
utiizadas para o tratamento de diferentes tipos de enfermidades, tais como,
infeccbes, processos inflamatorios e principalmente diabetes (CECHINEL FILHO,
2009). Estudos experimentais tém comprovado a eficacia terapéutica de plantas do
referido género e tais propriedades sdo atribuidas principalmente a presenca de
flavonoides (CECHINEL FILHO, 2009).

1.1 Os metabolitos secundarios

A atividade metabdlica € umas das caracteristicas dos seres vivos. O
metabolismo pode ser definido como um conjunto de rea¢cdes quimicas que ocorrem
no interior da célula. Em se tratando de células vegetais, o metabolismo pode ser
dividido em primario e secundario.

O metabolismo primario € entendido como 0 conjunto de processos
metabdlicos que desempenham uma funcdo essencial nas plantas, tais como, a
fotossintese, a respiracdo e o transporte de solutos. Os compostos diretamente
relacionados com o metabolismo primario apresentam uma distribuicdo universal nas
plantas. Podemos citar como exemplos os aminoacidos, os nucleotideos, os lipidios
e os carboidratos (PERES, 2004).

Por outro lado, o metabolismo secundario € responsavel pela origem de
compostos que ndo apresentam distribuicdo universal, pois ndo sdo necessarios
para todas as plantas. Uma das consequiéncias praticas é a utilizagcdo desses

compostos em estudos taxondmicos. Como exemplo, podemos citar as antocianinas
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e as betalainas, as quais ndo ocorrem conjuntamente em uma mesma espécie
vegetal. Apesar do metabolismo secundario nem sempre seja hecessario para que
uma planta complete seu ciclo de vida, ele desempenha um papel importante na
interac&o das plantas com o meio ambiente (PERES, 2004).

Os trés grandes grupos de metabdlitos secundarios sdo os terpenos, 0s
compostos fenodlicos e os alcaloides. Os terpenos séo originados no citoplasma a
partir do acido mevalénico ou do piruvato e acido 3-fosfoglicérico (PGA), os
compostos fendlicos derivam do acido chiquimico ou do &cido mevalénico e os
alcaloides séo derivados de aminoacidos arométicos (triptofano e tirosina) que por
sua vez procedem do acido chiquimico, e também de aminoacidos alifaticos
(PERES, 2004). A Figura 1 mostra as principais vias do metabolismo secundario e

suas interligagdes.

Figura 1 — Principais vias do metabolismo secundario e suas interligacdes
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1.2 Atividade antioxidante

A respiracdo celular e o consequente consumo de oxigénio impdem
vantagem metabdlica sobre a vida anaerdbica porque a oxidacdo de combustiveis
moleculares como glicose, acidos graxos, pode ser completa e produzir quantidades
consideraveis de energia livre que sdo convertidas em ATP. Entretanto subprodutos
reativos e potencialmente téxicos conhecidos como radicais livres sdo gerados
desse processo bioquimico (AUGUSTO, 2006).

Os radicais livres sdo moléculas com um elétron desemparelhado em seu
nivel eletrébnico mais externo, tal caracteristica é fundamental para definir sua
reatividade em relacdo a outras biomoléculas. A partir do anion radical superoxido
(O2"), considerado o primeiro radical gerado na respiracdo celular podem formar-se
varias espécies secundarias, incluindo as espécies reativas do oxigénio (EROs), que
iniciam reacbfes em cadeia, que, por sua vez, ocasionam a oxidacdo das
biomoléculas tais como proteinas, lipidios, acidos nucleicos e aguUcares. Essas
alteracdes oxidativas provocam mudancas nas funcdes bioldgicas e contribuem para
0 aparecimento de muitas doencgas, tais como, inflamacdes, tumores malignos, mal
de Alzheimer e doencas cardiovasculares, bem como aceleram 0 processo de
envelhecimento (SIKORA et al., 2008). Por isso, as células humanas dependem de
certa capacidade antioxidante para fornecer protecdo contra os efeitos prejudiciais
de radicais livres tais como espécies reativas do oxigénio, que sao consequéncias
inevitaveis da vida aerébica (MCLEAN et al., 2005).

1.2.1 Compostos fendlicos como antioxidantes

Os compostos fenolicos de plantas sdo classificados em varias classes:
fendis simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzéico e cinamico),
flavonoides, cumarinas, estilbenos, taninos condensados e hidrolizaveis, lignanas e
ligninas (NACZK; SHAHIDI, 2004).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos estd relacionada,
sobretudo, as suas propriedades redutoras e estrutura quimica que desempenham
um papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacéo de

metais de transicdo. Os intermediarios oriundos da ag¢éo de antioxidantes fenodlicos
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sao relativamente estaveis, isso € decorrente da ressonancia do anel aromatico

presente na estrutura destas substancias (CHUN et al., 2005).
1.2.2 Avaliacéo in vitro de atividade antioxidante

Véarios métodos sdo empregados para determinar a atividade antioxidante
em extratos e substancias isoladas; um dos mais difundidos consiste em avaliar a
atividade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila — DPPH-, de
coloragdo purpura que absorve em 515 nm (ROSINSKY; LISSI, 2005).

Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o radical DPPH" é
reduzido formando difenil-picril-hidrazina de coloragcdo amarela, isto resulta no
desaparecimento da absorcédo que também pode ser monitorada pela diminuicdo da
absorbéancia. A partir dos resultados obtidos é calculada a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH
remanescente no meio reacional (SANCHEZ-MORENO, 2002). A porcentagem de
atividade antioxidante corresponde a quantidade de radical DPPH' consumida pelo
antioxidante, sendo a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a
concentracdo inicial de DPPH em 50% denominada de concentracdo eficiente
(CEso), também chamada de concentracao inibitéria (Clsp). Quanto maior o consumo
de DPPH' por uma amostra, menor sera a sua CEsp e maior sua atividade
antioxidante. A Figura 2 mostra a redug&o do radical livre DPPH" pelo flavonoide

antioxidante quercetina.

Figura 2 — Esquema representativo da reducédo do radical livre DPPH' pelo flavonoide quercetina
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Fonte:https://www.google.com.br/search?g=dpphé&client=firefox-a&rls=org.mozilla:pt-BR:official &

channel=np&tbm=isch&imgil=VooX81ZG
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1.2.3 Atividade antioxidante de espécies do género Bauhinia

A literatura relata diversos estudos sobre atividade antioxidante de
extratos e/ou compostos isolados de plantas do género Bauhinia. Em pesquisa
realizada no Scifinder® de 2008 a agosto de 2014 observou-se que o0 numero de
publicacbes sobre a atividade antioxidante de plantas pertencentes ao género
Bauhinia cresceu significativamente de 2008 a julho de 2014 (Grafico 1), e que das
23 espécies que foram objeto de estudo da referida atividade, Bauhinia variegata

apresentou o maior numero de estudos (Gréfico 2).

Gréfico 1 — Trabalhos publicados sobre a atividade antioxidante de extratos e/ou compostos isolados
de plantas do género Bauhinia no periodo de 1988 a julho de 2014
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Fonte: https://scifinder.cas.org//scifinder/view/scifinder/scifinder explore.jsf
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Gréfico 2 — Trabalhos publicados sobre a atividade antioxidante de extratos e/ou compostos isolados
de diferentes espécies do género Bauhinia no periodo de 1988 a agosto de 2014
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1.3 Atividade larvicida sobre  Aedes aegypti

Os mosquitos constituem o grupo mais importante de insetos em termos
de saude publica, uma vez que eles podem atuar como vetores de muitas doencas,
que causam sérios problemas de saude ao homem e introduzem obstaculos
socioeconbmicos aos paises em desenvolvimento, particularmente nas regides
tropicais (SENTHILKUMAR; KANATHASAN; VENKATESALU, 2008; VIMALADEVI et
al., 2012).

Dentre as mais diferentes espécies de mosquitos pode-se destacar o
Aedes aegypti, que atua como principal vetor urbano para o arbovirus que transmite
a febre amarela e a dengue. Este mosquito é principalmente encontrado em areas
tropicais e subtropicais do mundo, inclusive no Brasil, pois as condicdes do meio
ambiente favorecem o seu desenvolvimento e proliferacdo; observando-se que em
muitas regides, a deficiéncia de esgotamento sanitario também colabora para a
proliferacdo desse mosquito vetor. E vélido salientar que no continente americano, o
Aedes aegypti ocorre desde o sul dos Estados Unidos até o Uruguai (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014).

Nos dltimos anos, a transmissdo da dengue aumentou
predominantemente em areas urbanas e semi-urbanas e este fato tem se tornado
uma preocupacdo de saude publica internacional, uma vez que em muitos casos, a
dengue pode levar a hospitalizagcdo e/ou a morte, principalmente em criancas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

O controle do Aedes aegypti € a estratégia mais importante para
interromper a transmissdo do virus causador da dengue, pois até 0 momento nao
existe vacina nem tratamento especifico para a doenca. Dessa forma, o
melhoramento das condi¢des sanitarias, através da eliminacdo dos locais de criacao,
seria 0 método de controle ideal da dengue, no entanto, 0 método mais utilizado
para evitar a propagacédo do Aedes aegypti € controlar os seus locais de reproducéo,
utilizando larvicidas.

Na eliminacdo de larvas do mosquito Aedes aegypti s&o utilizados
diversos inseticidas sintéticos tais como organofosforados, organoclorados,
carbamatos e piretroides (WALIWITIYA; KENNEDY; LOWENBERGER, 2009) e
como consequéncia do uso continuado desses inseticidas surgiram populagdes
resistentes de Aedes aegypti (MELO-SANTOS et al., 2010; POLSON et al., 2011),
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implicando no aumento da dosagem destes, causando maiores danos ao meio
ambiente, além de gerar outras doencas e prejuizos econdmicos (MENDONCA et
al., 2005). Um problema adicional no uso de inseticidas e/ou larvicidas sintéticos
consiste na falta de seletividade e na toxicidade em relacdo a outros organismos do
meio ambiente. Dessa forma, pesquisas estdo sendo feitas com o objetivo de
descobrir inseticidas e/ou larvicidas, que possam ser efetivos e seguros, sendo,
portanto, o uso de extratos, 6leos essenciais e metabdlitos secundarios isolados de
espécies vegetais, uma alternativa para o controle do Aedes aegypti devido a quase
auséncia de toxicidade destes produtos naturais para animais e plantas e, pelo fato
de serem biodegradaveis, reduzindo, portanto, a contaminacdo do meio ambiente
(RAJKUMAR; JEBANESAN, 2010).

Diversas espécies vegetais e produtos naturais abundantes e seus
derivados apresentam atividade larvicida sobre Aedes aegypti (AGUIAR et al., 2010;
LIMA et al., 2011; GOIS et al., 2011; KUMAR et al., 2012; LAVOR et al., 2012; SEO;
PARK; PARK, 2012; VASCONCELOS et al., 2012; WANG et al., 2012, GOIS et al.,
2013; SIMAS et al., 2013; SUKARI et al., 2013; KEERTI; PADMA; SAWITRI, 2013;
NYAHANGA et al., 2013, FAYEMIWO et al., 2014, NARCISO et al., 2014). Dentro
deste contexto, estudos sobre a atividade larvicida de extratos, 0leos essenciais e
metabdlitos secundarios isolados destes sdo de fundamental importancia para a

identificagéo de plantas com potencial larvicida.

1.4 O cancer

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doengas que se
caracterizam pelo crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e
orgaos e que podem espalhar-se para outras partes do corpo. Estas células ao se
dividirem rapidamente tornam-se muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacdo de tumores ou neoplasias malignas diferindo, assim, dos tumores
benignos que sdo uma massa localizada de células que se multiplicam
vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original. E uma das principais
causas de Obito no mundo e responsavel por 8,2 milhdes de mortes em 2012
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Os tipos diferentes de cancer correspondem aos varios tipos de células

do corpo. Se o cancer tem origem em tecidos epiteliais como pele ou mucosas ele é
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denominado carcinoma. Sarcoma, por sua vez, € o nome dado ao cancer que tem
origem em tecidos conjuntivos como 0ssos, musculos ou cartilagens. A velocidade
de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e drgaos adjacentes
ou distantes sdo outras caracteristicas que diferenciam os diversos tipos de cancer
(INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2013).

As causas de cancer sao diversas e elas podem ser externas ou internas
ao organismo e ambas estdo interrelacionadas. As causas externas estao
relacionadas ao meio ambiente e aos habitos ou costumes proprios de um ambiente
social e cultural. As causas internas, por sua vez, sao geneticamente pré-
determinadas. Esses fatores indicados podem interagir de varias formas,
aumentando a probabilidade de transformac¢des malignas nas células normais.

Grande parte dos tipos de canceres (80% a 90%) esta relacionada a
fatores ambientais. Os mais conhecidos s&o: cancer de pulmé&o causado pelo
cigarro, o cancer de pele causado pela exposicdo excessiva ao sol e a leucemia,
provocada pela ac¢éo de alguns virus (INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2013).

O envelhecimento ocasiona mudancas nas células que provocam um
aumento na suscetibilidade ao surgimento de tumores malignos. Isso, aliado ao fato
de pessoas idosas terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de
riscos, contribui para explicar o porqué de o cancer ser mais frequente nesses
individuos. Os fatores cancerigenos ou carcindgenos sao fatores de risco ambientais
de cancer e atuam alterando o DNA da célula.

Desta forma, a busca por terapias alternativas para o cancer €
indispensavel, podendo as plantas ser ricas fontes de novos farmacos para o

tratamento e prevengao deste mal.

1.4.1 Substancias isoladas do género Bauhinia com a tividade anti-cancer

Diversos compostos de diferentes classes de metabdlitos secundarios
isolados de espécies do género Bauhinia apresentaram atividade anti-cancer. Em
levantamento bibliografico realizado no Scifinder® foram identificadas as seguintes
substancias com atividade citotoxica: o flavonoide 3-O-a-L-ramnopirosideo-
3,5,7,3",5-pentahidroxi-flavanonol e o cromano 3-O-a-L-ramnopirosideo-3,5,7-
trinidroxi-cromano de Bauhinia strychnifolia (YUENYONGSAWAD et al.,, 2013); o

flavonoide 5,7,4'-trimetoxi-flavonona de Bauhinia variegata (RAJKAPOOR,;
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MURUGESH; KRISHNA, 2009); os bibenzis bauhinol A e bauhinol B de Bauhinia
saccocalyx (APISANTIYAKOM et al., 2004); os derivados oxepinicos: pacharina,
bauhiniastatina 1, acetato de bauhiniastatina 1, bauhiniastatina 2, bauhiniastatina 3 e
bauhiniastatina 4 de Bauhinia purpurea (PETTIT et al., 2006); os alcaloides N-fenil-2-
naftalenoamina, girinimbina, mahanimbina e bicicloamhanimbina de Bauhinia
variegata (ZHAO et al., 2004); 3-O-B-galactosideo-miricetina de Bauhinia galpinii
(ADEROGBA et al., 2007); bauhinoxepina C, bauhinoxepina D, bauhinoxepina F,
bauhinoxepina I, bauhinoxepina J, 1-hidroxi-2-metoxi-bibenzila (BOONPHONG et al.,
2007); além de B-sitosterol, 6,8-C-dimetil-3-O-ramnopiranosideo-canferol e éter 6,8-
C-dimetil-3-metil-canferol de Bauhinia malabarica (YOUNG et al., 2014). A Tabela 1

mostra as estruturas dos compostos anteriormente citados.

Tabela 1 — Substancias isoladas do género Bauhinia com atividade anti-caAncer continua

Substancia Espécie Referéncia

OH

HO
HO - - YUENYONGSAWAD
OH Bauhinia strychnifolia et al., 2013
RAJKAPOOR;
Bauhinia variegata MURUGESH,;

KRISHNA, 2009
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Tabela 1 — Substancias isoladas do género Bauhinia com atividade anti-cancer continua

HaC CHjz

CHj
CHj
H3C CHs
H
HO Bauhinia saccocalyx APISANTIYAKOM et al., 2004
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H3CO ‘ — OH
o
O
R0
‘ Bauhinia purpurea PETTIT et al., 2006
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@) @]
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H3CO = OCHs
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Tabela 1 — Substancias isoladas do género Bauhinia com atividade anti-cancer continua

I

3

OCHs

Bauhinia variegata

ZHAO et al., 2006

Bauhinia galpinii

ADEROGBA et al.,
2007

Bauhinia purpurea

BOONPHONG et al.,
2007
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Tabela 1 — Substancias isoladas do género Bauhinia com atividade anti-cancer conclusao

HsCO CHs

Bauhinia purpurea BOONPHONG et al., 2007

Bauhinia malabarica YOUNG et al., 2014
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1.5 A familia Fabaceae

A familia Fabaceae é considerada uma das mais importantes dentre as
angiospermas, abrange cerca de 630 géneros e 18.000 espécies (ZIMMERMANN et
al., 2012). E dividida em trés subfamilias, Caesalpiniodeae, Faboideae e
Mimosideae (OLIVEIRA, 2001).

Apresenta distribuicAo cosmopolita, podendo ser encontrada em
praticamente todos os ambientes terrestres (QUEIROZ, 2009). No Brasil, encontram-
se 2.100 espécies distribuidas em 188 géneros com ocorréncia em todos os biomas
(LIMA et al., 2010).

1.5.1 A subfamilia Caesalpiniodeae

A subfamilia Caesalpinioideae compreende 150 géneros e 2.200 espécies
com ampla distribuicdo (CAVALHEIRO et al., 2009). Nesta subfamilia podemos
destacar os géneros Bauhinia, Caesalpinia, Dimorphandra, Peltophorum, Cassia,
Senna, Copaifera, Hymeneae, Pterogyne, Schizoloium (CONEGLIAN; OLIVEIRA,
2006).

1.5.2 Consideracdes botanicas sobre o género Bauhin  ia

O género Bauhinia (Fabaceae) compreende aproximadamente 300
espécies encontradas em varias partes do globo terrestre: Africa, Asia e Américas
Central e do Sul, onde algumas séo utilizadas em medicina popular (VAZ; TOZZI,
2003).

As espécies deste género consistem de arvores ou arbustos com
inflorescéncias folhosas com flores unilaterais geminadas; calice espataceo e
fenestrado na base; testa castanho-escura a enegrecida, brilhante com linhas em
forma de leque sob a lupa (RODRIGUES; VAZ, 2008); folhas, em geral, bilobadas,
aparentemente simples, em razdo do crescimento parcial dos dois foliolos. Pelo fato
dessas folhas apresentarem uma morfologia peculiar, muitas espécies de Bauhinia
sdo denominadas “pata-de-vaca” ou “unha-de-vaca” (ACHENBACH; STOCKER;

CONSTELA, 1988). Este género é frequente na caatinga, habitando solos férteis e
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argilosos, além disso, suas espécies sao utilizadas como forragem para caprinos e
ovinos (TEIXEIRA et al., 2009).

1.5.3 Consideragfes da espécie Bauhinia acuruana

De acordo com Vaz e Tozzi (2003, p. 79), a espécie Bauhinia acuruana

€ descrita como segue:

Subarbusto ou arbusto. Entrené distal do ramo 1,5-3,0 cm de comprimento.
Folhas inteiras, lamina 3,3-10,0 x 1,7-6,5 cm, cartacea e coreacea, ovado-
oblonga a cordado-ovada, base cordada a emarginada, apice mais ou
menos agudo a obtuso até arredondado, face superior vilosa, glabrescente
até glabra, nervuras terciarias e quaternarias bastante impressas dando a
superficie um aspecto rugoso, face inferior vilosa ou hirsatula até quase
glabra, inclusive na regido das nervuras primarias. Flores com pedicelo 1-2
cm comprimento, bractéolas lineares, hipanto cilindrico, 1-1,8 x
0,6cm,internamente glabro; célice fendido na antese em 2-5 lobos reflexos,
ondulados a retorcidos,3-4 cm comprimento; pétalas linear-oblanceoladas,
1-2 (-3,5) x 0,15-0,3 (0,5) cm, externamente glabras, raramente com
tricomas glandulares esparsos; estaminddios 0, estames 10, anteras iguais,
lineares, ndo loceladas, filetes 1,5-2,7 cm comprimento.

Essa espécie ocorre no Brasil, nos estados da Bahia, Ceara, Goiés,
Maranhdo, Minas Gerais, Pernambuco e Piaui. Geralmente é encontrada em é&reas
montanhosas e/ou com altitudes de 600 até 1.100 metros. Cresce em solo
pedregoso ou arenoso ou algum tanto argiloso, na orla de floresta estacional
caducifolia, cerraddo, caatinga, cerrado, carrasco, transicdo caatinga/cerrado,
cerrado/floresta estacional, e finalmente nos campos gerais e campo rupestre (VAZ;
TOZZI, 2003). A Tabela 2 mostra os dados taxonémicos de Bauhinia acuruana.

Tabela 2 - Dados taxondmicos de Bauhinia acuruana

Reino | Filo | Classe | Ordem | Familia | Género | Espécie
) o o Bauhinia
Plantae Magnoliophyta Magnolipsida Fabales Fabaceae Bauhinia
acuruana

Fonte: http://culturesheet.org/fabaceae:bauhinia:acuruana_var_acuruana

As Figuras 3 e 4 ilustram as folhas e caules de um espécime de Bauhinia

acuruana Moric.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

» Contribuir para o conhecimento quimico e biolégico da espécie Bauhinia

acuruana.

2.2 Objetivos especificos

* Preparar os extratos das raizes, caules e folhas de B. acuruana;

* Isolar e purificar, através de técnicas cromatograficas, os constituintes

quimicos presentes nas raizes, caules e folhas de B. acuruana,

« |dentificar e caracterizar estruturalmente através de analises fisicas e técnicas

espectroscopicas de IV, **C e *H os compostos isolados;

* Avaliar a atividade antioxidante dos extratos das raizes, caules e folhas e/ou
metabolitos secundarios isolados através do ensaio com o radical 2,2-difenil-1-

picrilidrazila;

» Avaliar a atividade citotéxica dos compostos isolados utilizando-se o teste do
MTT;

e Avaliar a atividade larvicida sobre Aedes aegypti dos extratos e compostos
isolados.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao estrutural dos constituintes isola dos

3.1.1 Determinagéao estrutural de BA-1

Tratamentos cromatograficos sucessivos de EHFBA (1) (item 4. 3. 1. 2, p.
148) permitiram o isolamento de 13,6 mg de um material de aspecto oleoso e incolor
com rotacdo optica especifica [a]®° p - 5,1°(c 0,29; CHCIs), (lit. [a]o *® - 8° (c 0,31;
CHCI3) (WU; WEI; SHI, 2006) que foi denominado BA-1.

O espectro de absorcdo na regiao do infravermelho (IV) de BA-1 (Figura
5, p. 46) mostrou uma banda intensa e larga em 3423 cm™ relacionada a
deformacdo axial de ligacdo O-H. A banda em 2930 cm™ sugeriu a presenca de
deformacdo axial de ligagdo C—H de carbono sp® e a banda em 1647 cm™ foi
atribuida a deformacéo axial de ligacdo C=C, além disso, uma banda intensa em
1065 cm™ sugeriu a presenca de deformacdo axial de ligacdo C-O (PAVIA et al.,
2010).

O espectro de RMN *'H (300 MHz, CDCls) de BA-1 (Figura 6, p. 46)
apresentou um singleto em 6 0,72 (3H, s) indicativo de hidrogénios de grupo metila e
dois dubletos em 6 0,88 (3H, d, J =6,9 Hz) e 6 0,96 (3H, d, J = 6,9 Hz), que foram
associados a sinais de hidrogénios de grupamentos metila de grupo isopropila. Os
sinais de absorcéo na regido entre 6 1,30 — 2,38 foram associados a hidrogénios
ligados a carbonos metinicos e metilénicos. Este espectro revelou ainda sinais de
absorcdo em 6 4,76 (1H, sl) e & 5,03 (1H, sl) referentes a hidrogénios ligados a
atomos de carbonos olefinicos. Os sinais com deslocamento quimico em & 3,43 (1H,
dd,J=4,7e 11,5 Hz) eem & 3,72 (1H, t, J = 9,7 Hz) foram atribuidos a hidrogénios
ligados a carbonos metinicos oxigenados (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *3C — BB (75 MHz, CDCl;) de BA-1 (Figura 7, p. 47)
mostrou 15 linhas espectrais e a posterior comparacdo dos espectros de RMN *C —
BB com o espectro RMN *3C — DEPT 135° (Figura 8, p. 47) permitiu a identificacdo
de duas absorc¢Oes relativas a carbonos nao-hidrogenados (C), cinco absor¢cdes
associadas a carbonos metinicos (CH), cinco absorc¢des indicativas de carbonos
metilénicos (CH,) e trés absorcdes relativas a carbonos metilicos (CHsz). O sinal em

Oc 108,02 foi atribuido a um carbono olefinico terminal, enquanto que os sinais em
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dc 67,25 e d¢ 79,27 foram associados a carbonos sp® oxigenados (PAVIA et al.,
2010), provavelmente ligados a hidroxilas, fato este corroborado pelos dados obtidos
através da analise do espectro de absorcdo na regidao do infravermelho de BA-1. A
Tabela 3 mostra os dados de RMN **C de BA-1 com padréo de hidrogenacéo.

Tabela 3 — Dados de RMN **C de BA-1 com padrao de hidrogenacao

C CH CH, CHs
41,93 26,27 18,45 11,82
146,48 49,60 32,18 16,44
56,16 35,34 21,30
67,25 (HC-OH) 36,55
79,27 (HC-OH) 108,02
2¢C 5 CH 5 CH, 3 CHs

Formula molecular: C  15H»60-

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear **C x *H — HSQC
(Figura 9, p. 48) permitiu a associacéo direta dos hidrogénios de BA-1 aos seus
respectivos carbonos de acordo com a Tabela 4 (p. 45).

Os dados do espectro bidimensional de correlagcdo heteronuclear **C x *H
— HMBC de BA-1(Figura 10, p. 48) mostraram as correlacdes dos hidrogénios em &
0,72 com os carbonos em 6¢ 79,27, &¢ 56,16, 6¢c 36,55 e dc 41,93. A andlise desses

dados permitiu inferir a subestrutura 1 (Figura 11).

Figura 11 — Subestrutura 1

Este espectro revelou ainda as correlagbes dos hidrogénios ligados em &
4,76 e 6 5,03 com os carbonos em &¢ 35,34 e &¢ 56,16, definindo, assim, a posicéo

do carbono olefinico terminal, conforme a subestrutura 2 (p. 44).
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Figura 12 — Subestrutura 2

HO 072

A posicao do grupo isopropila foi determinada com base nas correlagbes
entre os sinais de absorcdo de hidrogénio em & 0,88 e & 0,96, referentes a
hidrogénios de grupos metilas ao carbono em &c 49,60. Por outro lado as
correlagcdes entre o hidrogénio em & 3,72 com o carbono em o&c 26,27 e do
hidrogénio em & 1,76 com o carbono em &c 67,25 definiram a localizacdo da
segunda hidroxila. A subestrutura 3 (Figura 13) foi elaborada de acordo com a

analise desses dados.

Figura 13 — Subestrutura 3

HO 0:72

A andlise dos dados espectroscopicos obtidos e a comparacdo com
dados descritos na literatura (MOUJIR et al., 2011) (Tabela 4, p. 45), permitiram
identificar BA-1 como o sesquiterpeno 18,6a-diidroxi-4-(14)-eudesmeno, substancia

inédita no género Bauhinia, cuja estrutura esta mostrada na Figura 14 (p. 45).
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Figura 14 — Estrutura de 18, 6a-diidroxi-4-(14)-eudesmeno

15
HQ ;:H EHs

2
12
3 CH3
14 H 13

Tabela 4 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-1 comparados com os dados descritos na
literatura (MOUJIR et al., 2011) para 18,6a-diidroxi-4(14)-eudesmeno

HSQC HMBC Literatura ( CDCly3)
ac 6H 2 3 6C 6H
H ‘]CH ‘]CH H
(ppm) (ppm, multip., J Hz) (ppm)  (ppm, multip., J Hz)
C
4 146,48 - H-3, H-5 146,2 -
10 41,93 - H-5, 3H-15 41,7 -
CH
1 79,27 3,43,dd, 11,5; 4,7 4-3, H-5, 3H-15 79,0 3,43, dd, 11,5; 4,8
H-3, H-14a
5 56,16 1,76, dl, 10,0 55,8 1,75,dl, 9,8
H-14b, 3H-15
6 67,25 3,72,1,9,7 H-5 67,0 3,72,1,9,8
49,60 - 3H-6 H-12, H-13 49,3 -
11 26,27 1,30, d, 4,2 3H-12, 3H-13 H-6 25,9 2,24, m
CH;
2 32,18 31,9 1,56, m; 1,86, m
3a (2,08, dl, 5,0) 3a (2,07, dd, 13,2, 4,8)
3 35,34 3b (2,36, ddd, 13,1; H-14a, H-14b 35,1 3b (2,33, ddd, 13,2; 4,8;
5,0;2,1) 2,2)
18,45 - 18,1 -
9 36,55 - H-1, 3H-15 36,2 1,92,dl, 11,9
14a (4,76, sl), 1l4a (4,74, d, 1,1)
14 108,02 H-3 107,8
14b (5,03, sl) 14b (5,02, sl)
CHs;
12 16,44 0,88, d, 6,9 3H-13 16,1 0,87,d, 6,9
13 21,30 0,96, d, 7,0 3H-12 21,1 0,95, d, 6,9

15 11,82 0,72, s H-5 11,6 0,71, s
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Figura 5 — Espectro na regido do IV de BA-1 (em KBr)
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Figura 7 — Espectro de RMN “*C — BB (75 MHz, CDCl,) de BA-1
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Figura 9 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x *C — HSQC de BA-1
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3.1.2 Determinagéo estrutural de BA — 2

A partir da fragcdo hexanica das folhas de Bauhinia acuruana (item 4. 3. 2,
p. 155) foi possivel o isolamento de 7,7 mg de uma substancia oleosa e incolor, com
rotacdo 6ptica especifica [a]*°p +1,6° (c 0,2; CHCIs), que foi denominada BA-2.

A analise do espectro de absorcéo na regiao do infravermelho (IV) de BA-
2 (Figura 15, p. 54) mostrou uma banda larga em 3388 cm™ indicativa de
deformacéo axial de ligacdo O - H. A banda em 2945 cm™ sugeriu a presenca de
deformacdo axial de ligacdo C — H de carbono sp® e a absorcdo em 1377 cm™ é
indicativa de deformacao simétrica de grupo metila (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCl;) de BA-2 (Figura 16, p. 54)
apresentou sinais de absorcdo de hidrogénios na regidao entre 6 0,40 - 1,89,
sugerindo, portanto, somente a presenca de atomos de hidrogénios ligados a
carbonos saturados (PAVIA et al., 2010), o que comprova o carater nao-aromatico
de BA-2. Os sinais com deslocamentos quimicos em 6 1,05 (6H, s), 6 1,18 (3H, s) e
0 1,26 (3H, s) foram atribuidos a hidrogénios de grupos metilicos (PAVIA et al.,
2010).

No espectro de RMN **C — BB (75 MHz, CDCls) de BA-2 (Figura 17, p. 55)
foram observadas 15 linhas espectrais, que apds comparacdo com o espectro de
RMN C — DEPT 135° (Figura 18, p. 55) foi possivel a identificacdo do padrdo de
hidrogenacdo de BA-2 (Tabela 5). Dessa forma, foi constatada a presenca de trés
carbonos néo-hidrogenados (C), dois oxigenados, provavelmente ligados a
hidroxilas, o que j& fora sugerido pelo espectro de absor¢do na regido do
infravermelho (1V), quatro carbonos metinicos (CH), quatro metilénicos (CH,) e

quatro metilicos (CHs).

Tabela 5 — Dados de RMN **C de BA-2 com padrao de hidrogenacéo

C CH CH, CHs
19,80 26,86 20,42 16,68
75,25 (C-OH) 28,56 24,03 20,57
80,60 (C-OH) 48,69 41,41 24,74
56,65 44,72 28,88
3C 4 CH 4 CH, 4 CHj

Formula molecular: C  15H»60-
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O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x **C — HSQC
de BA-2 (Figura 19, p. 56) mostrou a correlacéo direta dos hidrogénios de BA-2 aos
seus respectivos carbonos, conforme pode ser observado na Tabela 6 (p. 53).

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x **C - HMBC
de BA-2 (Figura 20, p. 56) mostrou que os hidrogénios com deslocamento em &
1,18, referentes a hidrogénios metilicos, correlacionam-se aos carbonos em oc
75,25, Oc 44,72 e Oc 56,65. Esses dados foram relevantes para a proposicao da

subestrutura 4.
Figura 21 — Subestrutura 4

1,18

HsC_| OH

56:6 7512544172

VNN

O espectro bidimensional de correlacdo homonuclear *H x 'H - COSY de
BA-2 (Figura 22, p. 57) mostrou acoplamento do hidrogénio em & 1,22, com 0s

hidrogénios 6 0,44 e 6 1,85, que permitiu a elaboracéo da subestrutura 5.

Figura 23 — Subestrutura 5

O espectro de correlagdo homonuclear *H x *H - COSY de BA-2 (Figura
22, p. 57) mostrou ainda que o hidrogénio com sinal em 6 0,44 est4 acoplado ao
hidrogénio com sinal em & 0,65. Estes dados em conjuncdo com as correlagdes dos
hidrogénios metilicos em & 1,05 com os carbonos em &¢c 26,86 e 6¢c 28,56, bem
como, com o carbono em &¢ 19,80, mostradas pelo espectro de HMBC (Figura 20, p.
56) foram determinantes no posicionamento dessas metilas cuja existéncia fora
sugerida pelo espectro de RMN *H (Figura 16, p. 54), possibilitando a elaboracéo da
subestrutura 6.
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Figura 24 — Subestrutura 6

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x **C - HMBC
de BA-2 (Figura 20, p. 56) forneceu ainda as seguintes correla¢des: do hidrogénio
com sinal em & 1,22 com o carbono metinico em &¢ 80,60, dos hidrogénios metilicos
em 6 1,26 com carbono em 6¢c 41,41 e 6¢ 80,60. Os dados descritos possibilitaram a

elaboracao da seguinte subestrutura:

Figura 25 — Subestrutura 7

A analise do espectro bidimensional HMBC de BA-2 (Figura 20, p. 56)
permitiu, também, identificar as correlagdes do hidrogénio com sinal em ¢ 1,66 com
carbono em 6c 41,41 e com o carbono em O¢c 48,69. Esses dados e os demais
anteriormente descritos permitiram sugerir a estrutura mostrada na Figura 26 (p. 52)
para BA-2.
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Figura 26 — Estrutura de BA-2

A estereoquimica relativa ao carbono C-4 foi definida com base nos
dados de RMN de *3C de C-6, uma vez que de acordo com Goldsby e Burk (1987
apud LAGO; ROQUE, 2009), o sinal deste carbono deve ser observado entre ¢ 28-
30 quando o grupo hidroxila estiver em posicédo 8 e em torno de 6¢c 25 quando em
posicdo a. Conforme os dados de RMN *C de BA-2 (Tabela 6, p. 53), o
deslocamento quimico de C-6 esta em & 28,56, sugerindo, desta forma, que a
hidroxila estd em posicéo .

Baseados nos dados espectroscopicos de RMN obtidos (Tabela 6, p. 53)
e na comparacdo com os dados descritos na literatura (MEIRA et al., 2008) foi
possivel concluir que BA-2 tratava-se do aromadendrano-4(,10a-diol, substancia

inédita no género Bauhinia, cuja estrutura é mostrada na Figura 27.

Figura 27 — Estrutura do aromadendrano-48,10a-diol

15
H3s§ oH
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Tabela 6 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-2 comparados com os dados descritos na literatura
(MEIRA et al., 2008) para aromadendrano-46,10a-diol

HSQC HMBC Literatura (CDCI 3)
oc oy ) 3 6c 64
. ‘]CH ‘]CH .
(ppm) (ppm, multip., Hz) (ppm) (ppm, multip., J Hz)
C
H-5, H-14;
4 80,60 - 80,4 -
2H-3
H-1, H-9a
10 75,25 - 2H-8 75,0 -
H-9b, H-15
11 19,80 - 19,4 -
CH
56,65 1,85, m 2H-2 3H-15 56,4 1,87, m
5 48,69 1,22, d, 10,5 2H-2, 3H-14 48,4 -
2H-8, 3H-12,
6 28,56  0,44,dd, 9,6, 10,9 28,3 0,44, dd, 9,0, 9,6
3H-13
H-9a, 3H-12
7 26,86 0,65, m 26,6 -
3H-13
CH,
24,03 1,66, m 23,8 1,65, m
41,41 1,68, m 2H-2 3H-14 41,1 1,67, m
20,42 1,83, m H-9a, H-9b 20,1 1,81, m
1,54, m 2H-8 3H-15 1,53, m
9 44,72 44 4
1,75, m 1,77, m
CH;
12 28,88 1,05, s 3H-13 28,6 1,04, s
13 16,68 1,05, s 3H-12 16,4 1,04, s
14 24,74 1,26, s 24,4 1,25,s
15 20,57 1,18, s 20,3 1,18, s




Figura 15 — Espectro na regido do IV de BA-2 (em KBr)
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Figura 17 — Espectro de RMN **C — BB (75 MHz, CDCl;) de BA -2
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Figura 19 — Espectro bidimensional de correlagcido heteronuclear 'H x *C — HSQC de BA-2
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Figura 20 — Espectro bidimensional de correla¢cido heteronuclear 'H x *C — HMBC de BA-2

ppm
E 10
- L] L]
- ® o e - 20
— L °
= a> ® q‘“
=] o s ® B 30
— - [ a0
— = ® -
e L so
- -
I so
70
-4 oo T B .-
—_—————=
_ o & I so0
E o0
100
E110




Figura 22 — Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear 'H x * C — COSY de BA-2
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3.1.3 Determinagéo estrutural de BA — 3

Fracionamentos cromatograficos em coluna aberta do extrato em acetato
de etila das folhas de Bauhinia acuruana (EAFBA) (item 4. 3. 3, p. 162) resultaram
na obtencdo de 7,1 mg de um solido amorfo de coloracdo amarela com faixa de
fusdo entre 176 — 179 °C, que foi denominado BA-3.

O espectro de absorcéo na regido do infravermelho de BA-3 (Figura 28, p.
64) mostrou uma banda intensa e larga em 3275 cm™ relacionada & deformacéo
axial de ligacdo O—H. A banda em 2940 cm™ indicou deformacao axial de ligacdo C—
H de carbono sp® e a banda em 1658 cm™ foi associada a deformacéio axial de
ligacdo C=0, além disso, uma banda intensa em 1200 cm™ sugeriu a presenca de
deformacéo axial de ligagdo C—-O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CD;OD) de BA-3 (Figura 29, p. 64)
apresentou sinais na regido entre 6 6,18 — 7,34, caracteristicos de hidrogénios
ligados a carbonos de anel aromatico. Nessa regido foram observados sinais de
absorcao de hidrogénios centrados em 6 6,19 (1H, d, J =1,9 Hz), 6 6,35 (1H, d, J =
1,9 Hz) compativel com a presenca de um anel aromatico 1, 3, 4, 5-tetrassubstituido.
O sinal referente a hidrogénio ligado a carbono aromatico em 6 7,28 (1H,d, J = 2,0
Hz) foi referente a hidrogénio em acoplamento meta e o sinal em 6 6,91 (1H, d, J =
8,3 Hz) foi atribuido a hidrogénio orto posicionado, por outro lado o sinal em 6 7,32
(1H, dd, J = 7,5 Hz e 2,0 Hz) foi associado a hidrogénio em acoplamento orto e
meta.

A partir da combinacdo dessas informacdes foi possivel sugerir a
existéncia de outro anel aromatico 1, 3, 4-trissubstituido. Além disso, foram
observados sinais na regiao entre 6 3,30 — 4,24, associados a hidrogénios ligados a
carbonos oxigenados, provavelmente indicativos da existéncia de uma unidade de
acucar. O sinal em 6 5,35 (1H, d, J = 1,1 Hz) e o sinal em & 0,95 (3H, d, J = 6,0 Hz)
referiram-se, respectivamente, a um hidrogénio ligado a carbono anomérico e aos
hidrogénios de um grupamento metila, caracteristicos do acucar ramnose
(SLOWING et al., 1994).

O espectro de RMN **C — BB (125 MHz, CD;0D) de BA-3 (Figura 30, p.
65) mostrou vinte e uma linhas espectrais e através da comparacao deste com o
espectro de RMN *C — DEPT 135° (Figura 31, p. 65) foi possivel definir o padrdo de
hidrogenacdo relativo a cada atomo de carbono e distinguir aqueles nao
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hidrogenados dos demais por subtracdo espectral. Esta analise permitiu identificar
um carbono metilico (CHz), dez carbonos metinicos (CH), dos quais cinco
oxigenados (CH-O) e dez carbonos nao hidrogenados (C). A partir destes dados foi
possivel propor a formula molecular C,;H20011, com IDH igual a doze. A Tabela 7
mostra o padréo de hidrogenacgéo de BA-3.

Tabela 7 — Dados de RMN **C de BA-3 com padrao de hidrogenacao

C CH CH;
106,04 72,05 (CH-OH) 17,77
123,15 72,16 (CH-OH)

136,38 72,30 (CH-OH)
146,54 (C - O) 73,44 (CH-OH)
149,92 (C - O) 94,87
158,67 (C - O) 99,98
159,44 (C - O) 103,69 (CH-OH)

163,33 (C — OH) 116,52
166,05(C — OH) 117,11
179,79 (C=0) 123,01

Formula molecular : C,1H26012

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x **C — HSQC
de BA-3 (Figura 32, p. 66) revelou as correlagcdes entre os hidrogénios e seus
respectivos carbonos de acordo com os dados da Tabela 8 (p. 63).

A andlise do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H x *H -
COSY de BA-3 (Figura 33, p. 66) permitiu comprovar a existéncia de dois anéis
aromaticos, o que ja fora sugerido pela analise do espectro de RMN *H, visto que o
espectro COSY revelou os acoplamentos vicinais entre os hidrogénios com sinais de
absorcdo em 0 6,19 e 0 6,35 e entre os hidrogénios com sinais de absor¢do em 0
6,91 e 6 7,32.

A Figura 34 (p. 60) mostra os padrdes de substituicAo dos anéis
aromaticos, cujas subestruturas foram sugeridas a partir dos dados de RMN* H e de
COSY.
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Figura 34 — Subestruturas 8 e 9

WV

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *H x **C — HMBC
de BA-3 (Figura 35, p. 66) revelou que o hidrogénio em & 6,35 correlacionou-se aos
carbonos em &¢c 99,96, 6c 106,03 e &6c 165,91 e que o hidrogénio em & 6,19
correlacionou-se aos carbonos em d¢ 94,87 e 6¢ 106,03. A conjuncao desses dados

permitiu a confeccéo da subestrutura 10.

Figura 36 — Subestrutura 10

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x **C — HMBC
de BA-3 (Figura 35, p. 67) mostrou ainda que o hidrogénio em & 7,28 correlacionou-
se ao carbono em 6c 149,86 e que o hidrogénio em & 6,91 correlacionou-se aos
carbonos em &¢ 123,12, 6¢c 146,47 e 6¢c 149,86. Este espectro revelou também que o
hidrogénio em & 7,32 correlacionou-se aos carbonos em d¢ 116,51, 6c 123,12 e O¢

158,59. Estas informacbes permitiram a elaborag&o da subestrutura 11 (Figura 37).
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Figura 37 — Subestrutura 11

A juncdo das duas subestruturas levou-nos a proposicdo do esqueleto
flavonoidico abaixo:

Figura 38 — Esqueleto flavonoidico de BA-3

A andlise do espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear *H x *C
— HMBC de BA-3 (Figura 35, p. 67) permitiu-nos confirmar a conectividade entre a
unidade de ramnose e a aglicona através da correlacdo entre o hidrogénio
anomérico em 0 5,35 e o carbono em &¢ 136,35.

As andlises espectroscopicas até aqui realizadas, bem como a
comparacao com os dados descritos na literatura (SLOWING et al., 1994) permitiram
concluir que BA-3 tratava-se do flavondéide 3-O-ramnosideo-quercetina, denominado,
vulgarmente, de quercitrina. E valido acrescentar que este metabdlito secundario,
cuja estrutura é mostrada na Figura 39 foi isolado anteriormente de Bauhinia
racemosa (EL-HOSSARY et al., 2000), Bauhinia ungulata (NETO et al.,, 2008) e

Bauhinia malabarica (KAEWAMATAWONG et al., 2008).



Figura 39 — Estrutura da quercitrina
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A Tabela 8 (p. 63) mostra os dados espectroscopicos de RMN de BA-3

comparados com os dados descritos na literatura (SLOWING et al., 1994) para a 3-

O-ramnosideo-quercetina.



Tabela 8 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-3 comparados com os dados descritos na literatura
(SLOWING et al., 1994) para 3-O-ramnosideo-quercetina

63

HSQC HMBC Literatura (CD 30D)
oc oy ) 3 oc oy
(ppm)  (ppm, multip., J Hz) Jon Jon (ppm) (ppm, multip., J Hz)
C
2 158,67 - H-2’ 158,5 -
3 136,38 - H-1" 136,2 -
4 179,79 - - 179,6 -
5 159,44 - 159,3 -
7 166,05 - H-6, H-8 165,9 -
9 163,33 - H-8 163,2 -
10 106,04 - H-6, H-8 105,9 -
1" 123,15 - H-2’ H-5’ 122,9 -
3 146,54 H-2’ H-5’ 146,4
4 149,92 - H-5’ H-2', H-6’ 149,8 -
CH
6 99,98 6,20, s H-8 99,8 6,28,d, 2,1
94,87 6,37, s H-6 94,7 6,45,d, 2,1
27 117,11 7,34, s H-6' 116,9 7,41,d,2.1
5 116,52 6,91, d, 8,2 H-6’ 116,3 7,00,d, 8,30
6’ 123,01 7,30,d, 8,1 H-5’ H-2’ 122,8 7,39,dd, 8,1, 2,1
1" 103,69 535, s 103,5 5,43, d, 1,50
2" 72,05 4,22, sl 71,9 4,30, dd, 1,5, 3,3
3" 72,16 3,41, d, 6,0 72,1 3,82, dd, 3,30, 9,0
4" 73,44 3,34,d, 6,0 73,2 3,45, m
5" 72,30 3,75, sl 72,0 3,50, m
CHs;
6" 17,77 0,94, d, 6,0 17,7 1,03,d,5,9




Figura 28 — Espectro na regido do IV de BA-3 (em KBr)
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Figura 30 — Espectro de RMN **C — BB (125 MHz, CD;0D) de BA-3
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Figura 32 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x °C - HSQC de BA-3
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Figura 35 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x *C — HMBC de BA-3
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3.1.4 Determinagéao estrutural de BA-4

O fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20) (item 4. 3. 4, p.
168) forneceu 9,5 mg de um material sélido, amorfo, de coloracdo branca, soltvel
em piridina com ponto de fusdo em 246-248 °C, que foi denominado BA-4.

A anélise do espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de BA-4 (Figura 40,
p. 70) mostrou sinais associados a hidrogénios de sistema esteroidal, ou seja, na
regido entre 6 0,67 — 2,76. Também foram observados sinais na regiao entre 6 3,64
— 4,60, referentes a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados, provavelmente
indicativos da existéncia de uma unidade de agucar. A atribuicdo da configuracdo 8
do referido acucar foi baseada na observacdo de um dubleto em & 4,59 (1H, d, J =
10,2 Hz), sendo, esta constante de acoplamento indicativa de acoplamento diaxial
entre H-1' e H-2'. Foi observado ainda um sinal em & 5,36 (1H, sl) caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono olefinico.

O espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CsDsN) de BA-4 (Figura 41, p. 71),
apresentou 37 linhas espectrais. Dentre estes, 0s sinais em oc 122,81 e 6. 141,86
séo tipicos de carbonos sp? do sitosterol (LENDL et al., 2005).

No espectro de RMN **C - DEPT 135° (125 MHz; CsDsN) de BA-4 (Figura
42, p. 71) foi observado um sinal, com amplitude negativa, em oc 63,76 que foi
atribuido a um carbono metilénico oxigenado, levando a sugerir que o acgucar
anteriormente mencionado refere-se a glicose (LENDL et al., 2005).

A partir da analise dos dados obtidos e a comparacdo com dados
descritos na literatura (Tabela 9, p. 69) (LENDL et al., 2005) foi possivel concluir que
BA-4 tratava-se do sitosterol em sua forma glicosilada (Figura 43). Este metabdlito
secundério, conhecido vulgarmente como daucosterol, ja foi isolado de Bauhinia
uruguayensis (IRIBARREN; POMILIO, 1989).
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Figura 43 — Estrutura do sitosterol glicosilado

21

29

Tabela 9 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-4 (CsDsN) comparados com dados descritos
na literatura (LENDL et al., 2005) para o sitosterol glicosilado continua

SN N

HSQC [(CsDsN)]

Literatura [(CDCI 3:CD3;0OD) (1:1)]

Oc Oy Oc Oy
(ppm) (ppm, multip., J Hz) (ppm) (ppm, multip., J Hz)
141,86 - 139,9 -
37,85 - 36,2 -
43,41 - 41,8 -
79,11 3,64, sl 78,4 3,57-3,65, m
122,81 5,36, sl 121,4 5,36-5,39, m
32,99 31,4
51,28 49,7
57,76 56,3
57,18 55,5
35,14 35,6
46,98 45,4
30,42 28,6
103,49 4,59, d, 10,2 100,6 4,41,d,7,8
76,22 73,1
79,48 76,1
72,64 69,7
79,32 75,6
37,29 36,8
29,44 29,0
38,40 38,1
32,99 31,4
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Tabela 9 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-4 (CsDsN) comparados com dados descritos

na literatura (LENDL et al., 2005) para o sitosterol glicosilado concluséo

11 22,20 20,5
12 40,26 39,3
15 25,42 23,7
16 27,7
22 33,09 33,4
23 27,35 25,4
28 24,32 22,5
6 63,76 61,1

CHs
18 12,89 0,67, s 11,1
19 19,93 0,95, s 18,5
21 20,14 1,00, d, 6,3 18,0
26 20,33 0,88, d, 3,2 18,1
27 20,88 0,90, d, 3,2 18,9
29 13,07 0,87, s 11,1

0,70, s
1,03, s
0,94,d,6,4
0,83,d, 6,5
0,85, d, 6,5
0,86, t, 8,3

Figura 40 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CsDsN) de BA-4
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Figura 41 — Espectro de RMN **C-BB (125 MHz, CsDsN) de BA-4
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3.1.5 Determinagéao estrutural de BA-5

O composto BA-5 (9,4 mg) foi obtido por cromatografia em coluna da
fracdo EERBA (14 a 15) (235 a 285) (item 4. 4. 3, p. 174) como um liquido viscoso
de coloracdo marrom. Sua formula molecular C;7H2004 foi estabelecida a partir da
analise do espectro de massas de alta resolucao (Figura 44, p. 77) com a massa em
m/z 288,1361 daltons (311,1259 daltons, calculada para ([C17H2004 + Na] *).

O espectro de absor¢éo na regido do infravermelho de BA-5 (Figura 45, p.
77) mostrou uma banda intensa e larga em 3419 cm™ relacionada a deformacéo
axial de ligacdo O—H. A banda em 2960 cm™ indicou deformacao axial de ligagdo C—
H de carbono sp® e as bandas em 1600 cm™, 1493 cm™, 1458 cm™ foram
associadas a deformacdo axial de ligacdo C=C, além disso, as bandas em 1202
cm™?, 1148 cm™ e 1055 cm™ sugeriram a presenca de deformacéo axial de ligacdo
C-O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls;) de BA-5 (Figura 46, p. 78)
apresentou sinais na regiao entre 6 6,32 — 7,14 caracteristicos de hidrogénios
ligados a atomos de carbono aromaticos. Os sinais em 6 6,32 (1H, d, J = 2,9 Hz) e
em 6 6,42 (1H, d, J = 2,9 Hz) foram associados a hidrogénios ligados a atomos de
carbonos aromaticos em acoplamento meta, sugerindo, portanto, a presenca de um
anel aromatico 1, 3, 4, 5-tetrassubstituido. Os sinais em 6 6,90 (1H, d, J = 6,0 Hz) e
em 6 7,12 (1H, d, J = 6,0 Hz) séo indicativos de hidrogénios orto posicionados. Os
sinais em 6 6,80 (1H, dt) e & 7,14 (1H, dt) referem-se a sinais de hidrogénios
acoplando em orto e em meta, respectivamente. A conjuncdo desses dados
espectroscopicos permitiu inferir a existéncia de um anel aromatico 1, 2-
dissubstituido.

Este espectro mostrou ainda, trés sinais referentes a hidrogénios ligados
a carbonos oxigenados em 6 3,78 (3H, s), 6 3,86 (3H, s) e 6 3,88 (3H, s) e um sinal
em & 2,81 (4H, s) indicativo de hidrogénios ligados a carbono sp® em posicéo a a
carbono sp? (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN **C — BB (75 MHz, CDCls) de BA-5 (Figura 47, p. 78)
mostrou dezessete linhas espectrais e a comparag¢ao deste espectro com o espectro
RMN *C — DEPT 135° (75 MHz, CDCls) (Figura 48, p. 79) permitiu a identificacdo de

trés carbonos metilicos oxigenados (-OCHs), dois carbonos metilénicos (CHy), seis
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carbonos metinicos (CH) e seis carbonos nado hidrogenados (C), dos quais quatro
destes, sao oxigenados. A partir destes resultados foi possivel confirmar a formula
molecular C;7H2004, com IDH igual a oito, ja indicada pelo espectro de massas de
alta resolucdo. A tabela 10 mostra os dados de RMN **C de BA-5 com padrdo de
hidrogenacao.

Tabela 10 — Dados de RMN **C de BA-5 com padrao de hidrogenacao

C CH CH, CH,
127,44 98,73 32,12 55,79
135,90 105,29 32,66 55,99

140,99 (C - O) 115,97 61,29
153,42 (C — O) 120,55
154,64 (C — O) 128,00
156,41 (C — O) 130,10
6C 6 CH 2 CH, 3 CH;,

Formula molecular: C  17H5004

A anélise do espectro bidimensional de correlagéo heteronuclear *C x *H
- HSQC de BA-5 (Figura 49, p. 79) permitiu associar inequivocamente todos os
sinais de hidrogénios a seus respectivos sinais de atomos de carbono, como pode
ser observado na Tabela 11 (p. 76).

As posices das metoxilas, que foram sugeridas através da analise dos
espectros de RMN 'H e de RMN **C, foram determinadas através da observacao
das correlagdes do hidrogénio com sinal em & 6,32 com o carbono em ¢ 98,73 e do
hidrogénio com sinal em & 6,42 com os carbonos em 6. 140,99, 6. 153,42 e oc
156,41 no espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear *C x *H - HMBC de
BA-5 (Figura 50, p. 80). A subestrutura 12 (Figura 51, p. 74) é coerente com esses

dados espectroscopicos.
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Figura 51 — Subestrutura 12

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear **C x *H - HMBC
permitiu também identificar o posicionamento dos grupos ligados ao segundo anel
aromatico, pois revelou as seguintes correlacdes: do hidrogénio em 6 7,12 com os
carbonos em &¢c 32,66 e em ¢ 154,64. Estes dados corroboraram para a elaboracéo

da subestrutura 13.

Figura 52 — Subestrutura 13

A juncao das subestruturas 12 e 13 com consequente finalizacdo da
determinacdo estrutural de BA-5 foi possivel devido a observagcédo da correlacédo
entre os hidrogénios em 6 2,81 com o carbono em 6¢ 135,90 no espectro HMBC
(Figura 53).

Figura 53 — Estrutura de BA-5
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Baseados nos dados espectrais obtidos, principalmente de RMN (1D e
2D) e nas informacdes adicionais obtidas pela interpretacdo do espectro de massas
(Figura 44, p. 77), cuja proposta mecanistica para alguns fragmentos de massas
esta mostrada na Figura 54, BA-5 foi identificada como 2-hidroxi-2’,3",5'-
trimetoxibibenzila, substancia pertencente a classe dos bibenzis (grupo A) (XIAO et
al., 2008), inédita na literatura, cuja estrutura esta mostrada na Figura 55. A Tabela
11 (p. 76) apresenta os dados de RMN de BA-5.

Figura 54 — Proposta mecanistica para obtengéo de alguns fragmentos de massas de BA-5
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Figura 55 — Estrutura de 2-hidroxi-2’, 3’, 5'-trimetoxibibenzila
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Tabela 11 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-5 (2-hidréxi-2',3',5'-trimetoxibibenzila)

HSQC HMBC
o i %Jen Jen
(ppm) (ppm, multip., J Hz)
C
127,44 - 2H-7 H-3: H-5
2 154,64 - H-6; 2H-7
r 135,90 - 2H-8 2H-7
2 140,99 - H-4’; H-6’; MeO-2’
3 153,42 - H-4’ MeO-3’
5 156,41 - H-4"; H-6’ MeO-5’
CH
115,97 6,90, d, 6,0
128,00 7,14, dt
120,55 6,80, dt
130,10 7,12,d, 6.0 2H-7
4 98,73 6,42,d, 2.9 H-6’
6’ 105,29 6,32,d, 2.9 H-4’; 2H-8
CH,
7 32,66 2,81, s H-6
8 32,12 2,81, s H-2’
OCH;
2 61,29 3,86, s
3 55,99 3,88, s
5 55,79 3,78, s




Figura 44 — Espectro de massas de alta resolucdo de BA-5
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Figura 46 — Espectro de RMN 'H (300 MHz,

CDCl,) de BA-5
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Figura 48 — Espectro de RMN **C — DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de BA-5
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Figura 50 — Espectro bidimensional de correlacido heteronuclear 'H x *C — HMBC de BA-5
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3.1.6 Determinagéao estrutural de BA-6

BA-6 (12,5 mg), um liquido viscoso de coloragdo marrom, foi isolada por
cromatografia em coluna aberta da fracdo EERBA (14 a 15) (235 a 285) (item 4. 4.
5, p. 178).

O espectro de absorcédo na regiao do infravermelho de BA-6 (Figura 56,
p. 84) mostrou uma banda intensa e larga em 3432 cm™ relacionada & deformac&o
axial de ligacdo O—H. A banda em 2925 cm™ indicou deformacao axial de ligacdo C—
H de carbono sp® e as bandas em 1597 cm™ e 1456 cm™ foram associadas a
deformacao axial de ligacdo C=C, além disso, uma banda em 1149 cm™ foi indicativa
de deformacdao axial de ligacdo C—O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDCls) de BA-6 (Figura 57, p. 85)
apresentou sinais na regiao entre 6 6,33 — 7,14, caracteristicos de hidrogénios
ligados a carbonos de anel aromatico. Nesta faixa foram observados sinais em &
6,33 (1H, d, J = 2,1 Hz) e 6 6,37 (1H, d, J = 2,1 Hz) que foram associados a
hidrogénios em posicdo meta, devido a magnitude da constante de acoplamento. Os
sinais em &6 6,76 (1H, d, J = 8,1 Hz) e em &6 6,87 (1H, t, J = 7,2 Hz) indicaram
hidrogénios orto posicionados. Este espectro mostrou ainda um sinal em & 3,77 (6H,
s) caracteristico de hidrogénios de grupo metoxila e um sinal em 6 2,90 (4H, m) que
foi atribuido a hidrogénios ligados a carbonos sp® em posicdo a a carbono sp?
(PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN **C — BB (75 MHz, CDCls) (Figura 58, p. 85) de BA-6
mostrou treze linhas espectrais, observando-se, portanto, que os sinais em 6¢ 55,47,
Oc 106,74 e O6¢c 161,02 apresentavam maior intensidade quando comparados aos
demais sinais relativos a carbonos com o mesmo grau de hidrogenacdo. A
comparacao dos dados obtidos através da analise deste espectro com os dados do
espectro de RMN *3C — DEPT 135° (Figura 59, p. 86) permitiu determinar o padrdo
de hidrogenacao de cada carbono de BA-6, observando-se, portanto, cinco carbonos
nao hidrogenados (C), destes, trés oxigenados; sete carbonos metinicos (CH), dois
carbonos metilénicos (CH,) e dois carbonos metilicos (CHjs). Desta forma foi possivel
propor a férmula molecular C,;6H1503, com IDH igual a oito. A Tabela 12 mostra os

dados de RMN *3C de BA-6 com padréo de hidrogenacdo. Vale acrescentar que 0s
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dados espectroscopicos de RMN *3C estéo sendo relatados pela primeira vez para

essa substancia.

Tabela 12 — Dados de RMN **C de BA-6 com padrdo de hidrogenacéo

C CH CH, CH;
127,55 98,34 32,33 55,47
144,57 106,74 36,73 55,47

153,79 (C - O) 106,74
161,02 (C — O) 115,60
161,02 (C — O) 121,08
127,55
130,56

5C 7 CH 2 CH, 2 CHs

Férmula molecular : CigH1505

Os dados espectroscopicos observados até aqui, juntamente com o valor
do IDH levou-nos a concluir que BA-6 pertence a mesma classe de BA-5 e a
diferenca entre elas, reside no nimero de grupos metoxilas, BA-5 possui trés grupos
enquanto BA-6 somente dois. O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear
3¢ x 'H — HSQC de BA-6 (Figura 60, p. 86) revelou as correlagcdes entre os
hidrogénios e seus respectivos carbonos.

As posicbes das metoxilas de BA-6 foram definidas pela andlise do
espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear **C x *H — HMBC (Figura 61, p.
87) que revelou as seguintes correlacdes: os hidrogénios em 6 6,33 e & 6,37
correlacionaram-se ao carbono em o¢ 161,02. A subestrutura 14 foi elaborada de

acordo com os dados supracitados.

Figura 62 — Subestrutura 14
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Baseados nos dados espectroscopicos de RMN obtidos (Tabela 13, p. 84)
e na comparacdo com os dados descritos na literatura (TAKASUGI et al., 1987) foi
possivel concluir que BA-6 tratava-se de 2-hidroxi-3’,5’-dimetoxibibenzila,
substancia, também pertencente a classe dos bibenzis (grupo A) (XIAO, et al.,
2008), ja isolada em Bauhinia purpurea (BOONPHONG et al., 2007) cuja estrutura

esta mostrada na Figura 63.

Figura 63 — Estrutura de 2-hidroxi-3’,5'-dimetoxibibenzila
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Tabela 13 — Dados espectroscépicos de RMN de BA-6 comparados com os dados descritos na
literatura (TAKASUGI et al., 1987) para 2-hidr6xi-3',5'-dimetoxibibenzila

HSQC HMBC Literatura (CDCI 3)
o o S o o
(ppm)  (ppm, multip., J Hz) (ppm) (ppm, multip., J Hz)

C -

1 128,08 - 2H-7 2H-8 -

2 153,79 - -

r 144,57 - 2H-8 2H-7 -

3 161,02 - H-2', H-4"  OCHs;-3’ -

5’ 161,02 - H-4', H-6° OCHS;-5’ -

CH
3 115,60 6,76, d, 8,1 6,81, m
4 127,55 7,11, m 7,10, m
5 121,08 6,87,t, 7,2 6,81, m
6 130,56 7,11, m 7,10, m
2 106,74 6,37, sl 2H-8 6,34, s
4 98,34 6,33, sl H-2' H-6’ 6,34, s
6’ 106,74 6,37, sl H-4', 2H-8 6,34, s
CH,
8 36,73 2,90, m 2,88, s
7 32,33 2,90, m 2,88, s
OCHj3

3 55,47 3,77, s 3,75, s
5’ 55,47 3,77, s 3,75, s

Figura 56 — Espectro na regido do IV de BA-6 (em KBr)
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Figura 57 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3) de BA-6
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Figura 58 — Espectro de RMN **C — BB (75 MHz, CDCl;) de BA-6
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Figura 59 — Espectro de RMN *°C - DEPT 135° (75 MHz, CDCl;) de BA-6
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Figura 61 — Espectro bidimensional de correlacido heteronuclear 'H x *C — HMBC de BA-6
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3.1.7 Determinagéo estrutural de BA-7

A partir da fracdo EERBA (16 a 18) (54 a 118) (297 a 354) (202 a 249)
(item 4. 4. 6. 3, p. 185) foram obtidos 26,0 mg de um solido amorfo de coloracao
branca solGvel em metanol, com ponto de fusdo na faixa 211,2 - 211,6 °C (P.F.
literatura = 211 - 213 °C) (PETTIT et al., 2006), que foi denominado BA-7.

O espectro de absorcdo na regiao do infravermelho de BA-7 (Figura 64,
p. 92) mostrou uma banda intensa e larga em 3458 cm™ relacionada & deformac&o
axial de ligacdo O—H. A banda em 1460 cm™ é indicativa de deformacdo axial de
ligacdo C=C de anel aromatico e as bandas em 1278 cm™ e 1115 cm™ estdo
associadas a deformacao axial de ligacdo C-O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CD;OD) de BA-7 (Figura 65, p. 92)
revelou sinais na regiao entre 6 6,22 — 7,06 caracteristicos de hidrogénios ligados a
atomos de carbonos aromaticos. Os sinais em 6 6,62 (1H, d, J = 11,5 Hz) e 6 6,93
(1H, d, J = 11,5 Hz) séo indicativos de hidrogénios ligados a atomos de carbono
olefinicos em configuracdo cis, devido as magnitudes das constantes de
acoplamento. Os sinais de hidrogénios ligados a carbonos aromaticos em & 6,59
(1H,d,J=8,1Hz), 56,89 (1H,d,J =8,1 Hz) e 6 7,06 (1H, t, J = 8,2 Hz) referem-se
a hidrogénios orto posicionados, enquanto que o sinal em &6 6,22 (1H, s),
provavelmente, indica hidrogénio ligado a carbono de anel aromatico
pentassubstituido. O sinal em 6 2,07 (3H, s) é indicativo hidrogénio de grupo metila
ligado a anel aromatico e o sinal em 6 3,75 (3H, s) esta associado aos hidrogénios
de metoxila (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN **C — BB (125 MHz, CDs0D) de BA-7 (Figura 66, p.
93) mostrou 16 sinais. Comparando-se os espectros de RMN **C — BB e RMN **C —
DEPT 135° (Figura 67, p. 93) pode-se deduzir a presenca de duas absorgées
correspondentes a carbonos metilicos (CHs), seis absorcdes referentes a carbonos
metinicos (CH), além de oito carbonos nao hidrogenados (C), destes, cinco
oxigenados como apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Dados de RMN **C de BA-7 com padrdo de hidrogenacéo

C CH CH;,
115,19 101,96 8,61
120,04 112,62 55,78
129,53 113,56

140,45 (C - O) 125,48

148,31 (C - O) 129,95

156,21 (C - O) 130,73

156,65 (C — O)

160,84 (C - O)

8C 6 CH 2 CH,

Férmula molecular: C 16H1404

A formula molecular de BA-7, C16H140., permitiu o calculo do IDH (indice
de deficiéncia de hidrogénio) sendo obtido o valor dez. Esta informacdo em
conjuncdo com os dados espectroscopicos ja observados levaram-nos a concluir
gue BA-7 tratava-se de um derivado oxepinico, classe de metabdlito secundario de
ocorréncia rara na natureza (PETTIT et al., 2006), cujo esqueleto basico esta

mostrado na Figura 68.

Figura 68 — Esqueleto basico de derivado oxepinico

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear **C x *H - HSQC
de BA-7 (Figura 69, p. 94) revelou a associacdo direta entre os hidrogénios e seus
respectivos carbonos conforme mostrado na Tabela 15 (p. 91).

Através da andlise dos dados do espectro bidimensional de correlacdo
heteronuclear *C x *H - HMBC de BA-7 (Figura 70, p. 94) foi possivel definir as
posi¢cdes dos grupos ligados ao esqueleto do derivado oxepinico, pois este espectro
revelou as seguintes correlacdes: os hidrogénios metilicos em 6 2,07 com o0s
carbonos em &¢ 148,31, 6c 115,19 e os hidrogénios em & 3,75 com o carbono em O¢

156,65, o hidrogénio com sinal de absor¢cédo em & 6,22 com o carbono em &¢ 129,53
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e os hidrogénios em 6 6,89 e em & 7,06 com o carbono em &¢c 160,84. A figura

abaixo (Figura 71) mostra as correlacbes mencionadas.

Figura 71 — Correlacbes de HMBC para BA-7

7:06

A andlise dos dados espectroscopicos obtidos e a comparacdo com
dados descritos na literatura (PETTIT et al.,, 2006) (Tabela 15, p. 91), permitiram
identificar BA-7 como uma substancia da classe das oxepinas denominada 8-metoxi-
1,6-diidroxi-7-metil-dibenzo[b,floxepina conhecida, vulgarmente, como pacharina,
cuja estrutura esta ilustrada na Figura 72, ja isolada de Bauhinia racemosa
(ANJANNEYULU et al.,, 1984) e de Bauhinia purpurea (PETTIT et al.,, 2006); e
sintetizada por Comber e Sargent (COMBER; SARGENT, 1990).

Figura 72 — Estrutura da pacharina
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Tabela 15 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-7 comparados com os dados descritos na
literatura (PETTIT et al., 2006) para pacharina

HSQC HMBC Literatura (CDCI 3)
5c 5. ) - 5c 5.
(ppm)  (ppm, multip., J Hz) cH (ppm)  (ppm, multip., J Hz)
C
1 160,84 H-3, H-11 158,96
4a 156,21 H-3 153,50
5a 140,45 H-10 138,54
6 148,31 CH5-7 146,22
115,19 CH5-7 H-9 113,97
156,65 CH3-7, OCH3-8 154,97
9a 129,53 H-9, H-10 H-11 127,05
1la 120,04 H-11 H-4 118,33
CH
2 113,56 6,89, d, 8,1 H-4 113,31 6,73, dd, 8,2, 0,9
3 130,73 7,06,t, 8,2 129,81 7,12,t, 8,2
4 112,62 6,59, d, 8,1 H-2 112,16 6,59, dd, 8,2, 0,9
9 101,96 6,22, s 101,13 6,19, s
10 129,95 6,62,d, 11,5 H-11 H-9 130,01 6,72,d, 11,7
11 125,48 6,93,d, 11,5 H-10 123,18 6,92,d, 11,7
CH;
CH5-7 9,01 2,07, s 8,61 2,13, s
OCH;
OCH5;-8 56,26 3,75, s 55,78 3,78, s




Figura 64 — Espectro na regido do IV de BA-7 (em KBr)
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Figura 66 — Espectro de RMN **C — BB (125 MHz, CD;0D) de BA-7
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Figura 69 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x °C — HSQC de BA-7
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3.1.8 Determinagéo estrutural de BA-8

O fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (39 a 117) (38 a 64)
(item 4. 4. 7. 2, p. 188) forneceu 6,2 mg de um solido amorfo de coloragédo vermelha
escura, solivel em metanol, com ponto de fusdo na faixa entre 210,2 — 211,6 °C,
que foi denominado BA-8.

O espectro de absorcédo na regiao do infravermelho de BA-8 (Figura 73,
p. 98) mostrou uma banda intensa e larga em 3444 cm™ relacionada & deformac&o
axial de ligacdo O—H. A banda em 2920 cm™ indicou deformacao axial de ligacdo C—
H de carbono sp® e a banda em 1607 cm™ esta associada & deformacdo axial de
ligacdo C=C de alqueno, além disso, uma banda intensa em 1250 cm™ é indicativa
de deformacédo axial de ligacdo C—-O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) de BA-8 (Figura 74, p. 99)
apresentou sinais em 6 6,76 (1H, d, J = 11,6 Hz) e em 6 7,38 (1H, d, J = 11,6 Hz),
sugerindo, portanto, a presenca de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos em
configuracéo cis, em virtude da magnitude da constante de acoplamento. Os sinais
centrados em 6 6,63 (1H, d, J =8,2 Hz), em 6 6,86 (1H,d, J=8,2 Hz) e em 6 7,21
(AH, t, J = 8,2 Hz) sugeriram a presenca de hidrogénios ligados a carbonos
aromaticos em acoplamento orto. Estes dados mostraram semelhangcas com BA-7 e
indicaram a presenca de apenas um anel aromatico na constituicdo de BA-8. Os
sinais em 6 1,99 (3H, s) e em & 3,99 (3H, s) indicaram, respectivamente, a presenca
de uma metila e de uma metoxila.

O espectro de RMN *3C - BB (125 MHz, CDCls) de BA-8 (Figura 75, p. 99)
mostrou 16 sinais espectrais. A presenca de duas carbonilas na estrutura de BA-8
foi indicada pelos sinais em 0¢c 182,18 e &c 182,72 (PAVIA et al., 2010). A Tabela 16

mostra os dados de RMN *3C de BA-8 com padrdo de hidrogenacao.
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Tabela 16 — Dados de RMN **C de BA-8 com padrdo de hidrogenacéo

C CH CH;,
118,71 113,01 8,98
128,58 114,42 61,27
130,03 121,42
150,90 131,78
153,99 132,40
155,58

157,41 (C — OH)

182,18 (C = O)
182,72 (C = O)
9C 5 CH 2 CH,

Formula molecular: C  15H1205

A partir da analise dos dados espectroscépicos observados juntamente
com o valor do IDH (dez) foi possivel concluir que BA-8 tratava-se também de um
derivado oxepinico, diferindo de BA-7 pela presenca de um anel ciclo—hexadienona.

A Figura 76 mostra o esqueleto basico de BA-8.

Figura 76 — Esqueleto basico de BA-8

O
O.
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As posi¢cOes dos grupamentos metila, metoxila e hidroxila de BA-8 foram
determinadas pela a analise dos dados do espectro bidimensional de correlacéo
heteronuclear *C x *H — HSQC (Figura 77, p. 100) em conjuncdo com os dados do
espectro de correlacdo heteronuclear **C x *H — HMBC (Figura 78, p. 100).

A posicéo da metila foi definida pelas correla¢des entre os hidrogénios em
0 1,99 ao carbono em ¢ 130,03 e ao carbono em o¢c 182,18. A correlacdo dos
hidrogénios em & 3,99 ao carbono em d¢ 155, 58 determinou a posi¢cdo da metoxila
e a localizacdo da hidroxila foi definida pela correlacdo do hidrogénio em & 7,38 ao

carbono em &¢ 157,41. A Figura 79 mostra as correlacdes citadas.
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Figura 79 — Correlacdes de HMBC de BA-8

Baseados nos dados espectrais apresentados, no conhecimento de
classes de substancias presentes neste género e na comparacdo com os dados
descritos na literatura (PETTIT et al, 2006) foi possivel concluir que BA-8 tratava-se
de 8-metoxi-1-hidroxi-7-metil-benzo [b] [1] benzoxepina-6,9-diona, conhecida,
vulgarmente como Bauhiniastatina 1, ja descrita anteriormente em Bauhinia

purpurea (PETITT et al., 2006), cuja estrutura esta mostrada na Figura 80.

Figura 80 — Estrutura de Bauhiniastatina 1

Os dados de RMN H e RMN *C de BA-8, assim como os descritos na
literatura (PETITT et al., 2006) para a Bauhiniastatina 1 encontram-se descritos na
Tabela 17.
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Tabela 17 — Dados espectroscépicos de RMN de BA-8 comparados com os dados descritos na
literatura (PETTIT et al., 2006) para a Bauhiniastatina 1

HSQC HMBC Literatura (CDCI 3)
6c Oy 2 3 Oc On
; Jen Jen ;
(ppm)  (ppm, multip., J Hz) (ppm)  (ppm, multip., J Hz)
C
1 157,41 H-2 H-3,H-11  157,1
4a 153,99 H-4 H-3,H-11  153,8
5a 150,90 H-10 150,6
6 182,18 CHs-7 182,0
7 130,03 CHs-7 128,4
8 155,58 OCHj5-8 155,4
9 182,72 H-10 182,5
9a 128,58 128,6
H-2, H-4,
1lla 118,71 118,5
H-10
CH
114,42 6,86, d, 8,2 H-4 114,1 6,85, dd, 8,3, 0,9
132,40 7,21,t, 8,2 132,2 7,22, 8,3
4 113,01 6,63, d, 8,1 H-2 112,8 6,63, dd, 8,3, 0,9
10 121,42 6,76, d, 11,6 1211 6,74, d, 11,7
11 131,78 7,38,d, 11,6 131,7 7,37, d, 11,7
CH;
CH;-7 8,98 1,99, s 8,8 1,98, s
OCHj;
OCH;-8 61,27 3,99, s 61,1 3,99, s
Figura 73 — Espectro na regido do IV de BA-8 (em KBr)
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Figura 74 — Espectro de RMN'H (500 MHz, CDCI3) de BA-8
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Figura 77 — Espectro bidimensional de correlaco heteronuclear 'H x *>*C — HSQC de BA-8
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3.1.9 Determinagéo estrutural de BA-9

A cromatografia em coluna aberta da fracdo EERBA (22 a 24) (236 a 289)
(4 a 6) (100 a 131) em gel de silica (item 4. 4. 8. 2, p. 191) resultou em sete fracdes.
A fracdo (Fss.60) foi submetida & CLAE (Figura 81, p. 106), fornecendo 29,6 mg de
um solido de coloracéo alaranjada, com ponto de fusdo entre 201,2 e 201,9 °C e
rotacdo dptica especifica [a]p **° - 16,3° (c 0,1; CH3;OH), (lit. [a]o *°> — 24,0° (c 1,11;
CH30H) (IMAI et al., 2008), que foi denominado BA-9.

Sua férmula molecular C;5H1405 foi estabelecida a partir da analise do
espectro de massas de alta resolucdo (Figura 82, p. 106) com a massa em m/z
274,0841 daltons (297,0785 daltons, calculada para ([C1sH140s + Na] ™).

O espectro na regidao do infravermelho de BA-9 (Figura 83, p. 107)
mostrou uma banda larga em 3352 cm™, correspondente a deformacéo axial de
ligacdo O-H, caracterizando a presenca de grupo hidroxila; as absorcfes em 1623
cm™ e 1513 cm™ sdo indicativas de deformacdo axial de ligagdo C=C de anel
aromatico. As bandas em 1162 cm™, 1120 cm™ e 1016 cm™ s&o caracteristicas de
deformacdes axiais de ligacdes C-O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CDs;OD) de BA-9 (Figura 84, p. 107)
mostrou seis sinais na faixa entre 6 6,29 e 6,87, os quais foram associados a
hidrogénios ligados a carbonos aromaticos. Destes, os dubletos centrados em & 6,85
(1H, d, J=8,2 Hz) e em 6 6,75 (1H, d, J = 8,1 Hz) foram atribuidos a hidrogénios em
posicoes orto e os dubletos centrados em 6 6,29 (1H, d, J = 2,4 Hz) e 6 6,83 (1H, d,
J = 1,7 Hz) foram compativeis com hidrogénios meta posicionados.

Os sinais assinalados em 6 6,34 (1H, dd, J =8,2 Hz e 2,4 Hz) e 6 6,71
(1H, dd, J = 8,1 Hz e 1,7 Hz) foram atribuidos a hidrogénios com acoplamento orto e
meta, respectivamente. Este espectro mostrou ainda sinais em 6 2,68 (1H, dd, J =
15,9 Hz e 54 Hz) e 6 2,87 (1H, dd, J = 15,9 Hz e 8,0 Hz) referentes, provavelmente,
a hidrogénios de grupo benzila. O sinal em 6 4,65 (1H, d, J = 7,2 Hz) é caracteristico
de hidrogénio ligado a carbono oxigenado (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *C — BB (75 MHz, CDs0D) de BA-9 (Figura 85, p.
108) mostrou 14 linhas espectrais. A analise comparativa destes dados com o
espectro de RMN *C — DEPT 135° (75 MHz, CDs;0OD) (Figura 86, p. 108) revelou a
presenca de um carbono metilénico (CHy), oito carbonos metinicos (CH) e seis

carbonos nao hidrogenados (C). Este espectro mostrou também que o sinal em &¢
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146,34 estava mais intenso quando comparado aos demais com 0 mesmo padrao
de hidrogenacao, com isso foi verificado que esse sinal pode ser atribuido a dois
atomos de carbono. A Tabela 18 mostra os dados de RMN *3C de BA-9 com padréo

de hidrogenagao.

Tabela 18 — Dados de RMN **C de BA-9 com padrao de hidrogenacao

C CH CH,
112,72 68,94 (C — OH) 33,22
132,38 83,08 (C - O)

146,34 (C — OH) 103,76

146,34 (C — OH) 109,61

156,25 (C — O) 115,25
157,95 (C — OH) 116,28
120,02
131,43

6C 8 CH 1 CH,

Formula molecular: C  15H1405

O espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear *H x *C - HSQC
de BA-9 (Figura 87, p. 109) indicou a associacao direta de cada hidrogénio a seu
respectivo carbono (Tabela 19, p. 105).

Os dados de RMN *H e RMN **C — BB e o valor do IDH (nove) sugeriram
que BA-9 tratava-se de um flavonoide. A auséncia de sinal de absorcdo de
carbonila, a existéncia de dois sinais relativos a carbonos oximetinicos (6c 68,94 e
dc 83,08) e um carbono metilénico (3¢ 33,22) observados no espectro de RMN **C —
BB foram conclusivos para determinar a classe a qual pertence BA-9, ou seja,

flavana-3-ol, cujo esqueleto basico esta mostrado na figura abaixo.

Figura 88 — Esqueleto basico de uma flavana-3-ol
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A anélise do espectro bidimensional de correlagéo heteronuclear **C x *H
- HMBC de BA-9 (Figura 89, p. 109) permitiu indicar as posi¢cbes das hidroxilas
ligadas aos anéis A e B do flavonoide. Este espectro revelou que os hidrogénios em
0 6,34 e 6 6,85 correlacionaram-se ao carbono em &¢c 157,95, definindo, portanto a
posicdo da hidroxila do anel A.

As localiza¢cOes das hidroxilas ligadas ao anel B foram determinadas com
base nas correlagbes dos hidrogénios em 6 6,71, 6 6,75 e 6 6,83 aos carbonos em

Oc 146,34. A Figura 90 mostra as correla¢cdes mencionadas.

Figura 90 — Correlacdes de HMBC de BA-9

A anélise do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H x *H -
NOESY de BA-9 (Figura 91, p. 110) permitiu inferir a configuragéo dos carbonos 2 e
3. A analise desse espectro permitiu a observacéo das correlagdes entre H-2 e H-2’;
H-2 e H-6’; H-3 e H-5; H-3 e H-2’; H-3 e H-6". Esses dados corroboraram para a

seguinte configuracdo mostrada na Figura 92.

Figura 92 — Correlacdes do NOESY de BA-9

A andlise dos dados espectroscopicos obtidos e a comparacdo com
dados descritos na literatura (IMAI et al., 2008) (Tabela 19, p. 105), permitiram
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identificar BA-9 como o flavonoide da classe das flavanas-3-ol denominado (2R,3S)-
2-(3',4’-diidroxifenil)-cromano-3,7-diol,conhecido vulgarmente como (-)-fisetinidol,

substéancia inédita no género Bauhinia, cuja estrutura esta mostrada na Figura 93.

Figura 93 — Estrutura do (-)-fisetinidol
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Tabela 19 — Dados de RMN de BA-9 comparados com os dados descritos na literatura (IMAI et al.,
2008) para (-)-fisetidinol

HSQC HMBC Literatura (CD ;0D)
& Sy ) 3 [ Sy
(ppm) (ppm, multip., J Hz) Jon Jon (ppm) (ppm, multip., J Hz)
157,95 - H-6 H-5 155,6 -
9 156,25 - H-8 H-2; 2H-4 154,9 -
10 112,72 - 2H-4 H-6; H-8 111,2 -
1" 132,38 - H-2 H-5' 131,0 -
3 146,34 - H-5' 145,0 -
4 146,34 - H-2'; H-6’ 145,0 -
CH
83,08 4,65,d,7.2 H-2'; 2H-4; H-6" 81,7 4,64,d,7,1
68,94 4,02, m H-2; 2H-4 67,5 4,02, m
131,43 6,85,d, 7,2 2H-4 130,0 6,88,d, 7,9
6 109,61 6.34,dd, 8,2,2.4 108,2 6,36, dd, 8,1,2,4
8 103,76 6.29,d, 2,4 102,3 6,31,d, 2,4
2’ 115,25 6,83,d, 1,7 H-2; H-6' 113,8 6,85,d, 1,5
5" 116,28 6,75, d, 8,1 114,8 6,78,d, 9,3
6 120,02 6,71,dd,8,1,1,7 H-2; H-2' 118,3 6,73,dd, 9,4,1,7
CH,
4 33.02 2,87,dd, 15,9,5.4 H2: e 310 2,89, dd, 4,8, 16,0

2,68, dd, 15,9, 8,0

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




106

Figura 81 — Cromatograma obtido por CLAE referente a fragcao (35 a 60) da coluna EERBA (22 a 24)

236 a 289) (4 a 6) (100 a 131)

4000

3000

0.960

1.553

4.565

Figura 82 — Espectro de massas de alta resolucao de BA-9
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Figura 83 — Espectro na regido do IV de BA-9 (em KBr)
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Figura 84 — Espectro de RMN'H (300 MHz, CD;0D) de BA-9
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Figura 85 — Espectro de RMN"*C-BB (75 MHz, CD;0D) de BA-9
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Figura 87 — Espectro bidimensional de correla¢cdo heteronuclear 'H x *C-HSQC de BA-9
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Figura 91 — Espectro bidimensional de correlacdo homonuclear 'Hx 'H - NOESY de BA-9
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3.1.10 Determinagéo estrutural de BA-10

A cromatografia em coluna da fracdo EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4 a 6)
(100 a 131) em gel de silica (item 4. 4. 8. 2, p. 191) resultou em sete fracdes. A
fracdo (Fss.60) depois de submetida a CLAE (Figura 81, p. 106) forneceu, além de
BA-9, um sdlido (4,2 mg) de coloracdo alaranjada com ponto de fusao entre 222,3 -
223,8 °C (P.F.jteratura = 222 - 223 °C) (CREN-OLIVE; LEBRUN; ROLANDO, 2002) e
rotacdo optica especifica, [o]p>* — 21,9° (c 0,05; CHsOH) (lit. [a]p®® — 1,2° (c 0,85;
acetona) (CREN-OLIVE; LEBRUN; ROLANDO, 2002), que foi denominado BA-10.

Sua férmula molecular C,6H1606 foi estabelecida a partir da analise do
espectro de massas de alta resolugcdo (Figura 94, p. 116) com a massa em m/z
304,0947 daltons (339,0664 daltons, calculada para ([C16H1606+ Cl]").

O espectro na regidao do infravermelho de BA-10 (Figura 95, p. 116)
mostrou uma banda larga e intensa em 3388 cm™, correspondente a deformacéo
axial de ligacdo O-H, caracterizando a presenca de grupo hidroxila. Este espectro
também mostrou absorcdo em 2926 cm™ que esta associada & deformacéo axial de
ligacdo C—H de atomo de carbono sp?, além de bandas em 1619 cm™ e 1465 cm™
que estdo relacionadas a deformacéo axial de ligacdo C=C de anel aromatico. A
banda em 1119 cm™ é indicativa de deformacéo axial de ligagdo C-O (PAVIA et al.,
2010).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CD3;OD) de BA-10 (Figura 96, p. 117)
mostrou cinco sinais na faixa entre 6 5,94 e 6,83, os quais foram associados a
hidrogénios ligados a carbonos arométicos. Destes, os dubletos centrados em 6 5,94
(A1H,d,J=19Hz) eem 6 6,02 (1H, d, J = 1,8 Hz) foram atribuidos a hidrogénios em
posicdo meta. Os sinais em 6 6,71 (1H,d, J=8,1 Hz) eem 6 6,76 (1H, d, J = 8,1 H2)
foram compativeis com hidrogénios orto posicionados. O sinal em 6 6,83 (1H, sl)
referiu-se a hidrogénio provavelmente meta posicionado. Assim como revelado no
espectro de RMN 'H de BA-9, o espectro de BA-10 (Figura 96, p. 117) mostrou
sinais com deslocamentos quimicos semelhantes, ou seja, 6 2,49 (1H, dd, J = 16,4
Hz e 8,0 Hz) e 6 2,82 (1H, dd, J = 16,4 Hz e 5,4 Hz) referentes a hidrogénios
benzilicos. Os sinais em 6 4,57 (1H, d, J = 7,5 Hz) e em 6 3,96 (1H, m) sao
compativeis com hidrogénios ligados a carbonos oxigenados, por outro lado, o sinal
em 0 3,78 (3H, s) referente a hidrogénios de uma metoxila (PAVIA et al., 2010), foi
considerado como uma diferenga em relagao a BA-9.
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O espectro de RMN *C — BB (125 MHz, CD3;0D) de BA-10 (Figura 97, p.
117) mostrou-se bastante semelhante ao de BA-9. A diferenca entre 0s mesmos
consistiu na presenca, no espectro de RMN *C — BB de BA-10, de um sinal em 8¢
55,97, referente a uma metoxila, o que foi confirmado pela analise do espectro de
RMN **C — DEPT 135° de BA-10 (Figura 98, p. 118). A comparaGdo entre 0s
espectros de RMN *3C — BB e de RMN *C — DEPT 135 permitiu a definicdo do

padrao de hidrogenacao de cada atomo de carbono (Tabela 20).

Tabela 20 — Dados de RMN **C de BA-10 com padrdo de hidrogenacéo

C CH CH; CH,
101,76 68,81 (C — 0)
132,48 82,97 (C-0)
146,32 (C — OH) 92,84
146,32 (C — OH) 96,49 28,39 55,97
156,84 (C — O) 115,36
158,41 (C — O) 116,23
160,52 (C — O) 120,12
7C 7 CH 1 CH, 1 CHs

Férmula molecular: C 16H16056

O espectro bidimensional de correlacéo heteronuclear *H x **C — HSQC
de BA-10 (Figura 99, p. 118) revelou a correlagdo de cada hidrogénio a seu
respectivo carbono, de acordo com os dados da Tabela 21 (p. 115).

Conforme citado anteriormente, foi observado que BA-10 diferia de BA-9
pela presenca de uma metoxila. Desta forma, através da analise do espectro
bidimensional de correlacéo heteronuclear *H x **C — HMBC de BA-10 (Figura 100,
p. 119) foi possivel determinar a localizagao do referido grupo, através da correlacao
do hidrogénio com sinal de absorcéo em 6 6,02 e dos hidrogénios do grupo metoxila

em 0 3,78 com o carbono em & 160,52. A Figura 101 mostra essas correlagoes.



113

Figura 101 — Correlacbes de HMBC de BA-10

A andlise do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear *H x *H —
NOESY de BA-10 (Figura 102, p. 119) permitiu inferir a configuracéo dos carbonos 2
e 3 de BA-10, aléem de confirmar a localizacdo do grupo metoxila. A analise desse
espectro permitiu a observagéo das correlagdes entre H-6 e CH30-5; H-2 e H-2', H-2
e H-6', H-2 e 2H-4; 2H-4 e H-3. Esses dados corroboram para a confirmacdo das

configuracdes de C-2 e C-3 de BA-10, conforme mostrado na Figura 103.

Figura 103 — Correlagbes de NOESY de BA-10

A andlise dos dados espectroscopicos obtidos e a comparacdo com
dados descritos na literatura (CREN-OLIVE; LEBRUN; ROLANDO, 2002) (Tabela 21
p. 115), permitiram identificar BA-10 também como flavonoide da classe das
flavanas-3-ol denominada (2R,3S)-2-(3',4’-diidroxifenil)-5-metoxicromano-3,7-diol. E
valido acrescentar que BA-10 é um metabdlito secundario isolado pela primeira vez
como produto natural, mas relatado previamente na literatura como um derivado
semi-sintético (CREN-OLIVE; LEBRUN; ROLANDO, 2002). A estrutura de BA-10

estd mostrada na Figura 104.



Figura 104 — Estrutura de (2R, 3S)-2-(3’,4’-diidroxi)-5-metoxicromano-3,7-diol

OCHs

OH
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A Tabela 21 (p. 115) apresenta os dados de RMN para BA-10
comparados com os dados descritos na literatura (CREN-OLIVE; LEBRUN;

ROLANDO, 2002) para (2R,3S)-2-(3’,4’-diidroxifenil)-5-metoxicromano-3,7-diol.
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Tabela 21 — Dados espectroscépicos de RMN de BA-10 comparados com os dados descritos na

literatura (CREN-OLIVER;

metoxicromano-3,7-diol

LEBRUN; ROLANDO, 2002) para (2R,2S)-2-(3',4'-diidroxifenil)-5-

HSQC HMBC Literatura (Acetona- dg)
oc oy ) 3 oc oy
(ppm) (ppm, multip., J Hz) Jon Jon (ppm)  (ppm, multip., J Hz)
C
5 160,52 - H-6 OCHgs-5 159,6 -
7 158,41 - H-6, H-8 157,9 -
9 156,84 - H-8 H-2 156,4 -
10 101,76 - 2H-4 H-6, H-8 101,4 -
T 132,48 - H-2', H-6’ H-2, H-5’ 132,0 -
3 146,32 - H-2' H-5 145,5 -
4 146,32 - H-5’ H-2’ 145,6 -
CH
2 82,97 457,d,7,5 2H-4,H-2', H-6' 82,6 4,56, d, 7,3
3 68,81 3,96, m 2H-4, H-2’ 68,1 3,95-3,99, m
6 92,84 6,02,d, 1,8 H-8 92,4 6,04, d, 2,2
8 96,49 594,d,1,9 H-6 96,0 5,95,d, 2,2
2 115,36 6,83, sl H-6' 115,1 6,73-6,89, m
5 116,23 6,76, d, 8,1 115,6 6,73-6,89, m
6’ 120,12 6,71,d, 8,1 H-2, H-2’ 119,9 6,73-6,89, m
CH,
4 28.39 2,49, dd, 16,4, 8,0 28.6 2,49, dd, 16,2, 8,0
2,82,dd, 16,4, 5,4 2,85, dd, 16,2, 5,2
OCH;
OCH;-5 55,97 3,78, s 55,6 3,75, s




Figura 94 — Espectro de massas de alta resolucao de BA-10
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Figura 95 — Espectro na regido do IV de BA-10 (em KBr)

T%

68 —

1619

4000 3500 3000

T T T T T T
2500

T
2000

1

T T
500

Numero de Onda (cm™)

500




117

Figura 96 — Espectro de RMN ‘H (500 MHz, CD;0D) de BA-10
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Figura 98 — Espectro de RMN *C-DEPT-135° (125 MHz, CD;0D) de BA-10

118

—120.11
T—115.35
———06.48
——02.82
— 8296
——68.81
2848

——116.22

T 7 T T T T T T T T T T T
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90

Figura 99 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x **C-HSQC de BA-10

M

100
=105
FL1li10

115

L—l?(\

§ _-

=5 7.0

Ppm




Figura 100 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x **C-HMBC de BA-10
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3.1.11 Determinagao estrutural de BA-11

A fracdo (Fss60) resultante do tratamento cromatografico da fracéo
EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4 a 6) (100 a 131) (item 4. 4. 8. 2, p. 191) depois de
submetida a CLAE (Figura 81, p. 106) forneceu além de BA-9 e BA-10, um sdlido de
coloracdo alaranjada (21,3 mg) com ponto de fusdo entre 197,1-197,9 °C e rotacéo
6ptica especifica, [0]p*** + 2,6 (c 0,1; CH;OH) que foi denominado BA-11.

Sua férmula molecular C,7H1306 foi estabelecida a partir da analise do
espectro de massas de alta resolucao (Figura 105, p. 124) com a massa em m/z
318,1103 daltons (353,0819 daltons, calculada para ([C17H1806+ CI]").

O espectro na regido do infravermelho de BA-11 (Figura 106, p. 124)
mostrou uma banda larga em 3394 cm™, correspondente a deformacéo axial de
ligacdo O-H, caracterizando a presenca de grupo hidroxila; mostrou ainda absorcao
em 1618 cm™ que esta relacionada a deformacdo axial de ligacdo C=C de anel
aromatico. As bandas em 1285 cm™, 1117 cm™ e 1094 cm™ s&o caracteristicas de
deformacdes axiais de ligagdes C-O (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (300 MHz, CD3;0D) de BA-11 (Figura 107, p. 125)
mostrou-se bastante semelhante aos espectros de RMN 'H de BA-9 e BA-10. Este
espectro revelou dois dubletos centrados em 6 6,76 (1H, d, J = 8,1 Hz) e 6 6,83 (1H,
d, J = 1,6 Hz) relativos a hidrogénios ligados a carbonos aromaticos em posicéo orto
e meta, respectivamente. O sinal centrado em 6 6,70 (1H, dd, J = 8,1 Hz e 1,6 Hz)
foi compativel com hidrogénio em acoplamento orto e meta, respectivamente. Estes
dados espectroscépicos caracterizam os sinais de absorcao de hidrogénios ligados
ao anel B do flavonoide.

Esta conclusdo foi feita com base na andalise comparativa entre os
espectros de RMN *H de BA-11 com os espectros de RMN *H de BA-9 e BA-10. Por
outro lado os sinais em 6 2,63 (1H, dd, J =16,1 Hz e 5,2 Hz) e 6 2,91 (1H, dd, J =
16,1 Hz e 8,0 Hz) foram atribuidos a hidrogénios benzilicos, e o sinal em 6 4,60 (1H,
d, J = 7,3 Hz) foi indicativo de hidrogénio ligado a carbono oxigenado. Estes sinais
foram bastante semelhantes aos sinais de hidrogénios do anel C dos flavonoides
BA-9 e BA-10.

Por outro lado, o sinal em &6 2,04 (3H, s) foi atribuido a atomos de

hidrogénios de grupo metila ligado a anel aromatico. O sinal em 6 3,67 (3H, s)
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sugeriu a presenca de hidrogénios de metoxila e o sinal em 6 6,15 (1H, s) foi
caracteristico de hidrogénio ligado a um anel aromatico pentassubstituido.

O espectro de RMN *C — BB de BA-11 (Figura 108, p. 125) revelou
dezesseis sinais espectrais com um sinal de maior intensidade (6c 146,36)
comparado aos demais com mesmo grau de hidrogenacdo, sendo, portanto,
atribuido a dois atomos de carbono. A analise comparativa entre os espectros de
RMN *3C — BB (75 MHz, CD3;OD) (Figura 108, p. 125) e RMN **C — DEPT 135° (75
MHz, CD3OD) (Figura 109, p. 126) revelou o padréo de hidrogenagcao de BA-11. A
Tabela 22 apresenta o padréo de hidrogenacao de BA-11.

Tabela 22 — Dados de RMN **C de BA-11 com padrao de hidrogenacao

C CH CH, CH;,
106,37 63,81 (HC — OH)
111,41 82,90
132,35 99,78
146,36 (C — OH) 115,32
146,36 (C — OH) 116,28 28,83 8,83
154,33 (C - O) 120,09 60,46
156,44 (C — OH)
158,80 (C — O)
8C 6 CH 1 CH, 2 CHs

Formula molecular: C 17H;1504

O espectro de correlacdo heteronuclear *H x *C — HSQC de BA-11
(Figura 110, p. 126) permitiu a associacdo inequivoca de cada hidrogénio a seu
respectivo carbono, de acordo com a Tabela 23 (p. 123). A analise do espectro de
correlacéo heteronuclear *H x **C — HMBC de BA-11 (Figura 111, p. 127) permitiu a
localizag&o do grupamento metila.

Este espectro revelou as correlagbes entre os hidrogénios com sinal de
absorcdo em 6 2,04 com os carbonos em 6¢c 111,41 C 156,44 e 6c 158,80. Esses
dados determinaram a posicdo do grupamento metila e justificaram o singleto
referente ao sinal de hidrogénio ligado a carbono aromético em & 6,15, conforme
subestrutura 15 (Figura 112).
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Figura 112 — Subestrutura 15

OCH,

A andlise do espectro de correlagdo homonuclear *H x 'H - NOESY de
BA-11 (Figura 113, p. 127) permitiu determinar a configuracao relativa dos carbonos
2 e 3 de BA-11 além de confirmar as localizagbes dos grupos metila e metoxila. A
andlise desse espectro permitiu a observacao das correlacdes entre CHz-6 e CH30-
5, CH30-5 e 2H-4; H-2 e H-2', H-2 e H-6', H-2 e H-3; H-3 e H-6'. Esses dados

corroboraram para determinar a configuracao de BA-11 (Figura 114).

Figura 114 — Correla¢gBes do NOESY de BA-11

Baseados nos dados espectrais obtidos, BA-11 foi identificada como (2R,
3S)-2-(3,4’-diidroxifenil)-5-metoxi-6-metilcromano-3,7-diol, substancia que esta
sendo descrita pela primeira vez, cuja estrutura esta mostrada na Figura 115. A
Tabela 23 (p. 123) apresenta os dados de RMN para BA-11.
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Figura 115 — Estrutura de (2R, 3S)-2-(3",4’-diidroxifenil)-5-metoxi-6-metilcromano-3,7-diol

HCO H H

Tabela 23 — Dados espectroscépicos de RMN de (2R, 3S) -2-(3',4'-diidroxifenil)-5-metoxi-6-
metilcromano-3,7-diol

HSQC HMBC
o % 23 3
(ppm) (ppm, multip., J Hz) e o
C
5 158,80 - CH,0-5; CHy-6
6 11141 ; CH,-6 H-8
7 156,44 ; H-8 Me-6
9 15433 ; H-8 H-2
10 106,37 ; 2H-4; H-8
1 132,35 - H-2 H-5
3 14636 - H-5
4 14636 - H-2 H-6’
CH
82,90 4,60 (d, 7,3) H-2 2H-4
68,81 3,99 (m) H-2; 2H-4
99,78 6,15 (s)
> 115,32 6,83 (d, 1,6) H-2; H-6'
5 116,28 6,76 (d, 8,1)
6 120,09 6,70 (dd, 8,1, 1,6) H-2; H-2"
CH,
2,91 (dd, 16,1, 5.2)
4 2883
2,63 (dd, 16,1, 8,0)
CH,
CH,O-5 60,46 3,67 (s)

CHs-6 883 2,04 (s)




Figura 105 — Espectro de massas de alta resolucao de BA-11
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Figura 107 — Espectro de RMN'H (300 MHz, CD;0OD) de BA-11
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Figura 109 — Espectro de RMN"*C-DEPT 135° (75 MHz, CD;0D) de BA-11
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Figura 111 — Espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x **C-HMBC de BA-11
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3.1.12 Determinagéo estrutural de BA-12

A cromatografia em coluna de EERBA (16 a 18) (54 a 118) (item 4. 4. 6.
1, p. 181) permitiu o isolamento de 28,8 mg de um sélido cristalino, de forma
acicular, incolor e soltvel em cloroférmio, que foi denominado BA-12.

A andlise do espectro de RMN 'H (CDCls;, 300 MHz) de BA-12 (Figura
116, p. 130) revelou um multipleto em 6 3,54 que foi atribuido aos hidrogénios
ligados aos carbonos carbindlicos C-3 do sitosterol e estigmasterol; um duplo
dubleto em & 5,02 (Jo3.22 = 15,2 Hz e Jy324 = 8,5 Hz), atribuido ao H-23 do
estigmasterol; um duplo dubleto em &6 5,16 (Jx223 = 15,2 Hz e Jx0 = 8,5 H2z),
atribuido ao H-22 do estigmasterol e um dubleto em 6 5,36 (J = 5,1 Hz), atribuido
aos hidrogénios olefinicos H-6 dos dois compostos. Os demais sinais referentes aos
hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos apareceram na regiao entre 6 0,69 e
2,34.

O espectro de RMN *C — BB (CDCl;, 75 MHz) de BA-12 (Figura 117, p.
130) e o espectro RMN **C — DEPT 135° (CDCl;, 75 MHz) (Figura 118, p. 131)
mostraram deslocamentos quimicos em O¢c 121,93 e 140,99, tipicos do sistema
olefinico entre C-5 e C-6 do sitosterol e estigmasterol, em &6c 138,52 e 129,53,
caracteristico do sistema olefinico entre C-22 e C-23 do estigmasterol e em 6¢ 72,03
referente ao carbono carbindlico C-3 destes dois esteroides. A comparacdo dos
dados espectroscopicos descritos na literatura (GOULART et al., 1993), permitiu
confirmar que BA-12 tratava-se da mistura constituida pelos esteroides sitosterol e
estigmasterol, cujas estruturas estdo mostradas na Figura 119. Os dados de RMN
13C — BB est&o mostrados na Tabela 24 (p. 129).

Figura 119 - Estruturas do sitosterol e do estigmasterol

29

15 A% _sitosterol

A*>*% estigmasterol
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Tabela 24 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-12 comparados com os dados descritos na
literatura (GOULART et al., 1993) para a mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol

Sitosterol Estigmasterol

c DEPT BA-12 Lit. BA-12 Lit.

1 CH, 37,49 37,25 37,49 37,25
2 CH, 32,14 31,64 32,14 31,64
3 CH 72,03 71,81 72,03 71,81
4 CH, 42,54 42,29 42,54 42,29
5 C 140,99 140,73 140,99 140,73
6 CH 121,93 121,72 121,93 121,72
7 CH, 31,90 31,89 31,90 31,89
8 CH 32,10 31,89 32,10 31,89
9 CH 50,38 50,12 51,47 50,12
10 C 36,74 36,40 36,74 36,40
11 CH, 21,31 21,08 21,31 21,08
12 CH, 40,02 39,78 40,02 39,68
13 C 42,45 - 42,56 -

14 CH 57,01 56,75 57,10 56,87
15 CH, 24,53 24,30 24,53 24,38
16 CH, 28,47 28,24 28,41 28,24
17 CH 56,21 56,05 56,21 55,93
18 CHj; 12,08 11,87 12,08 11,87
19 CH; 19,61 19,38 19,61 19,38
20 CH 36,37 36,16 40,70 40,50
21 CHjs 19,21 19,03 21,31 21,20
22 CH,/CH 34,19 33,94 138,53 138,40
23 CH,/CH 39,12 129,52 129,27
24 CH 46,09 45,83 51,47 51,23
25 CH 29,41 26,03 31,90 31,89
26 CHjs 19,62 18,76 19,27 19,00
27 CHjs 21,31 19,81 19,27 19,00
28 CH, 23,31 23,06 26,34 25,42
29 CHjs 12,20 11,99 12,27 12,27
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Figura 116 — Espectro de RMN'H (300 MHz, CDCl;) de BA-12
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Figura 118 — Espectro de RMN"C-DEPT 135° (75 MHz, CDCI3) de BA-12
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3.1.13 Determinagéo estrutural de BA-13

A cromatografia em coluna da fracdo EECBA (37) (88 a 97) (item 4. 5. 3,
p. 196) resultou em 112,0 mg de um sélido de coloracdo laranja com ponto de fusdo
na faixa de 182-186 °C, rotacéo 6ptica especifica, [a]p?> — 29,4° (c 0,1; CH3;OH) (lit.
[a]p®® = 22° ¢ 0,82, CH3OH) (REGASINI et al., 2008), que foi denominado BA-13.

O espectro na regido do infravermelho de BA-13 (Figura 120, p. 136)
mostrou uma banda larga e intensa em 3395 cm™, correspondente a deformac&o
axial de ligagado O-H, caracterizando a presenca de grupo hidroxila. A absor¢cdo em
2932 cm™ esta relacionada & deformacédo axial de ligacdo C-H de carbono sp®. A
banda intensa em 1648 cm™esta associada & deformac&o axial de ligagcdo C=0 de
cetona, provavelmente formando ligacdo de hidrogénio intramolecular. A banda em
1465 cm™ é indicativa de deformac&o axial de ligacdo C=C de anel aromético. A
absorcdo em 1170 cm™ é caracteristica de deformacdo axial de ligacdo C-O de
alcoois e fendis (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (500 MHz, CD3;0OD) de BA-13 (Figura 121, p. 136)
mostrou cinco sinais na faixa 6 5,90 — 6,96, os quais foram associados a hidrogénios
ligados a carbonos aromaticos. Destes os dubletos centrados em 6 5,90 (1H, d, J =
1,8 Hz) e 6 5,92 (1H, d, J = 2,2 Hz) foram caracteristicos de hidrogénios em posi¢ao
meta, sugerindo a presenca de um anel aromatico 1,3,4,5-tetrassubstituido a
semelhanca de BA-3. Os sinais em 6 6,81 (1H,d,J=7,8Hz) eem 6 6,84 (1H, d, J =
8,6 Hz) foram compativeis com hidrogénios orto posicionados e o hidrogénio com
sinal de absor¢cdao em 6 6,96 (1H, sl) foi indicativo, provavelmente, de hidrogénio
meta posicionado sugerindo, possivelmente, a existéncia de anel aromatico 1,3,4-
trissubstituido.

Esse espectro mostrou ainda, sinais na regido entre 6 3,31-4,25
associados a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados, caracterizando a
existéncia de uma unidade de acucar. O sinal em 6 4,06 (1H, sl) e o sinal em 6 1,19
(3H, d, J = 5,9 Hz) indicou a presenca da ramnose, pois sdo compativeis com o
deslocamento quimico (6) de hidrogénio ligado a carbono anomérico e de grupo
metilico, respectivamente (HUANG et al.,, 2011). Este espectro revelou também
sinais de absorcéo relacionados a hidrogénios ligados a carbonos oxigenados em &
4,58 (1H, d, J =10,5Hz) e 6 5,07 (1H, d, J = 10,7 Hz) (PAVIA et al., 2010).
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O espectro de RMN *3C - BB de BA-13 (125 MHz, CDs0D) (122, p. 137)
tal qual BA-3 mostrou 21 linhas espectrais que ap0s comparagdo com o espectro de
RMN *¥C — DEPT 135° (125 MHz, CDs;OD) (Figura 123, p. 137) permitiu a
identificacdo do padréao de hidrogenacao de BA-13, de acordo com a Tabela 25.

Tabela 25 — Dados de RMN **C de BA-13 com padrao de hidrogenacao

C CH CH;
102,61 70,63 (CH — OH) 18,00
129,31

146,66 (C — OH) 71,90 (CH — OH)
147,49 (C — OH) 72,15 (CH — OH)
164,22 (C — O) 73,94 (CH — OH)
165,62 (C — O) 78,70 (CH - O)
168,75 (C — OH) 84,07 (CH - O)

196,09 (C=0) 96,40
97,62
102,27
115,62
116,46
120,62
8C 12 CH 1 CHs

Férmula molecular: C ,1H»,04,

As correlacdes dos hidrogénios de BA-13 aos seus respectivos carbonos
foram obtidas através da analise do espectro bidimensional de correlacdo
heteronuclear *H x **C — HSQC (Figura 124, p. 138) conforme dados da Tabela 26,
(p. 135).

Através da comparacéo do espectro de RMN *3C — BB de BA-3 (Figura
30, p. 65) com o espectro de RMN *3C — BB de BA-13 (Figura 122, p. 137) observou-
se que as diferencas entre ambas estdo nos deslocamentos quimicos
correspondentes aos carbonos 2 e 3; BA-13 apresentou deslocamentos quimicos
dos carbonos anteriormente citados compativeis com um flavonoide da classe dos
flavanonois, diferindo, assim de BA-3 que pertence a classe dos flavonois.

A posicéo da ramnose, que ja fora sugerida pelos espectros de RMN 'H e
RMN *C — BB, foi determinada através da andlise do espectro bidimensional de

correlacdo heteronuclear *H x *C — HMBC (Figura 125, p. 138), que revelou
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correlacdo do hidrogénio anomérico em & 4,06 ao carbono em 6¢ 78,70. A Figura

126 mostra a localizacdo da ramnose na aglicona.

Figura 126 — Correlagéo do hidrogénio anomérico da ramnose com a aglicona
4 06
7870 102 27
| O

Baseados nos dados espectrais apresentados, no conhecimento de

classes de substancias presentes neste género e na comparacdao com os dados
descritos na literatura (HUANG et al., 2011) foi possivel concluir que BA-13 tratava-
se de (2R, 3R)-5,7,3,4'-tetra-hidroxi-3-a-O-ramnose-flavanona, conhecida
usualmente como astilbina, ja descrita anteriormente em Bauhinia aurea (SHANG et

al., 2007) cuja estrutura esta mostrada na Figura 127.

Figura 127 — Estrutura da astilbina

Os dados de RMN 'H e RMN 3C de BA-13, assim como os descritos na
literatura (HUANG et al., 2011) para a astilbina encontram-se descritos na Tabela
26.
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Tabela 26 — Dados espectroscopicos de RMN de BA-13 comparados com dados descritos n a
literatura (HUANG et al., 2011) para astilbina

HSQC HMBC Literatura (CD 3;0OD)
o o “Jen Jen o o
(ppm)  (ppm, multip., J Hz) (ppm) (ppm, multip., J Hz)

C

4 196,09 - H-3 H-2 196,00

5 165,62 - H-6 165,62

7 168,75 - H-8 168,62

9 164,22 - H-8 164,11

10 102,61 - H-3; H-8 102,48

r 129,31 - H-2 H-3

3 146,66 - H-5’ 146,54

4 147,49 - H-2'; H-6° 147,38

CH

2 84,07 5,07; d; 10,7 H-3 H-2'; H-6’ 83,96 5,08; d; 10,8

3 78,70 4,58; d; 10,5 H-2 H-1" 78,56 4,58; d; 10,4

6 97,62 592;d; 2,2 H-8 97,37 5,89; d; 2,0

8 96,40 5,90; d; 2,2 H-6 96,25 5,91; d; 2,0

2 116,46 6,96, s H-2 116,30 6,95; d; 1,6

5’ 115,62 6,81;d; 7,8 115,46 6,85; m

6’ 120,62 6,84;d; 7,8 H-2 120,48 6,85; m

1’ 102,27 4,06; s H-5" 102,14 4,04;d; 1,6

2" 71,90 3,55; s 71,77 4,28; m

3" 72,15 3,66; dd; 3,3; 9,3 H-4" H-1" 72,15 3,67; dd; 3,2; 9,6
4" 73,94 3,31; s H-3" H-6" 73,79 3,53; dd; 1,6; 3,2
5” 70,63 4,25; m H-4" 70,50 3,32;m
CHs

6" 18,00 1,19;d; 5,9 17,85 1,18; d; 6,0




Figura 120 — Espectro de IV de BA-13 (em KBr)
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Figura 122 — Espectro de RMN**C - BB (125 MHz, CD;0D) de BA-13
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Figura 124 — Espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear 'H x °C - HSQC de BA-13
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3.2 Ensaios de atividades biolégicas

3.2.1 Avaliacéo da atividade antioxidante de EERBA e EECBA

Os extratos EERBA e EECBA foram avaliados quanto aos seus potenciais
antioxidantes (item 4. 6. 1, p. 197), apresentando atividades significativas nas
concentracbes de 0,1 mg/mL e 1,0 mg/mL, respectivamente (Tabela 27). Nestes
ensaios, a adicdo de diferentes concentracdes dos extratos EERBA e EECBA na
solu¢édo de DPPH induziu uma réapida diminuicdo na absorbancia e o consumo do
radical foi dependente da concentracdo do extrato adicionado ao meio reacional. E
importante citar que este € o primeiro relato de atividade antioxidante com extratos

em etanol da espécie Bauhinia acuruana.

Tabela 27 — Percentual de reducdo do DPPH e ICs, dos extratos em etanol do caule e raizes de B.
acuruana

Amostra/Conc. 0,001 | 0,005 | 0,01 0,05 0,1 1,0 ICs50 (Mg/mL)
(mg/L)
EECBA 74% 32,8% 681% 880% 993% 99,4%  7,39x10°+1,9x 10"
EERBA 9,1% 485% 91,7% 97,0% 99,5% 99,6%  536x10%+24x10"
Padréo/Conc. 0,001 0,002 0,004 0,005 0,1 1,0 ICso (Mg/mL)
(mg/L)
Trolox 245% 41,8% 51,8% 86,5% 99,8%  99,9% 26x10°+2,3x10"

Vitamina C 3,25% 17,8% 19,0% 19,3% 92,8%  99,8% 43x10%+1,9x107

A literatura relata diversos estudos sobre a atividade antioxidante de
extratos de plantas do género Bauhinia. S&o descritos, portanto, a atividade
antioxidante dos seguintes extratos: etandlico e metandlico das folhas de B.
monandra (ARGOLO et al., 2004), metanolico das cascas do caule de B. racemosa
(KUMAR et al., 2005), aguoso e hidroetandlico das folhas de B. microstachya (DA
SILVA et al., 2007), etandlico do caule de B. guianensis (TAIPE; LA ROSA,
CAYCHO, 2008), etandlico e aquoso das cascas do caule e das raizes de B.
variegata Linn. (RAJANI; PURNIMA, 2009), metandlico e aquoso do caule de B.
purpurea (AVINASH et al.,, 2011) e hidroetandlico das folhas de B. forficata e B.
variegata (SAYAGO et al., 2013).
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A presenca de compostos fendlicos, incluindo os flavonoides na
composicdo desses extratos justifica essa atividade biolégica. Ademais o estudo
quimico dos extratos mencionados possibilitou o isolamento e caracterizacdo de

metabdlitos pertencentes as referidas classes.

3.2.2 Avaliacéo da atividade citotoxica in vitro de BA-5, BA-7, BA-8, BA-9, BA-

10 e BA-11 frente a linhagens de células cancerigen as

As  substancias BA-5  (2-hidroxi-2,3,5-trimetoxibibenzila), BA-7
(pacharina), BA-8 (bauhiniastatina 1), BA-9 [(2R,3S)-2-(3",4’-diidroxifenil)-cromano-
3,7-diol], BA-10 [2R, 3S-2-(3,4-diidroxifenil)-5-metoxicromano-3,7-diol] e BA-11 [2R,
3S-2-(3,4-diidroxifenil)-5-metoxi-6-metilcromano-3,7-diol]  foram  submetidas a
avaliacdo da atividade citotéxica (item 4. 6. 2. 1, p. 198). Somente BA-5 (2-hidréxi-
2,3,5-trimetoxibibenzila), BA-7 (pacharina) e BA-8 (bauhiniastatina 1) apresentaram

atividade citotoxica significativa, de acordo com a Tabela 28.

Tabela 28 — Concentracao inibitoria 50% (Clsg) e intervalo de confianga (IC) das amostras testadas
em HCT116 (carcinoma de célon), SF295 (glioblastoma), OVCAR (carcinoma de ovario), MCF-7
(carcinoma de mama), NCIH292 (carcinoma de pulm&o) e HL60 (leucemia promielocitica)

Amostras HCT116 SF295 OVCAR MCF-7 NCIH292 HL60

Clgo pg/mL (IC)

6,9 10,9 11,7 16,6 5,6
BA-5 >25
57-82 7,8-15,0 7,4-18,5 10,2 -27,2 4,5-6,9
5,2 3,9 6,3 5,4 3,0 2,2
BA-7
4,4-6,2 2,9-5,3 5,0-8,2 4,0-7,2 2,6-3,4 2.0-2.4
7,3 6,0 6,5 6,2 3,1 2,9
BA-8
6,4-8,2 3,5-10,5 5,3-7,9 4,1-9,3 2,7-3,6 2,2-3,7
BA-9 nt nt nt >25 >25 nt
BA-10 >25 >25 >25 >25 >25 nt
BA-11 >25 >25 >25 >25 >25 nt

Conforme citado anteriormente, BA-5, isolado do extrato etandlico das

raizes de Bauhinia acuruana, € um composto pertencente a classe dos bibenzis que
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esta sendo descrito pela primeira vez na literatura. Diversas atividades biologicas
sdo atribuidas aos bibenzis e dentre elas a atividade citotoxica (DU et al., 2014,
XIAO-KU et al., 2013; FA-WU et al., 2013; YANG et al., 2013; THANAWUTH,;
BOOCHOQO; KITTISAK, 2012; ISMIARNI et al., 2011; YUELONG et al., 2011; CHAO-
FENG et al., 2008). E valido salientar que bibenzis com atividade citotdxica também
foram isolados e caracterizados de espécies do género Bauhinia (KITTAKOOP et al.,
2000; APISANTIYAKOM et al., 2004; BOOPHONG et al., 2007). Estes registros e 0s
anteriores confirmam a acao citotdxica de BA-5.

BA-7 e BA-8, derivados oxepinicos isolados do extrato etandlico das
raizes de B. acuruana ja foram avaliados quanto a sua acado citotoxica sobre as
linhagens P388 (células leucémicas de rato), BXPC-3 (células de céancer de
pancreas humano), MCF-7 (células de carcinoma de mama humana), SF268
(células de cancer de sistema nervoso central humano), NCI-H460 (células de
carcinoma de pulm&o humano), KM20L2 (células de carcinoma de célon humano) e
DU-145 (células de cancer de préstata humana) e apresentaram resultados
satisfatorios (PETTIT et al., 2006).

3.2.3 Avaliacéo da atividade larvicida de BA-7 sobr e Aedes aegypti

Sabendo-se que a utilizacdo de compostos naturais e de seus derivados
sintéticos tem sido largamente empregada como inseticidas e/ou larvicidas, decidiu-
se avaliar a atividade de BA-7 (pacharina) sobre larvas de terceiro estadio de Aedes
aegypti. BA-7 (pacharina) apresentou um valor de ClLsg igual a 78,9 £ 1,8 pug/mL
(GOIS et al.,, 2013). Este resultado € considerado satisfatorio, uma vez que de
acordo com a literatura, amostras apresentando valores de CLsp menores do que
100 pg/mL podem ser consideradas ativas e constituem bons agentes larvicidas
(CHENG et al., 2003). Esse estudo, portanto, tem carater inédito no que se refere a
utilizacdo de um metabdlito secundario isolado de uma espécie do género Bauhinia
com atividade larvicida sobre Aedes aegypti, além de contribuir para estudos
posteriores, no sentido de isolar e caracterizar outros compostos pertencentes a
mesma classe de pacharina ou a outras classes de metabdlitos secundarios e

avalia-los quanto ao seu potencial larvicida.
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Relacionado ao género Bauhinia, a literatura registra a composicao e a
atividade larvicida sobre Aedes aegypti do 6leo essencial das folhas de B. acuruana
(GOIS et al., 2011).



PARTE EXPERIMENTAL
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Material vegetal

Foram realizadas duas diferentes coletas do material botanico no
municipio de Tiangua-CE. A primeira coleta foi realizada em 8 de maio de 2008 pelo
Professor Manoel Andrade Neto, enquanto a segunda coleta ocorreu em 4 de junho
de 2011 pelo aluno de doutorado em Quimica Roberto Wagner da Silva Gois. A
identificacdo botanica da espécie em ambas as coletas foi realizada pelo Professor
Edson Pereira Nunes do Departamento de Biologia da Universidade Federal do
Ceard. As exsicatas encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra da

Universidade Federal do Ceara sob os nUmeros 42405 e 049268.
4.2 Métodos analiticos
4.2.1 Métodos cromatograficos

Para as cromatografias de adsor¢cdo em coluna foram utilizados gel de
silica 60 (® mm 0,063-0,200) e gel de silica (® um 35-70) para cromatografia flash,
ambas da Vetec®; para a cromatografia de exclusdo molecular utilizou-se Sephadex
LH-20. As analises cromatograficas em camada delgada foram efetuadas em gel de
silica G60 da Vetec® sobre suporte de vidro e em gel de silica 60 F,s4 sobre aluminio
da Silicycle®. As revelacdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram
realizadas atraves da exposicdo das mesmas a irradiacdo ultravioleta (UV) em dois
comprimentos de onda (254 e 365 nm), emitidos por lampada modelo VL-4. LC da
Vilber Loumart e/ou por imersdo em solucdo de vanilina (CgHgO3) 59/100 mL de
acido 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 adsorcdo em coluna sob média pressao (flash)
utilizou-se um sistema adaptado com bomba compressora do fabricante NS Industria
de Aparelhos Médicos Ltda.

Foram utilizados solventes de qualidade PA (Synth) tais como hexano,
diclorometano, éter etilico, acetato de etila, acetona e metanol, de forma isocratica
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ou em misturas, em ordem crescente de polaridade. A remoc¢éo dos solventes dos
extratos e das fracdes resultantes das cromatografias foi realizada em evaporador

rotatério BUCHI Rotavapor R-3, sob pressio reduzida.
4.2.1.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (C  LAE)

A cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em
equipamento da marca SHIMADZU, constituido por trés bombas de alta pressao,
modelo LC-20AT SHIMADZU® e um detector SHIMADZU® SPD-M20A. Nas
separacbes foram wusadas uma coluna semi-preparativa de fase reversa
PHENOMENEX® RP-18 (250 x 10 mm, 5 ym). Foram empregados solventes de grau
CLAE [MeOH, e H,O (MILLI-Q®)] que foram filtrados através de membranas de nylon
com poros de 0,45 pym (Phenomex®). As amostras foram dissolvidas nas fases
moveis empregadas em cada analise e filtradas em membranas com poros de 0,45
um (Waters®).

4.2.3 Métodos fisicos de analise organica

As analises de espectroscopia na regidao do infravermelho (IV) e
espectrometria de massas de alta resolucdo (EMS) foram realizadas nos
equipamentos do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade
Federal do Ceara.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) das substancias
isoladas foram obtidos em aparelhos pertencentes ao CENAUREMN (Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear), do

Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.
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4.2.3.1 Espectroscopia de absorcdo na regidao do infraverm  elho

Estes espectros foram obtidos em espectrobmetro Perkin Elmer, modelo
FT-IR Espectrum 1000, utilizando pastilhas de brometo de potassio para analise das

amostras.
4.2.3.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuc  lear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)
e de carbono-13 (RMN *3C) uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrémetros
Bruker, modelos Avance DRX-500 e DPX-300, operando nas frequéncias de 500
MHz e 300 MHz para hidrogénio, e de 125 MHz e 75 MHz para carbono-13,
respectivamente.

Os solventes utilizados na dissolucdo das amostras foram cloroférmio
deuterado, metanol deuterado e piridina deuterada. Os deslocamentos quimicos (0)
foram expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados nos espectros de RMN
'H pelos picos dos hidrogénios pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas
®n 7,27), (64 3,31) e (On 8,74; 7,58; 7,22), respectivamente. Nos espectros de
carbono-13, os deslocamentos quimicos (8) foram referenciados pelos picos de
carbono-13 (d¢, 77,0), (&c, 49,2) e (d¢, 150,35; 135,91, 123,87).

As multiplicidades das absor¢des foram indicadas segundo a convencao:
singleto (s), singleto largo (sl), dubleto (d), duplo dubleto (dd) e duplo tripleto (dt).

O padrdo de hidrogenacdo dos carbonos foi determinado através da
utilizacdo da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer),
com angulo de nutacédo de 135° (CH e CH3 com amplitude em oposicdo aos CHy).
Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo dos sinais

espectrais observados no espectro BB (Broad Band).
4.2.3.3 Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos por ionizagao
por electrospray (ESI) em espectrometro de massas modelo LCMS-IT-TOF (225-
07100-34)-SHIMADZU®, pertencente ao Laboratério de Espectrometria de Massas
do Nordeste (LEMANOR-DQOI/UFC).
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4.2.3.4 Ponto de fusdo

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram determinados em
equipamentos de microdeterminacdo digital da Metler Toledo® com placa
aguecedora FP82HT e uma central de processamento FP90. As determinagdes
foram realizadas a uma velocidade de aquecimento de 2 °C/min e nio foram

corrigidas.

4.2.3.5 Rotacao Optica especifica

As rotacdes Opticas foram determinadas em um polarimetro Perkin Elmer
modelo P-2000 do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade
Federal do Ceara. As medidas foram expressas utilizando a notacao [a]'p onde “D” é
a raia D da luz monocromatica de sodio de comprimento de onda iguala589 nme T
é a temperatura, em °C, na qual foi realizada a medida. Para dissolucdo das

amostras utilizou-se cloroférmio (CHCI3) e metanol (CH3OH).

4.3 Estudo dos constituintes fixos de ~ Bauhinia acuruana Moric . (1% coleta)

As folhas de B. acuruana (0,903 Kg) procedentes da primeira coleta foram
secas a temperatura ambiente e posteriormente trituradas e em seguida, foram
submetidas a extracao a frio, com hexano, em seguida com acetato de etila e com
metanol (Fluxograma 1). No processo de extracdo foram utilizados 5 L de cada um
dos solventes citados, durante um periodo de trés dias. ApGs sucessivas extracdes
com os solventes citados, os extratos obtidos foram concentrados por destilagdo sob
pressao reduzida, resultando na obtencédo de 21,0 g de extrato em hexano (EHFBA),
29,0 g de extrato em acetato de etila (EAFBA) e 108,0 g de extrato em metanol
(EMFBA).
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Fluxograma 1 — Obtencéo dos extratos das folhas de B. acuruana

Folhas (0,903 Kg)

1. Secagem
Extracdo com hexano
3. Evaporacéo do solvente sob presséo

n

[ EHFBA (21 g) ] Torta

4. Extracdo com acetato de etila
5. Evaporacao do solvente sob presséo reduzida

[ Torta ] [ EAFBA (29 g)

6. Extracdo com metanol
7. Evaporacao do solvente sob pressédo reduzida

EMFBA (108 g) Torta
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4.3.1 Fracionamento cromatogréafico de EHFBA

Uma fracdo do extrato EHFBA (16 g) foi submetido a uma coluna filtrante
sob presséao reduzida, utilizando-se 217 g de gel de silica, em uma coluna (L = 6,2
cm e ® = 8,0 cm). Foram utilizados hexano, diclorometano, acetato de etila e
metanol puros, como eluentes. As fracdes (1000 mL) tiveram seus solventes

evaporados sob presséao reduzida, resultando nas fracbes mostradas na Tabela 29.

Tabela 29 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA

FRACOES ELUENTE
1 Hexano
2 Diclorometano
3 Acetato de etila
4 Metanol

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracdes

foram reunidas de acordo com a Tabela 30.

Tabela 30 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1 9,2676 57,92
2 4,2833 26,77
3 0,9458 5,91
4 0,1294 0,81
TOTAL 14,6261 91,41

4.3.1.2 Fracionamento cromatografico de EHFBA (1)

A fracdo EHFBA (1) (9,2676 g) obtida do fracionamento cromatografico de
EHFBA descrito no item 4. 3. 1 (p.148) foi submetida a uma coluna cromatografica (L
=27,3cme ® = 6,4 cm) de gel de silica (505 g), eluida com hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade de acordo com os

dados descritos na Tabela 31. Foram coletadas fragoes de 10 mL
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Tabela 31 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (1)

FRACOES ELUENTE
lal8 Hexano

19a27 Hexano : Diclorometano (90 : 10)

28 a 38 Hexano : Diclorometano (80 : 20)

39a48 Hexano : Diclorometano (70 : 30)

49 a 63 Hexano : Diclorometano (50 : 50)

64 a78 Diclorometano

79 a 92 Diclorometano : Acetato de etila (80 : 20)
93 a 109 Diclorometano : Acetato de etila (70 : 30)
110 a 117 Diclorometano : Acetato de etila (50 : 50)
118 a 120 Acetato de etila

121 a 128 Metanol

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 32.

Tabela 32 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (1)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a22 0,0000 0,00
23a34 0,0616 0,67
35a 45 0,0549 0,59
46 a 58 2,8768 31,04
59 a 67 0,2589 2,79
68 a 75 0,1658 1,79
76 a 88 0,3214 3,47
89 a 105 0,1200 1,30
106 a 118 0,1450 1,57
119 a 127 1,1864 12,80
128 0,1621 1,75

TOTAL 5,3529 57,77




150

4.3.1.3 Fracionamento cromatografico de EHFBA (1) ( 46 a 58)

A fracdo EHFBA (1) (46 a 58) (2,8768 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EHFBA (1) descrito no item 4. 3. 1. 2 (p. 148) foi submetida a uma
coluna cromatogréfica (L = 23,2 cm e ® = 5,5 cm) de gel de silica (315 g), eluida
com hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em ordem crescente de

polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 33.

Tabela 33 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (1) (46 a 58)

FRACOES ELUENTE

l1al0 Hexano

11 a 45 Hexano : Diclorometano (90 : 10)

46 a 85 Hexano : Diclorometano (80 : 20)

86 a 104 Hexano : Diclorometano (70 : 30)
105a 138 Hexano : Diclorometano (50 : 50)
139 a 161 Hexano : Diclorometano (40 : 60)
162 a 172 Hexano : Diclorometano (30 : 70)
173 a191 Hexano : Diclorometano (20 : 80)
192 a 210 Diclorometano

211a221 Diclorometano : Acetato de etila (90 : 10)
222 a 232 Diclorometano : Acetato de etila (80 : 20)
233 a 243 Diclorometano : Acetato de etila (70 : 30)
244 a 263 Diclorometano : Acetato de etila (50 : 50)
264 a 277 Acetato de etila

278 Metanol

ApoOs andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fragdes (10

mL) foram reunidas de acordo com a Tabela 34 (p. 151).
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Tabela 34 — Dados referentes ao fracionamento de EHFBA (1) (46 a 58)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
la7 0,0146 0,51
8a1l3 0,0180 0,63

14a21 0,0514 1,79

22 a 57 0,3701 12,87

58 a 66 0,3364 11,69

67 a 183 1,5164 52,71
184 a 278 0,2547 8,85
TOTAL 2,5616 89,05

4.3.1.4 Fracionamento cromatografico de EHFBA (1) ( 46 a 58)(67 a 183)

A fragdo EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183) (1,5164 g) resultante do
fracionamento cromatografico de EHFBA (1) (46 a 58) descrito no item 4. 3. 1. 3 (p.
150) foi submetida a uma coluna cromatografica (L = 23,0 cm e ® = 5,5 cm) de gel
de silica (205 g), eluida com hexano e acetato de etila em ordem crescente de

polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 35.

Tabela 35 — Dados referentes ao fracionamento de EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183)

FRACOES ELUENTE
1a33 Hexano
34 a 190 Hexano : Acetato de etila (98 : 2)
191 a 201 Hexano : Acetato de etila (95 : 5)
202 a 249 Hexano : Acetato de etila (95 : 10)
250 Acetato de etila

Apbs andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fragfes foram

reunidas de acordo com a Tabela 36 (p. 152).
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Tabela 36 — Dados referentes ao fracionamento de EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a67 0,0137 0,90
68 a 94 0,0031 0,20
95 a 110 0,0590 3,89
111 a 128 0,0406 2,68
129 a 140 0,0158 1,04
141 a 175 0,2795 18,43
176 a 222 0,4135 27,27
223 a 239 0,1651 10,89
240 a 249 0,0305 2,01
250 0,1945 12,83
TOTAL 1,2153 80,14

4.3.1.5 Fracionamento cromatografico de EHFBA (1) ( 46 a 58) (67 a 183)(141 a
175)

A fracdo EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183) (141 a 175) (0,2795 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183) descrito no item 4.
3. 1. 4 (p. 151) foi submetida a uma coluna cromatografica (L = 12,0 cme ® = 2,0
cm) de gel de silica (112 g), eluida com hexano e acetato de etila em ordem

crescente de polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 37.

Tabela 37 — Dados referentes ao fracionamento de EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183) (141 a 175)

FRACOES ELUENTE
1a37 Hexano
38a413 Hexano : Acetato de etila (99 : 1)
414 a 417 Acetato de etila

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fragcbes
foram reunidas de acordo com a Tabela 38.
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Tabela 38 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183)
(141 a 175)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a89 0,0000 0,00
90 a 108 0,0221 7,91
109 a 185 0,0530 18,96
186 a 242 0,0395 14,13
243 a 370 0,0128 4,58
371 a 413 0,0083 2,97
414 a 417 0,0042 1,50
TOTAL 0,1399 50,05

4.3.1.6 Fracionamento cromatografico de EHFBA (1) ( 46 a 58) (67 a 183)(141 a
175) (186 a 242) e isolamento de BA-1

A fracdo EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183) (141 a 175) (186 a 242) (0,0395
g) obtida do fracionamento cromatografico de EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183) (141 a
175) descrito no item 4. 3. 1. 5 (p. 152) foi submetida a uma coluna cromatogréfica (L
=320cme ® = 15 cm) em resina sephadex LH-20, eluida com cloroférmio :
metanol (50 : 50), sendo obtidas 33 fracdes.

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 39. As fragOes de 1 a 18 foram descartadas por auséncia de material e a
fracdo 28 a 33 apresentou 13,6 mg de um liquido incolor, solivel em cloroférmio,
que foi denominado BA-1. O Fluxograma 2 (p. 154) mostra as etapas envolvidas no

isolamento de BA-1.

Tabela 39 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico de EHFBA (1) (46 a 58) (67 a 183)
(141 a 175) (186 a 242)

FRACOES MASSA (9) RENDIMENTO (%)
1al8 0,0000 0,00
19a22 0,0060 15,19
23 a24 0,0030 7,59
25a27 0,0120 30,38
28 a 33 0,0136 34,43

TOTAL 0,0346 87.59
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Fluxograma 2 — Fracionamento cromatografico de EHFBA (1) e isolamento de BA-1

EHFBA
(16,0 9)

Coluna cromatografica

Demais fracbes EHFBA (1)

Coluna cromatografica

EHFBA (1) (46 a 58) Demais fragBes

Coluna cromatografica

Demais fragGes EHFBA (1) (46 a 58) (67 a
183)

Coluna cromatografica

EHFBA (1) (46 a 58) (67 a Demais fragdes
183)(141 a 175)

Coluna cromatografica

Demais fracBes EHFBA (1) (46-58) (67-
183) (141-175)(186-242)

Coluna em sephadex LH-20

BA-1 Demais fracbes
(13,6 mg)
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4.3.2 Fracionamento cromatogréafico de EHFBA (2)

A fracdo EHFBA (2) (4,2833 g) obtida do fracionamento cromatografico de

EHFBA descrito no item 4. 3. 1 (p. 148) foi submetida a uma coluna cromatografica

(L =180 cm e & = 50 cm) em gel de silica (257 g), eluida com hexano,

diclorometano, acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade de

acordo com os dados descritos na Tabela 40.

Tabela 40 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EHFBA (2)

FRACOES ELUENTE

lab Hexano

6al3 Hexano : Diclorometano (75 : 25)
14a18 Hexano : Diclorometano (50 : 50)
19a23 Diclorometano
24 a 26 Diclorometano : Acetato de etila (75 : 25)
27a30 Diclorometano : Acetato de etila (50 : 50)
31a32 Acetato de etila
33a34 Acetato de etila : metanol (50 : 50)

35 Metanol

Apoés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel

verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na

Tabela 41.

Tabela 41 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EHFBA (2)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1 0,0000 0,00
2a4 0,0244 0,57
5a16 0,2063 4,82
17 a18 0,3141 7,33
19a 22 0,9389 21,92
23a25 0,3582 8,36
26 a 31 0,1856 4,33
32a35 0,0751 1,75
TOTAL 2,1026 49,08
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4.3.2.1 Fracionamento cromatogréafico de EHFBA (2) (19 a 22)

A fracdo EHFBA (2) (19 a 22) (0,9389 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EHFBA (2) descrito no item 4. 3. 2 (p. 155) foi submetida a uma
coluna cromatografica (L = 7,0 cm e ® = 4,0 cm) em sephadex LH 20, eluida com
metanol, sendo obtidas 50 fracdes.

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracdes

foram reunidas de acordo com a Tabela 42.

Tabela 42 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
la7 0,0000 0,00
8ail3 0,2245 23,91
14 a 27 0,2517 26,81
28 a 50 0,3733 39,76
TOTAL 0,8495 90,48

4.3.2.2 Fracionamento cromatogréafico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27)

A fracdo EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (0,2517 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) descrito no item 4. 3. 2. 1 (p.
156) foi submetida a uma coluna cromatogréafica (L = 7,0 cm e ® = 4,0 cm) em
sephadex LH 20, eluida com metanol sendo obtidas 41 fragdes.

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracdes

foram reunidas de acordo com a Tabela 43.

Tabela 43 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1 0,0000 0,00
2a6 0,0085 3,38
7al4 0,0134 5,32
15a 22 0,2064 82,00
23a32 0,0171 6,79
33a41 0,0052 2,07

TOTAL 0,2506 99,56
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4.3.2.3 Fracionamento cromatogréafico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15 a 22)

A fracdo EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15 a 22) (0,2064 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) descrito no item 4.
3. 2. 2 (p. 156) foi submetida a uma coluna cromatogréfica (L = 18,0 cme ® = 2,0
cm) sob média pressao, utilizando-se 40,21 g de gel de silica como adsorvente e
hexano e acetato de etila como eluentes, conforme os dados mostrados na Tabela
44,

Tabela 44 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15
a 22)

FRACOES ELUENTE
1a105 Hexano : Acetato de etila (80 : 20)
106 Hexano : Acetato de etila (50 : 50)
107 Acetato de etila

Apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracdes

foram reunidas de acordo com a Tabela 45 .

Tabela 45 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15
a 22)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a47 0,0000 0,00
48 a 52 0,0156 7,56
53 a 55 0,0702 34,01
56 a 63 0,0183 8,87
64 a 107 0,0303 14,68
TOTAL 0,1344 65,12

4.3.2.4 Fracionamento cromatografico de EHFBA (2) ( 19 a 22) (14 a 27) (15 a
22)(48 a 52)

A fracdo EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15 a 22) (48 a 52) (0,0156 g)
obtida do fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15 a 22)
descrito no item 4. 3. 2. 3 foi submetida a uma coluna cromatografica (L = 28,5 cm e
® = 1,5 cm) sob média presséo, utilizando-se 18,0 g de gel de silica, eluida com
hexano e acetato de etila (80 : 20), resultando em 133 fracbes que apds analise por
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cromatografia em camada delgada foram reunidas de acordo com os dados da
Tabela 46.

Tabela 46 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15
a 22) (48 a 52)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)

1a39 0,0000 0,00

40 a 44 0,0032 20,51

45 a 50 0,0046 29,49

51 a54 0,0021 13,46

55 a 62 0,0026 16,67
63 a 133 0,0030 19,23
TOTAL 0,0155 99,36

4.3.2.5 Fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15 a 22)
(48 a52) (40 a 62) e isolamento de BA-2

A fragcdo EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15 a 22) (48 a 52) (40 a 62)
obtida do fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15 a 22)
(48 a 52) (0,0125 g) descrito no item 4. 3. 2. 4 (p. 157) foi submetida a uma coluna
cromatografica (L = 26 cm e ® = 0,9 cm) sob média presséao, utilizando-se 7,6 g de
gel de silica, eluida com hexano e acetato de etila (80 : 20), resultando em 62
fracbes que apods analise por cromatografia em camada delgada foram reunidas de

acordo com os dados da Tabela 47.

Tabela 47 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) (15
a22) (48 a 52) (40 a 62)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
lal2 0,0000 0,00
13a24 0,0077 61,60
25 a 62 0,0042 33,60
TOTAL 0,0119 95,20

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 46. As fragbes de 1 a 12 foram descartadas por auséncia de material e a

fracdo 13 a 24 apresentou 7,7 mg de um liquido incolor, solivel em cloroférmio, que
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foi denominado BA-2. As etapas do isolamento de BA-2 estdo mostradas no

fluxograma 3 (p. 160).



Fluxograma 3 — Fracionamento cromatografico de EHFBA (2) e isolamento de BA-2 continua

[ EHFBA (16,0 g) ]

Coluna cromatografica

[EHFBA (1) ] [EHFBA @) ][ EHFBA (3) ][ EHFBA (4) ]

Coluna cromatografica

Outras fracdes EHFBA (2) (19 a
22)
Coluna cromatografica
EHFBA (2) (19 a [ Outras fracbes ]
22) (14 a 27)

Coluna cromatogréfica

[ Outras fracdes ] [ EHFBA (2) (19 a 22) (14 ]
a27) (15 a 22)

[ EHFBA (2) (19 a 22) (14 ] [ Outras fracBes ]

Coluna cromatografica

a 27) (15 a 22) (48 a 52)

Coluna cromatogréfica

EHFBA (2) (19 a 22) (14 Outras fracdes
a27) (15a22) (48 a52)

160
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Fluxograma 3 — Fracionamento cromatografico de EHFBA (2) e isolamento de BA-2 concluséo

EHFBA (2) (19 a 22) (14
a27) (15 a 22) (48 a 52)

Coluna cromatografica

(15a22) (48 a52) (40 a 62)

[ EHFBA (2) (19 a 22) (14 a 27) ] [ Outras fracdes ]

Coluna cromatografica

[ Outras fragdes ] [ BA-2 (7,7 mg) ]
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4.3.3 Fracionamento cromatografico de EAFBA

O extrato EAFBA (29,0 g) foi submetido a cromatografia em coluna,
utilizando 600,0 g de gel de silica, em uma coluna (L = 15,5 cm e ® = 9,3 cm).
Foram utilizados hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol em ordem
crescente de polaridade. As fragdes obtidas tiveram seus solventes evaporados sob

presséao reduzida, resultando nas fracbes mostradas na Tabela 48.

Tabela 48 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA

FRACOES ELUENTE
laz2 Hexano
3a6 Hexano : Diclorometano (50 : 50)
7all Diclorometano
11a19 Diclorometano : Acetato de etila (50 : 50)
20a 22 Acetato de etila
23a24 Metanol

Apés andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), as fracbes
foram reunidas de acordo com a Tabela 49.

Tabela 49 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)

1a3 0,0000 0,00
4a7 1,7630 6,08
8ail5 1,0861 3,75
16 a 19 3,7597 12,96
20 a 21 3,2876 11,34
22 0,6308 2,18

23 13,5700 46,79

24 0,0877 0,30

TOTAL 24,1849 83,40
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4.3.3.1 Fracionamento cromatografico de EAFBA (23)

A fracdo EAFBA (23) (13,5700 g) obtida do fracionamento cromatografico
de EAFBA descrito no item 4. 3. 3 (p. 162) foi submetida a uma coluna
cromatografica (L = 16,0 cm e ® = 5,0 cm) de gel de silica, utilizando 232,0 g de gel
de silica, eluida com hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e metanol em

ordem crescente de polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 50.

Tabela 50 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23)

FRACOES ELUENTE
laz2 Hexano
3a4 Hexano : Diclorometano (50 : 50)
5 Diclorometano

6all Diclorometano : Acetato de etila (75 : 25)
12a13 Diclorometano : Acetato de etila (50 : 50)
14a 15 Acetato de etila
16 a 17 Acetato de etila : Acetona (75 : 25)
18a19 Acetato de etila : Acetona (50 : 50)
20a21 Acetona
22 a?28 Acetona : Metanol (50 : 50)
29a31 Metanol

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracfes

foram reunidas de acordo com a Tabela 51.

Tabela 51 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)

1a6 0,0000 0,00
7a16 0,6231 4,59
17 a18 0,3112 2,29
19a20 0,3042 2,24
21a22 0,2254 1,66
23 0,1625 1,20

24 a 26 1,0316 7,60
27a31 0,1584 1,18

TOTAL 2,8164 20,76
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4.3.3.2 Fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18)

A fracdo EAFBA (23) (17 a 18) (0,3112 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EAFBA (23) descrito no item 4. 3. 3. 1 (p. 163) foi submetida a
uma coluna cromatografica (L = 17,0 cm e ® = 2,0 cm) de gel de silica (36,46 g),
eluida com diclorometano e metanol em ordem crescente de polaridade de acordo

com os dados descritos na Tabela 52.

Tabela 52 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18)

FRACOES ELUENTE
la6b Diclorometano : Metanol (90 : 10)
66 a 76 Diclorometano : Metanol (80 : 20)
77 a 86 Diclorometano : Metanol (70 : 30)
87 a94 Diclorometano : Metanol (50 : 50)
95 a 109 Metanol

Apés andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), as fragcbes
foram reunidas de acordo com a Tabela 53.

Tabela 53 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
l1ab 0,0000 0,00
6a50 0,0234 7,52
51 a 80 0,2439 78,37
81 a 89 0,0052 1,67
90 a 109 0,0148 4,76
TOTAL 0,2873 92,32

4.3.3.3 Fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18) (51 a 80)

A fracdo EAFBA (23) (17 a 18) (51 a 80) (0,2439 @) obtida do
fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18) descrito no item 4. 3. 3. 2 foi
submetida a uma coluna cromatografica (L = 14,0 cm e @ = 2,0 cm) de gel de silica
(27,0 g), eluida com diclorometano e metanol em ordem crescente de polaridade de
acordo com os dados descritos na Tabela 54.



165

Tabela 54 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18) (51 a 80)

FRACOES ELUENTE
labs7 Diclorometano : Metanol (97 : 3)
58a 75 Diclorometano : Metanol (95 : 5)
76 a 89 Diclorometano : Metanol (90 : 10)
90 a 104 Diclorometano : Metanol (85 : 15)
105 a 141 Diclorometano : Metanol (70 : 30)
142 Metanol

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracfes

foram reunidas de acordo com a Tabela 55.

Tabela 55 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18) (51 a 80)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a55 0,0000 0,00
56 a 75 0,1050 43,05
76 a 95 0,0200 8,20
96 a 118 0,0300 12,30
119 a 141 0,0120 4,92
142 0,0149 6,10
TOTAL 0,1819 74,57

4.3.3.4 Fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18) (51 a 80) (96 a
118) e isolamento de BA-3

A fragdo EAFBA (23) (17 a 18) (51 a 80) (96 a 118) (0,0300 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18) (51 a 80) descrito no item 4.
3. .3 (p. 164) foi submetida a uma coluna cromatografica (L = 17,0 cme ® =2,0 cm)
em sephadex LH-20, eluida com metanol, sendo obtido um total de 43 fracdes.

Apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracdes

foram reunidas de acordo com a Tabela 56.
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Tabela 56 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (17 a 18) (51 a 80)
(96 a 118)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a26 0,0000 0,00
27 a 28 0,0032 10,68
29 a 35 0,0071 23,68
36 a 43 0,0180 60,00
TOTAL 0,0283 94,33

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatografico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 56. As fragBes 29 a 35 apresentaram 7,1 mg de um solido de coloracdo
amarela, soluvel em metanol, que foi denominado BA-3. As etapas do isolamento de

BA-3 estdo mostrados no Fluxograma 4 (p. 167).
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Fluxograma 4 — Fracionamento cromatografico de EAFBA e isolamento de BA-3

EAFBA
(29,009)

Coluna cromatografica

Demais fracées EAFBA (23)

Coluna cromatografica

Coluna cromatografica

EAFBA (23) (17 a 18) Demais fragtes

Coluna cromatografica

Demais fracbes EAFBA (23) (17 a 18) (51
a 80)

Coluna cromatografica

EAFBA (23) (17 a 18) (51 Demais fragGes
a 80) (96 a 118)

Coluna cromatogréfica

BA-3 Demais fracbes
(7,1 mqg)
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4.3.4 Fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (1 9 a 20)

A fracdo EAFBA (23) (19 a 20) (0,3042 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EAFBA (23) descrito no item 4. 3. 3. 1 (p. 163) foi submetida a
uma coluna cromatogréfica (L = 27,5 cm e ® = 2,0 cm) em gel de silica (21,29 g),
eluida com diclorometano e metanol em mistura binaria de acordo com os dados

descritos na Tabela 57.

Tabela 57 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20)

FRACOES ELUENTE
la71 Diclorometano : Metanol (90 : 10)
72a131 Diclorometano : Metanol (85 : 15)
132 a 161 Diclorometano : Metanol (80 : 20)
162 a 193 Diclorometano : Metanol (70 : 30)
194 a 208 Diclorometano : Metanol (50 : 50)

209 a 216 Metanol

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracbes
foram reunidas de acordo com a Tabela 58.

Tabela 58 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a24 0,0000 0,00
25 a 40 0,0005 0,16
41 a 44 0,0032 1,05
45 a 55 0,0637 20,94
56 a 59 0,0022 0,72
60 a 80 0,1320 43,39
81 a 88 0,0028 0,92
89 a 95 0,0154 5,06
96 a 124 0,0028 0,92
125 a 140 0,0027 0,89
141 a 216 0,0720 23,67

TOTAL 0,2973 97,72
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4.3.4.1 Fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55)

A fracdo EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55) (0,0637 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55) descrito no item 4.
3. 4 (p. 168) foi submetida a uma coluna cromatografica (L = 18,0cme ® = 1,5 cm)
em sephadex LH-20, eluida com diclorometano e metanol (80 : 20), obtendo-se 57
fracOes.

Apés andlise por cromatografia em camada delgada (CCD), as fragcbes
foram reunidas de acordo com a Tabela 59.

Tabela 59 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
la7 0,0000 0,00
8a27 0,0602 94,51
28 a 43 0,0015 2,35
44 a 57 0,0001 0,16
TOTAL 0,0618 97,02

4.3.4.2 Fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55) (8 a 27)
e isolamento de BA-4

A fracdo EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55) (8 a 27) (0,0602 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55) descrito no item 4.
3. 4. 1 foi submetida a uma coluna cromatografica (L= 46,0 cme ® = 1,5 cm) em gel
de silica (6,21 g), eluida com acetato de etila e metanol em ordem crescente de

polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 60.

Tabela 60 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55) (8
a 27)

FRACOES ELUENTE
la67 Acetato de etila : Metanol (95 : 5)
68 a 108 Acetato de etila : Metanol (90 : 10)
109 a 123 Acetato de etila : Metanol (80 : 20)

Apoés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel

verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
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Tabela 61. As fragbes de 1 a 36 foram descartadas por auséncia de material e a
fracdo reunida 37 a 50 apresentou 9,5 mg de um liquido incolor, solavel em piridina,
sendo denominado BA-4. As etapas envolvidas no isolamento deste metabolito

secundario estdo mostradas no Fluxograma 5 (p. 171).

Tabela 61 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EAFBA (23) (19 a 20) (45 a 55) (8
a 27)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a36 0,0000 0,00
37 a 50 0,0095 15,78
51 a 83 0,0056 9,30
84 a 123 0,0044 7,31

TOTAL 0,0195 32,39
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Fluxograma 5 — Fracionamento cromatografico de EAFBA e isolamento de BA-4

EAFBA (29,0 g)

Coluna cromatografica

Demais fracbes EAFBA (23)

Coluna cromatografica

EAFBA (23) (19 a 20) Demais fragdes

Coluna cromatografica

EAFBA (23) (19 a 20) (45 Demais fracdes
a 55)

Coluna cromatografica

Demais fracbes EAFBA (23) (19 a 20) (45
a 55) (8 a 27)

Coluna cromatogréfica

BA-4 (9,5 mg) Demais fragdes
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4.4 Estudo dos constituintes fixos das raizes de Bauhinia acuruana (2% coleta)

As raizes de B. acuruana (2,122 Kg), procedentes da segunda coleta,
foram secas a temperatura ambiente, posteriormente trituradas, e em seguida
submetidas a extracdo a frio com etanol num periodo de trés dias. ApGs extracdo
exaustiva com o solvente citado, o extrato obtido foi concentrado por destilacdo sob
presséao reduzida, resultando na obtencéo de 102,6 g do extrato, que foi denominado

EERBA.
4.4.1 Fracionamento cromatografico de EERBA
O extrato EERBA (102,6 g) foi submetido a uma coluna cromatogréfica (L
= 17,0 cm e ® = 9,5 cm) utilizando 830 g de gel de silica. Foram utilizados hexano,
diclorometano, éter etilico, acetato de etila e metanol em ordem crescente de

polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 62.

Tabela 62 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EERBA

FRACOES ELUENTE
la?2 Hexano
3alo Hexano : Diclorometano (50 : 50)
11a13 Diclorometano
14 a 30 Eter etilico
31a35 Eter etilico : Acetato de etila (50 : 50)
36 a 48 Acetato de etila
49 a 52 Acetato de etila : Metanol
53 a 56 Metanol

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracfes

foram reunidas de acordo com a Tabela 63.
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Tabela 63 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EERBA

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
la2 0,0755 0,07
3a6 0,5245 0,51
7a13 1,0831 1,06

14a15 0,3869 0,38
16 a 18 0,7911 0,77
19a21 1,4706 1,43
22 a 24 6,4500 6,29
25 a 40 0,8875 0,87
41 a 46 2,2278 2,17
47 a 52 7,3979 7,21
53 a 56 47,2090 46,01
TOTAL 68,5039 66,77

4.4.2 Fracionamento cromatografico de EERBA (14al 5)

A fracdo EERBA (14 a 15) (0,3869 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EERBA descrito no item 4. 4. 1 (p. 172) foi submetida a uma
coluna cromatografica (L = 32,0 cm e ® = 2,0 cm) de gel de silica (124,0 g), eluida
com hexano, diclorometano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade de

acordo com os dados descritos na Tabela 64.

Tabela 64 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EERBA (14 a 15)

FRACOES ELUENTE
la43 Hexano
44 a 72 Hexano : Diclorometano (95 : 5)
73 a93 Hexano : Diclorometano (90 : 10)
94 a 115 Hexano : Diclorometano (75 : 25)
116 a 176 Hexano : Diclorometano (70 : 30)
177 a 214 Hexano : Diclorometano (50 : 50)
215 a 286 Diclorometano
287 a 295 Diclorometano : Acetato de etila (50 : 50)

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 65.
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Tabela 65 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EERBA (14 a 15)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a137 0,0000 0,00

138 a 234 0,0025 0,65

235 a 285 0,3234 83,59

286 a 295 0,0589 15,22
TOTAL 0,3848 99,46

4.4.3 Fracionamento cromatografico de EERBA (14 a1l 5) (235 a 285)

A fracdo EERBA (14 a 15) (235 a 285) (0,3234 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EERBA (14 a 15) descrito no item 4. 4. 2 (p. 173) foi submetida a
uma coluna cromatografica (L = 32,0 cm e ® = 2,0 cm) sob média presséo,
utilizando 65,76 g de gel de silica, eluida com hexano e acetato de etila em ordem
crescente de polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 66.

Tabela 66 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EERBA (14 a 15) (235 a 285)

FRACOES ELUENTE
1a136 Hexano : Acetato de etila (85 : 15)
137 a 176 Hexano : Acetato de etila (80 : 20)
177 a 217 Hexano : Acetato de etila (70 : 30)

Apoés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatografico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 67.
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Tabela 67 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (14 a 15) (235 a 285)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a35 0,0068 2,10
36 a 41 0,0027 0,83
42 a 45 0,0042 1,30
46 a 50 0,0179 5,53
61a 70 0,0349 10,79
71 a 104 0,0365 11,29
105 a 165 0,0548 16,94
166 a 170 0,0038 1,18
171 a 195 0,0097 3,00
196 a 217 0,0122 3,77
TOTAL 0,1835 56,73

4.4.4 Fracionamento cromatografico de EERBA (14 a1l 5) (235 a 285) (105 a 165)
e isolamento de BA-5

A fracdo EERBA (14 a 15) (235 a 285) (105 a 165) (0,0548 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EERBA (14 a 15) (235 a 285) descrito no item 4. 4.
3 (p. 174) foi submetida a uma coluna cromatografica (L =21,0cm e ® = 1,0 cm) de
gel de silica (3,29 g), eluida com diclorometano e acetato de etila em ordem

crescente de polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 68.

Tabela 68 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (14 a 15) (235 a 285) (105
a 165)

FRACOES ELUENTE
lall2 Diclorometano
113 a 137 Diclorometano : Acetato de etila (90 : 10)

Apoés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 69. As fracdes de 40 a 50 apresentaram 9,4 mg de um liquido viscoso de
coloracdo marrom, soluvel em cloroférmio, que foi denominado BA-5. As etapas

envolvidas no isolamento de BA-5 estdo mostradas no Fluxograma 6 (p. 177).
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Tabela 69 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (14 a 15) (235 a 285) (105
a 165)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a29 0,0031 5,66
30a34 0,0022 4,01
35 a 39 0,0012 2,19
40 a 50 0,0094 17,15
51 a 100 0,0020 3,65
101 a 137 0,0127 23,18

TOTAL 0,0306 55,84
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Fluxograma 6 — Fracionamento cromatografico de EERBA e isolamento de BA-5

EERBA (102,6 g)

Coluna cromatogréfica

Demais fragdes EERBA (14 a 15)

Coluna cromatogréfica

EERBA (14 a 15) (235 a Demais fracdes
285)

Coluna cromatogréfica

Demais fractes EERBA (14 a 15) (235 a
285) (105 a 165)

Coluna cromatogréfica

BA-5 (9,4 mg) Demais fragbes
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4.4.5 Fracionamento cromatografico de EERBA (14 al 5) (235 a285) (71 a 104) e

isolamento de BA-6

A fracdo EERBA (14 a 15) (235 a 285) (71 a 104) (0,0365 g) obtida do
fracionamento cromatogréafico de EERBA (14 a 15) (235 a 285) descrito no item 4. 4.
3 (p. 174) foi submetida a uma coluna cromatografica (L = 24,0 cm e ® = 0,8 cm) de
gel de silica (2,20 g), eluida com diclorometano e acetato de etila em ordem

crescente de polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 70.

Tabela 70 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (14 a 15) (235 a 285) (71
a 104)

FRACOES ELUENTE
lal2 Diclorometano
13a20 Diclorometano : Acetato de etila (95 : 5)
21a 36 Diclorometano : Acetato de etila (90 : 10)
37a42 Diclorometano : Acetato de etila (85 : 15)

Apoés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 71. As fracdes de 7 a 18 apresentaram 12,5 mg de liquido de coloracéo
verde escura, soluvel em cloroférmio, que foi denominado BA-6, cujo isolamento

esta mostrado no Fluxograma 7 (p. 179).

Tabela 71 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (14 a 15) (235 a 285) (71
a 104)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a6 0,0088 2411
7a18 0,0125 34,25
19 a 34 0,0032 8,77
35 a 42 0,0018 4,93

TOTAL 0,0263 72,06
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Fluxograma 7 — Fracionamento cromatografico de EERBA e isolamento de BA-6

EERBA (102,6 g)

Coluna cromatografica

Demais fragdes EERBA (14 a 15)

Coluna cromatografica

EERBA (14 a 15) (235 a Demais fragoes
285)

Coluna cromatografica

Demais frag6es EERBA (14 a 15) (235 a
285) (71 a 104)

Coluna cromatografica

BA-6 (12,5 mg) Demais fragdes
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4.4.6 Fracionamento cromatografico de EERBA (16 al 8)

A fracdo EERBA (16 a 18) (0,7911 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EERBA descrito no item 4. 4. 1 (p. 172) foi submetida a uma
coluna cromatografica (L = 27,5 cm e @ = 2,0 cm) de gel de silica (59,47 g), eluida
com hexano e acetato de etila em ordem crescente de polaridade de acordo com os

dados descritos na Tabela 72.

Tabela 72 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18)

FRACOES ELUENTE
la3 Hexano : Acetato de etila (95 : 5)
4al7 Hexano : Acetato de etila (90 : 10)
18 a 40 Hexano : Acetato de etila (85 : 15)
41 a 119 Hexano : Acetato de etila (80 : 20)
120 a 149 Hexano : Acetato de etila (75 : 25)
150a172 Hexano : Acetato de etila (70 : 30)
173 a 220 Hexano : Acetato de etila (50 : 50)
221 a 241 Acetato de etila

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracfes
foram reunidas de acordo com a Tabela 73.

Tabela 73 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
lall 0,0000 0,00
12a34 0,0026 0,33
35 a 53 0,1398 17,67
54.a118 0,5048 63,81
119 a 143 0,0245 3,10
144 a 153 0,0128 1,62
154 a 197 0,0321 4,06
198 a 241 0,0456 5,76

TOTAL 0,7622 96,35
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4.4.6.1 Fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118) e

isolamento de BA-12

A fracdo EERBA (16 a 18) (54 a 118) (0,5048 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EERBA (16 a 18) descrito no item 4. 4. 6 (p. 180) foi submetida a
uma coluna cromatografica (L = 28,0 cm e ® = 2,0 cm) de gel de silica (35,33 g),
eluida com hexano e diclorometano em ordem crescente de polaridade de acordo

com os dados descritos na Tabela 74.

Tabela 74 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118)

FRACOES ELUENTE
la?25 Hexano : Diclorometano (95 : 5)
26 a 49 Hexano : Diclorometano (90 : 10)
50a71 Hexano : Diclorometano (85 : 15)
72 a93 Hexano : Diclorometano (80 : 20)
94 a 116 Hexano : Diclorometano (70 : 30)
117 a 311 Hexano : Diclorometano (50 : 50)
312 a 355 Diclorometano

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracfes

foram reunidas de acordo com a Tabela 75.
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Tabela 75 - Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a40 0,0000 0,00
41 a 84 0,0342 6,77
85 a 128 0,0523 10,36
129 a 144 0,0824 16,32
145 a 164 0,0232 4,60
165 a 181 0,0288 5,71
182 a 240 0,0160 3,17
242 a 250 0,0257 5,09
251 a 263 0,0312 6,18
264 a 275 0,0157 3,11
276 a 296 0,0126 2,50
297 a 354 0,1196 23,69
355 0,0104 2,06
TOTAL 0,4521 89,56

Apoés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatogréfico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 75. As fracOes de 1 a 40 foram descartadas por auséncia de material e a
fracdo 165 a 181 apresentou 28,8 mg de um solido incolor, solavel em cloroférmio,
que foi denominado BA-12. O fluxograma 8 mostra as etapas que permitiram o
isolamento de BA-12.
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Fluxograma 8 — Fracionamento cromatografico de EERBA e isolamento de BA-12

EERBA (102,6 g)

Coluna cromatografica

Demais fragdes EERBA (16 a 18)

Coluna cromatografica

EERBA (16 a 18) (54 a Demais fragoes
118)

Coluna cromatografica

Demais frag6es BA-12 (28,8 mg)
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4.4.6.2 Fracionamento cromatografico de EERBA (16 a  18) (54 a 118) (297 a 354)

A fracdo EERBA (16 a 18) (54 a 118) (297 a 354) (0,1196 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118) descrito no item
4.4.6.1 (p. 181) foi submetida a uma coluna cromatografica (L = 30,0cme ® =15
cm) de gel de silica (8,37 g), eluida com hexano, acetato de etila e metanol em

ordem crescente de polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 76.

Tabela 76 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118) (297
a 354)

FRACOES ELUENTE
la49 Hexano
50 a 221 Hexano : Acetato de etila (95 : 5)
222 a 248 Hexano : Acetato de etila (90 : 10)
249 a 277 Hexano : Acetato de etila (80 : 20)
278 a 306 Hexano : Acetato de etila (70 : 30)
307 a 329 Hexano : Acetato de etila (50 : 50)
330 a 350 Acetato de etila
351 a 358 Metanol

Apos analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracdes

foram reunidas de acordo com a Tabela 77.

Tabela 77 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118) (297
a 354)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a102 0,0124 10,36

103 a 149 0,0101 8,44

150 a 201 0,0134 11,20

202 a 249 0,0401 33,53

250 a 262 0,0091 7,61

263 a 312 0,0125 10,45

313 a 343 0,0065 5,43

344 a 354 0,0045 3,76

355 a 358 0,0033 2,76

TOTAL 0,1119 93,54
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4.4.6.3 Fracionamento cromatografico de EERBA (16 a  18) (54 a 118) (297 a 354)
(202 a 249) e isolamento de BA-7

A fragcdo EERBA (16 a 18) (54 a 118) (297 a 354) (202 a 249) (0,0401 g)
obtida do fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118) (297 a 354)
descrito no item 4. 4. 6. 2 (p. 182) foi submetida a uma coluna cromatografica (L =
18,0 cm e @ = 1,5 cm) de gel de silica (2,41 g), eluida com hexano e acetato de etila

em ordem crescente de polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 78.

Tabela 78 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118) (297
a 354) (202 a 249)

FRACOES ELUENTE

lal67 Hexano : Acetato de etila (85 : 15)
168 a 237 Hexano : Acetato de etila (80 : 20)
238 a 254 Hexano : Acetato de etila (70 : 30)

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatografico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 79. As fragBes de 28 a 45 apresentaram 26,0 mg de um sélido de cor branca,
soluvel em metanol, que foi denominado BA-7, cujo isolamento esta mostrado no

Fluxograma 9 (p. 186).

Tabela 79 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (16 a 18) (54 a 118) (297
a 354) (202 a 249)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a27 0,0000 0,00
28 a 45 0,0260 64,84
46 a 74 0,0021 5,24
75a 127 0,0022 5,49
128 a 186 0,0030 7,48
187 a 254 0,0024 5,99

TOTAL 0,0357 89,04
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Fluxograma 9 — Fracionamento cromatografico de EERBA e isolamento de BA-7

EERBA (102,6 g)

Coluna cromatografica

Demais fragdes EERBA (16 a 18)

Coluna cromatografica

EERBA (16 a 18) (54 a Demais fragbes
118)

Coluna cromatogréfica

Demais fragGes EERBA (16 a 18) (54 a
118) (297 a 354)

Coluna cromatografica

EERBA (16 a 18) (54 a 118) Demais fragdes
(297 a 354)(202 a 249)

Coluna cromatografica

BA-7 (26,0 mg) Demais fragdes
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4.4.7 Fracionamento cromatogréafico de EERBA (22a2 4)

A fracio EERBA (22 a 24) (6,45 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EERBA descrito no item 4. 4. 1 (p. 172) foi submetida a uma
coluna cromatografica (L = 17,0 e ® = 3,5 cm) de gel de silica (387,0 g), eluida com
hexano, acetato de etila, acetona e metanol em ordem crescente de polaridade de

acordo com os dados descritos na Tabela 80.

Tabela 80 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24)

FRACOES ELUENTE

1a102 Hexano : Acetato de etila (60 : 40)
103 a 189 Hexano : Acetato de etila (50 : 50)
190 a 297 Acetato de etila
298 a 319 Acetato de etila : Acetona (50 : 50)
320 a 341 Acetona
342 a 397 Metanol

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracbes

foram reunidas de acordo com a Tabela 81.

Tabela 81 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a38 0,3250 5,04
39a117 0,0443 0,69
118 a 190 0,2323 3,60
191 a 235 0,3140 4,87
236 a 289 4,5000 69,76
290 a 397 0,6540 10,14
TOTAL 6,0696 94,10

4.4.7.1 Fracionamento cromatografico de EERBA (22 a  24) (39 a 117)

A fragcdo EERBA (22 a 24) (39 a 117) (0,0443 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EERBA (22 a 24) descrito no item 4. 4. 7 foi submetida a uma
coluna cromatografica (L = 30,0 cm e ® = 2,0 cm) sob média presséao, utilizando gel
de silica (4,66 g) como adsorvente e hexano e acetato de etila (85 : 15) e metanol

como eluentes, conforme mostrado na Tabela 82.
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Tabela 82 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (39 a 117)

FRACOES ELUENTE
la9s Hexano : Acetato de etila (85 : 15)
96 a 100 Metanol

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracfes
foram reunidas de acordo com a Tabela 83.

Tabela 83 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (39 a 117)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a37 0,0000 0,00
38.a 64 0,0117 26,41
65 a 69 0,0080 18,06
70a 95 0,0052 11,74
96 a 100 0,0108 24,38
TOTAL 0,0357 80,59

4.4.7.2 Fracionamento cromatografico de EERBA (22a 24) (39 a117) (38 a 64) e

isolamento de BA-8

A fracdo EERBA (22 a 24) (39 a 117) (38 a 64) (0,0117 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (39 a 117) descrito no item 4. 4.
7.1 (p. 187) foi submetida a uma coluna cromatografica (L = 19,0 cme ® = 1,5 cm)
sob média pressao, utilizando 0,702 g de gel de silica como adsorvente e
diclorometano como eluente, sendo obtidas 57 fragdes.

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatografico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 84. As fracBes de 30 a 57 apresentaram 6,2 mg de um soélido de cor marrom-
escura, soluvel em metanol, que foi denominado BA-8. As etapas envolvidas no

isolamento deste metabdlito secundario estdo mostradas no Fluxograma 10 (p. 188).
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Tabela 84 — Dados referentes ao fracionamento cromatogréafico de EERBA (22 a 24) (39 a 117) (38 a
64)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
lal4 0,0000 0,00
15a 29 0,0030 25,64
30 a 57 0,0062 52,99
TOTAL 0,0092 78,63

Fluxograma 10 — Fracionamento cromatografico de EERBA e isolamento de BA-8

EERBA (102,6 g)

Coluna cromatografica

Demais fragdes EERBA (22 a 24)

Coluna cromatogréfica

EERBA (22 a24) (39 a Demais fragdes
117)

Coluna cromatogréfica

Demais fracBes EERBA (22 a 24) (39 a
117) (38 a 64)

Coluna cromatografica

Demais fracbes BA-8 (6,2 mg)
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4.4.8 Fracionamento cromatografico de EERBA (22 a2 4) (236 a 289)

A fracdo EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4,50 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EERBA (22 a 24) descrito no item 4. 4. 7 (p. 187) foi submetida a
uma coluna cromatografica (L = 13,0 cm e ® = 4,0 cm) de gel de silica (315,0 g),
eluida com hexano, acetato de etila, acetona e metanol em ordem crescente de

polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 85.

Tabela 85 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (236 a 289)

FRACOES ELUENTE
la8 Hexano : Acetato de etila (50 : 50)
9all Acetato de etila
12a13 Acetato de etila : Acetona (50 : 50)
14 a 17 Acetona
18 a 23 Metanol

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracfes

foram reunidas de acordo com a Tabela 86.

Tabela 86 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (236 a 289)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a3 0,0126 0,28
4a6 0,4338 9,64
7a8 1,4817 32,93
9all 1,0490 23,31
12a15 0,0245 0,54
16 a 20 0,0321 0,71
21a23 0,0523 1,16
TOTAL 3,0860 68,57

4.4.8.1 Fracionamento cromatografico de EERBA (22 a  24) (236 a 289) (4 a 6)

A fracdo EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4 a 6) (0,4338 g) obtida do
fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (236 a 289) descrito no item 4. 4.
8 foi submetida a uma coluna cromatogréfica (L = 14,0 cm e ® = 2,5 cm) de gel de
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silica (30,37 g) eluida com hexano e acetato de etila em ordem crescente de

polaridade de acordo com os dados descritos na Tabela 87.

Tabela 87 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4 a
6)

FRACOES ELUENTE
la9 Hexano : Acetato de etila (80 : 20)
10a 16 Hexano : Acetato de etila (70 : 30)
17a21 Hexano : Acetato de etila (60 : 40)
22 a 107 Hexano : Acetato de etila (50 : 50)
108 a 131 Acetato de etila

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracbes
foram reunidas de acordo com a Tabela 88.

Tabela 88 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4 a
6)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a34 0,0000 0,00
35a55 0,0230 5,30
56 a 80 0,0700 16,14
81 a 99 0,0562 12,96

100 a 131 0,2070 47,72
TOTAL 0,3562 82,12

4.4.8.2 Fracionamento cromatografico de EERBA (22 a  24) (236 a 289) (4 a 6)
(100 a 131) e isolamento de BA-9, BA-10 e BA-11

A fracdo EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4 a 6) (100 a 131) (0,2070 g)
obtida do fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4 a 6)
descrito no item 4. 4. 8. 1 (p. 190) foi submetida a uma coluna cromatografica (L =
30,0 cm e ® = 2,0 cm) de gel de silica (17,49 g), eluida com hexano e acetato de
etila (30 : 70), sendo obtidas 88 fracdes.

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fracfes

foram reunidas de acordo com a Tabela 89.
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Tabela 89 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) (236 a 289) (4 a

6) (100 a 131)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
la2l 0,0000 0,00
22 a 30 0,0103 4,98
31a34 0,0326 15,75
35 a 60 0,0642 31,01
61 a 68 0,0073 3,53
69 a 85 0,0058 2,80
86 a 88 0,0052 2,51
TOTAL 0,1254 60,58

A fracdo (35 a 60) (64,2 mg) foi analisada por CLAE, em coluna semi-

preparativa (C-18) em condi¢cfes de fase reversa utilizando-se metanol : dgua (45 :

55) como fase mével em modo isocratico, empregando-se um fluxo de 4,72 mL/min.

O cromatograma (Figura 81, p. 106) exibiu 14 picos; dentre eles trés majoritarios:

pico 1 (29,6 mg; t. = 4,6 min) foi denominado BA-9, o pico 2 (4,2 mg; t; = 5,3 min) foi
denominado BA-10 e o pico 3 (21,3 mg; t. = 7,2 min) foi denominado BA-11. O

fluxograma a seguir mostra as etapas do isolamento dos compostos acima

relacionados.
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Fluxograma 11 — Fracionamento cromatografico de EERBA (22 a 24) e isolamento de BA-9, BA-10 e
BA-11

EERBA (22 a 24) (6,45 g)

Coluna cromatogréfica

Demais fracbes EERBA (22 a 24) (236 a
289)

Coluna cromatogréfica

EERBA (22 a 24) (236 a Demais fragdes
289) (4 a 6)

Coluna cromatografica

Demais fracfes EERBA (22 a 24) (236 a 289)
(4 a 6) (100 a 131)

CLAE

BA-9 BA-10 BA-11
(29,6 mq) (4,2 mq) (21,3 mq)
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4.5 Estudo dos constituintes fixos dos caules de Bauhinia acuruana Moric. (22

coleta)

Os caules de B. acuruana (1,248 Kg), procedentes da segunda coleta,
foram secos a temperatura ambiente, posteriormente triturados e em seguida
submetidos a extragdo a frio com etanol e apos extragdo exaustiva com o solvente
citado, o extrato obtido foi concentrado por destilacdo sob pressdo reduzida,

resultando na obtencéo de 70,0 g de extrato em etanol (EECBA).

4.5.1 Fracionamento cromatogréafico de EECBA

O extrato EECBA (70,0 g) foi submetido a uma coluna cromatografica
filtrante (L= 14,2 cm e ®= 9,5 cm), utilizando 566,30 g de gel de silica. Foram
utiizados como eluentes hexano, diclorometano, éter etilico, acetato de etila,
acetona e metanol em ordem crescente de polaridade de acordo com os dados

descritos na Tabela 90.

Tabela 90 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBA

FRACOES ELUENTE
lal2 Hexano
13 a26 Diclorometano
27 a 31 Eter etilico
32a34 Acetato de etila
35a38 Acetona
39a41 Metanol

Apés analise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fragcbes
foram reunidas de acordo com a Tabela 91.
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Tabela 91 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBA

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a3 0,0183 0,03
4a5 0,0134 0,02
6al2 0,0377 0,05

13a14 0,0420 0,06
15 a 19 2,0992 3,00
20 a 22 1,7348 2,48
23a27 0,2742 0,39
28 a 30 0,7674 1,10
31 0,1245 0,18
32 0,0993 0,14
33a34 0,2979 0,43
35a 36 0,2715 0,39
37 0,7236 1,03
38 1,6280 2,33
39 4,1113 5,87
40 a 41 36,2700 51,81
TOTAL 48,5131 69,31

4.5.2 Fracionamento cromatografico de EECBA (37)

A fragcdo EECBA (37) (0,7236 g) obtida do fracionamento cromatografico
de EECBA descrito no item 4. 5. 1 (p. 194) foi submetida a uma coluna
cromatografica (L= 18,7 cm e ®= 2,5 cm) de gel de silica (50,65 g), eluida com
diclorometano e metanol em ordem crescente de polaridade de acordo com os

dados descritos na Tabela 92.

Tabela 92 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBA (37)

FRACOES ELUENTE
ladl Diclorometano : Metanol (95 : 5)
42a73 Diclorometano : Metanol (85 : 15)
74 a 118 Diclorometano : Metanol (80 : 20)
119 a 125 Diclorometano : Metanol (70 : 30)
126 a 155 Diclorometano : Metanol (50 : 50)

ApoOs andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) as fragcbes foram

reunidas de acordo com a Tabela 93.
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Tabela 93 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBA (37)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
lab 0,0000 0,00
6als 0,0240 3,32
19 a 56 0,0152 2,10
57 a 63 0,0080 1,11
64a75 0,0094 1,30
76 a 87 0,0043 0,59
88 a 97 0,3391 46,86
98 a 118 0,0430 5,94
119 a 131 0,0213 2,94
132 a 155 0,0362 5,00
TOTAL 0,5005 69,16

4.5.3 Fracionamento cromatografico de EECBA (37) (8 8 a 97) e isolamento de
BA-13

A fragdo EECBA (37) (88 a 97) (0,3391 g) obtida do fracionamento
cromatografico de EECBA descrito no item 4. 5. 1 (p. 194) foi submetida a uma
coluna cromatogréafica (L = 16,0 cm e ® = 2,0 cm) de gel de silica (23,74 g), eluida
com diclorometano e metanol em ordem crescente de polaridade de acordo com os

dados descritos na Tabela 94.

Tabela 94 — Dados refergntes ao fracionamento cromatografico de EECBA (37) (88 a 97)

FRACOES ELUENTE
lab58 Diclorometano : Metanol (90 : 10)
59a72 Diclorometano : Metanol (85 : 15)

ApoOs analise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil cromatografico das fracdes e reuni-las, conforme mostrado na
Tabela 95. As fracBes de 34 a 42 apresentaram 112,0 mg de um solido de coloracéo
laranja, soluvel em metanol, que foi denominado BA-13, cujo isolamento esta

mostrado no Fluxograma 11.
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Tabela 95 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EECBA (37) (88 a 97)

FRACOES MASSA (g) RENDIMENTO (%)
1a25 0,0000 0,00
26 a 33 0,0178 5,25
34a42 0,1120 33,03
45 a 64 0,0131 3,86
65a 72 0,0165 4,87
TOTAL 0,1594 47,01

Fluxograma 12 — Fracionamento cromatografico de EECBA e isolamento de BA-13

EECBA (70 g)

Coluna cromatogréfica

Demais fragoes EECBA (37)

Coluna cromatografica

EECBA (37) (88 a 97) Demais fragOes

Coluna cromatogréfica

BA-13 (112,0 mg) Demais fracBes
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4.6 Ensaios de atividades biolégicas

4.6.1 Avaliacao da atividade antioxidante

O extrato etanolico das raizes de Bauhinia acuruana (EERBA) e extrato
etandlico das raizes Bauhinia acuruana (EECBA) tiveram seu potencial antioxidante
avaliado usando o método de sequestro de DPPH em comparagcdo com os padroes
positivos trolox e vitamina C.

A metodologia utilizada, neste teste, foi baseada na captura de radicais
livres, descrita por HEGAZI e HADY (2002), na qual o radical utilizado foi DPPH (1,1-
difenil-2-picril-hidrazil) na concentracdo de 60 mM.

Em uma cubeta de 3 mL, foram adicionados 1 mL de DPPH e 1 mL de
etanol P.A., sendo, em seguida, realizada uma leitura da absorbancia em
espectrofotometria a 520 nm, para obtengcédo de um teste em branco.

Foram preparadas solucdes de cada amostra em seis diferentes
concentracbes (0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1 e 1,0 mg/L). A 1 mL de cada uma
destas foram adicionados 1 mL de DPPH, na cubeta, e levadas para leitura em
espectrofotometria.

O declinio da concentragdo de DPPH é indicado com a diminui¢cdo na
absorbancia em 520 nm, por um periodo de 30 minutos. Apos a leitura, em
espectrofotometro, a inibicdo de DPPH radical livre em porcentagem foi calculada.
Estes ensaios tiveram trolox (acido 3,4-diidro-6-hidréxi-2,5,7,8-tetrametil-2H-1-
benzopiran-2-carboxilico) e vitamina C como controles positivos.

A percentagem de inibicdo foi obtida por comparacdo da absorcdo da
solucdo contendo a amostra, em relacdo a uma solucéo controle de DPPH sem

amostra.
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4.6.2 Avaliagdo da atividade citotoxica in vitro fr  ente a linhagens de células

cancerigenas

4.6.2.1 Avaliacdo da atividade antiproliferativa em linhagens de células

tumorais in vitro - Teste do MTT

O ensaio da atividade citotoxica frente a linhagem de células
cancerigenas foi realizado no Laboratdrio de Oncologia Experimental, pela
professora Dra. Gardénia Carmen Gadelha Militdo do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na converséo do
sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazélio (MTT) para formazan,
pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocéndria da célula
viavel (MOSMANN, 1993), permitindo, dessa maneira, quantificar a porcentagem de
células vivas. As células foram cultivadas em frascos plasticos para cultura (75 cm?,
volume de 250 mL para células em suspensao); utilizando o meio RPMI 1640 ou
DMEN suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiéticos
(penicilina/estreptomicina).

As células foram incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de
CO,, seqguido da observacdo do crescimento celular com ajuda de microscopio de
inversdo a cada 24 horas. Para a realizacdo do ensaio as células foram distribuidas
em multiplacas de 96 cavidades numa densidade especifica para cada linhagem
(Tabela 94, p. 174). As substancias BA-5, BA-7, BA-8, BA-9, BA-10 e BA-11 (0,39
— 25 pg/mL) foram incubadas durante 69 horas juntamente com a suspensao de
células.

Apdés o periodo de incubacdo, as placas foram centrifugadas (1500
rpm/15 min.), e o sobrenadante foi descartado. Cada cavidade recebeu 150 pL da
solucdo de MTT (10% em meio RPMI 1640 ou DMEN) e foi reincubada durante 3
horas, em estufa a 37 °C e a 5 % CO,, totalizando 72 horas de experimento. Apos
esse periodo o sobrenadante foi desprezado, e o precipitado foi ressuspendido em
150 pL de DMSO para a quantificacdo do sal reduzido nas células vivas. As
absorbancias foram lidas com o auxilio do espectrofotbmetro de placa, no

comprimento de onda de 595 nm.
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O gréfico absorbancia x concentracao foi registrado e determinado a sua
concentracgao inibitéria média capaz de provocar 50% do efeito maximo (Clsp) e seus
respectivos intervalos de confianca de 95 % (IC 95 %) realizado a partir de

regressao nao-linear no programa GraphPad Prism Software verséo 5.0.

Tabela 96 — Linhagens de células utilizadas no ensaio de citotoxicidade in vitro por meio do teste do
MTT

Linhagem Tipo histologico Origem Concentragao
HCT-116 Carcinoma de colon Humana 0,7 x 10° cels./mL
Adenocarcinoma de 6
OVCAR-8 . Humana 0,1 x 10° cels./mL
ovario
SF295 Glioblastoma Humana 0,7 x 10° cels./mL
MCF-7 Carcinoma de mama Humana 0,1 x 10° cels./mL
NCIH292 Carcinoma de pulméo Humana 0,1 x 10° cels./mL
Leucemia 6
HL60 Humana 0,3 x 10° cels./mL

promielocitica

4.6.3 Atividade larvicida sobre Aedes aegypti

As larvas de Aedes aegypti foram coletadas de colbnias de mosquitos
mantidas no NUVET-SESA (Nucleo de Controle de Endemias Transmissiveis por
Vetor da Secretaria de Saude do Estado do Ceara).

BA-7, em diferentes concentracdes (25 — 500 pg/mL), foram dissolvidas
em 0,3 mL de dimetilsulfoxido e transferidas para um béquer de 50 mL.
Posteriormente, foram adicionadas 50 larvas de terceiro estadio (GADELHA; TODA,
1985) juntamente com 19,7 mL de 4gua. Esses experimentos foram realizados a
28°C + 2 °C e nenhum outro suplemento nutricional foi adicionado. Os bioensaios
foram realizados em triplicata e para cada experimento foi feito um controle positivo
(Temephos®) e um negativo (H,O/DMSO 1,5 %). Ap6s 24 horas, foi realizada a

contagem das larvas mortas e calculada a CLso (OLIVEIRA et al., 2002).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A continuacdo do estudo quimico de Bauhinia acuruana permitiu o
isolamento de treze metabdlitos secundarios. Dentre esses, dois sequisterpenos que
foram identificados como 18, 6a-diidroxi-4(14)-eudesmeno (BA-1) e aromadendrano-
48,10a-diol  (BA-2), dois bibenzis identificados como 2-hidroxi-2’,3',5'-
trimetoxibibenzila (BA-5) e 2-hidroxi-3’,5-dimetoxibibenzila (BA-6), dois derivados
oxepinicos que foram identificados como pacharina (BA-7) e bauhiniastatina 1 (BA-
8), cinco flavonoides identificados como quercitrina (BA-3), (-)-fisetinidol (BA-9), (2R,
3S)-2-(3',4’-diidroxifenil)-5-metoxicromano-3,7-diol  (BA-10), (2R, 3S)-2-(3',4-
diidroxifenil)-5-metoxi-6-metilcromano-3,7-diol (BA-11) e astilbina (BA-13) e dois
esteroides, sitosterol glicosilado (BA-4) e a mistura contendo sitosterol e
estigmasterol (BA-12). A Figura 128 (p. 202) mostra a estrutura de todos os

metabolitos secundarios isolados nesse estudo.

Os sesquiterpenos 13,6a-diidréxi-4(14)-eudesmeno (BA-1),
aromadendrano-4G, 10a-diol (BA-2) estdo sendo descritos pela primeira vez no
género Bauhinia. O bibenzil 2-hidroxi-2’, 3, 5-trimetoxibibenzila (BA-5) e o
flavonoide (2R, 3S)-2-(3’,4’-diidroxifenil)-5-metoxi-6-metoxi-3,7-diol (BA-11) estédo
sendo descritos pela primeira vez na literatura, enquanto (2R, 3S)-2-(3,4'-
diidroxifenil)-5-metoxicromano-3,7-diol (BA-10) esta sendo descrito pela primeira vez
como produto natural, visto que essa substancia ja existe como produto sintético. Os
extratos em etanol dos caules (EECBA) e das raizes (EERBA) de B. acuruana
tiveram seu potencial antioxidante avaliado mostrando resultados satisfatorios, além
da avaliacdo da atividade citotdxica frente a linhagens de células cancerigenas
(HCT116, OVCAR-8, SF295, MCF-7, NCIH292 e HL60) que mostraram resultados
satisfatorios para as substancias 2-hidroxi-2’, 3’, 5’-trimetoxibibenzila (BA-5),
pacharina (BA-7) e bauhiniastatina 1 (BA-8). A pacharina (BA-7) foi também
submetida a avaliacdo larvicida sobre Aedes aegypti e mostrou valor de CLso igual a
78,9 + 1,8 ug/mL (GOIS et al., 2013), podendo, portanto, ser considerada um bom
agente larvicida.

Os resultados obtidos contribuem para um melhor conhecimento quimico
do género Bauhinia, mostrando a diversidade de substancias fendlicas presentes, o

gue corrobora com a atividade antioxidante observada nos extratos em etanol dos
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caules (EECBA) e das raizes (EERBA), além disso, os resultados satisfatdrios da
atividade citotoxica de 2-hidroxi-2’, 3’, 5’-trimetoxibibenzila (BA-5), pacharina (BA-7)
e bauhiniastatina 1 (BA-8) justificam estudos posteriores visando a descoberta de
outros derivados oxepinicos e bibenzis que apresentem tal atividade. Também é
importante destacar que os flavonoides juntamente com os derivados oxepinicos e
bibenzis descritos nesse estudo constituem classes de substancias fendlicas que
apresentam distribuicdo nas espécies do género Bauhinia podendo, portanto, serem

consideradas marcadores taxonémicos deste género.

Figura 128 — Compostos isolados de Bauhinia acuruana
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