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RESUMO

Este trabalho descreve a investigacdo fitoquimica das espécies Bauhinia
pentandra (Bong.) D.Dietr. e Bauhinia monandra Kurz, pertencentes a familia
Fabaceae. A composicao quimica do 6leo essencial das folhas secas e frescas
de B. pentandra, obtidos por hidrodestilacdo e microextracdo em fase sélida
(MEFS), foi determinada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (CG-EM). O constituinte majoritario do 6leo obtido pela técnica de
hidrodestilacdo foi o p-cariofileno nas folhas secas, e o fitol nas frescas,
enguanto que o composto majoritario do 6leo obtido pela técnica MEFS foi o -
cariofileno nas folhas secas, e os salicilatos de 2-etilhexila e de homomentila
nas frescas. Os &cidos graxos presentes nos extratos hexanicos foram
identificados por CG-EM, apresentando como componentes majoritarios 0s
acidos palmitico, linolénico e estearico em B. pentandra e os acidos linolénico e
linoléico em B. monandra. O estudo quimico do extrato etandlico das folhas de
B. pentandra possibilitou o isolamento e a caracterizacdo de misturas de acidos
graxos (palmitico e esteérico), esteroides (sitosterol e estigmasterol), derivados
do acido fenilacético (acido 2,4-diidroxifenilacético, 2,4-diidroxifenilacetato de
etila e 2,4-diidroxifenilacetato de metila), além de uma mistura de 6-
hidroxibenzofuran-2(3H)-ona e 1-(3’,4’-dimetoxifenil)-2-propanol, e uma mistura
de um cianoglicosideo (dasicarponina) e um glicopiranosideo de etila. Foi
isolado e caracterizado, também, um derivado metilado do inositol ((+)-3-O-
metil-D-quiro-inositol) e duas lactonas, 7-epi-grifonilida (inédita) e
dasicarponilida. Do extrato etandlico das folhas de B. monandra foram isolados
e identificados o palmitato de etila e estearato de etila em mistura, o a-tocoferol
(vitamina-E), o diterpeno fitol e dois cianoglicosideos, (2R,3S,4R,5R,6S)-(2)-6-
(B-D-glicopiranosiloxi)-2,3,4,5-tetraidroxiciclohexilideno-A'“-acetonitrila (inédito)
e didemetilsimmondsina. Os compostos foram isolados por técnicas
cromatograficas classicas e CLAE, e suas estruturas foram determinadas
através de andlise espectroscopica (RMN *H, RMN C, IV e EM), além de
comparacdo com dados da literatura. Os extratos foram avaliados quanto ao

teor de fendis totais, atividade antioxidante, nematicida e anticolinesterasica.

Palavras-chave: Bauhinia pentandra. Bauhinia monandra. Cianoglicosideos.



ABSTRACT

This work describes the phytochemical investigation of the species Bauhinia
pentandra (Bong.) D.Dietr. and Bauhinia monandra Kurz, belonging to the
Fabaceae family. The chemical composition of the essential oil from the leaves
dried and fresh B. pentandra, obtained by hydrodistillation and solid phase
microextraction (SPME), was determined by GC/MS. The major constituent of
the oil obtained from the hydrodistillation technique was p-caryophyllene in the
dried leaves, and phytol in the fresh ones, whereas the major compound of the
oil obtained by SPME technique was p-caryophyllene in the dried leaves, and 2-
ethylhexyl and homomenthyl salicylates in the fresh ones. The fatty acids
present in the hexanic extracts were identified by GC/MS, presenting as major
components palmitic, linolenic and stearic acids in B. pentandra and linolenic
and linoleic acids in B. monandra. The chemical study of the ethanol extract of
leaves of B. pentandra allowed the isolation and characterization of mixtures of
fatty acids (palmitic and stearic), steroids (sitosterol and stigmasterol),
phenylacetic acid derivatives (2,4-dihydroxyphenylacetic acid, 2,4-
dihydroxyphenylacetic acid ethyl ester and 2,4-dihydroxyphenylacetic acid
methyl ester), plus a mix of 6-hydroxybenzofuran-2(3H)-one and 1-(3'.4'-
dimethoxyphenyl)-2-propanol, and a mixture of a cyanoglucoside
(dasycarponin) and ethyl glucopyranoside. It was isolated and characterized
also a methyl inositol derivative ((+)-3-O-methyl-D-chiro-inositol) and two
lactones, 7-epi-griffonilide (not described) and dasycarponilide. In ethanolic
extract of leaves of B. monandra were isolated and identified the ethyl palmitate
and ethyl stearate in mixture, the a-tocopherol (vitamin E), the diterpene
(phytol) and two cyanoglucosides, (2R,3S,4R,5R,6S)-(2)-6-(B-D-
glucopyranosiloxy)-2,3,4,5-tetrahydroxycyclohexylidene-A"* acetonitrile
(unpublished) and didemethylsimmondsin. The compounds were isolated by
classic chromatographic techniques and HPLC, and their structures were
determined by spectroscopic analysis (*H NMR, *C NMR, FT-IR and MS), as
well as compared with data from the literature. The extracts were evaluated as

total phenols content, antioxidant activity, nematicide and anticholinerterase.

Keywords: Bauhinia pentandra. Bauhinia monandra. Cyanoglucosides.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas com fins terapéuticos é uma tradicdo milenar presente
nas culturas de varias nacdes, constituindo, ainda hoje, um recurso alternativo
de grande aceitacdo, ndo somente nos centros urbanos, mas sobretudo nas
pequenas comunidades rurais. Este comportamento vem chamando a atencao
da comunidade cientifica no sentido de comprovar a eficacia e promover o uso
seguro desses recursos naturais (FENNELL et al., 2004). Vale ressaltar que as
plantas sdo fontes de uma infinidade de substancias quimicas que sé&o
biossintetizadas com varias finalidades, dentre elas, protecdo contra
predadores ou atracéo de polinizadores (STEPP, 2004).

Levando em consideracdo a biodiversidade vegetal que existe no
planeta (cerca de 250.000 espécies) e que somente cerca de 5 a 15% foi
investigada do ponto de vista fitoquimico e/ou farmacoldgico, as pesquisas com
plantas superiores apresentam-se como uma fonte extremante promissora para
a descoberta de novas substancias que possam ser utilizados no tratamento de
varias doencas (ROJAS et al., 2003).

Entre as inlmeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontram-
se as plantas do género Bauhinia, pertencentes a familia Fabaceae (antiga
familia Leguminosae), as quais sdo encontradas principalmente nas areas
tropicais do planeta. Muitas destas plantas sdo usadas na medicina popular em
varias regides do mundo (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002; KERNTOPF;
NASCIMENTO; FONTELES, 2013).

Dentre as espécies de Bauhinia, as mais estudadas fitoquimicamente
foram: B. manca, B. candicans, B. uruguayensis, B. purpurea, B. forficata e B.
splendens. Os estudos fitoquimicos realizados com plantas deste género
mostraram a presenca principalmente de esteroides, terpenos e flavonoides
(KERNTOPF; NASCIMENTO; FONTELES, 2013).

Diversas atividades séo relatadas para as espécies de Bauhinia, tais
como: hipoglicemiante, antimicrobiana, analgésica, antiinflamatoria,
antimalarica, antipirética, antitumoral, antiulcerogénica, antioxidante, larvicida,
entre outras (MENEZES et al., 2007; CECHINEL FILHO, 2009; ARGOLO et al.,
2004; GOIS, 2010).
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As folhas, caules e raizes das espécies de Bauhinia sdo amplamente
utilizadas no Brasil e em outros paises em forma de chas e outras preparacdes
fitoterapicas para o tratamento de varias enfermidades, principalmente
infeccdes, processos dolorosos e diabetes (SILVA; CECHINEL FILHO, 2002).
Além de antidiabéticas, as folhas s&8o consideradas diuréticas e
hipocolesteremiantes, sendo empregadas na medicina popular também contra
cistites, parasitoses intestinais e elefantiase (NOGUEIRA; SABINO, 2012).

Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr., também conhecida como mororo-
de-espinho (MATOS, 2002), trata-se de uma espécie que habita nos biomas
caatinga e savana, sendo encontrada no Brasil nos Estados de Alagoas, Bahia,
Ceara, Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Sdo Paulo e Sergipe
(VAZ; TOZZI, 2005). Na medicina popular € usada para tratamento de diabetes
possivelmente por confundir com outra espécie (B. forficata) ja validada pelo
SUS, no entanto B. pentandra ainda ndo teve comprovada a sua propriedade
hipoglicemiante (MATOS, 2002).

Bauhinia monandra Kurz. é uma planta nativa da Asia, embora possa ser
encontrada na india, Nigéria e outras regibes da Africa e América do Sul
(HAVER, 2002). Conhecida como pata-de-vaca, Bauhinia monandra, possui
grande valor econdémico, e é utilizada com fins ornamentais, forrageiro e
principalmente medicinal (ILKIU-BORGES; MENDONCA, 2009) para o
tratamento de diabetes e como diurético (ARGOLO et al.,, 2004). Suas
sementes servem como alimento, pois € fonte de vitamina A e como um
possivel agente controlador de praga (ILKIU-BORGES; MENDONCA, 2009).

Na literatura h& poucos relatos acerca da composicao quimica de B.
pentandra e B. monandra, portanto, o estudo fitoquimico e bioloégico destas
espécies é de grande importancia a fim de contribuir para conhecimento
quimico, taxondmico e farmacologico do género Bauhinia. O presente trabalho
tem como objetivo a identificagdo dos constituintes quimicos dos 6leos
essenciais e fixos das espécies, o isolamento e a identificacdo de metabdlitos
secundarios, bem como a determinacdo de fenois totais, a avalicdo da
atividade antioxidante, da atividade nematicida e da inibicdo da enzima

acetilcolinesterase.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Consideracdes sobre a familia Fabaceae

A familia Fabaceae (Leguminosae) possui distribuicdo cosmopolita,
incluindo cerca de 650 géneros e aproximadamente 19000 espécies,
representando uma das maiores familias de Angiospermas e também uma das
principais do ponto de vista econémico. No Brasil ocorrem cerca de 200
géneros e 2700 espécies, correspondendo a maior familia em numero de
espécies no pais (SOUZA; LORENZI, 2012).

Segundo Souza e Lorenzi (2012), a familia Fabaceae é descrita como:

Ervas, arbustos, arvores ou lianas; folhas alternas, muito raramente
opostas, geralmente compostas, com estipulas, as vezes
transformadas em espinhos, frequentemente com nectarios
extraflorais, ocasionalmente com pontuacdes translicidas.
Inflorescéncia geralmente racemosa; flores vistosas ou ndo,
geralmente bissexuadas. Fruto geralmente do tipo legume, mas
também de outros tipos, incluindo drupa, sdmara, foliculo, craspédio
ou lomento (SOUZA; LORENZI, 2012).

Em geral, sdo reconhecidos trés subgrupos dentro de Fabaceae:
Caesalpinioideae, Faboideae e Mimosoideae. A subfamilia Caesalpinioideae
compreende 150 géneros e 2700 espécies. Nesta subfamilia podemos
destacar os géneros: Bauhinia, Caesalpinia, Cassia, Chamaecrista, Cercis,

Delonix, Gleditsia, Parkinsonia, Senna, Tamarindus (JUDD et al., 2009).

2.2 Consideracdes sobre o género Bauhinia

O género Bauhinia inclui aproximadamente 300 espécies, distribuidas na
maioria dos paises tropicais, incluindo a Africa, Asia e América do Sul
(CECHINEL FILHO, 2009). As espécies do género Bauhinia sdo conhecidas
popularmente em todo Brasil como “pata-de vaca” e no Ceara como “mororé”
[Do tupi miroi'ré.] S. m. Bras. [mor6 (nutrir, alimentar) + r6 (produzir)], e sdo
extensamente utilizadas na medicina popular brasileira por sua atividade
antidiabética (KERNTOPF; NASCIMENTO; FONTELES, 2013).

As diversas espécies deste género apresentam-se como Aarvores,
arbustos e cipds, com tipicas folhas bigeminadas, paripeneadas, grandes,

ramificadas, unijugadas, glabras, geminadas com os foliolos trinervados por
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vezes, estipulas estreitas e caducas. As flores sdo grandes, algumas
semelhantes a uma orquidea; corola com cinco pétalas desiguais, androceu
diplostémone, as vezes com alguns estames reduzidos a estaminddios ou
ausentes, gineceu com ovario unilocular com 6vulos bisseriados, estiletes livres
ou conscrescidos. Frutos do tipo vagem, chatos, escuros e compridos,
indeiscentes ou deiscentes, bivalvares, oblongos, com sementes, também,
achatadas (Fig. 1) (KERNTOPF; NASCIMENTO; FONTELES, 2013).

Figura 1 Caracteristicas morfolégicas do género Bauhinia
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Fonte: KERNTOPF; NASCIMENTO; FONTELES, 2013.

2.3 Consideracdes sobre a espécie B. pentandra (Bong.) D.Dietr.

B. pentandra (Bong.) D.Dietr. (Fig. 2, p. 27) apresenta-se como uma
arvore de pequeno porte (arvoreta) podendo atingir até 4 m de altura,
escandente com ramos contendo aculeos rigidos em diregcdo ao apice, com
folhas bifoliadas, e inflorescéncias parciais com pétalas lineares. Seu legume
apresenta contorno estreitamente oblongo, sem divisdes internas, portanto sem
camaras que alojam as sementes as quais ndo possuem apéndice unciforme
encobrindo o hilo, e sem linhas em leque (CRISOSTOMO, 2008).
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Figura 2 Fotografia da espécie Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr.

Fonte: Do autor

2.4 Consideracgdes sobre a espécie B. monandra Kurz.

Bauhinia monandra Kurz. (Fig. 3) € uma arvore ou arbusto, de
crescimento rapido, que normalmente atinge 3-15,2 m de altura e 0,5 m de
didmetro. As folhas sdo em forma de asas de borboleta, arredondadas,
formando dois l6bulos iguais. Eles sao dissecadas em 11 ou 13 veias
principais. Os peciolos se estendem para aristas curtas entre os lobulos da
folha. As flores alcancam 6,4-10,2 cm de diametro, tém apenas um estame
fértil por flor e uma divisdo de céalice de um lado. Os frutos sdo vagens
deiscentes, escuros, com 2,5 cm de largura, 15,2-30,5 cm de comprimento e
apontam para o apice. As sementes pretas sdo elipticas, planas e medem 1 cm
de comprimento (CONNOR, 2002).

Figura 3 Fotografia da espécie Bauhinia monandra Kurz.
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Fonte: Do autor
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

Estudos fitoquimicos com vérias espécies do género Bauhinia levaram
ao isolamento e identificacdo de diferentes classes de metabdlitos de interesse
medicinal, incluindo terpenos, esteroides, alcaloides e especialmente
flavonoides (CECHINEL FILHO, 2009). A principal atividade biolégica relatada
para as plantas do género Bauhinia € a hipoglicemiante, uma vez que na
medicina popular estas plantas sdo usadas para o tratamento de diabetes
(SILVA; CECHINEL FILHO, 2002). Outras atividades s&o: antimicrobiana, anti-
inflamatoria, analgésica e antioxidante. (CECHINEL FILHO, 2009; NOGUEIRA;
SABINO, 2012).

Na revisdo bibliografica sdo apresentadas as substancias isoladas de
espécies do género Bauhinia nos ultimos dez anos (2005-2015). A pesquisa foi
realizada através de buscas em “sites” cientificos, como Scifinder, Science
direct e Web of science. Durante o periodo de dez anos, as espécies
estudadas fitoquimicamente foram: B. aculeata, B. acuruana, B. aurea, B.
brachycarpa, B. championii, B. forficata, B. galpinii, B. glauca, B. kockiana, B.
malabarica, B. megalandra, B. microstachya, B. monandra, B. muricata, B.
pentandra, B. purpurea, B. racemosa, B. retusa, B. rufescens, B. scandens, B.
sirindhorniae, B. strychnifolia, B. tomantosa, B. ungulata e B. variegata.

Na Tabela 1, p. 29 encontram-se os nomes das substancias isoladas de
espécies do género Bauhinia, e as suas respectivas estruturas quimicas sao
mostradas no Quadro 1, p. 48. Apesar de muitos compostos do género serem
conhecidos, sdo raros os estudos sobre a composi¢éo quimica de B. pentandra

e B. monandra.
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Tabela 1 Substancias isoladas de espécies do género Bauhinia

Espécie Substancia Estrutura Referéncia

Bauhiniastatina 4 1 TANJUNG; SAPUTRI; TJAHJANDARIE,
B. aculeata
Pacharina 2 2014
B. acuruana Pacharina 2 GOIS et al., 2013

6,6-bisastilbina 82
(2)-50.,6p-diidroxi-4p-metoxi-2-cicloexeno-A"*- 14
acetonitrila

B. aurea _ SHANG et al., 2012
Bauhinina 15
Bauhinilida 108
Dehidrodicatequina A 100
Crisina 37
Luteolina 38
Apigenina 39
Quercetina-3-O-B-D-glicosideo 19

B. aurea SHANG et al., 2009
Quercitrina 23
Eucrifina 18
Crisina-7-O-B-D-glicosideo 28
Kampferitrina 30
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Quercetina-3,7-O-diramnosideo 31
B. aurea Quercetina-3-0-(6"-galoil)-B-D-glicosideo 32 SHANG et al., 2009
Quercetina-3-0-(6"-galoil)-B-D-galactosideo 33
Isoengeletina 80
Isoastilbina 81
Astilbina 83
B. aurea Neoastibina o4 SHANG et al., 2007
Neoisoastilbina 85
(+)-catequina 101
(-)-epicatequina 102
(-)-epicatequina-3-O-galato 104
Acido protocatecuico 112
Acido 4-hidroxibenzoéico 113
Acido 4-hidroxi-3-metdxibenzdico 114
Acido 3-hidroxi-4-metoxibenzoico 115
B. aurea Acido galico 116 SHANG et al., 2006
Galato de metila 117
Galato de etila 118
B-sitosterol 121
Daucosterol 123
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Estigmast-4-en-3-ona 124
B. aurea Lupeol 126 SHANG et al., 2006
Lupenona 127
Lupeol 126
B-sitosterol 121
Daucosterol 123
(-)-epicatequina-3-O-galato 104
B. brachycarpa Acido galico 1o ZHANG et al., 2012
Galato de metila 117
5,7,3',4'5'-pentametoxiflavona 40
5,6,7,3',4',5'-hexametoxiflavona 41
5,6,7-trimetoxi-3',4'-metileno-dioxiflavona 76
5,6,7,5'-tetrametoxi-3',4'-metileno-dioxiflavona 77
B-sitosterol 121
Daucosterol 123
Triacontano 109
B. championii | Hexacontano 110 XU et al., 2013
Quercitina 42
Miricitrina 24
Oblongixantona 78
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[-sitosterol 121
Daucosterol 123
| Acido galico 116
B. championii BAl et al., 2005
(x)-lioniresinol 135
2,4,6- trimetoxifenol-1-O-B-D-(6'-O-galoil)- 138
glicopiranosideo
. Quercetina-3,7-O-diramnosideo 31
B. forficata _ MENEZES et al., 2007
Kampferitrina 30
Hiperosideo 34
B. galpinii Miricetina-3-O-galactopiranosideo 35 ADEROGBA et al., 2007
2”-O-ramnosilvitexina 79
Acido galico 116
Peperomina B 197
Quercetina 42
B. glauca Fisetina 48 XU et al., 2015
Luteolina 38
Farrerol 88
Garbanzol 95
3,5,7,4'-tetraidroxi-3'-metoxiflavona 45
B. glauca : : TANG et al., 2014
3-O-metilquercetina 47
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Quercetina 42
Luteolina 38
Kampferol 44

B. glauca 5,7,4'-triidroxi-3'-metoxiflavona 43 TANG et al., 2014
3,7,3'-triidroxi-4'-metoxiflavona 46
Miricitrina 24
Quercetina-3-0-a-L-arabinofuranosideo 36
(+)-catequina 101
(2',4'-diidroxi-4-metoxichalcona)-4'-B-D-glicosideo 156
Bauhiniasina 161

B. glauca Sulfuretina 137 BAIMING et al., 2012a
Isoliquiritigenina 143
4'-metilglicoliquiritigenina 86
3,5,7,3',5'-pentaidroxiflavanona 94
Eriodictiol 87

B. glauca 3-O-metilguercetina 47 BAIMING et al., 2012b
Luteolina 38
Fisetina 48

B. glauca Isopropil-O-B-(6'-O-galoil)-glicopiranosideo 140 ZHAO et al.. 2011
Etil-O-B-(6'-O-galoil)-glicopiranosideo 139
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3,4,5-trimetoxifenil-(6'-O-galoil)-O-B-D- 141
glicopiranosideo
3,4,5-trimetoxifenil-B-D-glicopiranosideo 94
Acido galico 116
B. glauca Galato de metiia L ZHAO et al., 2011
Galato de etila 118
Acido protocatecuico 112
Acido 3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzéico 119
Erigeside C 142
Acido glucosiringico 163
4-metbxi-buteina 148
Isoliquiritigenina 143
Buteina 144
B. glauca 2’-metoxi-isoliquiritigenina 149 WU et al., 2009a
2',4'-diidroxichalcona 145
4-metoxi-isoliquiritigenina 146
4-hidroxi-2',4'-dimetoxichalcona 147
6-metilhomoeriodictiol 96
B. glauca Bauhiniasida A 159 WU et al., 2009b

Bauhiniasina

161
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2' 4'-diidroxi-4-metoxidiidrochalcona-4'-O-3-D-

glicopiranosideo 158
B. glauca Farrerol 88 WU et al., 2009
Homoeriodictiol 89
2',4'-diidroxi-4-metoxidiidrochalcona 160
B. kockiana Acido galico 110 CHEW etal., 2014
Galato de metila 117
B-sitosterol 121
Quercetina 42
B. malabarica | 6,8-C-dimetil-kampferol-3-O-ramnopiranosideo 25 PARK et al., 2014
Eter-3-metil-6,8-C-dimetil-kampferol 49
Hiperosideo 34
Eter-3-metil-6,8-C-dimetil-kampferol 49
Kampferol 44
Afzelina 26
B. malabarica | Quercetina 42 KAEWAMATAWONG et al., 2008
Quercetina-3-O-B-D-glicosideo 19
Quercitrina 23
Hiperosideo 34
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Astilbina 83
Quercitrina 23
Afzelina 26
Quercetina-3-O-a-arabinosideo 55
B. megalandra : : _ ESTRADA et al., 2005
Quercetina-3-0-a-(2"-galoil)ramnosideo 57
Kampferol-3-O-a-(2"-galoil)ramnosideo 56
Quercetina 42
Kampferol 44
_ Afzelina 26
B. microstachya : : MANSUR et al., 2012
Astragalina-2",6"-O-digalato 58
B. microstachya | Quercitrina 23 GADOTTI et al., 2005
Rutina 59
B. monandra : ADEROGBA et al., 2006
Quercetina 42
B. pentandra | Riachina 16 SILVAet al., 2013
Pacharina 2
Bauhiniastatina 1 9
B. purpurea Bauhiniastatina 2 3 PETTIT et al., 2006
Bauhiniastatina 3 4
Bauhiniastatina 4 1
B. purpurea Bauhinoxepina C 5 BOONPHONG et al., 2007




37
Levantamento Bibliografico

Bauhinoxepina D 6
Bauhinoxepina E 7
Bauhinoxepina F 8
Bauhinoxepina G 10
Bauhinoxepina H 11
Bauhinoxepina | 12
Bauhinoxepina J 13
Bauhibenzofurina A 168
B. purpurea Bauhispirorina A 107 BOONPHONG et al., 2007
Estrobopinina 90
Demetoximateucinol 91
Bauhinol E 150
Batatasina IV 151
2-[2-(3,5-Dimetoxifenil)etillfenol 152
2,2'-Diidroxi-3,5-dimetoxibibenzil 153
Diidropinosilvina 154
Diidropinosilvina metil éter 155
B. purpurea 3,5,7-triidroxi-2-(3,4,5-triidroxifenil)-4H-1-benzopiran- 50 PAHWA: MAZUMDER: BHATTACHARYA.

4-ona

2015
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Acido miristico 173
Acido octadecanoico 174
Acido 9,12-octadecadiendico 178
24-metil-pentacosanoato de isopropila 180
B. purpurea Estigmasterol 125 JOSHI; DESAI; BHOBE, 2013
B-amirina 128
B-Sitosterol 121
Lupeol 126
9,12-Hexadecadienoato de etila 179
B. purpurea Caprilato de a-amirina 129 VERMA; CHANDRASHEKAR; JOSHI,
2009
3,7-diidroxi-3'-metoxiflavona-3-O-a-L-
ramnopiranosil(1—4)-O-a-L-arabinopiranosil(1—3)-O- 73
B. racemosa | B-D-galactopiranosideo YADAVA; CHAKRAVARTY, 2014
Isovitexina 74
Isoorientina 75
Galato de metila 117
B. racemosa Acido galico 1o RASHED; BUTNARIU, 2014
Kampferol 44
Quercetina 42
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Quercetina-3-0O-a-ramnosideo 23
B. racemosa | Prerol-3-O-p-D-glicopiranosideo 20 RASHED; BUTNARIU, 2014
Miricetina-3-O-B-glicosideo 61
Rutina 59
Racemosolona 169
Tetracosane 111
Estereato de B-sitosterila 122
Acido eicosanoico 175
Estigmasterol 125
B-sitosterol 121
B. racemosa | Racemosol 170 JAIN et al., 2013
Ferulato de octacosila 165
De-O-metilracemosol 171
Lupeol 126
1,7,8,12b-tetraidro-2,2,4-trimetil-2H-
benzo[6,7]ciclohepta[l,2,3-de][1]benzopiran-5,10,11- 172
triol
B. racemosa (2S)-1,2-di-O-linolenoil-3-O-a-galactopiranosil-(1/6)- 200 SASHIDHARA et al. 2012

O-B-galactopiranosil glicerol
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(2S)-1-O-linolenoil-2-O-palmitoil-3-O-a-

199
galactopiranosil-(1/6)-O-p-galactopiranosil glicerol
(2S)-1-O-oleoil-2-O-palmitoil-3-O-a-galactopiranosil- 198
(1/6)-O-B-galactopiranosil glicerol

B. racemosa (_)_epiafze|equina 103 SASHIDHARA et al. 2012
(-)-epicatequina 102
(-)-catequina 105
Acido protocatecuico 112
Octacosanol 185
Racemosol 170
De-O-metilracemosol 171

B. racemosa : _ JAIN et al. 2008
1,7,8,12b-tetraidro-2,2,4-trimetil-2H-
benzo[6,7]ciclohepta][1,2,3-de][1]benzopiran-5,10,11- 172
triol
Kampferol 44
Ramnetin-3-O-a-L-ramnopiranosil-3'-O-(prop-1-enil) 72
Isoramnetin-3-a-ramnosideo 27

B. retusa _ EL SAYED; HASSAN; ATEYA, 2015

Quercitrina 23
Quercetina 3-O-B-D-glucopiranosil-B-D- 63

glicopiranosideo
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B. retusa Quercetina-3,7-di-O-B-D-glicosideo 62 EL SAYED; HASSAN; ATEYA, 2015
1-O-B-D-glucopiranosil-9B,15-diidroxi-5c., 6 3H-
eudesma-3-ene-6a,12-olide 109

B. retusa 4’-hidroxi-7-metoxiflavana 106 SEMWAL; SHARMA, 2011a
[-sitosterol 121
Estigmasterol 125

B. retusa 2,6-di(4',5'-diidroxifenil)-3,7-dioxabiciclo[3.3.0]octano- 190 SEMWAL: SHARMA. 2011b
1-hidroxi-5-O-ramnopiranosideo
Kampferitrina 30
Quercetina-3,7-O-diramnosideo 31
Kampferol-3-O-a-L-ramnosil-(1—2)-B-D-glicosideo 66
Quercetina-3-0-B-D-glucosil-(1—2)-3-D- &7
galactosideo-7-O-B-D-glicosideo

B. retusa Kampferol-3-O-a-L-ramnosideo-(1—6)-B-D- 65 YADAV; VERMA, 2010
glicopiranosideo-7-O-B-D-glicosideo
Quercetina-3-0-a-L-ramnosil-(1—6)-3-D- 64
glicopiranosideo-7-O-f3-D-glicosideo
Isoramnetina-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-B-D- 69

galactopiranosideo-7-O-B-D-glicopiranosideo
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Kampferol-3-O-B-D-glucosil-(1—2)-a-ramnosil-(1—6)-

B. retusa . . . . 68 YADAV; VERMA, 2010
B-D-glicopiranosideo-7-O-a-L-ramnosideo
B. rufescens | Menisdaurina 17 USMAN et al., 2013
B. scandens 1-O-alquil-glicerol 181 HAZRA; CHATTERJEE, 2008
Eriodictiol 87
Naringenina 92
. . _ ATHIKOMKULCHAI; SRIUBOLMAS;
B. sirindhorniae | Isoliquiritigenina 143
E— RUANGRUNGSI, 2005
4-metoxi-isoliquiritigenina 146
Luteolina 38
Quercetina 42
3,5,7,3',5'-Pentaidroxi-flavanonol-3-O-a-L- 97
| ramnopiranosideo
B. strychnifolia _ YUENYONGSAWAD et al., 2013
Eucrifina 18
B-sitosterol 121
Estigmasterol 125
Apigenina 39
Quercetina 42
B. tomantosa JAIN et al., 2011
Rutina 59
4’-metoxikampferol 50
B. ungulata Quercetina 42 MAIA NETO et al., 2008
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Quercetina-3-0O-a-L-arabinofuranosideo 36
Quercitrina 23
B. ungulata 3-O-metil-D-pinitol 193 MAIA NETO et al., 2008
Harmana 191
Eleagnina 192
Lupeol 126
_ B-sitosterol 121
B. variegata JASH; ROY; GORAI, 2014
Kampferol 44
Quercetina 42
Caprilato de a-amirina 129
. Lupeol 126
B. variegata _ SAHA et al., 2011
nor-a-amirina 131
Palmitato de 3[3,28-diidroxi-olean-12-enila 130
Kampferol 44
Ombuina 51
_ Kampferol-7,4'-dimetil eter 3-O-B-D-glicopiranosideo 22
B. variegata E— RAO; FANG; TZENG, 2008
Kampferol 3-O-B-D-glicopiranosideo 20
Isoramnetina-3-0-f-D-glicopiranosideo 21
Hesperidina 99
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Acido 3B-trans-(3,4-diidroxicinamoiloxi)olean-12-en-

B. variegata _ 132 RAO; FANG; TZENG, 2008
28-0ico
B. variegata Bauhiniona 194 ZHAO et al., 2005a
Quercetina 42
3,3’-dimetoxi-quercetina 52
3,3’,6-trimetoxi-quercetina 53
Acido cafeico 166
Acido ferulico 167
Quercetina-3-O-B-D-glicosideo 19
B. variegata | 1 Perosideo 34 MOHAMED: MAMMOUD: HAYEN, 2009
Quercetina-3-0-a-L-'C4-ramnopiranosil-(1”—2")-O--
D-*C1-glicopiranosideo 70
Acido 23-hidroxi-3a-[O-a-L-'C4-ramnopiranosil-
(1"—4’)-0-a-L-*C;-arabinopiranosil-oxiJolean-12-en-
28-0ico-0O-a-L-'C,-ramnopiranosil-(1"""—4"")-O-8-D- 133
“C,-glicopiranosil-(17"—6"")-0-B-D-*C;-glicopiranosil
ester
B. variegata 5,7,4-trimetoxi-flavanona 98 RAJKAPOOR; MURUGESH, KRISHNA,
2009
B. variegata 12,13-heptatriacontanodiol 182 KUMAR et al., 2014
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Friedelina 134
Acido docosanoico 176
Estigmasterol 125
. B-sitosterol 121
B. variegata _ : KUMAR et al., 2014
Acido hexadecanoico 177
Lupeol 126
Eriodictiol 87
Quercetina 42
Isoliquiritigenina 143
Naringenina 92
Kampferol 44
_ Kampferol-7-O-B-D-glicopiranosideo 29
B. variegata _ LIAO; LI, 2013
Kampferol-3-O-B-D-glicopiranosideo 20
Acido cafeico 166
(-)-catequina 105
Afzelina 26
16-metil-tetratriacontanoato de metila 183
_ 7-hidroxinonadecan-9-ona 186
B. variegata _ SINGH et al., 2011
10-acetoxidotriacontano 184
9-hidroxipentatriacontan-7-ona 187
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. Lupeol 126
. variegata : SINGH et al., 2011
B-sitosterol 121
2,4,8,9,10-pentaidroxi-3,7-dimetoxiantraceno-6-0O-a- 195
L-ramnopiranosideo
_ Kampferol-7-O-metil eter 54
. variegata _ : : : : — BODAKHE et al., 2010
(2S)- 2,3-diidro-5-hidroxi-2-(3-hidroxi-4-metoxifenil)-6, 93
7-dimetoxi-4H-1-benzopiran-4-ona
Acido 4-(B-D-glicopiranosiloxi)benzoico 164
3-O-metilquercetina 47
Luteolina 38
. Rutina 59
. variegata _ EL-DONDAITY et al., 2005
Narcissina 196
Quercetina-3-0O-B-D-glicofuranosideo 71
Daucosterol 123
_ 12,13-heptatriacontanodiol 182
. variegata SINGH; PANDEY; GHANSHYAM, 2006
15-dotetraconten-9-ol 188
(-)-epicatequina 102
_ Acido protocatecuico 112
. variegata : ZHAO et al., 2005b
Protocatecuato de etila 120
Acido 4-hidréxibenzoico 113
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Galato de metila 117

B. variegata | Galato de etila 118 ZHAO et al., 2005b
Esquisandrisida 136
2'-hidroxi-4',6'-dimetoxi-3,4-metileno-dioxichalcona 157

B. variegata Kampferol-3-O-B-D-glicopiranosideo 20 MAHESWARA et al., 2005

Afzelina

26
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Quadro 1 Estruturas das substancias isoladas de espécies de Bauhinia

D R B R N R N RN

Ry

R4 R3

Ry

1 R;=0OCHs:; R»=R4=0OH : R3=Rs=H 5 R1=R4=0H ; R,=0CHs3 ; R3=H
2 R1:R4:OH ; RZZOCHg : Rs=Rs=H 6 R1:OCH3 ; R2:R4:OH i Rs=H
3 Ri1=R4=0H ; R2:R3:OCH3 ; R5:H 7 R1:R2:OCH3 ; R3:R4:OH
4 R1:R5:OH ; R2:R4:OCH3 i Rs=H 8 R1:R3:OCH3 ; R2:R4:OH

PR RN RN NN RN NN NNR RN N NN R R NN NN RN NN
P N R R R R A N A R A A A A R A

OH
HeCO

OCHs

" Ry OCHs

\\\“\‘

OCHs

11 Ry=CHs ; R;=OH ; Rs=H
12 R;=CHz; R>=H ; R3=0OH 14 N
13 R;=H ; Ry=Rs=H &

P MR E IR

) X
PR PPN PN
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OH (0]
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HO

OH
19 R;=R;=Rs=OH 23 R1=R3=R4=H ; R,=OH
20 R1:R3:OH ; R2:H 24 R1:R2:OH ; R3:R4:H
21 R;=R3=OH ; R;=OCHj 25 Ry=R,=H ; Rs=R,=CHj
22 R1:R3:OCH3 ; R2:H 26 R1:R2:R3:R4:H
27 R1=R3=R4=H ; R,=0CHj3;

P A P A I P P A A P P P R P P A R P P R A A A R e

I T N N N RV P RVR VA
I T N N Y PRV
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pA L LT LT LS P L LT LT LSS P LA T LT PSP S PSS T LTSS PSP LSS LS LSS LA P LSS SIS PSS LSS SIS "

Ry

R

R, 0
R3

37 Ri1=R,=R3=R;=Rs=Rg=H ; Rs=R;=0H

38 R1:R2:R5:R7:OH ; R3:R4:R6:R8:H

39 Ri1=R3=R4=Rs=Rg=H ; R,=Rs=R;=0H

40 R1:R2:R3:R5:R7:OCH3 ; R4:R6:R8:H

41 R1:R2:R3:R5:R6:R7:OCH3 : Ry=Rg=H

42 R1:R2:R4:R5:R7:OH ; R3:R6:R8:H

43 R]_:OCHg ; R2:R5:R7:OH : Rs3=R4=R¢=Rg=H
44 R;=R3=Rs=Rg=H ; R,=R4=Rs=R7;=0H

45 R;=0CHs; ; R=R4=R5=R;=0OH ; R3=Rg=Rg=H
46 R1=R4=R;=0OH; RZZOCHQ, ; R3:R5:R6:R8:H
47 R1=R2=R5=R7=0H ; R3=Rs=Rg=H ; R4=0OCH3;
48 R1:R2:R4:R7:OH ; R3:R5:R6:R8:H

49 R1=R3s=H; R2:R5:R7:OH ; R4:OCH3 ; R6:R8:CH3
50 R1:R3:R6:R8:H ; RZZOCHQ, ; R4:R5:R7:OH
51 R;=R4=R5=0H ; R,=R7=0CH3 ; R3=Rg=Rg=H
52 R1:R4:OCH3 ; R2:R5:R7:OH ; R3:R6:R8:H
53 R1:R4:R5:OCH3 ; R2:R7:OH : Rs3=Re=Rg=H
54 R1:R3:R6:R8:H ; R2:R4:R5:OH ; R7:OCH3

T T T A Y A R VAV A VvV eV
R R R TR AR T T Y R PV VAV AV AV,

OH-

OH

OH

OH

//////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////
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Re
Rg (0] ~‘\\\\\\
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90 R;=R»=Rs=H ; R3=R5=0H ; R4=CHj3
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HsCO o)

106

OCH;
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112
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120

B N N N N N N Y P PP P S R

107

109 n=28
110 n=58
111 n=22

OR;

R,

Ri=R,=H ; R3:R4:OH
R1=R>=R4=H ; R3=0OH
Ri=R,=H; R3:OH ; R4:OCH3
R1=R,=H ; R3=OCH3 ; R4:OH
Ri=H; R2:R3:R4:OH

R1=CH3 ; R2=R3:R4:OH
R1:CH2CH3 ; R2:R3:R4:OH
R.i=H; R2:R4=OCH3 ; R3:OH
R1:CH2CH3 1 Ry=H; R3:R4:OH

(CHz)n
H3C/ ™~

CHjs

//////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais de B. pentandra

obtidos por hidrodestilacao

Os constituintes do 6leo essencial das folhas secas e das frescas de B.
pentandra, obtido pelo processo de hidrodestilacdo, foram identificados pela
técnica de CG-EM.

Do oleo essencial das folhas secas foram identificados onze
constituintes, representando 92,28% da sua composicdo total, sendo sua
maioria constituida por sesquiterpenos, com registro de apenas um
monoterpeno, um diterpeno e uma cetona (Tab. 2, p. 69). O principal
constituinte foi o sesquiterpeno B-cariofileno (30,65%).

No oOleo essencial das folhas frescas seis constituintes foram
identificados, representando 96,19% da sua composicdo total, sendo cinco
sesquiterpenos e um diterpeno (Tab. 2, p. 69). O constituinte majoritario foi
identificado como o diterpeno fitol (56,75%).

O fitol € um componente da molécula da clorofila, presente em folhas
verdes de varias plantas medicinais, sendo a ela complexado por uma ligacéo
do tipo éster em sua cadeia lateral e, portanto, esta presente na natureza de
forma abundante (COSTA et al., 2012).

Os cromatogramas e o0s espectros de massas dos constituintes
identificados encontram-se nas paginas 70-74, e as estruturas quimicas

respectivas sdo mostradas no Quadro 2, p. 70.



69
Resultados e Discussao

Tabela 2 Constituintes do 6leo essencial de B. pentandra obtido por hidrodestilacdo

o Folhas secas
Constituintes

Folhas frescas

TR (min)? IKexp.” 1K ie © Area (%) TR (min)? IKexp.” 1K it ° Area (%)
Timol 21,500 1303 1302 1,52 - - - -
(E)-B-damascenona 24,715 1390 1390 1,39 - - - -
B-elemeno 24,980 1397 1395 2,74 - - - -
B-cariofileno 26,035 1431 1431 30,65 25,967 1429 1431 13,49
o—humuleno 27,090 1464 1462 5,33 27,070 1463 1462 3,04
Germacreno D 28,000 1493 1492 9,84 27,976 1492 1492 8,37
Elixeno 28,525 1509 1511 13,69 28,499 1509 1511 13,20
Cupareno 28,773 1517 1518 1,05 - - - -
Espatulenol 31,060 1590 1591 3,72 - - - -
Oxido de cariofileno 31,250 1596 1596 10,04 31,204 1594 1596 1,34
Fitol 39,805 2118 2119 12,31 39,835 2121 2119 56,75
Total 92,28 96,19

* TR: tempo de retencéo
® indice de Kovats experimental em coluna capilar RTX-5

¢indice de Kovats da literatura (ADAMS, 2007; NIST)
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Quadro 2 Constituintes do 6leo essencial das folhas secas e frescas de B. pentandra obtido
por hidrodestilagéo
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hidrodestilacéo
Intensity

osaagss

39.805

-26.03%

25000000 4

200000001

il

15000000 -

J

10000000+

5000000 -

1499

e
23070
=y
: Giny
GETR 24.983

)

1000000 {, 4

—Spe=d6 553

T T A
3.0 10.0 200 49.0

min




71
Resultados e Discussao

Figura 5 Cromatograma do Oleo essencial das folhas frescas de B. pentandra obtido por
hidrodestilacéo
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Figura 6 Espectro de massas do timol
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Figura 7 Espectro de massas da (E)-B-damascenona
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Figura 8 Espectro de massas do B-elemeno
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Figura 10 Espectro de massas do a-humuleno
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Figura 11 Espectro de massas do germacreno D
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Figura 12 Espectro de massas do elixeno
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Figura 13 Espectro de massas do cupareno
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Figura 14 Espectro de massas do espatulenol
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Figura 15 Espectro de massas do 6xido de cariofileno

T

-
60

80

100

120

1" i f.,uh

P
z
185 149 iai H

177187
P

|
o}
|

205 330 239 253 271281 296 315 331341 356 377389 4 427 458 4754&;J
1

T I T T T
140 160 180 200 200 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480




74
Resultados e Discusséao

Figura 16 Espectro de massas do fitol

1007 7 ]

26
i l‘L i 0 165 179 193 210 236 249 263 278 296 %ﬁ 348 377 389 401 429 453 470 489
e l"’l||llllllllllllllllll“l"l'.il\AIAllv\
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480




75
Resultados e Discussao

4.2 ldentificagdo dos constituintes dos 6leos essenciais de B. pentandra
obtidos por microextragcdo em fase solida (MEFS)

Os constituintes do 6leo essencial das folhas secas e das frescas de B.
pentandra, obtido pela técnica de microextracdo em fase sélida (MEFS), foram
identificados pela técnica de CG-EM.

No Oleo essencial das folhas secas foram identificados nove compostos,
representando 96,69% da sua composicao total. Destes, um monoterpeno, dois
aldeidos, quatro sesquiterpenos e dois fendis (Tab. 3, p. 76). O constituinte
majoritario foi o sesquiterpeno B-cariofileno (24,82%).

No o6leo essencial das folhas frescas nove compostos foram
identificados, representando 93,34% da sua composicao total, dentre os quais
um aldeido, um alcool, um monoterpeno, quatro sesquiterpenos e dois fendis
(Tab. 3, p. 76). Os constituintes majoritarios foram os fendis salicilato de 2-
etilhexila (27,32%) e salicilato de homomentila (25,42%), este também
chamado de homosalato.

O homosalato € um protetor solar natural que pode proteger 0 DNA
contra a radiacado ultravioleta. Homosalato e salicilato de 2-etilhexila também
foram detectados no Oleo essencial de Opuntia acanthocarpa (WRIGHT,;
SETZER, 2013).

Os cromatogramas e 0s espectros de massas dos constituintes
identificados encontram-se nas paginas 77-81, e as respectivas estruturas
quimicas sdo mostradas no Quadro 3, p. 77.

Dos constituintes identificados nos 6leos essenciais das folhas secas e
frescas obtidos por hidrodestilacdo e MEFS, quinze estdo sendo registrados
pela primeira vez na espécie. Sao eles: timol, B-damascenona, germacreno D,
elixeno, cupareno, espatulenol, fitol, (E)-2-hexenal, (E)-3-hexenol, D-limoneno,
(Z2)-p-ocimeno, nonanal, decanal, salicilato de 2-etilhexila e salicilato de
homomentila. Estudo anterior do 6leo essencial das folhas de B. pentandra
mostrou o [-cariofileno como constituinte majoritario (DUARTE-ALMEIDA;
NEGRI; SALATINO, 2004), entretanto ndo foi relatada a presenca alcool,

cetona, diterpeno, monoterpenos, aldeidos e fenais.
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Tabela 3 Constituintes do 6leo essencial de B. pentandra obtido por MEFS

Constituintes Folhas secas ' Folhas frescas '
TR (min)? IKexp.” 1K i ° Area (%)° TR (min)? IKexp.” 1K ic © Area (%)°

(E)-2-hexenal - - - - 5,720 - - 3,95+0,13
(E)-3-hexenol - - - - 5,823 - - 250+1,26
D-Limoneno 11,386 1018 1020 10,29 £ 2,32 - - - -

(2)-B-ocimeno - - - - 12,127 1039 1040 2,98+1,19
Nonanal 14,196 1169 1142 2,55+ 0,56 - - - -

Decanal 17,959 1203 1204 10,84 £ 2,68 - - - -

B-cariofileno 25,569 1416 1418 2482+1,11 25,579 1416 1418 17,29 + 8,00
o—humuleno 26,698 1452 1454 3,10+ 0,16 26,702 1452 1454 2,40 £ 0,62
Germacreno D 27,590 1480 1480 10,56 + 0,04 27,600 1480 1480 5,90 + 2,60
Elixeno 28,102 1496 1492 12,03 £ 0,89 28,110 1496 1492 5,58 £1,49
Salicilato de 2-etilhexila 36,576 1764 1805 11,20 £ 0,63 36,580 1764 1805 27,32 £ 6,59
Salicilato de homomentila 37,714 1813 1903 11,30 £ 0,16 37,717 1814 1903 25,42 + 4,94
Total 96,69 + 0,20 93,34 £ 0,98

# TR: tempo de retengéo

® indice de Kovats experimental em coluna capilar RTX-5
“iIndice de Kovats da literatura (ADAMS, 2007; NIST)

4 Média de duas repeticdes com desvio padrdo
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Quadro 3 Constituintes do 6leo essencial das folhas secas e frescas de B. pentandra obtido
por MEFS
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Figura 17 Cromatograma do 6leo essencial das folhas secas de B. pentandra obtido por MEFS
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Figura 18 Cromatograma do 6leo essencial das folhas frescas de B. pentandra obtido por
MEFS
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Figura 19 Espectro de massas do (E)-2-hexenal
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Figura 20 Espectro de massas do (E)-3-hexenol
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Figura 21 Espectro de massas do D-limoneno
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Figura 22 Espectro de massas do (Z)-B-ocimeno
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Figura 23 Espectro de massas do nonanal
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Figura 24 Espectro de massas do decanal
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Figura 25 Espectro de massas do B-cariofileno
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Figura 26 Espectro de massas do a—humuleno
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Figura 27 Espectro de massas do germacreno D
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Figura 28 Espectro de massas do elixeno
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Figura 29 Espectro de massas do salicilato de 2-etilhexila
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Figura 30 Espectro de massas do salicilato de homomentila
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4.3 Determinacdo da composic¢ao de acidos graxos de B. pentandra e B.

monandra

Os extratos hexanicos das folhas de B. pentandra e B. monandra foram
submetidos ao processo de saponificacdo/metilacdo para obtencéo dos ésteres
metilicos dos seus &cidos graxos.

No o6leo fixo de B. pentandra foram identificados dez constituintes,
representando 84,62% da sua composicao total. Os constituintes majoritarios
foram hexadecanoato de metila (29,03%), 9,12,15(Z,Z,Z)-octadecatrienoato de
metila (28,93%) e octadecanoato de metila (10,58%) (Tab. 4, p. 83). Estes
resultados indicam que os principais acidos graxos presentes nas folhas de B.
pentandra foram os acidos palmitico, linolénico e esteérico.

No oleo fixo de B. monandra foram identificados quatro constituintes,
representando 97,08% da sua composi¢cédo total. Os principais constituintes
foram 9,12,15(Z,Z,2)-octadecatrienoato de metila (77,87%) e 9,12(Z,2)-
octadecadienoato de metila (11,91%) (Tab. 4, p. 83), 0 que indica que 0s
principais acidos graxos presentes nas folhas de B. monandra foram os acidos
linolénico e linoléico.

Os cromatogramas e 0s espectros de massas dos constituintes
identificados encontram-se nas paginas 84-88, e as estruturas quimicas séo
mostradas no Quadro 4, p. 84. Este representa o primeiro registro dos

componentes do 6leo fixo das espécies B. pentandra e B. monandra.



83
Resultados e Discussao

Tabela 4 Composicdo quimica do 6leo fixo das folhas de B. pentandra e B. monandra

Constituintes

B. pentandra

B. monandra

TR (min)? IKexp.” 1K it ° Area (%) TR (min)? IK exp.” 1K it ° Area (%)

Dodecanoato de metila 15,118 1498 1521 4,13 - - - -
Tetradecanoato de metila 19,797 1725 1726 572 - - - -
9(Z)-hexadecenoato de metila 23,620 1904 1912 1,46 - - - -
Hexadecanoato de metila 24,225 1931 1927 29,03 24,012 1922 1927 6,43
Heptadecanoato de metila 26,030 2023 2022 0,78 - - - -
9,12(Z,2)-octadecadienoato de metila - - - - 27,360 2096 2096 11,91
9,12,15(Z,Z,Z)-octadecatrienoato de 27,800 2117 2113 28,93 27,573 2106 2113 77,87
metila

Octadecanoato de metila 28,089 2132 2128 10,58 27,916 2123 2128 0,87
Eicosonoato de metila 31,546 2327 2329 2,04 - - - -
Docosanoato de metila 34,842 2529 2530 1,39 - - - -
Tetracosanoato de metila 37,893 2730 2731 0,56 - - - -
Total 84,62 97,08

4 TR: tempo de retencéo

® indice de Kovats experimental em coluna capilar RTX-5

“indice de Kovats da literatura (ADAMS, 2007; NIST)
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Quadro 4 Constituintes do 6leo fixo das folhas de B. pentandra e B. monandra
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Figura 32 Cromatograma do 6leo fixo das folhas de B. monandra
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Figura 33 Espectro de massas do dodecanoato de metila
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Figura 34 Espectro de massas do tetradecanoato de metila
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Figura 35 Espectro de massas do 9(Z)-hexadecenoato de metlla
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Figura 36 Espectro de massas do hexadecanoato de metila

100 T

27 (@)
4
13
g | 237
BJ J i i 157 118w 239 =
1l s 213 - ’ o
i | PR R T i 373 3R A0S 417 430 445 455 471484
l Er ‘I ‘ju ‘ l b L L Li l l ; |iJ ] i i ) "’ L) ¥ 1 1 ‘W‘I."L | 1 -“?‘ I i t ! ] T 1 ) |} i

L ¥ i T T
T e o0 130 160 1so 230 250 280 310 340 370 400 430 460

Figura 37 Espectro de massas do heptadecanoato de metila
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Figura 39 Espectro de massas do 9,12,15(Z,Z,Z)-octadecatrienoato de metila
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Figura 40 Espectro de massas do octadecanoato de metila
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Figura 41 Espectro de massas do 18-metilnonadecanoato de metila
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Figura 42 Espectro de massas do docosanoato de metila
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Figura 43 Espectro de massas do tetracosanoato de metila
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4.4 Estudo dos constituintes fixos de B. pentandra
4.4.1 Determinacao estrutural de BP-1

A fragcdo EEBP(D) obtida do extrato EEBP ap6s cromatografia em coluna
forneceu 14 mg de um solido amorfo branco, solavel em cloroférmio, que foi
denominado BP-1.

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 44, p. 91) apresentou
bandas de absorcdo em: 1733 cm™ referente a deformac&o axial de carbonila;
2917 e 2849 cm™ de deformacdo axial de ligacdo C-H; 1463 e 1378 cm™ de
deformacé&o angular de grupos metileno e metila, respectivamente; e absorcdes
em 1215 e 1174 cm™ de deformac&o axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDCl3] (Fig. 45, p. 91) mostrou varios
sinais sobrepostos na regido entre 6y 0,90 e 1,70 ppm, com destaques para um
sinal simples e intenso em &4 1,26 [(CH2)n], além de um tripleto em &y 2,30,
caracteristico de grupo CH; alfa a carbonila, propondo que trata-se de uma
substancia alifatica de cadeia longa, provavelmente, um acido graxo .

A anélise dos espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° [75 MHz, CDCl4]
(Fig. 46 e 47, p. 92) evidenciou sinais de carbonos metilénicos em &, 22,9-35,1
ppm, de carbono metilico em 3. 14,3 e de carbono carbonilico em &. 173,8
(Tab. 5, p. 90).

A andlise por CG-EM revelou a presenca de dois componentes
principais através dos picos com tempos de retencdo (TR) 17,966 e 19,113
min, como pode ser visto no cromatograma (Fig. 48, p. 93). Os espectros de
massas (Fig. 49 e 50, p. 93) destes componentes exibiram ions moleculares
em m/z 257 e 285 (M + H]") Daltons, e permitiram identificar os &cidos
palmitico (1, 53,34%) e estearico (2, 24,94%), com formulas moleculares
C16H320, e CigH360,, respectivamente, e IDH=1. Estes acidos graxos estéo
sendo isolados e identificados pela primeira vez na espécie B. pentandra.
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(0]
15 13 1 9 7 5 3
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18 7 > > 3 ; : " S " om
BP-1B
Tabela 5 Deslocamentos quimicos (5) de RMN 3c (CDCls) de BP-1
Palmitico (53,34%) Estearico (24,94%)
C BP-1A Lit.* (CDCls3) BP-1B Lit.* (CDCl3)
dc dc dc dc
1 173,8 180,2 173,8 180,2
2 35,1 34,1 35,1 34,1
3 25,4 24,7 25,4 24,7
4-13 29,4 -29,9 29,1 -29,7 29,4-29,9 29,1-29,7
14 32,1 31,9 29,4-29,9 29,1 -29,7
15 22,9 22,7 29,4-29,9 29,1 -29,7
16 14,3 14,1 32,1 31,9
17 - - 22,9 22,7
18 - - 14,3 14,1

Deslocamentos quimicos (8¢) em ppm
* (MONTRUCCHIO et al., 2005)
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Figura 44 Espectro na regido do infravermelho de BP-1
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Figura 45 Espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCl;] de BP-1
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Figura 46 Espectro de RMN ¥C.CcPD [75 MHz, CDCl;] de BP-1
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Figura 47 Espectro de RMN *C-DEPT 135° [75 MHz, CDCl;] de BP-1
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Figura 48 Cromatograma obtido por CG-EM para BP-1
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Figura 50 Espectro de massas do componente com TR 19,113 min: BP-1B (acido esteérico)
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4.4.2 Determinagéo estrutural de BP-2

A fracdo EEBP(D) proveniente do extrato EEBP, apds ser submetida a
coluna cromatografica, forneceu 22,6 mg de um sélido cristalino branco, soltvel
em cloroférmio, que foi denominado BP-2.

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 51, p. 97) apresentou
bandas de absorcdo em: 3361 cm™ referente a deformacao axial de ligacdo O—
H; 2929 e 2867 cm™ de deformacéo axial de ligagdo C—H; 1463 e 1377 cm™ de
deformagdo angular de grupos CH,; e CHgs, respectivamente; além de
absorcdes em 1056 e 1022 cm™ de deformacéo axial de ligagdo C-O.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDCls] (Fig. 52 e 53, p. 97 e 98)
revelou sinais de hidrogénio ligado a carbono olefinico em 84 5,35 (m, H-6), de
hidrogénio ligado a carbono carbindlico em 64 3,55 (m, H-3), de hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos em &y 0,66-2,30 ppm, além de sinais em &y
5,16 (dd, J=8,4 e 15,2 Hz, H-22) e 5,02 (dd, J=8,4 e 15,2 Hz, H-23) de
hidrogénios de carbonos olefinicos com estereoquimica trans.

O espectro de RMN *C-CPD [75 MHz, CDCl3] (Fig. 54, p. 98) mostrou
36 linhas espectrais, onde foram observados sinais em &, 141,0 e 121,9,
correspondentes aos carbonos da ligacdo dupla entre C-5 e C-6 dos esteroides
sitosterol e estigmasterol. Ainda nessa regido observou-se a presencga de dois
sinais de menor intensidade em §. 138,5 e 129,5, caracteristicos da ligacao
dupla entre C-22 e C-23 do estigmasterol. O sinal observado em &¢ 72,0 foi
atribuido ao carbono carbindélico C-3 de ambos os esteroides (Tab. 6, p. 96).

Com base nos dados obtidos e comparacdo com dados espectrais
registrados na literatura (KOJIMA et al., 1990, Tab. 6, p. 96), concluiu-se que a
substancia BP-2 trata-se da mistura dos esteroides sitosterol (1) e
estigmasterol (2), nas proporcdes de 80% e 20%, respectivamente. As
percentagens aproximadas dos dois componentes da mistura foram calculadas
atraves das integracdes dos sinais de hidrogénios H-6 (area: 1,00, sitosterol +
estigmasterol) e H-22 (area: 0,20, estigmasterol). A mistura de esteroides ja foi
isolada anteriormente da espécie B. pentandra (LINS, 2008).
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Tabela 6 Deslocamentos quimicos (3) de RMN B*c (CDCl3) de BP-2

Sitosterol (80%)

Estigmasterol (20%)

C [BP2A | Lit*(CDCly) | BP-2B | Lit.* (CDCl3)
Sc dc dc dc
1 37,5 37,2 37,5 37,2
2 31,9 31,6 31,9 31,6
3 72,0 71,8 72,0 71,8
4 42,5 42,3 42,5 42,3
5 141,0 140,7 141,0 140,7
6 121,9 121,7 121,9 121,7
7 32,1 31,9 32,1 31,9
8 32,1 31,9 32,1 31,9
9 50,3 50,1 50,3 50,1
10 36,7 36,5 36,7 36,5
11 21,3 21,1 21,3 21,1
12 40,0 39,8 40,0 39,7
13 42,5 42,3 42,5 42,2
14 57,0 56,8 57,0 56,8
15 24,5 24,3 24,5 24,4
16 28,4 28,2 29,1 28,9
17 56,3 56,0 56,3 55,9
18 12,0 11,9 12,0 12,0
19 19,6 19,4 19,6 19,4
20 36,3 36,1 40,6 40,5
21 19,0 18,8 21,4 21,2
22 34,2 33,9 138,5 138,3
23 26,3 26,0 129,5 129,2
24 46,1 45,8 51,4 51,2
25 29,4 29,1 29,9 31,9
26 20,0 19,8 20,0 21,1
27 19,2 19,0 19,2 19,0
28 23,3 23,0 25,6 25,4
29 12,2 12,0 12,2 12,3

Deslocamentos quimicos (8c) em ppm * (KOJIMA et al., 1990)
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Figura 51 Espectro na regido do infravermelho de BP-2
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Figura 52 Espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCls] de BP-2
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Figura 53 Expansao do espectro de RMN "H [300 MHz, CDCl;] de BP-2
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Figura 55 Espectro de RMN "*C-DEPT 135° [75 MHz, CDCl;] de BP-2
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4.4.3 Determinacéao estrutural de BP-3

A fracdo EEBP(A) obtida do extrato EEBP apds cromatografia em coluna
forneceu 13,4 mg de um liquido viscoso de cor marrom, solivel em CHCI3, que
foi denominado BP-3.

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 58, p. 105) revelou bandas
de absorcdo em: 3343 cm? caracteristica de ligacdo O-H; 2983 cm™
relacionada & ligacdo C—H; 1705 cm™ de carbonila; 1608, 1522 e 1460 cm™
referentes a ligagdo C=C de anel aromatico; e em 1162 e 1100 cm™ de ligagéo
C-O.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDCl3] (Fig. 59 e 60, p. 105 e 106)
exibiu sinais em &y 6,33 (dd, J=8,1 e 1,5 Hz, 1H), 6,38 (sl, 1H) e 6,91 (d, J=8,1
Hz, 1H) compativeis com um sistema benzénico trissubstituido. O espectro
apresentou ainda trés simpletos em &y 3,58 (2H), 3,59 (2H) e 3,73 (3H),
atribuidos, respectivamente, a dois grupos metileno (CH,;) e a um grupo
metoxila (CH30), além de um tripleto em &y 1,28 (J=7,1 Hz, 3H) e um quarteto
em oy 4,19 (J=7,1 Hz, 2H), referentes a um grupo etoxila (CH3CH,0). O
deslocamento quimico do sinal em &y 4,19 (q) dos hidrogénios metilénicos
oxigenados indicou a proximidade com um grupo carbonila, permitindo
expandir o segmento estrutural etoxila para carboetoxila (CHz;CH,OC=0).

O espectro de RMN **C CPD [75 MHz, CDCls] (Fig. 61, p. 106) revelou
seis sinais de carbonos aromaticos, incluindo trés quaternarios, dos quais dois
sdo oxigenados (8¢ 156,2 e 156,7), além de duas carbonilas (8¢ 175,1 e 174,8).
Foram observados ainda cinco sinais na regigo de carbonos sp? sendo dois
oxigenados (6¢c 52,9 e 62,1). Analise comparativa entre os espectros de RMN
13C-CPD e DEPT 135° (Fig. 62, p. 107), registrou a presenca de quatro
carbonos metinicos (CH), trés carbonos metilénicos (CHz), um carbono metilico
(CHg3) e cinco carbonos n&o hidrogenados (C).

O espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (Fig. 63, p. 107) mostrou
acoplamento orto entre os sinais de hidrogénios em &4 6,91 (d, J=8,1 Hz, H-6)
com oy 6,33 (dd, J=8,1 e 1,5 Hz, H-5) (Fragmento I, Fig. 56, p. 101) e
acoplamento vicinal entre os atomos de hidrogénios em &y 4,19 (g, J=7,1 Hz,

H-9) com 6y 1,28 (t, J=7,1 Hz, H-10) (Fragmento II, Fig. 56, p. 101).
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Figura 56 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY para BP-3

Fragmento | Fragmento 11

O espectro de RMN 2D H, *C-HSQC (Fig. 64, p. 108) permitiu
correlacionar, a uma ligacdo, os sinais de hidrogénios em oy 6,91; 6,38; 6,33;
4,19; 3,73; 3,59; 3,58 e 1,28 com os de carbonos em d¢c 131,9; 104,8; 108,2;
62,1; 52,9; 37,2; 36,7 e 14,2, respectivamente.

O espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC (Fig. 65 e 66, p. 108 e 109)
possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénios em: 8y 6,91 (H-6) com os
carbonos em 6c 156,7 (C-2), 156,2 (C-4) e 37,2 (C-7); oy 6,33 (H-5) com &¢
113,0 (C-1) e 104,8 (C-3); e 8y 6,38 (H-3) com 5¢c 156,2 (C-4), 113,0 (C-1) e
108,2 (C-5), confirmando a estrutura de um sistema benzénico trissubstituido
(Fragmento Ill, Fig 57, p. 102). Observou-se também a correlagdo dos
hidrogénios em 6y 3,59 (2H-7) com os carbonos em ¢ 156,2 (C-2), 131,9 (C-6),
113,0 (C-1) e 175,12 (C-8), o que caracteriza a presenca de hidrogénios
benzilicos alfa a carbonila (Fragmento 1V, Fig 57, p. 102); do hidrogénio em &y
3,73 (MeO-8) com o carbono em 5c 174,8 (C-8), caracterizando a existéncia de
um grupo carbometoxila (Fragmento V, Fig 57, p. 102); além dos hidrogénios
em oy 4,19 (H-9) com os carbonos em &¢ 174,8 (C-8) e 14,2 (C-10), e o4 1,28
(H-10) com &¢c 62,1 (C-9), confirmando a presenca de um substituinte

carboetoxila (Fragmento VI, Fig 57, p. 102).
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Figura 57 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D *H, **C-HMBC para BP-3

Fragmento V Fragmento VI

Os espectros de RMN bi-dimensionais *H, *H-COSY (Fig. 63, p. 107) e
'H, ¥C-HMBC (Fig. 65 e 66, p. 108 e 109) mostraram picos transversais
correspondentes aos acoplamentos observados e que justificaram o
assinalamento dos atomos de hidrogénio e carbono (Tab. 7, p. 104). Conforme
visto nas correlagBes indicadas nos fragmentos estruturais (I-VI) e, em acordo
com o0s picos de ions moleculares em m/z 167,0342 (M — HJ], A, calc
167,0344), 195,0653 ([M — HJ, B, calc 195,0657) e 181,0499 ([M — H], C, calc
181,0501) revelados pelos espectros de massas de alta resolucdo (modo
negativo) (Fig. 67, 68 e 69, p. 109 e 110), foi possivel deduzir as féormulas
moleculares CgHgO4, C10H1204 € CgH19004 para A, B e C, respectivamente, e
IDH=5. Os espectros de massas de alta resolucdo da mistura BP-3
contribuiram para definir as estruturas dos componentes através das propostas
de fragmentacgéao (Fig. 70, p. 110).

Assim, todos os dados em conjunto revelaram BP-3 como uma mistura
de substancias de estruturas semelhantes, identificadas como acido 2,4-
diidroxifenilacético (BP-3A), 2,4-diidroxifenilacetato de etila (BP-3B) e 2,4-
diidroxifenilacetato de metila (BP-3C) nas propor¢cdes de 48,31%, 32,85% e

18,84%, respectivamente. As percentagens aproximadas dos trés
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componentes foram calculadas com base no espectro de RMN 'H (Fig. 59, p.
105) através das integracdes dos sinais dos hidrogénios 2H-9 (64 4,19 de BP-
3B, area=1,36/2 = 0,68/H), MeO-8 (d4 3,73 de BP-3C, area=1,18/3 = 0,39/H) e
2H-7 (64 3,58 e 3,59 dos trés componentes, area=2,07), logo 2,07 - 0,68 (1H de
BP-3B) - 0,39 (1H de BP-3C) = 1,00 (1H de BP-3A). Assim, foi possivel a
obtencao das seguintes percentagens aproximadas:

2,07 =100% (BP-3A, BP-3B e BP=3C)

1,00 = 48,31% (BP-3A)

0,68 = 32,85% (BP-3B)

0,39 = 18,84% (BP-3C)

A andlise por CG-EM (Fig. 71, p. 111 e 112) confirmou a presenca dos
trés componentes, revelando percentagens diferentes em consonancia com as
correspondentes caracteristicas experimentais (RMN e CG-EM). A Figura 71
contempla também propostas de fragmentacdo para o0s componentes da
mistura BP-3.

Estas trés substancias naturais estdo sendo relatadas pela primeira vez

no género Bauhinia.
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Tabela 7 Dados de RMN *H e **C de BP-3A, BP-3B e BP-3C, incluindo correlacdo heteronuclear através de uma ligacdo (HSQC: 'Jcy) e a longa distancia
(HMBC: "Jcy, n=2 e 3), em CDCIl; como solvente

BP-3A (48,31%) BP-3B (32,85%) BP-3C (18,84%)
C HSQC HMBC Lit.* HSQC HMBC HSQC HMBC Lit.*
8¢ SH “JeH JeH 8¢ 8¢ 3 “JeH *JeH 8¢ 8 “JeH *JeH 8¢
1 113,0 - 2H-7 H-3; H-5 113,7 1129 - 2H-7 H-3; H-5 112,9 - 2H-7 H-3; H-5 113,7
2 156,2 - H-6; 2H-7 158,7 156,0 - H-6; 2H-7 156,0 - H-6; 2H-7 158,7
3 1048 638 H-5 1033 1047 6,38 (s)) H-5 1047 638 (sl) H-5 103,3
4 156,7 - H-3; H-5 H-6 157,5 156,7 - H-3; H-5 H-6 156,7 - H-3; H-5 H-6 157,5
5 108,2 6,33 (dd, H-3 107,4 108,2 6,33 (dd, H-3 108,2 6,33 (dd, H-3 107,4
J=8,1e 1,5) J=8,1e 1,5) J=8,1e 15)
6 131,9 6,91 (d, 2H-7 132,4 1319 6,91 (d, 2H-7 131,9 6,91 (d, 2H-7 132,4
J=8,1) J=8,1) J=8,1)
367  359(s) H-6 359 372  358(s) H-6 372  358(s) H-6 358
175,1 - 2H-7 1755 174,8 - 2H-7 2H-9 174,8 - 2H-7 MeO-8 175,2
; - ; - - 621 419(g, 3H-10 - - ; ; -
J=7.1)
10 - - - - - 14,2 1,28 (t, 2H-9 - - - - -
J=7,1)
MeO - - - - - - - - - 52,9 3,73 (s) 52,3

Deslocamentos quimicos (8¢ e 84) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
* (NAHAR et al., 2005) em CDs0OD
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Figura 58 Espectro na regido do infravermelho de BP-3
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Figura 60 Expansao do espectro de RMN 'H [300 MHz, CDCl,] de BP-3
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Figura 62 Espectro de RMN "*C-DEPT 135° [75 MHz, CDCl;] de BP-3
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Figura 63 Espectro de RMN 2D *H, *H-COSY [300 x 300 MHz, CDCl,] de BP-3
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Figura 64 Espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC [300 x 75 MHz, CDCl;] de BP-3
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Figura 65 Espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC [300 x 75 MHz, CDCl;] de BP-3
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Figura 66 Expansao do espectro de RMN 2D 'H, **C-HMBC [300 x 75 MHz, CDCl] de BP-3
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Figura 67 Espectro de massas de alta resolucdo (modo negativo) de BP-3A
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Figura 69 Espectro de massas de alta resolucdo (modo negativo) de BP-3C
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Figura 70 Proposta mecanistica que justifica fragmentos registrados nos espectros de massas
de alta resolucdo de BP-3A, BP-3B e BP-3C
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Figura 71 CG-EM de BP-3 (Cromatograma, espectros de massas e propostas de

fragmentacéo para os componentes BP-3A, BP-3B e BP-3C)
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3 Tempo de retencado 9,840 min (28,09%), denominado componente BP-3B
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4.4.4 Determinagéo estrutural de BP-4

Da fracdo EEBP(M) oriunda do extrato EEBP, ap0s ser cromatografada
em coluna, foi possivel isolar 30 mg de um liquido viscoso amarelado, soluvel

em metanol, com rotacio especifica [«[Z° + 32,67 (c 2,0, MeOH), que foi

b
denominado BP-4.

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 74, p. 117) revelou bandas
de absorcdo em: 3392 cm™, caracteristica de deformacao axial de ligacdo O—H;
2933 cm™ relacionada a ligacdo C—H; e 1070 cm™ referente a ligacdo C—-O.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDs0D] (Fig. 75 e 76, p. 117 e 118)
apresentou sinais de hidrogénios metinicos, com absor¢cées em &y 3,25 (dd,
J=9,6 e 9,2 Hz, H-3), 3,74 (dd, J=9,7 e 2,5 Hz, H-2), 3,70 (dd, J=9,7 e 2,5 Hz,
H-5), 3,89 (d, J=2,5 Hz, H-1, H-6) e 3,59 (t, J=9,8 Hz, H-4), além de um
simpleto em 3y 3,61 de hidrogénios oximetilicos.

O espectro de RMN **C-CPD [75 MHz, CDsOD] (Fig. 77, p. 118)
registrou um total de sete linhas espectrais, todas na regido de carbono sp®
oxigenado. Entre os carbonos foi observado um sinal referente a carbono
metoxilico em &¢c 60,9. Depois de analisar e comparar 0os espectros de RMN
13C-CPD e DEPT 135° (Fig. 78, p. 119), verificou-se a presenca de seis

carbonos metinicos (CH) e um metilico (CHs), conforme dispostos na Tabela 8.

Tabela 8 Padrdo de hidrogenac¢édo determinado através da comparacao dos espectros de RMN
C-CPD e DEPT 135° de BP-4

Férmula
CH CHs;
molecular

72,19 (C—OH) 60,94
72,73 (C-OH)
73,61 (C—OH)
73,92 (C—OH)
74,47 (C-OH)
85,07 (C-O)
CesH1106 CHs C7H140s6
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O espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (Fig. 79, p. 119) mostrou
acoplamento axial-axial entre os sinais de hidrogénios metinicos em oy 3,74
(dd, J=9,7 e 2,5 Hz, H-2) com &4 3,25 (dd, J=9,6 e 9,2 Hz, H-3), &y 3,25 (dd,
J=9,6 e 9,2 Hz, H-3) com &4 3,59 (t, J=9,8 Hz, H-4), 4 3,59 (t, J=9,8 Hz, H-4)
com &y 3,70 (dd, J=9,7 e 2,5 Hz, H-5) (Fig. 72); e acoplamento axial-equatorial
entre os hidrogénios em 64 3,89 (d, J=2,5 Hz, H-1) com &4 3,74 (dd, J=9,7e 2,5
Hz, H-2), 84 3,70 (dd, J=9,7 e 2,5 Hz, H-5) com &y 3,89 (d, J=2,5 Hz, H-6) (Fig.
72).

Figura 72 Correla¢des observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY para BP-4

No espectro de RMN 2D 'H, C-HSQC (Fig. 80, p. 120) foram
observadas as correlagdes dos sinais de hidrogénios em &y 3,25; 3,59; 3,61;
3,70; 3,74 com os sinais de carbonos em ¢ 85,0; 74,4; 60,9; 72,7; 72,2,
respectivamente, e os hidrogénios em 6y 3,89 com os carbonos em 6c 73,6 e
73,9 (Tab. 9, p. 116).

O espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC (Fig. 81, p. 120) definiu a posicao
do grupo metoxila em C-3 através da correlacdo, a trés ligacdes (*Jcn), do
hidrogénio em &y 3,25 (H-3) com o carbono em 3¢ 60,9 (C-7) e dos hidrogénios

metilicos em &y 3,61 (3H-7) com o carbono em ¢ 85,0 (C-3) (Fig. 73).

Figura 73 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H, BC-HMBC para BP-4
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Com base na discusséo exposta e com dados da literatura (IGNOATO et
al., 2012, Tab. 9, p. 116) chegou-se a conclusédo que BP-4 trata-se do derivado
metilado do inositol, (+)-3-O-metil-D-quiro-inositol (D-pinitol), que estd sendo
relatado pela primeira vez na espécie B. pentandra. O D-pinitol apresenta a¢cao
semelhante a insulina, em alguns ensaios (KERNTOPF; NASCIMENTO;
FONTELES, 2013).

BP-4
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Tabela 9 Dados de RMN *H e *C de BP-4, incluindo correlacéo heteronuclear através de uma ligagéo (HSQC: *Jcp) e a longa distancia (HMBC: "Jcy, n=2 e
3), em CDs0OD como solvente

BP-4

C HSQC HMBC Lit.* (CD;0D)

Sc SH 2JcH $Jen Sc SH
1 73,9 3,89 (d, J=2,5) H-6 73,4 3,88 (d, J=2,4)
2 722 374(dd,J=9,7e25)  H-3 72.0 3,74 (dd, J=9,9 e 2,4)
3 85,0 3,25(dd, J=9,6 € 9,2) H-1, MeO 84,8 3,25 (dd, J=9,6 € 9,0)
4 744 3,59 (t, J=9,8) H-3 H-2 74.2 3,59 (t, J=9,9)
5 727 370(dd, J=9,7e25) H-4 H-1 725 3,69 (dd, J=9,9 e 2,4)
6 73,6 3,89 (d, J=2,5) H-1 73,7 3,88 (d, J=2,4)
7 609 3,61 (s) H-3 60,8 3,60 (s)

Deslocamentos quimicos (8¢ e 84) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
* (IGNOATO et al., 2012)
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Figura 74 Espectro na regido do infravermelho de BP-4
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Figura 75 Espectro de RMN 'H [300 MHz, CDSOD] de BP-4
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Figura 76 Expansao do espectro de RMN *H [300 MHz, CD;0OD] de BP-4
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Figura 77 Espectro de RMN "*C-CPD [75 MHz, CD;0D] de BP-4
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Figura 78 Espectro de RMN *C_DEPT 135° [75 MHz, CDs0D] de BP-4
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Figura 79 Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY [300 x 300 MHz, CD;0D] de BP-4
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Figura 80 Espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BP-4
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Figura 81 Espectro de RMN 2D *H, "*C-HMBC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BP-4
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4.4.5 Determinagéo estrutural de BP-5

A F 60-69 obtida da fracdo acetato de etila que, por sua vez, foi obtida a
partir de coluna filtrante a vacuo do extrato EEBP, apds ser cromatografada por
CLAE, forneceu 15,5 mg de uma resina de cor laranja, com solubilidade em
metanol e rotacéo especifica [«]Z - 3,11 (c 0,14, MeOH).

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 85, p. 126) revelou bandas
de absorgéo em: 3402 cm™ de grupo hidroxilico (OH), 2924 cm™ de ligacdo C—
H, 1723 cm™ de carbonila de lactona e 1634 cm™ de ligagéio C=C olefinica.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CD;OD] (Fig. 86, p. 126) mostrou
sinais em &y 6,63 (dd, J=10,0 e 2,5 Hz, H-4), 6,16 (d, J=10,0 Hz, H-5) e 5,89 (s,
H-2) relacionados a hidrogénios ligados a carbonos olefinicos. Mostrou ainda
simpletos largos em 6y 5,11 (sl, H-8), 4,52 (sl, H-6) e 4,49 (sl, H-7).

O espectro de RMN *3C-CPD [75 MHz, CD3;0OD] (Fig. 87, p. 127) exibiu
oito linhas espectrais, trés na regido de carbonos sp® oxigenados (8¢ 83,5; 72,8
e 70,1), e cinco na regido de carbonos sp?, sendo um de carbonila (5c 176,7).
Os sinais em o&c 176,7 e 83,5 sugerem a presenca de um anel lactdnico.
Andlise comparativa entre os espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° (Fig.
88, p. 127), registrou a presenca de seis carbonos metinicos (CH), trés sp® e
trés sp® e dois carbonos ndo hidrogenados (C) sp?, conforme dispostos na
Tabela 10.

Tabela 10 Padrao de hidrogenacdo determinado através da comparacdo dos espectros de
RMN “*C-CPD e DEPT 135° de BP-5

Férmula
C CH
molecular

176,73 (C=0) 143,05
163,33 121,02
113,27
83,51 (C-0)
72,77 (C-OH)
70,08 (C-OH)
C,0 CeHsO3 CeHsOu4
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O espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (Fig. 89, p. 128) mostrou
acoplamento entre os &tomos de hidrogénios vinilicos em 6y 6,63 (dd, J=10,0 e
2,5 Hz, H-4) com oy 6,16 (d, J=10,0 Hz, H-5) (Fragmento I, Fig. 82). Foram
observados também acoplamentos alilicos entre os hidrogénios em &y 6,63 (dd,
J=10,0 e 2,5 Hz, H-4) com 6y 4,52 (sl, H-6), e &4 5,89 (s, H-2) com 5,11 (sl, H-8)
(Fig. 82), além de acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em &y 6,16 (d,
J=10,0 Hz, H-5) com &y 4,52 (sl, H-6), e 64 5,11 (sl, H-8) com &y 4,49 (sl, H-7)
(Fig. 82).

Figura 82 Correla¢des observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY para BP-5

Fragmento |

No espectro de RMN 2D *H, *C-HSQC (Fig. 90, p. 128) foi possivel
visualizar as correlagcdes dos sinais de hidrogénios em &4 6,63; 6,16; 5,89; 5,11,
4,52; 4,49 com os sinais de carbonos em §c 121,0; 143,0; 113,3; 83,5; 70,1,
72,8, respectivamente (Tab. 11, p. 125).

O espectro de RMN 2D H, ¥*C-HMBC (Fig. 91, p. 129) confirmou a
existéncia de uma lactona o,pB-insaturada através da correlagdo do hidrogénio
em oy 5,89 (s, H-2) com os carbonos em 6¢ 176,7 (C-1), 163,3 (C-3) e 83,5 (C-
8), e do hidrogénio em &y 5,11 (sl, H-8) com os carbonos em &¢ 163,3 (C-3) e
113,3 (C-2) (Fragmento I, Fig. 83, p. 123). A correlacdo do hidrogénio vinilico
em oy 6,63 (dd, J=10,0 e 2,5 Hz, H-4) com os carbonos em &¢ 163,3 (C-3) e
83,5 (C-8), bem como do hidrogénio em &y 6,16 (d, J=10,0 Hz, H-5) com o

carbono em 5¢ 163,3 (C-3) sugere a presenca de um cicloexeno fundido ao
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anel lacténico (Fig. 83). Outras correlacdes também foram observadas, como
entre o hidrogénio carbinolico em &y 4,49 (sl, H-7) com os carbonos em ¢ 163
3 (C-3), 143,0 (C-5) e 83,5 (C-8) (Fig. 83).

Figura 83 Correlaces observadas no espectro de RMN 2D 'H, *C-HMBC para BP-5

OH

Fragmento 11

A estereoquimica relativa de BP-5 foi determinada com a ajuda do
espectro de RMN 2D *H, *H-NOESY (Fig. 92, p. 129). O sinal NOE entre os
atomos de hidrogénios H-6 (64 4,52) e H-8 (84 5,11) mostrou a proximidade
espacial entre eles (Fig. 84). O espectro de RMN *H n&o mostrou sinal com
constante de acoplamento (J) compativel com interagéo spin-spin pseudo axial-

axial.

Figura 84 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D *H, 'H-NOESY para BP-5

O espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) (Fig. 93, p.
130) revelou o pico do ion molecular em m/z 169,0504 (M + H]*, calc
169,0501), confirmando a férmula molecular CgHgO,4 para BP-5 e IDH=5. A
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Figura 94, p. 130, mostra uma proposta mecanistica que justifica os
fragmentos registrados no espectro.

De acordo com a discussao exposta e comparacdo com dados da
literatura relatados para grifonilida (WU et al., 1979, Tab. 11, p. 125), chegou-
se a conclusédo que BP-5 trata-se da nova lactona (6R,7R,7aS)-7,7a-diidro-6,7-
diidroxibenzofuran-2(6H)-ona (7-epi-grifonilida), que esta sendo relatada pela

primeira vez na literatura.

BP-5 Grifonilida
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Tabela 11 Dados de RMN *H e *3*C de BP-5,

3), em CDs0OD como solvente

incluindo correlacéo heteronuclear através de uma ligacdo (HSQC: *Jcp) e a longa distancia (HMBC: "Jcy, n=2 e

BP-5

C HSQC HMBC Grifonilida (CD;0D)

Sc SH 2JcH 3JcH Sc SH
1 176,7 - H-2 175,8 -
2 1133 5,89 (s) H-8 1125 5,89 (d, ~2)
3 163,3 - H-2; H-4; H-8 H-5; H-7 164,7 -
4 121,0 6,63 (dd, J=10,0 e 2,5) H-2 120,6 6,62 (dd, 9,5; 2,5)
5 1430 6,16 (d, J=10,0) H-7 1442 6,27 (dd, 9,5 1,9)
6 70,1 452 (s)) H-4 736 4,33 (dt, 7.6 2,5; 1,9)
7 728 4,49 (sl) H-5 800 3,53 (dd, 10,8; 7.6)
8 835 5,11 (sl) H-7 H-2;H-4 851 4,90 (dd, 10,8: 1,9)

Deslocamentos quimicos (8¢ e 84) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz

* (WU et al., 1979)
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Figura 85 Espectro na regido do infravermelho de BP-5
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Figura 86 Espectro de RMN "H [300 MHz, CD;0D] de BP-5
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Figura 87 Espectro de RMN ¥C.CcPD [75 MHz, CD;0D] de BP-5
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Figura 89 Espectro de RMN 2D 'H, "H-COSY [300 x 300 MHz, CD;0D] de BP-5
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Figura 90 Espectro de RMN 2D *H, "*C-HSQC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BP-5
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Figura 91 Espectro de RMN 2D 'H, **C-HMBC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BP-5
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Figura 92 Espectro de RMN 2D 'H, "H-NOESY [300 x 300 MHz, CD;0D] de BP-5
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Figura 93 Espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo) de BP-5
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Figura 94 Proposta mecanistica que justifica fragmentos registrados no espectro de massas de

alta resolugéo de BP-5
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4.4.6 Determinagéo estrutural de BP-6

O composto BP-6 (10,7 mg), assim como BP-5, também foi obtido a
partir da F 60-69 por CLAE, apresentando-se como uma resina de cor laranja,

com solubilidade em metanol e rotacdo especifica [«]? + 129,31 (c 0,1,

MeOH).

O espectro na regidao do infravermelho de BP-6 apresentou-se muito
semelhante ao de BP-5 (Fig. 98, p. 136), revelando bandas de absor¢cédo em:
3398 cm™ de funcéo hidroxila (OH), 2918 cm™ de ligacdo C—H, 1740 cm™ de
carbonila de lactona e 1638 cm™ de ligagcdo C=C olefinica.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CD3OD] (Fig. 99, p. 136) exibiu sinais
relacionados a hidrogénios ligados a carbonos olefinicos com absor¢des em &y
6,70 (d, J=9,6 Hz, H-4), 6,42 (dd, J=9,6 e 5,5 Hz, H-5) e 5,90 (d, J=1,8 Hz, H-2),
além de duplo dupletos em 645,23 (dd, J=10,4 e 1,7 Hz, H-8), 4,40 (dd, J=5,3 e
4,4 Hz, H-6) e 3,64 (dd, J=10,4 e 4,2 Hz, H-7). Estes sinais, quando
comparados com os de BP-5, apresentaram deslocamentos quimicos similares,
com mudancas nas multiplicidades e nas constantes de acoplamentos. Isto
sugere que BP-6 seja um diastereoisomero de BP 5, sendo que os valores de
acoplamentos de spins de protons podem ser usados para designar a
esteroquimica.

O espectro de RMN **C-CPD [75 MHz, CD;OD] (Fig. 100, p. 137)
mostrou-se equivalente ao espectro da substancia BP-5, apresentando um total
de oito linhas espectrais, trés na regido de carbonos sp® oxigenados (5¢ 83,5;
74,5 e 68,7), e cinco na regido de carbonos sp? sendo um de carbonila (8¢
176,7). As maiores mudancas foram observadas nos deslocamentos quimicos
de C-4 (6¢ 123,4), C-5 (6¢ 139,8), C-6 (¢ 68,7) e C-7 (6¢c 74,5). A comparacao
entre os espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° (Fig. 101, p. 137) registrou
a presenca de seis carbonos metinicos (CH) e dois carbonos nédo hidrogenados

(C), conforme dispostos na Tabela 12, p. 132.
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Tabela 12 Padrdo de hidrogenacdo determinado através da comparacdo dos espectros de
RMN “*C-CPD e DEPT 135° de BP-6

c CH Férmula
molecular
176,73 (C=0) 139,79
164,52 123,40
113,41
83,49 (C-0)
74,51 (C—OH)
68,75 (C—OH)
C.,0 CsHsgO3 CsHsO4

O espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (Fig. 102, p. 138) mostrou
acoplamento entre os atomos de hidrogénios vinilicos em &y 6,70 (d, J=9,6 Hz,
H-4) com &y 6,42 (dd, J=9,6 e 5,5 Hz, H-5) (Fragmento I, Fig. 95). Foram
observados também acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em 64 6,42
(dd, J=9,6 e 5,5 Hz, H-5) com &y 4,40 (dd, J=5,3 e 4,4 Hz, H-6), 84 4,40 (dd,
J=5,3 e 4,4 Hz, H-6) com &4 3,64 (dd, J=10,4 e 4,2 Hz, H-7), e &4 3,64 (dd,
J=10,4 e 4,2 Hz, H-7) com &4 5,23 (dd, J=10,4 e 1,7 Hz, H-8) (Fig. 95).

Figura 95 Correla¢des observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY para BP-6

Fragmento |

No espectro de RMN 2D 'H, ®C-HSQC (Fig. 103, p. 138) foram

observadas as correlacdes dos sinais de hidrogénios em 6y 6,70; 6,42; 5,90;
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5,23; 4,40; 3,64 com os sinais de carbonos em 6c 123,4; 139,8; 113,4; 83,5;
68,7; 74,5, respectivamente (Tab. 13, p. 135).

O espectro de RMN 2D *H, ®*C-HMBC (Fig. 104, p. 139) confirmou a
existéncia da lactona o,B-insaturada através da correlacéo do hidrogénio em dy
5,90 (s, H-2) com os carbonos em &¢ 176,7 (C-1), 164,5 (C-3) e 83,5 (C-8), e do
hidrogénio em 6y 5,23 (dd, J=10,4 e 1,7, H-8) com o carbono em &¢ 164,5 (C-3)
(Fragmento Il, Fig. 96). Confirmou-se também a presenca do cicloexeno
fundido ao anel lactdnico através da correlacdo do hidrogénio vinilico em dy
6,70 (d, J=9,6, H-4) com os carbonos em &¢ 164,5 (C-3), 83,5 (C-8) e 113,4 (C-
2), bem como do hidrogénio em &y 6,42 (dd, J=9,6 e 5,5, H-5) com o carbono
em d¢c 164,5 (C-3) (Fig. 96). Alem destas, outras correlagbes foram observadas,
como entre os hidrogénios carbindlicos em: &y 3,64 (dd, J=10,4 e 4,2, H-7) com
os carbonos em 3¢ 164,5 (C-3) e 83,5 (C-8) (Fig. 96); e 64 4,40 (dd, J=5,3 e 4,4,
H-6) com 8¢ 139,8 (C-5), 123,4 (C-4), 83,5 (C-8) e 74,5 (C-7) (Fig. 96).

Figura 96 Correlaces observadas no espectro de RMN 2D ‘H, **C-HMBC para BP-6

Fragmento Il

Contrariamente a BP-5, no espectro de RMN 2D *H, 'H-NOESY de BP-6
(Fig. 105, p. 139) nao foi observado sinal NOE entre os hidrogénios H-6 (o4
4,40) e H-8 (64 5,23). A interacdo spin-spin pseudo axial-axial entre H-7 (o4
3,64) e H-8 (64 5,23) foi deduzida pela constante de acoplamento J=10,4 Hz

envolvendo estes dois atomos de hidrogénios (Fig. 97, p. 134).
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Figura 97 Interacdo spin-spin pseudo axial-axial entre H-7 e H-8 de BP-6

O pico do ion molecular em m/z 169,0504 ([M + H]", calc 169,0501), bem
como o0 aduto de sodio em m/z 191,0320 ([M + Na]*, calc 191,0320) revelados
pelo espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) (Fig. 106, p. 140),
confirmaram a formula molecular CgHgO4 para BP-6 e IDH=5. A Figura 107, p.
140, mostra uma proposta mecanistica que justifica os fragmentos registrados
no espectro.

Baseando-se nas informacdes espectrais obtidas e nos dados da
literatura (WU et al., 1979, Tab. 13, p. 135) concluiu-se que BP-6 trata-se da
lactona (6S,7S,7aS)-7,7a-diidro-6,7-diidroxibenzofuran-2(6H)-ona
(dasicarponilida), que estd sendo registrada pela primeira vez no género

Bauhinia.

OH
BP-6
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Tabela 13 Dados de RMN *H e **C de BP-6,

3), em CDs0OD como solvente

incluindo correlacdo heteronuclear através de uma ligagdo (HSQC: *Jcp) e a longa distancia (HMBC: "Jgy, n=2 e

BP-6

C HSQC HMBC Lit.* (CD50D)

Sc SH 2JcH 3JcH Sc SH
1 176,7 - H-2 175,8 -
2 1134 5,90 (d, J=1,8) H-4 1133 5,90 (d, J=1,9)
3 164,5 - H-2; H-4; H-8 H-5;H-7 164,3 -
4 123,4 6,70 (d, J=9,6) H-5 H-6; H-2 123,3 6,69 (d, J=9,5)
5 139,8 6,42 (dd, J=9,6 € 5,5) H-4; H-6 139,7 6,41 (dd, J=9,5 e 5,4)
6 687 4,40 (dd, J=53 e 4.4) H-5 H-4 687 4,39 (dd, J=5.4 e 4.1)
7 74,5 3,64 (dd, J=10,4 e 4,2) H-8; H-6 H-5 74,4 3,63 (dd, J=10,5e4,1)
8 83,5 5,23(dd, J=10,4e1,7) H-7 H-6; H- 83,4 5,22 (dd, J=10,5e 1,9)

2; H-4

Deslocamentos quimicos (8¢ e 84) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz

* (WU et al., 1979)
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Figura 98 Espectro na regido do infravermelho de BP-6
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75 MHz, CD;0D] de BP-6
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Figura 102 Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY [300 x 300 MHz, CD;0D] de BP-6
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Figura 103 Espectro de RMN 2D *H, *C-HSQC [300 x 75 MHz, CD,0D] de BP-6
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Figura 104 Espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC [300 x 75 MHz, CD;OD] de BP-6
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Figura 105 Espectro de RMN 2D *H, '"H-NOESY [300 x 300 MHz, CD;OD] de BP-6
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Figura 106 Espectro de massas de alta resolugdo (modo positivo) de BP-6
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Figura 107 Proposta mecanistica que justifica os principais fragmentos registrados no espectro

de massas de alta resolucdo de BP-6
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4.4.7 Determinacao estrutural de BP-7

A F 80-92 proveniente da fracdo acetato de etila que, por sua vez, foi
obtida a partir da particdo liquido-liquido do extrato EEBP, apés fracionamento
cromatografico por CLAE, proporcionou o isolamento de 5,3 mg de uma resina
de coloracdo marrom, com solubilidade em metanol.

O espectro na regiao do infravermelho (Fig. 111, p. 146) revelou bandas
de absorcdo em: 3441 cm™ de grupo hidroxila, 2922 cm™ de ligagdo C—H, 1737
cm™ sugestivo de carbonila lactdnica, 1368 cm™ de deformacdo angular de
ligacdo O—H e 1230 cm™ de ligagdo C-O.

O espectro de RMN *H [500 MHz, CDsOD] (Fig. 112, 113 e 114, p. 146 e
147) exibiu sinais em &y 6,86 (d, J=8,1 Hz, H-5/H4), 6,82 (sl, H-2"), 6,74 (dd,
J=8,1, H-6"), &y 6,29 (d, J=2,2 Hz, H-7) e 6,23 (dd, J=8,1 e 2,2, Hz, H-5),
compativeis com a presenca de dois sistemas aromaticos 1,2,4-trissubstituidos.
Observou-se ainda um multipleto em &y 3,93 (H-2) referente a hidrogénio
oximetinico; dois simpletos caracteristicos de grupos metoxilicos em &y 3,82 (s,
MeO-3’) e 3,80 (s, MeO-4’); um simpleto em &y 3,42 (s, 2H-3) de hidrogénios
metilénicos; dois duplo dupletos em 64 2,72 (dd, J=13,4 e 6,6, H-1a) e 2,59 (dd,
J=13,4 e 6,3, H-1b) de hidrogénios metilénicos diastereotbépicos; e um dupleto
em oy 1,14 (d, J=6,2, 3H-3) de &tomos de hidrogénio metilico.

O espectro de RMN C-CPD [125 MHz, CDs;OD] (Fig. 115, p. 148)
exibiu uma série de sinais entre &c 105,0-158,4 referentes a carbonos
aromaticos, alguns dos quais oxigenados. Os sinais observados em 3¢ 56,5;
56,7 e 70,0 foram atribuidos a 4tomos de carbono sp® oxigenados, sendo dois
correspondentes a grupos metoxilicos. Outros sinais caracteristicos de
carbonos metilicos e metilénicos ndo oxigenados também foram observados
em §¢ 23,0; 42,0 e 46,2. A anélise comparativa dos espectros de RMN *C-CPD
e DEPT 135° (Fig. 116, p. 148) permitiu reconhecer sinais correspondentes a
presenca de sete carbonos metinicos [(CH)7: seis sp? e um sp® oxigenado],
dois carbonos metilénicos [(CH.),: todos sp?], trés carbonos metilicos [(CH3)s,
sendo dois de grupos metoxilicos] e seis carbonos n&o hidrogenados [(C)s].

O espectro de RMN 2D H, 'H-COSY (Fig. 117 e 118, p. 149) mostrou

picos transversais correspondentes a acoplamentos orto e meta do H-5 (dy
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6,23, dd, J=8,1 e 2,2 Hz) com H-4 (64 6,85, d, J=8,1 Hz) e com H-7 (é4 6,29, d,
J=2,2 Hz), permitindo postular a Unidade estrutural I (Fig. 108), e vicinal entre
os hidrogénios representados pelos sinais em &y 1,14 (d, J=6,2 Hz, 3H-3) e 4

3,93 (m, H-2), compativeis com a Unidade estrutural Il (Fig. 108).

Figura 108 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY para BP-7

Unidade estrutural | Unidade estrutural 11

No espectro de RMN 2D de correlacdo heteronuclear através de uma
ligacdo *H, *C-HSQC- Jcy (Fig. 119, 120 e 121, p. 150 e 151) n&o foi possivel
visualizar todas as correlacfes diretas de carbono-hidrogénio, recorrendo-se
aos espectros 'H, *H-COSY e *H, ¥*C-HMBC-"Jcy (n=2 e 3), auxiliares nesta
determinacgao.

O espectro de RMN 2D *H, 3C-"Jcy (n=2 e 3, HMBC, Fig. 122, 123, 124
e 125, p. 151, 152 e 153) mostrou correlacdes entre os sinais correspondentes
aos hidrogénios metilénicos diastereotépicos em o6y 2,72 (dd, J=13,5 e 6,6, H-
la) e 642,59 (dd, J=13,5 e 6,3 H-1b) com os carbonos aromaticos em d¢ 133,5
(C-1’, 2Jch), 114,6 (C-2’, 3Jch) e 123,0 (C-6’, *Jcp), € com o carbono carbindlico
em 8¢ 70,0 (CH-2, 2Jcn) (Unidade estrutural 111, Fig. 109, p. 143); também
foram observados interacbes heteronucleares a longa distancia (“Jcy e Jch)
entre os hidrogénios metilicos representados pelo sinal em 64 1,14 (d, J=6,1,
3H-3) com os carbonos em 8¢ 70,0 (CH-2, 2Jcy) e 46,2 (CH»-1, 3Jch), permitindo
postular a Unidade estrutural 1V (Fig. 109, p. 143). Assim, foi possivel deduzir
a estrutura BP-7B do tipo fenilpropandide. As correlacdes a trés ligacdes dos
hidrogénios dos grupos metoxilicos em 6y 3,82 (s, MeO-3’) e 3,80 (s, MeO-4’)

com os carbonos em §¢ 150,3 (C-3’) e 149,0 (C-4), respectivamente, permitiu
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definir a localizagdo destes substituintes nos carbonos aromaticos C-3’ e C-4’
(Unidade estrutural 1V, Fig. 109).

Figura 109 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D *H, **C-HMBC para BP-7B

oG

\/O 3
\ OH
<\_O/4 5‘
Unidade estrutural 111 Unidade estrutural 1V

Foram verificadas também correlacbes dos sinais dos hidrogénios
metilénicos em &y 3,42 (s, 2H-3) com os carbonos em 8¢ 116,6 (C-3a, 2Jcn),
132,2 (CH-4, 3Jcy), 158,4 (C-7a, Jch) e 183,0 (C-2, 2Jcy). O sinal deste Gltimo
carbono ndo foi observado no espectro de RMN '°C. Estas correlacdes
sugeriram a estrutura de uma benzofuranona (Unidade estrutural V, Fig. 110)
oxigenada no carbono 6 para atender os deslocamentos quimicos dos atomos

de hidrogénio e carbono do anel aromatico.

Figura 110 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D *H, ¥C_.HMBC para BP-7A

Unidade estrutural V

O espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo, Fig. 126, p.
153) da mistura BP-7 revelou os picos dos ions moleculares em m/z 179,1029
(M + N + H]", A, calc 179,0457) e m/z 219,0921 ([M + Na]*, B, calc 219,0997),

compativeis com as formulas moleculares CgHgO3 e C11H1603 para BP-7A e
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BP-7B, com IDH=6 e 4, respectivamente. Mesmo considerando-se todos o0s
dados de 1D e 2D de RMN compativeis com a presenca de um grupo
hidroxilico no atomo de carbono 6, o espectro de massas de alta resolucéo de
BP-7A revelou resultados com diferencas preocupantes, postulando-se,
inclusive, a possibilidade da presenca de um aduto (complexo) com uma
molécula de nitrogénio, conforme descreveu-se na proposta de fragmentagéo
resumida na Figura 127, p. 154. Os picos principais registrados no espectro de
massas de BP-7B estao justificados pela proposta de fragmentacdo resumida
na Figura 128, p. 154.

Com base na discussdo exposta e com dados da literatura para BP-7B
(MESSIANO, 2010, Tab. 14 e 15, p. 145) chegou-se a conclusdo que BP-7
trata-se de uma mistura de 6-hidroxibenzofuran-2(3H)-ona (BP-7A) e do
fenilpropandide 1-(3’,4’-dimetoxifenil)-2-propanol (BP-7B), nas propor¢cdes de
62,1% e 37,9%, respectivamente. As percentagens aproximadas dos dois
componentes da mistura foram calculadas através da integracdo dos sinais de
hidrogénios H-5 de A (64 6,23, dd, 1H=1,00) e H-6’ de B (o4 6,74, dd, 1H=0,61).
Os dois compostos estdo sendo relatados pela primeira vez no género

Bauhinia.
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Tabela 14 Dados de RMN 'H e **C de BP-7A, incluindo correlacdo heteronuclear através de
uma ligacdo (HSQC: "Jcn) e a longa distancia (HMBC: "Jey, n=2 e 3), em CD;OD como

solvente
HSQC BP-7A HMBC BP-7A
C 2 3
8c 3 Jen Jen
2 183,0 - 2H-3
3 42,0 3,42 (s) H-4
3a 116,6 - 2H-3 H-5
4 132,2 6,85 (d, J=8,1) 2H-3
107,9 6,23 (dd, J=8,1e 2,2)
158,2 - H-5 H-4
7 105,0 6,29 (d, J=2,2)
7a 158,44 - 2H-3; H-4
8 158,2 -

Deslocamentos quimicos (8¢ e 84) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz

Tabela 15 Dados de RMN 'H e *C de BP-7B, incluindo correlacdo heteronuclear através de
uma ligacdo (HSQC: Jon) e a longa distancia (HMBC: "Jcu, n=2 e 3), em CD;OD como

solvente
HSQC BP-7B HMBC BP-7B Lit.* (CDCly)
c oc On ?JcH *Jen oc on
1 46,2 2,59 (dd, J=134 e 3H-3 45,2 2,61 (dd, J=13,5
6,3) e 8,0)
2,72 (dd, J=134 e 2,72 (dd, J=13,5
6,6) e 4,5)
2 70,0 3,93 (m) 2H-1; 3H-3 68,8 3,98 (m)
3 23,0 1,14 (d, 6,2) 22,6 1,23 (d, J=6,5)
1 133,5 - 2H-1 131,0 -
2 114,6 6,82 (sl) 2H-1 112,6 6,73 (sl)
3 149,0 - MeO-3 1477 -
4 150,3 - MeO-4  148,9 -
5 113,2 6,85 (d, J=8,1) 1114 6,81 (d, J=8,5)
6’ 122,9 6,74 (dd, J=8,1) 2H-1 121,3 6,74 (dd, J=2,0 e
8,5)
MeO-3° 56,7 3,82 (s) 55,8 3,86 (s)
MeO-4" 56,8 3,80 (s) 55,9 3,84 (s)

Deslocamentos quimicos (3¢ e &) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
* (MESSIANO, 2010)
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Figura 111 Espectro na regido do infravermelho de BP-7
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Figura 112 Espectro de RMN 'H [500 MHz, CD;0D] de BP-7
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Figura 113 Expans&o do espectro de RMN *H [500 MHz, CD;0D] de BP-7
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Figura 115 Espectro de RMN 13C CPD [125 MHz, CD5;0D] de BP-7
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Figura 116 Espectro de RMN "*C-DEPT 135° [125 MHz, CD30D] de BP-7
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Figura 117 Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY [500 x 500 MHz, CD;0D] de BP-7
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Figura 118 Expansé&o do espectro de RMN 2D 'H, *H-COSY [500 x 500 MHz, CD;0D] de BP-7
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Figura 119 Espectro de RMN 2D 'H, **C-HSQC [500 x 125 MHz, CD;0D] de BP-7
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Figura 121 Expans&o do espectro de RMN 2D 'H, **C-HSQC [500 x 125 MHz, CD;0D] de BP-7
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Figura 123 Expans&o do espectro de RMN 2D H, **C-HMBC [500 x 125 MHz, CD,;0D] de BP-7
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Figura 125 Expans&o do espectro de RMN 2D H, **C-HMBC [500 x 125 MHz, CD,;0OD] de BP-7
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Figura 126 Espectro de massas de alta resolu¢cdo (modo positivo) de BP-7
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Figura 127 Proposta mecanistica que justifica os principais fragmentos registrados no espectro
de massas de alta resolucdo de BP-7A
MSMSdo precursor mg 179.10:
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Figura 128 Proposta mecanistica que justifica os principais fragmentos registrados no espectro
de massas de alta resolucdo de BP-7B
M3SMSdo precursor m/s 219.09:
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4.4.8 Determinagéo estrutural de BP-8

O composto BP-8 (9,3 mg), assim como BP-7, também foi obtido a partir
da F 80-92 por CLAE, apresentando-se na forma de resina de coloracéo
marrom, com solubilidade em metanol.

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 132, p. 160) mostrou banda
de absorcdo em 3417 cm™ e 2222 cm™, que foram atribuidas a presenca de
grupos hidroxila e nitrila, respectivamente. Foi observada também uma banda
caracteristica de ligacéo olefinica em 1627 cm™, além de absorcées em 2924
cm™ relacionada & deformacéo axial de ligacdo C—H, e em 1060 cm™, referente
a deformacéo axial de ligacdo C-O.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDs;0OD] (Fig. 133, 134 e 135, p. 160 e
161) apresentou Varios sinais com deslocamentos quimicos muito proximos,
alguns, praticamente superpostos na regidao entre oy 3,20 e 3,40 ppm,
referentes a hidrogénios oximetinicos caracteristicos de acUcares. Neste
espectro [com o auxilio dos experimentos de correlagcées homonuclear (*H-'H)
e heteronuclear (*H-"3C, Jcy)], foi possivel detectar a presenca de grupos de
sinais devido a hidrogénios metilénicos em oy 3,86 (H-6a’/H-6a)/3,69 (H-6'b/H-
6b) e em 64 3,96 (H-1'a) /3,62 (H-1'b), além de sinais em &y 4,60 (d, J=7,8 Hz,
H-1") e 4,28 (d, J=7,8 Hz, H-1) atribuidos a hidrogénios anoméricos, sugerindo
a presenca de duas unidades de glicose. Em adicdo, 0 espectro mostrou
também trés sinais de hidrogénios ligados a carbonos olefinicos em &y 6,28 (d,
J=10,9 Hz, H-2), 6,02 (d, J=10,1 Hz, H-3), e 5,62 (s, H-7), outros trés de
hidrogénios cabindlicos em 6y 4,81 (d, J=4,7 Hz, H-6), 4,22 (m, H-5) e 4,63 (m,
H-4), e sinal de um grupo metila em 6y 1,25 (t, J=7,1 Hz, 3H-2’). O sinal do
grupo metila como um tripleto, indicou a existéncia de segmento etoxila na
estrutura de BP-8, ou seja, os hidrogénios metilicos vicinais a um grupo
metileno oxigenado, no caso, os hidrogénios 2H-1" (CH,O: &4 3,96/3,62).

O espectro de RMN **C-CPD [75 MHz, CD50D] (Fig. 136 e 137, p. 162)
exibiu sinais em ¢ 104,6 e 104,2, que sao tipicos de carbonos anoméricos de
glicosideos, aléem de uma série de sinais duplicados entre 6¢c 62,9-78,2, 0 que
reforca a idéia de que o composto contéem duas porcdes de glicose (B-

glicopiranose). A presencga do sinal em &¢ 118,5 foi atribuido a um carbono de
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grupo nitrila, o que revelou-se em acordo com a absorcdo em 2222 cm™ no
espectro de IV. Outros sinais foram observados em &¢ 66,3; 67,3; 70,6 e 78,0,
correspondentes a carbonos sp® oxigenados, em &c 100,2; 127,2; 139,2 e
155,5, caracteristicos de carbonos sp?, e em 8¢ 15,6 de carbono sp®. Analise
comparativa entre os espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° (Fig. 138, p.
163), levando em consideragao a intensidade dos sinais, registrou a presenca
de dezesseis carbonos metinicos (CH), trés carbonos metilénicos (CH3), um
carbono metilico (CHj3) e dois carbonos néo hidrogenados (C).

O espectro de RMN 2D *H, 'H COSY (Fig. 139 e 140, p. 163 e 164)
mostrou acoplamento entre os atomos de hidrogénios vinilicos em &y 6,28 (d,
J=10,9 Hz, H-2) com &y 6,02 (d, J=10,1 Hz, H-3), e destes com 6y 4,63 (M, H-4)
(Fragmento |, Fig. 129). Foram observados também acoplamentos vicinais
entre os hidrogénios em oy 4,63 (m, H-4) com 6y 4,22 (m, H-5), e em dy 4,22
(m, H-5) com &y 4,81 (d, J=4,7 Hz, H-6) (Fragmento I, Fig. 129), além de
acoplamento vicinal entre os hidrogénios metilicos em &y 1,25 (t, J=7,1 Hz, 3H-
2’) com os hidrogénios metilénicos em oy 3,96 (m, H-1’a) e o4 3,62 (m, H-1’b)

(Fragmento I, Fig. 129).

Figura 129 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D *H, 'H-COSY para BP-8

H
»
‘v?L Oy
Ha Hb
Fragmento | Fragmento Il

O espectro de RMN 2D H, ¥C-HSQC (Fig. 141 e 142, p. 164 e 165)
permitiu correlacionar os sinais de hidrogénio ao seu respectivo carbono (Tab.
16 e 17, p. 159).

O espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC (Fig. 143, 144 e 145, p. 165 e

166) exibiu correlacdo de longo alcance entre o hidrogénio em &y 5,62 (s, H-7)
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com os carbonos em 3¢ 127,2 (C-2) e 78,0 (C-6), os hidrogénios em 644,63 (m,
H-4) e 4,81 (d, J=4,7 Hz, H-6) com o carbono em 5¢ 127,2 (C-2) e o hidrogénio
em oy 4,22 (m, H-5) com o carbono em &c 139,2 (C-3) (Fragmento Ill, Fig.
130). Outras correlacdes de longa distancia foram observadas entre o
hidrogénio em 64 4,60 (d, J=7,8 Hz, H-1") com o carbono em &¢ 78,0 (C-6) (Fig.
130), o que permitiu definir a localizacdo da unidade glicosidica no C-6, e entre
o hidrogénio em oy 4,28 (d, J=7,8 Hz, H-1) com o carbono em &¢c 66,3 (C-1’)

(Fig. 130), confirmando a presenca de duas unidades de glicose.

Figura 130 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D *H, **C-HMBC para BP-8
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As estereoquimicas dos carbonos quirais C-4, C-5 e C-6 foram
atribuidas em comparacdo com dados da literatura (WU et al., 1979). Em
adicdo, o sinal NOE registrado entre os hidrogénios H-7 (o4 5,62) e H-2 (o4
6,28) (Fig. 131) no espectro NOESY (Fig. 146, p. 167) indicaram a
configuracédo Z para a ligacdo dupla C;-C;, sendo BP-8 um esteroisbmero de

riachina, isolado de B. pentandra por Silva et al. (2013).

Figura 131 Correla¢des observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-NOESY para BP-8
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Estes dados, juntamente com os picos dos ions moleculares em m/z
352,1021 (M + Na]’, calc 352,1008) e m/z 231,0822 (M + Na]*, calc
231,0844), revelados pelo espectro de massas de alta resolucdo (modo
positivo, Fig. 147, p. 167), permitiram confirmar a formula molecular C,4H;9NOg
e CgH1606 para BP-8A e BP-8B, com IDH=5 e 1 respectivamente.

Baseando-se em todas as informacdes espectrais obtidas, foi possivel
caracterizar o composto BP-8 como sendo uma mistura do cianoglicosideo (4S,
5S,6S)-(2)-6-(B-D-glicopiranosiloxi)-4,5-diidroxi-2-ciclohexen-1-ilideno-A*-
acetonitrila (dasicarponina, BP-8A) e do glicopiranosideo de etila (BP-8B), nas
proporcdes de 39,2% e 60,8%, respectivamente. As percentagens aproximadas
dos dois componentes da mistura foram calculadas através da integracdo dos
sinais de hidrogénios H-7 de A (64 5,62, s, 1H=1,00) e 3H-2’ de B (oy 1,25, t,

3H=4,64/3). Os dois compostos sdo inéditos no género Bauhinia.
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Tabela 16 Dados de RMN 'H e **C de BP-8A, incluindo correlacdo heteronuclear através de
uma ligacdo (HSQC: "Jcn) e a longa distancia (HMBC: "Jcy, n=2 e 3), em CD;OD como
solvente

HSQC BP-8A HMBC BP-8A Lit.* (D,0)
¢ dc S ?JeH JeH dc SH
1 155,5 - H-2; H-8 H-7 155,4 -
2 1272 6,28(d, J=10,9) H-5  H-2;H-6;H-8 1285 6,35 (dl, J=10,5)
3 1392 6,02(d,J=10,9) H-4; H-6 H-7 139,8 6,05 (dI, J=10,5)
4 673 4,63 (M) H-7 H-8 68,1 4,28 (m)
5 706 4,22 (m) H-8 79,4 4,6-5,0
6 78,0 4,81 (d, J=4,7) H-7 H-2; H-6; H-1° 72,0 4,6-5,0
7 1002 5,62 (s) H-8 102,5 5,70 (s)
8 118,5 - H-2 120,1 -
1”7 104,6 4,60 (d, J=7,8) H-2' H-8 105,3 3,1-4,0
2 750 3,19 (m) H-3' 75,6 3,1-4,0
3 78,2 3,3-3,4 H-2’; H-4’ H-5’ 78,6 3,1-4,0
4 71,6 3,3-3,4 H-3’; H-5 H-6’ 71,3 3,1-4,0
5 78,2 3,3-34 H-4’; H-6’ 78,3 3,1-4,0
6 629 3,86 (m) 3,69 (M) 63.2 3,1-4.0

Deslocamentos quimicos (8¢ e 84) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
*(WU et al., 1979)

Tabela 17 Dados de RMN 'H e *C de BP-8B, incluindo correlacdo heteronuclear através de
uma ligacdo (HSQC: Jon) e a longa distancia (HMBC: "Jcu, n=2 e 3), em CD;OD como
solvente

HSQC BP-8B HMBC BP-8B Lit.* (D,0)
¢ dc Sn ?Jcn *JcH 3n
1 1042 4.28(d J=7.8) H-2 H-1 4.47 (d, 3=8.0)
2 752 3,19 (m) H-3 3,25 (dd, J=8,0: 9,3)
3 782 3.3-34 H-2; H-4  H-5 3,50 (t, J=9,1)
4 71,8 3,3-34 H-3; H-5 H-6 3,38 (dd, J=9,5)
5 78,2 3,3-3,4 H-4; H-6 3,47 (ddd, J=2,2; 5,8; 9,8)
6 629 3,86 (m)3,69(m) H-4 3,92 (dd, J=2,2; 12,3)
' 663 396(m)362(m)  H-2 H-1 3,96 (dg, J=7,1: 9,8)
2 156 1,25 J=7.1) H-1 1,23 (t, J=7,1)

Deslocamentos quimicos (8¢ e 8y) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
* (KORTESNIEMI et al., 2014)
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Figura 132 Espectro na regido do infravermelho de BP-8
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Figura 136 Espectro de RMN 13C CPD [75 MHz, CD;0D] de BP-8
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Figura 138 Espectro de RMN *C-DEPT 135° [75 MHz, CD,OD] de BP-8
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Figura 139 Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY [300 x 300 MHz, CD;0D] de BP-8
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Figura 140 Expans&o do espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY [300 x 300 MHz, CD;0D] de BP-8

Figura 141 Espectro de RMN 2D *H, *C-HSQC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BP-8
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Figura 142 Expans&o do espectro de RMN 2D *H, **C-HSQC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BP-8
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Figura 143 Espectro de RMN 2D 'H, **C-HMBC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BP-8

—_ L] LI
F 20
=~ 30
= 40
F 50
3 - 60
—_— LI ]
s e " []
—— oW 70
o h
" O w0 lem L
1 80
1 F o0
PRS- ' ] = 104
4 3 W . & oW
k| il
—& i 120
T s 5 F 130
- L
e O [} L] [3 140
3 » S
— ] ] v
3 y = 160
E
3

T T
6.0 3.5 5.0 4.3 4.0 35 30 5 20 1.5 1o ppm




166
Resultados e Discusséao

Figura 144 Expans&o do espectro de RMN 2D 'H, **C-HMBC [300 x 75 MHz, CD,;0OD] de BP-8
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Figura 146 Espectro de RMN 2D 'H, 'H-NOESY [300 x 300 MHz, CD;0D] de BP-8
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4.5 Estudo dos constituintes fixos de B. monandra

4.5.1 Determinacdao estrutural de BM-1

A fragdo acetato de etila obtida a partir de coluna filtrante a vacuo do
extrato EEBM, ap0s ser submetida a algumas cromatografias em coluna,
resultou na F 29-32, que foi cromatografada por CLAE, fornecendo 15,7 mg de
um 6leo amarelo, com solubilidade em cloroférmio.

O espectro na regiao do infravermelho (Fig. 148, p. 170) apresentou
bandas de absorcéo em: 1734 cm™, referente a deformacéo axial de carbonila;
2919 e 2850 cm™ de ligacdo C-H; 1264 e 1177 cm™ de ligacdo C-O; além de
absorcdes de deformacdo angular de grupos metileno e metila em 1463 e
1376 cm™, respectivamente.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDCl3] (Fig. 149, p. 170) indicou a
presenca de um segmento carboetoxila através dos sinais em &y 4,17 (q, J=7,1
Hz, 2H-1") e 1,30 (t, J=7,0 Hz, 3H-2’); de hidrogénios metilicos em &4 0,93 (t,
3H-16/3H-18) e de hidrogénios metilénicos em 6y 2,33 (t, 2H-2), vicinal a um
grupo carbonila. Em adicdo, varios sinais na regido entre oy 0,98 e 2,10 ppm,
propondo que trata-se de uma substancia alifatica de cadeia longa,
provavelmente um éster etilico de acido graxo.

A andlise comparativa dos espectros de RMN **C-CPD e DEPT 135° [75
MHz, CDCI3] (Fig. 150, 151 e 152, p. 171 e 172) permitiu atribuir as absor¢cdes
em &. 174,1 a carbonila do éster, 5. 60,4 a carbono metilénico oxigenado, .
14,3 e 14,5 a carbonos metilicos e varios sinais de carbonos metilénicos em &
22,9-34,6 ppm (Tab. 18, p. 169).

A andlise por CG-EM demonstrou a presenca majoritaria de dois ésteres
de acidos graxos identificados como palmitato de etila (1, 67,21%) e estearato
de etila (2, 17,75%), com tempos de retencédo (TR) de 11,463 e 12,364 min,
respectivamente, como pode ser visto no cromatograma (Fig. 153, p. 172)

Os espectros de massas do palmitato de etila (Fig. 154, p. 173) e do
estearato de etila (Fig. 155, p. 173) revelaram os picos dos ions moleculares

em m/z 284 e 312 Daltons, confirmando as formulas moleculares CigH350, €
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C20H4002, respectivamente, e IDH=1. Estes derivados de acidos graxos estéo

sendo isolados e identificados pela primeira vez no género Bauhinia.

o]
5 " u . , . . y
16 vt bt byt 5 5 " 5 ' O/\ >
BM-1A
0
. s s u . , . , .
N . . . . y 6 y NN,
BM-1B
Tabela 18 Deslocamentos quimicos (8) de RMN **C (CDCI,) de BM-1
Palmitato de etila (67,21%) Estearato de etila (17,75%)
C BM-1A Lit.* (CDCly) BM-1B Lit.* (CDCl5)
Sc dc oc dc
1 174,1 174,3 1741 174,3
2 34,6 34,8 34,6 34,8
3 25,2 25,4 25,2 25,4
4-13 29,4 -29,9 29,5-30,1 29,4 - 29,9 29,5-30,1
14 32,2 32,3 29,4 - 29,9 29,5-30,1
15 22,9 23,0 29,4 - 29,9 29,5-30,1
16 14,3 14,5 32,2 32,3
17 - - 22,9 23,0
18 - - 14,3 14,5
1 60,4 60,5 60,4 60,5
2 14,5 14,6 14,5 14,6

Deslocamentos quimicos (8¢c) em ppm
* (FEITOSA et al., 2007)
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Figura 148 Espectro na regido do infr

avermelho de BM-1
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Figura 152 Expans&o do espectro de RMN *C-DEPT 135° [75 MHz, CDCl;] de BM-1

e N oo I o = "
o = e = & " ==
= n Qs ooe N = ® o
2 = S gn=+m o~ a + ™
- 6 coooao wy o -
- M AR o I ==
T T T T T T T T T
55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

Figura 153 Cromatograma obtido por CG-EM para BM-1
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Figura 154 Espectro de massas do componente com TR 11,463 min: BM-1A (palmitato de
etila)
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Figura 155 Espectro de massas do componente com TR 12,364 min: BM-1B (estearato de

etila)
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4.5.2 Determinacdao estrutural de BM-2

O composto BM-2 (18,0 mg) também foi obtido a partir da F 29-32
atraves do fracionamento cromatogréafico por CLAE, apresentando-se como um
0leo amarelo, com solubilidade em cloroférmio.

O espectro na regidao do infravermelho (Fig. 156, p. 176) apresentou
uma banda de absorcdo em 3484 cm™, referente a deformacéo axial de ligacdo
O-H, absorcdes de deformacdo axial de ligacdo C—H em 2924 e 2856 cm™,
absorces em 1086, 1158 e 1261 cm™ de deformacdo axial de ligacdo C-O,
além de absorcbes de deformacéo angular de grupos metileno e metila em
1459 e 1377 cm™, respectivamente.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDCl3] (Fig. 157 e 158, p. 176 e 177)
mostrou sinais em &y 0,88 (d, J=6,7 Hz, H-12’a/H-13’), 0,85 (d, H-4’a/H-8'a)
2,12 (s, H-5a/H-7a), 2,17 (s, H-8a), 1,24 (s, H-2a), 2,61 (t, J=6,7 Hz, H-4), 1,78
(m, H-3), caracteristicos do a-tocoferol.

Os espectros de RMN *C-CPD e DEPT 135° [75 MHz, CDCl3] (Fig. 159,
160 e 161, p. 177 e 178) exibiram varios sinais na regido de carbonos sp?,
sendo um oxigenado (54 74,7), e seis na regido de carbonos sp? sendo dois
oxigenados (64 144,8 e 145,8) (Tab. 19, p. 175). Estes sinais estdo de acordo
com os dados espectrométricos do a-tocoferol (vitamina-E).

O espectro de massas (Fig. 162, p. 179) revelou o pico do ion molecular
em m/z 430 Daltons, confirmando a formula molecular C,9Hs00, € IDH=5. A
Figura 163, p. 179, mostra uma proposta mecanistica que justifica os
fragmentos registrados no espectro.

A vitamina-E est4d sendo registrada pela primeira vez no género

Bauhinia.

BM-2
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Tabela 19 Deslocamentos quimicos (8) de RMN 'He *C (CDCly) de BM-2

BM-2 Lit.* (CDCl3)

¢ Sc Sn S¢c
2 74,7 - 74,3
2a 24,0 1,24 (s) 23,8
31,8 1,78 (m) 31,6
21,0 2,61 (t, J=6,7) 20,8
118,7 - 118,5
5a 11,5 2,12 (s) 11,2
6 1448 - 144.4
7 121,2 - 121,0
7a 12,4 2,12 (s) 12,1
8 122,8 - 122,3
8a 12,0 2,17 (s) 11,8
9 145,8 - 1454
10 117,6 - 117,0
1 40,0 1,00-1,70 (m) 39,8
2 21,3 1,00-1,70 (m) 21,0
3 37,5 1,00-1,70 (m) 37,5
4 32,9 1,00-1,70 (m) 32,7
4a 19,9 0,85 (d) 19,7
5 37,5 1,00-1,70 (m) 37,5
6’ 24,7 1,00-1,70 (m) 24,5
7 37,7 1,00-1,70 (m) 37,5
8’ 33,0 1,00-1,70 (m) 32,7
8'a 20,0 0,85 (d) 19,7
o 37,7 1,00-1,70 (m) 37,5
10° 25,0 1,00-1,70 (m) 24,8
11’ 39,6 1,00-1,70 (m) 39,4
12’ 28,2 1,00-1,70 (m) 28,0
12’a 22,8 0,88 (d, J=6,7) 22,6
13’ 22,9 0,88 (d, J=6,7) 22,6

Deslocamentos quimicos (8¢c) em ppm
* (MATSUO; URANO, 1976)
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Figura 156 Espectro na regido do infravermelho de BM-2
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Figura 158 Expanséo do espectro de RMN *H [300 MHz, CDCl,] de BM-2
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Figura 160 Espectro de RMN "*C-DEPT 135° [75 MHz, CDCl;] de BM-2
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Figura 162 Espectro de massas de BM-2
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Figura 163 Proposta mecanistica que justifica fragmentos registrados no espectro de massas

de baixa resolucédo de BM-2
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4.5.3 Determinagéo estrutural de BM-3

A fracdo acetato de etila proveniente de coluna filtrante a vacuo do
extrato EEBM, apds varias cromatografias em coluna, forneceu 7,3 mg de um
6leo incolor, solavel em cloroférmio.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDCls] (Fig. 166, p. 183) apresentou
sinais caracteristicos do fitol, como um dupleto em &y 4,16 (d, J=6,9 Hz, 2H-1)
referente a hidrogénios oximetilénicos; um tripleto em oy 5,42 (t, J=6,9 Hz, H-2)
referente a hidrogénio ligado a carbono olefinico; além de um tripleto em &y
2,00 (t, J=7,5 Hz, 2H-4) atribuido a hidrogénios alilicos e um simpleto em 3y
1,67 (s, 3H-3a), devido o grupo metil vinilico.

O espectro de RMN **C-CPD [75 MHz, CDCls] (Fig. 167 e 168, p. 183 e
184) exibiu vinte linhas espectrais, sendo dezoito na regido de carbono sp® ,
incluindo um oxigenado (8¢ 59,6) e dois na regido de carbono sp?. Anélise
comparativa entre os espectros de RMN *C-CPD e DEPT 135° (Fig. 169, p.
184) registrou a presenca de quatro carbonos metinicos (CH), trés sp® e um
sp?, dez carbonos metilénicos (CH,) sp?, cinco carbonos metilicos (CHs) e um

carbono n&o hidrogenados (C) sp?, conforme dispostos na Tabela 20.

Tabela 20 Padrdo de hidrogenacdo determinado através da comparacdo dos espectros de
RMN “*C-CPD e DEPT 135° de BM-3

C CH CH, CHs Formula
molecular
140,53 (C=C) 28,20 (C-H) 24,69 16,39
32,92 (C-H) 25,01 19,93
33,02 (C-H) 25,37 19,97
123,33 (C=C) 29,91 22,84
36,89 22,93
37,52
37,59
37,66
40,09
59,65 (C—OH)

C CaHa C10H210 CsHis C20H400
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O espectro de RMN 2D 'H, *H-COSY (Fig. 170 e 171, p. 185) de BM-1
mostrou acoplamento vicinal entre os atomos de hidrogénios em &4 4,16 (d,

J=6,9 Hz, 2H-1) com oy 5,42 (t, J=6,9 Hz, H-2) (Fragmento I, Fig. 164).

Figura 164 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D *H, 'H-COSY para BM-3

Fragmento |

O espectro de RMN 2D *H, *C-HSQC (Fig. 172 e 173, p. 186) permitiu
correlacionar os sinais de hidrogénio ao seu respectivo carbono (Tab. 21, p.
182).

O espectro de RMN 2D 'H, ¥C-HMBC (Fig. 174 e 175, p. 187)
possibilitou correlacionar os sinais de hidrogénios metilicos em oy 1,67 (3H-3a)
com os carbonos em &¢c 140,5 (C-3), 123,3 (C-2) e 40,0 (C-4) (Fragmento 11,
Fig. 165), e os hidrogénios metilénicos em &y 4,16 (2H-1) com os carbonos em
6c 123,3 (C-2) e 140,5 (C-3) (Fragmento 111, Fig. 165).

Figura 165 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H, ¥C_.HMBC para BM-3

Fragmento Il Fragmento |11

O espectro de massas (Fig. 176, p. 188) obtido apresentou o pico do ion
molecular em m/z 296 Daltons, confirmando a formula molecular CyoH4O €
IDH=1. A Figura 177, p. 188, mostra uma proposta mecanistica que justifica os

fragmentos registrados no espectro.
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Através das informa¢fes discutidas e comparacdo com dados da
literatura (ROSA, 2009) (Tab. 21), concluiu-se que BM-3 trata-se do diterpeno
fitol, jA presente no 6leo essencial de Bauhinia purpurea, B. scandens, B.

malabarica, B. acuminata (VASUDEVAN; MATHEW; BABY, 2014,
VASUDEVAN; MATHEW; BABY, 2013) e B. pentandra.
15a 1la 7a 3a
15 13 11 9 7 5 3 1
\
16 14 12 10 8 6 4 2 OH
BM-3

Tabela 21 Dados de RMN *H e **C de BM-3, incluindo correlacdo heteronuclear através de
uma ligagéo (HSQC: "Jcy) e a longa distancia (HMBC: "Jci, n=2 e 3), em CDCl; como solvente

HSQC BM-3 HMBC BM-3 Lit.* (CDCl3)
¢ 8c 8 Jem *Jon 8c
1 59,6 4,16 (d, J=6,9) 59,7
2 123,3 5,42 (t, J=6,9) 2H-1 3H-3a, H-4 123,3
3 140,5 - 3H-3a, H-4 2H-1 140,5
3a 16,4 1,67 (s) H-2, H-4 16,4
4 40,1 2,00 (t, J=7,5) 3H-3a, H-2 39,6
5 25,4 1,0-1,6 (m) H-4 25,4
6 36,9 1,0-1,6 (m) H-4 36,9
7 32,9 1,0-1,6 (m) 33,0
7a 19,9 0,87 (d, J=6,6) 20,0

37,7 1,0-1,6 (m) 37,5

9 24,7 1,0-1,6 () 24,7

10 37,6 1,0-1,6 (m) 37,6
11 33,0 1,0-1,6 (m) 32,9
1la 20,0 0,87 (d, J=6,6) 20,0
12 37,5 1,0-1,6 (m) 37,7
13 25,0 1,0-1,6 (m) 25,0
14 39,6 1,0-1,6 (m) 39,6
15 28,2 1,0-1,6 (m) 28,2
15a 22,8 0,87 (d, J=6,6) 22,9
16 229 0,87 (d, J=6,6) 23,0

Deslocamentos quimicos (8¢ e 8y) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
* (ROSA, 2009)
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Figura 166 Espectro de RMN "H [300 MHz, CDCl;] de BM-3
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Figura 167 Espectro de RMN **C-CPD [75 MHz, CDCl;] de BM-3
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Figura 168 Expans&o do espectro de RMN "*C-CPD [75 MHz, CDCl,] de BM-3
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Figura 169 Espectro de RMN 3C-DEPT 135° [75 MHz, CDCI;] de BM-3
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Figura 170 Espectro de RMN 2D 'H, *H-COSY [300 x 300 MHz, CDCl;] de BM-3
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Figura 172 Espectro de RMN 2D 'H, **C-HSQC [300 x 75 MHz, CDCl;] de BM-3
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Figura 174 Espectro de RMN 2D 'H, **C-HMBC [300 x 75 MHz, CDCl;] de BM-3
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Figura 175 Expans&o do espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC [300 x 75 MHz, CDCl;] de BM-3
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Figura 176 Espectro de massas de BM-3
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Figura 177 Proposta mecanistica que justifica fragmentos registrados no espectro de massas
de baixa resolu¢édo de BM-3
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4.5.4 Determinacdao estrutural de BM-4

A F 3-17 obtida da fracdo metandlica que, por sua vez, foi obtida a partir
de coluna filtrante a vacuo do extrato EEBM, apds ser cromatografada por
CLAE, forneceu 18,6 mg de uma resina de coloragdo marrom, com solubilidade
em metanol.

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 182, p. 195) mostrou banda
de absorcdo em 3377 e 2266 cm™, que foram atribuidas a presenca de grupos
hidroxila e nitrila, respectivamente. Foi observada também uma banda
caracteristica de deformacdo axial de ligacdo C=C em 1636 cm™, além de
absorcdo em 2920 cm™ relacionada & deformacéo axial de ligagdo C—H, e em
1073 cm™ referente a deformacéo axial de ligacdo C-O.

O espectro de RMN 'H [500 MHz, CDs0D] (Fig. 183 e 184, p. 195 e
196) apresentou varios sinais com deslocamentos quimicos préximos e
também superpostos na regido entre 6y 3,28 e 3,40, referentes a hidrogénios
oximetinicos caracteristicos de acgucares; sinais em &y 3,87 (d, J=10,1 Hz, H-
6'a) e 3,70 (m, H-6’b) atribuidos a um grupo metileno, além de sinal em 6y 4,49
(d, J=7,4 Hz, H-1’) atribuido a hidrogénio anomérico. O espectro mostrou
também um simpleto em &y 5,75 (s, H-7) de hidrogénio ligado a carbono
olefinico, e cinco sinais de hidrogénios cabinélicos em &4 4,72 (d, J=4,2 Hz, H-
6), 4,08 (m, H-5), 3,97 (m, H-4), 3,67 (m, H-3) e 4,52 (d, J=7,4 Hz, H-2).

O espectro de RMN C-CPD [125 MHz, CDs;OD] (Fig. 185, p. 196)
exibiu um sinail tipico de carbono anomérico de glicosideo em &¢ 105,4, além
de uma série de sinais entre 3¢ 62,8-81,8, caracteristicos de carbonos
carbindlicos. A presenca do sinal em 8¢ 117,9 foi atribuido a um carbono de
nitrila a,B-insaturada. Outros sinais foram observados em 6c 97,8 e 164,6,
correspondentes aos carbonos olefinicos alfa e beta ao grupo ciano,
respectivamente. Andlise comparativa entre os espectros de RMN **C-CPD e
DEPT 135° (Fig. 186, p. 197) registrou a presenc¢a de onze carbonos metinicos
(CH), um carbono metilénico (CH,) e dois carbonos nao hidrogenados (C),
conforme dispostos na Tabela 22, p. 190.
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Tabela 22 Padrdo de hidrogenacdo determinado através da comparacdo dos espectros de
RMN “*C-CPD e DEPT 135° de BM-4

Férmula
C CH CH>»
molecular

117,88 (CN) 105,39 (C-O) 62,77 (C—OH)

164,63 97,83

81,78 (C-0)
78,38

77,95 (C-OH)

74.84 (C-OH)

74.84 (C-OH)

74,34 (C-OH)

73,04 (C-OH)

72,65 (C—OH)

71,48 (C—OH)

C2N C11H1809 CH30 C14H21NO1p

O espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (Fig. 187, p. 197) mostrou
acoplamento alilico entre os atomos de hidrogénios em &y 5,75 (s, H-7) com 4
4,52 (d, H-2) (Fragmento |, Fig. 178, p. 191). Foram observados também
acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em 64 4,72 (d, H-6) com &y 4,08 (m,
H-5), 84 4,52 (d, H-2) com &y 3,67 (m, H-3), 814 3,67 (M, H-3) com &y 3,97 (M, H-
4), e éy 3,97 (m, H-4) com &y 4,08 (m, H-5) (Fragmento 11, Fig. 178, p. 191).
Acoplamentos vicinais também foram observados entre os hidrogénios
oximetinicos em oy 4,49 (d, H-1") com &y 3,33 (m, H-2'), o4 3,28 (m, H-5’) com
oy 3,87 (d, H-6’a) e oy 3,70 (m, H-6'b), além de acoplamento geminal entre os
hidrogénios metilénicos 6y 3,87 (d, H-6’a) com &4 3,70 (m, H-6’b) (Fragmento
111, Fig. 178, p. 191).
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Figura 178 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY para BM-4
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O espectro de RMN 2D *H, *C-HSQC (Fig. 188 e 189, p. 198) permitiu
correlacionar os sinais de hidrogénios aos seus respectivos carbonos (Tab. 24,
p. 194).

O espectro de RMN 2D *H, **C-HMBC (Fig. 190 e 191, p. 199) exibiu
correlacdo de longo alcance entre o hidrogénio em &y 5,75 (s, H-7) com os
carbonos em 6¢ 164,6 (C-1), 72,6 (C-2) e 81,8 (C-6) (Fragmento 1V, Fig. 179).
Outras correlagdes foram observadas entre o hidrogénio em &y 4,52 (d, H-2)
com os carbonos em 6¢ 164,6 (C-1), 97,8 (C-7) e 74,8 (C-3), e entre 644,72 (d,
H-6) com &¢ 73,0 (C-5) (Fragmento V, Fig. 179). A correlagcado do hidrogénio
em oy 4,49 (d, H-1) com o carbono em 6c 81,8 (C-6) permitiu definir a

localizac&o da unidade glicosidica no C-6 (Fig. 179).

Figura 179 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D ‘H, **C-HMBC para BM-4

Fragmento IV Fragmento V

No espectro NOESY (Fig. 192 e 193, p. 200) foram observadas
correlagdes que justificam as configuracdes atribuidas aos centros assimétricos

C-2, C-4 e C-6. Assim, as interacdes dipolares do atomo de hidrogénio H-2 (64
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4,52) com H-6 (64 4,72) e do H-4 (64 3,97) com H-6 (64 4,72), indicam que eles
estdo espacialmente préximos, conforme observado na Figura 180. O valor de
J=7,4 Hz no sinal de H-2 (&4 4,52) correspondente a interagao spin-spin com H-
3 (84 3,67) € compativel com acoplamento axial-axial entre estes atomos de
hidrogénios. O valor de J=4,2 Hz observado no sinal H-6 (em orientacao axial
deduzida através da interacdo dipolar com H-2 e H-4) correspondente a
interacdo spin-spin com H-5 (64 4,08) € compativel com acoplamento axial-

equatorial entres estes atomos de hidrogénios.

Figura 180 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-NOESY para BM-4

6

HO

O espectro de NOE Seletivo de BM-4 com irradiacdo no hidrogénio em &
3,97 (H-4) (Fig. 194, p. 201) exibiu acoplamento deste com o hidrogénio em &
4,72 (H-6). A irradiacdo no hidrogénio em & 4,08 (H-5) (Fig. 195, p. 201) exibiu
acoplamentos com os hidrogénios em 6 4,72 (H-6) e 4,49 (H-1’). Irradiando-se
o hidrogénio em 6 4,72 (H-6) (Fig. 196, p. 202) foram observadas interacdes
espaciais deste com os hidrogénios em 6 4,49 (H-1’), 4,08 (H-5) e 3,97 (H-4). E
a irradiacdo no hidrogénio em & 5,75 (H-7) (Fig. 197, p. 202) mostrou
interacdes com os hidrogénios em 6 4,52 (H-2) e 4,72 (H-6). A partir desses
acoplamentos dipolares (Tab. 23, p. 193) determinou-se que 0 composto
apresentava os hidrogénios H-2, H-4, H-5 e H-6 em configuracdo o e o

hidrogénio H-3 em configuracdes B (Fig. 181, p. 193).
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Tabela 23 Acoplamentos dipolares observados no experimento NOE Seletivo através da
irradiacéo dos hidrogénios H-4, H-5, H-6 e H-7

Irradiado SH NOE OH
H-4 3,97 H-6 4,72
H-5 4,08 H-6 4,72

H-1’ 4,49
H-6 4,72 H-1’ 4,49
H-5 4,08
H-4 3,97
H-7 5,75 H-2 4,52
H-6 4,72

Figura 181 Principais acoplamentos dipolares detectados no experimento NOE Seletivo
HO—

6

O espectro de massas de alta resolugao (modo positivo) (Fig. 198, p.
203) revelou o pico do ion molecular em m/z 386,1100 (M + Na]*, calc
386,1063), que confirma a férmula molecular C14H21NO419 para BM-4, com
IDH=4.

Baseando-se em todas as informacdes espectrais obtidas, foi possivel
caracterizar o composto BM-4 como sendo o0 cianoglicosideo
(2R,3S,4R,5R,6S)-(2)-6-(B-D-glicopiranosiloxi)-2,3,4,5-
tetraidroxiciclohexilideno-A™“-acetonitrila, que esta sendo descrito pela primeira

vez na literatura.
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BM-4

Tabela 24 Dados de RMN 'H e *C de BM-4, incluindo correlacdo heteronuclear através de
uma ligacdo (HSQC: 1.JCH) e a longa distancia (HMBC: "Jcy, n=2 e 3), em CD;OD como

solvente
HSQC BM-4 HMBC BM-4

C , .

6c o Jcn JcH
1 164,6 - H-2: H-7
2 72,6 4,52 (d, J=7,4) H-7
3 74,8 3,67 (m) H-2
4 74,3 3,97 (m)
5 73,0 4,08 (m) H-6
6 81,8 4,72 (d, J=4,2) H-7: H-1’
7 97,8 5,75 (s) H-2
8 117,9 -
1 105,4 4,49 (d, J=7,4) H-2’
2 74,8 3,33 (m) H-3’
3 77,9 3,38 (m) H-4'
4’ 71,5 3,31 (m) H-3’
5 784 3,28 (m) H-4
6’ 62,8 3,87 (d, J=10,1)

3,70 (m)

Deslocamentos quimicos (8¢ e 8y) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz
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Figura 182 Espectro na regido do infravermelho de BM-4
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Figura 183 Espectro de RMN 'H [500 MHz, CD;0D] de BM-4
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'H [500 MHz, CD;0D] de BM-4

Figura 184 Expanséo do espectro de RMN
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Figura 185 Espectro de RMN "*C-CPD [125 MHz, CD;0D] de BM-4
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F|gura 186 Espectro de RMN *C.DEPT 135° [125 MHz, CD3OD] de BM-4
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Figura 187 Espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY [500 x 500 MHz, CD3;0D] de BM-4
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Figura 188 Espectro de RMN 2D 'H, *C-HSQC [500 x 125 MHz, CD;0D] de BM-4
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Figura 190 Espectro de RMN 2D 'H, **C-HMBC [500 x 125 MHz, CD;0D] de BM-4
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Figura 192 Espectro de RMN 2D 'H, "H-NOESY [300 x 300 MHz, CD;OD] de BM-4
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Figura 194 Espectro de NOE Seletivo obtido por irradiagéo no hidrogénio em 6y 3,97 (H-4)
(CD30D, 300 MHz) de BM-4
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Figura 195 Espectro de NOE Seletivo obtido por irradiacdo no hidrogénio em &, 4,08 (H-5)

(CD;0D, 300 MHz) de BM-4
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Figura 196 Espectro de NOE Seletivo obtido por irradiagéo no hidrogénio em &y 4,72 (H-6)
(CD;0D, 300 MHz) de BM-4
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Figura 197 Espectro de NOE Seletivo obtido por irradia¢éo no hidrogénio em &y 5,75 (H-7)
(CDs;0D, 300 MHz) de BM-4
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Figura 198 Espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo) de BM-4
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4.5.5 Determinagéo estrutural de BM-5

O composto BM-5 (4,8 mg), assim como BM-4, também foi obtido a
partir do fracionamento cromatogréafico da F 3-17 por CLAE, apresentando-se
como uma resina de coloragcdo marrom, com solubilidade em metanol.

O espectro na regido do infravermelho (Fig. 202, p. 209) mostrou banda
de absorcéo em 3396 e 2224 cm™, que foram atribuidas a presenca de grupos
hidroxila e nitrila, respectivamente. Foi observada também uma banda
caracteristica de deformacdo axial de ligacdo C=C em 1638 cm™, além de
absorcdo em 2922 cm™ relacionada & deformacéo axial de ligagdo C—H, e em
1077 cm™ referente & deformacéo axial de ligagdo C—O.

O espectro de RMN *H [300 MHz, CDs0D] (Fig. 203, p. 209) de BM-5
mostrou-se muito semelhante ao de BM-4, apresentando sinais em: oy 3,18-
3,42, referente aos hidrogénios oximetinicos de acucares; 6y 3,84 (dd, J=12,0 e
2,2 Hz, H-6’a) e 3,70 (dd, J=12,0 e 4,8 Hz, H-6’b) de hidrogénios metilénicos; e
oy 4,41 (d, J=7,7 Hz, H-1’) do hidrogénio anomérico. O espectro apresentou
também um dupleto em 64 5,70 (d, J=2,0 Hz, H-7) de hidrogénio ligado a
carbono olefinico, quatro sinais de hidrogénios cabindlicos em 6 4,9 (H-6), 4,70
(dd, J=9,6 e 1,8 Hz, H-2), 4,09 (d, J=3,2 Hz, H-4), 3,31 (m, H-3). Além destes,
foram observados dois duplo tripletos em &y 2,44 (dt, J=15,5 e 3,1 Hz, H-5a) e
1,80 (dt, J=15,5 e 3,7 Hz, H-5b) atribuidos a hidrogénios metilénicos
diastereotopicos, os quais ndo foram detectados em BM-4.

O espectro de RMN *C-CPD [75 MHz, CDs0D] (Fig. 204, p. 210) foi
bastante similar ao de BM-4, exibindo sinais em: 3¢ 104,6 tipico de carbono
anomeérico de glicosideo; d¢c 62,6-78,3 caracteristicos de carbonos carbindlicos;
8¢ 117,6 atribuido ao carbono de nitrila a,B-insaturada; e em 8¢ 94,8 e 164,6
dos carbonos olefinicos alfa e beta ao grupo ciano, respectivamente. A
diferenca observada em relacdo ao espectro de BM-4 foi o surgimento do sinal
de carbono sp® em &¢ 35,4. A anélise comparativa entre os espectros de RMN
13C-CPD e DEPT 135° (Fig. 205, p. 210) registrou a presenca de dez carbonos
metinicos (CH), dois carbonos metilénicos (CH;) e dois carbonos né&o
hidrogenados (C), conforme dispostos na Tabela 25, p. 205.
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Tabela 25 Padrdo de hidrogenacdo determinado através da comparacdo dos espectros de
RMN “*C-CPD e DEPT 135° de BM-5

Férmula
C CH CH>»
molecular

117,60 (CN) 104,62 (C-0) 62,58 (C—OH)
166,99 94,76 35,37
78,28 (C-0)
78,22 (C-OH)
78,16
77,99 (C-OH)
74,98 (C—OH)
71,45 (C-OH)
71,36 (C—OH)
70,66 (C—OH)
C2N C10H1608 C2HsO C14H21NOg

O espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY (Fig. 206, p. 211) mostrou
acoplamentos vicinais entre os hidrogénios em oy 4,41 (d, J=7,7 Hz, H-1’) com
81 3,21 (m, H-2)), e 84 3,70 (dd, J=12,0 e 4,8 Hz, H-6'b) com & 3,26 (m, H-5)
(Fragmento 1, Fig. 199). Acoplamentos vicinais também foram observados
entre os hidrogénios em 6y 4,70 (dd, J=9,6 e 1,8 Hz, H-2) com 6y 3,31 (m, H-3),
81 3,31 (M, H-3) com 8y 4,09 (d, J=3,2 Hz, H-4), 81 4,09 (d, J=3,2 Hz, H-4) com
oy 1,80 (dt, J=15,5 e 3,7 Hz, H-5b), 64 1,80 (dt, J=15,5 e 3,7 Hz, H-5b) com &y
4,9 (H-6) (Fragmento Il, Fig. 199), além de acoplamento geminal entre os
hidrogénios metilénicos 6y 1,80 (dt, J=15,5 e 3,7 Hz, H-5b) com &y 2,44 (dt,
J=15,5 e 3,1 Hz, H-5a) (Fragmento IlI, Fig. 199).

Figura 199 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D 'H, 'H-COSY para BM-5

Fragmento | Fragmento 11 Fragmento 111l
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No espectro de RMN 2D *H, ¥C-HSQC (Fig. 207, p. 211) ndo foi
possivel visualizar duas correla¢des carbono-hidrogénio, contudo o espectro
HMBC, bem como dados da literatura auxiliaram nesta determinacéo.

O espectro de RMN 2D 'H, ¥C-HMBC (Fig. 208 e 209, p. 212)
apresentou correlacdo entre o hidrogénio em 8y 5,70 (d, H-7) com os carbonos
em 6¢c 167,0 (C-1), 71,3 (C-2) e 78,1 (C-6) (Fragmento 1V, Fig. 200). Outras
correlagbes foram observadas entre o hidrogénio em 6y 4,70 (dd, H-2) com os
carbonos em &¢c 167,0 (C-1), 94,8 (C-7) e 78,2 (C-3), e entre 64 4,9 (H-6) com
dc 94,8 (C-7), 70,7 (C-4) e 104,6 (C-1’) (Fig. 200). Esta ultima correlacao
definiu a posicdo da unidade glicosidica no C-6. A correlacdo do hidrogénio em
oy 2,44 (dt, H-5a) com os carbonos em &¢ 167,0 (C-1), 70,7 (C-4) e 78,1 (C-6)
(Fig. 200) confirma a presenca de hidrogénios metilénicos diastereotopicos, 0s

quais estéao posicionados no C-5, e o que diferencia BM-5 de BM-4.

Figura 200 Correlacdes observadas no espectro de RMN 2D ‘H, **C-HMBC para BM-5

Fragmento IV

A estereoquimica relativa da unidade ciclohexanica de BM-5 (Fig. 201,
p. 207) foi determinada com base nas constantes de acoplamentos (J)
observadas nos sinais de atomos de hidrogénios. Assim, o hidrogénio H-2
exibiu sinal como um dupleto de dupleto (J=9,6 e 1,8 Hz) em &4 4,70 devido
aos acoplamentos trans axial-axial (9,6 Hz) com H-3 (o4 3,31), e alilico (1,8 Hz)
com H-7 (84 5,70). Os sinais correspondentes aos atomos de hidrogénios do
grupo metilénico 2H-5 (obrigatoriamente um pseudoaxial e outro
pseudoequatorial) revelaram-se como dois tripletos de dupletos (64 2,44, dt,
J=15,5 e 3,1 Hz; &4 1,80, dt, J=15,5 e 3,7 Hz) e ndo revelaram valor

representando interagdo axial-axial (o valor J=15,5 Hz corresponde ao
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acoplamento geminado envolvendo os dois 2H-5), permitindo deduzir que os
atomos de hidrogénios H-4 e H-6 devem ser necessariamente localizados em
posicoes equatoriais. O sinal do H-4 (equatorial) foi observado como um
dupleto (J=3,2 Hz) e, consequentemente, o acoplamento representado pelo
valor de J=3,7 Hz observado em um dos sinais do 2H-5 deve ser atribuido a

interacao spin-spin envolvendo o H-6 (equatorial).

Figura 201 Estereoquimica relativa de BM-5

HO OH
HO— AN 2
o ! \SH 4,70, dd,

J=9,6 Hz axial-axial (H-2/H-3) e
r J=1,8 Hz (H-2/H-7)

O espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo) (Fig. 210, p.
213) revelou o pico do ion molecular em m/z 348,1296 (M + H], calc
348,1295), que confirma a férmula molecular C14H21NOg para BM-5, com
IDH=4.

A comparacdo dos dados espectrais de RMN 'H e *C de BM-5 com
dados da literatura (BOVEN et al., 1994) (Tab. 26, p. 208) permitiu identifica-la
como sendo o raro cianoglicosideo (2S,3S,4S,6R)-(2)-6-(B-D-glicopiranosiloxi)-
2,3,4-triidroxiciclohexilideno]-A'*-acetonitrila (didemetilsimmondsina), que esta

sendo registrado pela primeira vez no género Bauhinia.

N
\\C
. 8
HO
A0
A,
3 OH

BM-5
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Tabela 26 Dados de RMN *H e **C de BM-5, incluindo correlacdo heteronuclear através de uma ligagdo (HSQC: 'Jcy) e a longa distancia (HMBC: "Jcy, n=2 e
3), em CDs;OD como solvente

BM-5
c HSQC HMBC Lit.* (CD50D)
Sc S ?Jen *Jen 8¢ Sn
1 167,0 - H-2; H-7 H-5 166,8 -
2 71,3  470(dd, J=9,6 e 1,3) H-4; H-7 71,15 4,69 (dd)
3 782 3,31 (m) H-2 H-5 78,05 3,31 (dd)
4 707 4,00 (d, J=3.2) H-5 H-6 705 4,08 (q)
5 354 244 (dt J=155e 3,1) 352 2,42 (d
1,80 (dt, J=15,5 e 3.7) 1,77 (dt)
6 78,1 4,90 H-5 H-2; H-4; H-7; H-T’ 78,0 4,92 (1)
94,8 5,70 (d, J=2,0) H-2; H-6 94.6 5,68 (d)
8 117,6 - 1174 -
1 1046 4,41 (d, J=7.7) H-2' H-6 1045 4,40 (d)
2 750 3,21 (m) 748 3,20 (dd)
3 78,0 3,39 (m) 77.8 3,39 (1)
& 714 3,35 (m) H-3' H-6' 71,2 3,36 (1)
5 783 3,26 (m) H-4 781 3,24 (m)
6’ 62,6 3,84 (dd, J=12,0e 2,2) 62,4 3,82 (dd)
3,70 (dd, J=12,0 e 4.8) 3,69 (dd)

Deslocamentos quimicos (3¢ e 84) em ppm e constante de acoplamento (J) em Hz * (BOVEN et al., 1994)
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Figura 202 Espectro na regido do infravermelho de BM-5
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Figura 203 Espectro de RMN "H [300 MHz, CDBOD] de BM-5
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Figura 204 Espectro de RMN **C-CPD [75 MHz, CD;0D] de BM-5
I;O 1180 1;0 léO 1;0 ]:10 1;0 1%0 1 ;0 I(IJO ‘)10 810 7|0 ()IO 5‘0 4]0 3I0 2I0 110 p;;m
Figura 205 Espectro de RMN “*C-DEPT 135° [75 MHz, CD;0D] de BM-5
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Figura 206 Espectro de RMN 2D 'H, "H-COSY [300 x 300 MHz, CD;0D] de BM-5

Figura 207 Espectro de RMN 2D *H, **C-HSQC [300 x 75 MHz, CD;0OD] de BM-5

ppm
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Figura 208 Espectro de RMN 2D 'H, **C-HMBC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BM-5
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Figura 209 Expans&o do espectro de RMN 2D *H, *C-HMBC [300 x 75 MHz, CD;0D] de BM-5
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Figura 210 Espectro de massas de alta resolucdo (modo positivo) de BM-5
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4.6 Atividade antioxidante

O extrato etandlico das folhas de B. pentandra (EEBP) e B. monandra
(EEBM) foram submetidos ao teste de atividade antioxidante utilizando o
método do sequestro do radical DPPH (HEGAZI; EL HADY, 2002). Através
dessa metodologia foi observada atividade significativa para os dois extratos na
concentracdo de 1 mg/mL com inibicdo de 99,8% de radicais. A Tabela 27
mostra os resultados obtidos no ensaio antioxidante, juntamente com o0s
valores de ICsp. Os dados mostram que o extrato que se revelou mais ativo foi
o EEBP com ICs, de 3,55 x 10% mg/mL, resultado superior ao padrdo

Vitamina-C.

Tabela 27 Resultado do teste de atividade antioxidante

Concentragdo (mg/mL)
Amostras ICso (Mg/mL)
1,0 0,1
EEBP 99,8% 94,7% 3,55 x 10%+7,6 x 10™
EEBM 99,8% 92.7% 4,46 x 10%+1,1 x 10
Trolox 99,9% 99,8% 2,6 X103%+23x10*
Vitamina-C 99,8% 92,8% 43X 10%2+1,9x%x107%

NA — ndo apresentou atividade

4.7 Atividade nematicida

O extrato etanolico das folhas de B. pentandra (EEBP) e B. monandra
(EEBM) foram submetidos ao ensaio de atividade nematicida in vitro utilizando
nematéides Meloidogyne incognita no segundo estagio (J2) obtidos a partir das
massas extraidas das raizes de Vernonia sp cultivadas em casa de vegetacao.
As amostras ndo apresentaram percentual de mortalidade satisfatorio na
concentracdo de 1000 ppm. Portanto, pode-se concluir que o indice de
mortalidade das amostras analisadas € maior que 1000 ppm. Os resultados de
atividade nematicida dos extratos encontram-se na Tabela 28, p. 215, com

seus respectivos percentuais de mortalidade.
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Tabela 28 Resultado do ensaio de atividade nematicida

Percentual de mortalidade dos juvenis J2 de Meloidogyne
Amostras incognita
%R1 %R2 %R3 %M DP
EEBP 16,00 15,00 16,41 15,80 0,72
EEBM 0 0 0 0 0
* Branco 0 0 0 0 0

%R= Porcentagem da Repeticédo
%M = Média da Porcentagem
DP= Desvio Padréao

* Branco = DMSO 2

4.8 Atividade inibidora da enzima acetilcolinesterase (AChE)

Os extratos etandlicos das folhas de B. pentandra (EEBP) e B.
monandra (EEBM) foram testados quanto a inibicdo da enzima AChE. Os dois
extratos mostraram-se potentes, sendo observado através da placa de CCD a
presenca de halos brancos, indicando acao inibitéria sobre a enzima AChE. Os
halos de inibicdo (HI) dos dois extratos foram de 0,9 cm, resultado igual ao do

controle positivo sal de Eserina (Tab. 29).

Tabela 29 Resultado do ensaio de inibicdo da enzima AChE

Amostras HI (cm) Resultado
Sal de Eserina 0,9 Positivo
EEBP 0,9 Positivo
EEBM 0,9 Positivo

4.9 Determinacao de fendis totais

O teor de fendis foi determinado através da equacao da reta e expresso
em mg de equivalente de acido galico (EAG) por g de amostra. O conteudo
total de polifendis presente nos extratos etanolicos das folhas de B. pentandra
(EEBP) e B. monandra (EEBM) foi de 64,6 £ 1,8 e 49,1 + 0,2 mg de EAG/g de

amostra, respectivamente.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material vegetal

O trabalho de pesquisa realizado teve como objetivo o0 estudo
fitoquimico de constituintes fixos e volateis das espécies Bauhinia pentandra
(Bong.) D.Dietr. e Bauhinia monandra Kurz. As folhas foram coletadas no Horto
de Plantas Medicinais da Universidade Federal do Ceara (UFC). As exsicatas
devidamente determinadas encontram-se depositadas no Herbario Prisco
Bezerra do Departamento de Biologia (UFC), onde foram identificadas e

registradas sob os numeros 53444 e 53095, respectivamente.

5.2 Métodos cromatogréaficos

5.2.1 Cromatografia em coluna (CC)

As cromatografias de adsor¢gdo em coluna foram executadas utilizando
gel de silica 60, com granulometria de 70-230 mesh, da marca Vetec
(cromatografia gravitacional). O comprimento e o didametro das colunas
variaram de acordo com as quantidades das amostras a serem
cromatografadas e com a quantidade de gel de silica empregada.

Os solventes utilizados nos procedimentos cromatograficos foram:
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas
binarias em propor¢cédo crescente de polaridade. Os solventes utilizados nos
procedimentos eram de qualidade P.A. A remocéao dos solventes dos extratos e
das fracdes resultantes das cromatografias foi realizada em evaporador rotativo
BUCHI.

5.2.2 Cromatografia em coluna de fase reversa (C18)

As cromatografias em coluna de fase reversa C18 foram realizadas em

cartuchos de octadecil-silica utilizando colunas Phenomenex.
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5.2.3 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Nas cromatografias em camada delgada (CCD) foram usadas
cromatoplacas de gel de silica 60, 2-25 um, com indicador de fluorescéncia na
faixa de 254 nm (Merck).

As revelagdes das substancias nas cromatoplacas foram realizadas pela
imersao em solucéo de vanilina (CgHgO3) e &cido perclorico (HCIO,) em etanol

(C2H60O), seguido de aquecimento com soprador térmico.

5.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em
equipamento da marca SHIMADZU, constituido por duas bombas de alta
pressdo, modelo LC-20AT, e detector UV-Vis, modelo SPD-M20A. Foram
utilizadas colunas semi-preparativas de fase normal (gel de silica, 250 x 10
mm, 5 um) e de fase reversa (C18, 250 x 10 mm, 10 um). Como fase moével
foram utilizados solventes com grau de pureza CLAE: hexano e acetato de etila
para a coluna de fase normal, e metanol e agua deionizada para a de fase
reversa. Os solventes foram filtrados em membrana de nylon com poros de
0,45 ym. As amostras foram dissolvidas com os solventes usados na fase
movel e filtradas num sistema manual de membrana de teflon com poros de
0,45 um.

5.3 Métodos espectroscépicos e espectrométricos

5.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados
em espectrometro Perkin-Elmer, modelo Spectrum 100 FT-IR usando o aparato
UATR (Universal Attenuated Total Reflectance), pertencente ao Laboratério de
Espectrometria de Massas do Nordeste, da Universidade Federal do Ceara
(LEMANOR-UFC). Os experimentos foram realizados com as amostras sélidas

ou dissolvidas em cloroférmio.
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5.3.2 Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas dos 6leos essenciais e dos ésteres metilicos
foram obtidos em cromatdgrafo gasoso acoplado a espectrdmetro de massa
(CG-EM SHIMADZU, modelo QP2010), com injetor automético AOC-20i,
coluna capilar RTX-5MS (5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm,
0,25 um) e tendo o hélio (He) como gas de arraste, com vazao de 1,0 mL/min
para os 0Oleos essenciais e 1,46 mL/min para os ésteres metilicos.

Para a analise dos Oleos essenciais a temperatura do forno foi
programada de 40-180°C a uma taxa de 4°C/min, depois de 180-280°C a uma
taxa de 20°C/min e mantida a 280°C durante 10 min. A temperatura do injetor e
do detector (ou interface) foi de 250 e 300°C, respectivamente.

Para a analise dos ésteres metilicos a temperatura do forno foi
programada de 80-280°C a uma taxa de 5°C/min, depois de 280-300°C a uma
taxa de 20°C/min e mantida a 300°C durante 5 min. A temperatura do injetor e
do detector (ou interface) foi de 250 e 300 °C, respectivamente.

A identificacdo dos compostos foi feita através de comparacédo de seus
espectros de massas com os da biblioteca NIST08, indices de retencao e
dados publicados (ADAMS, 2007). As concentracbes dos compostos foram
calculadas a partir das areas dos picos do cromatograma e dispostas por
ordem de eluigéo.

O indice de Kovats (IK) é um indice de retencdo que descreve o
comportamento de retencdo do composto comparativamente ao de uma
mistura de alcanos de diferentes nimeros de atomos de carbono. Este indice
de retencéo fornece informacédo sobre a sequéncia de eluicdo do composto e
varia em funcdo da fase estacionaria e da temperatura, sendo independente
das condic¢des experimentais (JANZANTTI; FRANCO; WOSIACKI, 2003).

Para o céalculo do indice de retencdo de Kovats foi necessaria a injecdo
de uma solugédo padrdo de n-alcanos (C7-C30 para os 0leos essenciais, C13-
C30 para os ésteres metilicos), servindo os tempos de retencao destes para a
base de calculo do indice de Kovats dos componentes do 0leo essencial e dos

ésteres metilicos.
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t'r(x) —t'r(n)
t'r(N) —t'r(n)

IK = 100[n + (N —n) ]

Onde:

n: € o numero de atomos de carbonos do alcano anterior ao composto
desconhecido;

N: é o numero de &atomos de carbonos do alcano ap6s o composto
desconhecido;

t'r(x): € o tempo de retencéo ajustado do composto desconhecido;

tr(n): € o tempo de retengdo ajustado do alcano anterior ao composto
desconhecido;

tr(N): é o tempo de retengdo ajustado do alcano apdés o composto

desconhecido.

Os espectros de massas de baixa resolucdo de BP-1, BP-3, BM-1, BM-2
e BM-3 foram obtidos em espectrometro de massa modelo QP2010 da
SHIMADZU, operando em impacto eletrdnico (IE) de 70 eV.

Os espectros de massas de alta resolucdo de BP-3 e BM-5 foram
obtidos usando um espectrometro de massas Waters, modelo Xevo QTOF,
equipado com fonte de ionizacdo por electrospray (IES), pertencente a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA).

Os espectros de massas de alta resolucao de BP-7 e BP-8 foram obtidos
usando um espectrometro de massas Shimaduz, modelo LCMS-IT-TOF,
equipado com fonte de ionizacdo por electrospray (IES), pertencente ao
Laboratorio de Espectrometria de Massas do Nordeste, da Universidade
Federal do Ceara (LAMANOR-UFC).

Os espectros de massas de alta resolucédo de BP-5, BP-6 e BM-4 foram
obtidos usando um espectrémetro de massas micrOTOF Bruker, pertencente a
Faculdade de Farmacia (USP-Ribeirdo Preto), em colaboracdo com o Prof. Dr.

Norberto Peporine e o técnico José Carlos Tomaz.
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5.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN *H) e de carbono-13 (RMN *3C)

Os espectros de RMN *H e de RMN *3C, uni e bidimensionais, foram
obtidos em espectrometros Bruker, modelo Advance DPX-300 ou DRX-500,
pertencentes ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia
Magnética Nuclear, da Universidade Federal do Ceara (CENAUREMN-UFC),
operando na frequéncia do hidrogénio a 300 e 500 MHz, e na frequéncia do
carbono a 75 e 125 MHz, respectivamente.

Os solventes deuterados utilizados na dissolugdo das amostras e
obtencdo dos espectros foram: cloroférmio (CDCI3) e metanol (CD3;OD). Os
deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados nos espectros de hidrogénio pelos picos dos hidrogénios
pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes deuterados
utilizados: cloroférmio (6y, 7,26) e metanol (&4, 3,30). Nos espectros de
carbono-13 os deslocamentos quimicos foram referenciados pelos picos
centrais dos carbonos-13 dos solventes: cloroférmio (8¢, 77,0) e metanol (&c,
49,0).

As multiplicidades dos sinais de hidrogénio foram indicadas segundo a
convencao: s (simpleto), sl (simpleto largo) d (dupleto), dd (duplo dupleto), t
(tripleto), dt (duplo tripleto), q (quarteto) e m (multipleto).

O padréo de hidrogenacédo dos carbonos foi determinado através da
técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com
angulo de nutacao de 135° (CH e CHz com amplitude positiva em oposi¢do aos
CH,), descrevendo os carbonos segundo a convencdo: C (carbono nao
hidrogenado), CH (carbono metinico), CH, (carbono metilénico) e CH3 (carbono
metilico). Os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtracéo
dos sinais do espectro DEPT 135° do espectro *C-CPD.
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5.4 Métodos fisicos

5.4.1 Rotacéao otica

As medidas de rotacdo Optica foram obtidas em polarimetro Jasco,
modelo P-2000, pertencente ao Laboratério de Espectrometria de Massa do
Nordeste, da Universidade Federal do Ceara (LAMANOR-UFC), operando em

comprimento de onda de 589 nm e temperatura de 22 °C.

5.5 Estudo dos constituintes volateis de B. pentandra

5.5.1 Obtencéao dos 6leos essenciais de B. pentandra por hidrodestilagdo

Os 6leos essenciais foram obtidos por hidrodestilacdo em aparelho do
tipo Clevenger. O material utilizado (folhas frescas e secas) foi acondicionado
em um baldo de 5 L, juntamente com 3,0 L de &gua destilada e mantido sob
refluxo durante 5,0 h. A mistura agua/éleo coletada no doseador foi separada, o
hidrolato foi desprezado e o 6leo essencial foi seco com sulfato de sodio
anidro, filtrado e, em seguida, analisado por CG-EM . Para obtencao dos 6leos
foram utilizados 140 g de folhas secas e 162 g de folhas frescas e obteve-se

0,043 e 0,018 g de 6leo, com rendimentos de 0,03 e 0,01%, respectivamente.

5.5.2 Obtencdo dos 6leos essenciais de B. pentandra por microextracao
em fase solida (MEFS)

As analises dos constituintes volateis extraidos por microextracdo em
fase sélida foram feitas no modo headspace (MEFS-HS) da seguinte maneira:
folhas secas e frescas de Bauhinia pentandra (100 mg) foram acondicionadas
em um frasco de vidro de 40 mL lacrado com septo de silicone e mantidos em
banho-maria. Estudos de otimizacdo do meétodo foram realizados para
investigacdo das condicOes Otimas de extracdo. Os parametros investigados
foram temperatura (60 e 70°C) e tempo de extracao (10 e 20 min). A extracao
ideal ocorreu a 70°C e 10 min, que foi o periodo que a fibra ficou exposta no

headspace do frasco contendo a amostra. Os analitos volateis extraidos foram
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imediatamente analisados por CG-EM. As analises foram realizadas em
duplicatas.

A fibra de extracdo utilizada foi de polidimetilsiloxano/divinilbenzeno
(PDMS/DVB), a qual foi condicionada de acordo com as prescricbes do
fornecedor antes da utilizacdo. Este experimento foi realizado em colaboracéo
com o laboratério LABFITO (Laboratorio de Fitoquimica Aplicada)-UFC.

5.6 Estudo dos constituintes fixos de B. pentandra e B. monandra

5.6.1 Preparacao dos extratos

e Extrato hexanico

Folhas de B. pentandra e de B. monandra (55 e 210 g, respectivamente)
foram secas a temperatura ambiente, trituradas e submetidas a extragdo com
hexano. Em seguida, foram concentrados sob pressao reduzida, fornecendo os

respectivos extratos (Tab. 30).

e Extrato etandlico

Folhas de B. pentandra e de B. monandra (507 e 225 g,
respectivamente) foram secas a temperatura ambiente, trituradas e submetidas
a extracdo com etanol. Em seguida, foram concentrados sob pressao reduzida,

fornecendo os respectivos extratos (Tab. 30).

Tabela 30 Dados referentes aos extratos obtidos de B. pentandra e B. monandra

Extrato Sigla Massa (Q) Rendimento (%)
Hexanico B. pentandra EHBP 0,924 1,68
Hexanico B. monandra EHBM 2,39 1,14
Etandlico B. pentandra EEBP 80,7 15,9

Etandlico B. monandra EEBM 62,3 27,7
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5.6.2 Perfil de acidos graxos de B. pentandra e B. monandra

5.6.2.1 Reacédo de saponificacdo e obtencdo dos acidos graxos livres

Os extratos hexanicos de B. pentandra (EHBP, 924 mg) e de B.
monandra (EHBM, 1,7 g) foram dissolvidos em 15 mL de MeOH e
acondicionados em bal6es de 125 mL contendo hidréxido de potassio (924 mg
para EHBP e 1,7 g para EHBM) e pedras de ebulicdo. As misturas reacionais
foram mantidas sob refluxo durante 1 h para obtencdo dos sais de acidos
graxos. ApoOs este periodo, as misturas foram resfriadas a temperatura
ambiente e transferidas para funis de separacédo, onde foram adicionados 40
mL de agua destilada em cada e as fases organicas (solucdes insaponificaveis)
foram separadas através de extracdo com hexano (2x50 mL). As fases
aquosas foram acidificadas com HCI concentrado até pH 3 e, em seguida,
extraidas com AcOEt (2x50 mL). As fracBes organicas foram secas com sulfato
de sodio anidro, filtradas e concentradas sob pressao reduzida, fornecendo
344,3 e 288,9 mg de acidos graxos livres de B. pentandra e de B. monandra,

respectivamente (Flux. 1, p. 224).
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Fluxograma 1 Saponificacdo dos extratos hexanicos de B. pentandra e B. monandra
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5.6.2.2 Reacédo de metilacdo e obtencéo dos ésteres metilicos

Os é&cidos graxos livres de B. pentandra (344,3 mg) e de B. monandra
(288,9 mg) foram acondicionados em baldes de 100 mL com 10 mL de MeOH e
1,0 mL de HCI concentrado, sendo submetidos a refluxo por 1 h. Apés
resfriamento em temperatura ambiente, as misturas reacionais foram
transferidas para funis de separacédo, onde foram adicionados 30 mL de agua
destilada em cada e os ésteres metilicos dos acidos graxos foram extraidos
com CH,Cl, (3x30 mL). As fragbes organicas foram secas com sulfato de sodio
anidro, filtradas e concentradas sob pressédo reduzida, fornecendo 221,7 e
332,1 mg de eésteres metilicos de B. pentandra e de B. monandra,
respectivamente. Em seguida, foram purificados em coluna cromatografica
contendo gel de silica como adsorvente e hexano e CH,Cl, como eluentes. As
fracOes obtidas da coluna foram analisadas por CCD e, em seguida, por CG-
EM (Flux. 2, p. 225).
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Fluxograma 2 Metilacdo dos acidos graxos livres de B. pentandra e B. monandra
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5.6.3 Fracionamento cromatografico do extrato EEBP

12,7 e 20,0 g de EEBP foram, separadamente, adsorvidos em gel de
silica, pulverizados em gral de porcelana e submetidos a coluna gravitacional e
a vacuo, respectivamente. Os eluentes utilizados foram: hexano, CH,Cl,,
AcOEt e MeOH, puros em ordem crescente de polaridade. As fracGes
coletadas foram concentradas sob presséo reduzida e as massas obtidas estéo
descritas nas Tabelas 31 e 32, p. 226.
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Tabela 31 Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico gravitacional de EEBP

Eluente Fracao Massa (Q)
Hexano EEBP-G(H) 0,009
Diclorometano EEBP-G(D) 3,00
Acetato de etila EEBP-G(AE) 0,448
Metanol EEBP-G(M) 6,94
Total 104 ¢

Tabela 32 Dados referentes ao fracionamento cromatografico a vacuo de EEBP

Eluente Fracao Massa (Q)
Hexano EEBP-V(H) 1,01
Diclorometano EEBP-V(D) 1,25
Acetato de etila EEBP-V(AE) 1,97
Metanol EEBP-V(M) 12,8
Total 17,0

Uma aliquota de EEBP (5,0 g) foi dissolvida em um sistema MeOH/H,0
50% (100 mL) e entédo particionado em um funil de separacdo com solventes
de polaridade crescente: hexano, CH,Cl, e AcOEt (3x100 mL). As fracdes
obtidas foram secas com sulfato de soédio anidro e concentradas em
evaporador rotativo, fornecendo as massas descritas na Tabela 33. O residuo

da particdo foi denominado de fracao hidroalcodlica.

Tabela 33 Dados referentes & parti¢éo liquido-liquido de EEBP

Solvente Fracao Massa (g)
Hexano EEBP-P(H) 0,875
Diclorometano EEBP-P(D) 0,494
Acetato de etila EEBP-P(AE) 0,331
Hidroalcodlico EEBP-P(HA) 2,80
Total 4,509

5.6.3.1 Fracionamento cromatografico da fracdo EEBP-G(D)

A fragdo EEBP-G(D) (3,0 g) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada

em gral de porcelana e acondicionada sobre gel de silica para fracionamento
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cromatografico. Os solventes empregados na eluicdo das fracbes foram:
hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias aumentando
gradativamente a polaridade. Foram obtidas 111 fracBes que foram reunidas

apos analise em CCD (Tab. 34).

Tabela 34 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEBP-G(D

Eluente Fracdes FracOes reunidas Massa (Q)
Hexano/CH,ClI; (80:20) 1-7 F1-14 0,0306
Hexano/CH,ClI, (70:30) 8-19 F 15-21 0,0540
Hexano/CH,Cl, (60:40) 20-30 F 22-32 0,0400
Hexano/CH,Cl, (40:60) 31-41 F 33-39 0,0520
Hexano/CH,ClI, (20:80) 42-52 F 40-47 0,0745
CHCl, 53-63 F 48-68 0,2210
CH,CI,/AcOEt (50:50) 64-75 F 69-71 0,0263
AcOEt 76-86 F72-73 0,6700
AcOEt/MeOH (50:50) 87-97 F74-77 0,1266
MeOH 98-111 F 78-83 0,0838

F 84-90 0,0831
F 91-97 0,5778
F 98-111 0,1527
Total 2,1924

5.6.3.2 Fracionamento cromatografico da F 15-21 e isolamento de BP-1

A fracdo F 15-21 (54 mg) foi submetida a fracionamento cromatogréafico
em gel de silica utilizando como eluentes hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH em
escala crescente de polaridade. Foram coletadas 85 fragBes que, apds analise
por CCD resultou no isolamento de 14 mg de um sélido amorfo branco, soluvel
em CHCls, codificado de BP-1 (Flux. 3, p. 235).

5.6.3.3 Fracionamento cromatografico da F 72-73

A fragdo F 72-73 (670 mg) foi submetida a tratamento cromatografico em

gel de silica utilizando como solventes CH,Cl,, AcCOEt e MeOH em ordem
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crescente de polaridade. Foram coletadas 146 fracdes que, apOs analise em
CCD foram reunidas de acordo com suas semelhancas (Tab. 35).

Tabela 35 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de F 72-73

Eluente Fracdes Fracdes reunidas Massa (Q)

CHCl, 1-14 F 1-20 0,0065
CH,CI,/AcOEt (90:10) 15-27 F 21-24 0,3462
CH,CI,/AcOEt (80:20) 28-40 F 25-34 0,1542
CH,ClI,/AcOEt (70:30) 41-54 F 35-59 0,0893
CH,CI,/AcOEt (60:40) 55-65 F 60-146 0,0630
CHClI,/AcOEt (50:50) 66-75

CHCI,/AcOEt (40:60) 76-85

CH,CI,/AcOEt (30:70) 86-95

CH,CI,/AcOEt (20:80) 96-105

CH,ClI,/AcOEt (10:90) 106-115

AcOEt 116-125

AcOEt/MeOH (50:50) 126-135

MeOH 136-146

Total 0,6592

5.6.3.4 Fracionamento cromatografico da F 25-34

A fracdo F 25-34 (154,2 mg) foi submetida a coluna cromatografica em
gel de silica, a qual foi eluida com CH,Cl,, AcOEt e MeOH, aumentando
gradativamente a polaridade e obtendo-se 112 fracdes. Apds analise por CCD

foi possivel reunir as fracdes com mesmo perfil cromatogréafico (Tab. 36).

Tabela 36 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de F 25-34

Eluente Fracdes Fracdes reunidas Massa (Q)
CH.CI, 1-9 F 1-15 0,0021
CH,CI,/AcOEt (95:05) 10-23 F 16-25 0,0575
CH,CI,/AcOEt (90:10) 24-36 F 26-33 0,0257
CH,CI,/AcOEt (85:15) 37-50 F 33-44 0,0202
CH,CI,/AcOEt (80:20) 51-63 F 45-59 0,0106

CHCI,/AcOEt (75:25) 64-76 F 60-91 0,0125
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CHCIl,/AcOEt (70:30) 77-89 F 92-101 0,0070
CH,Cl,/AcOEt (60:40) 90-94 F 102-109 0,0075
CH,CI,/AcOEt (50:50) 95-98 F 110-112 0,0080
CH,CI,/AcOEt (20:80) 99-103
AcOEt 104-107
MeOH 108-112
Total 0,1511

5.6.3.5 Fracionamento cromatografico da F 16-25 e isolamento de BP-2

A fracdo F 16-25 (57,5 mg) foi recromatografada em gel de silica
utilizando como eluentes hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH em escala crescente
de polaridade. Neste fracionamento foram coletadas 105 fracbes que, apos
andlise por CCD, resultou no isolamento de 22,6 mg de um sdlido cristalino
branco, solivel em CHCI3, codificado de BP-2 (Flux. 3, p. 235).

5.6.3.6 Fracionamento cromatografico da fracdo EEBP-G(AE) e isolamento
de BP-3

Parte da fracdo EEBP-G(AE) (72,4 mg), obtida do fracionamento
cromatografico do extrato EEBP, foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em
gral de porcelana e devidamente acondicionada sobre gel de silica em coluna
cromatografica. A eluicdo foi realizada empregando os solventes: CH,Cly,
AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias em ordem crescente de
polaridade. Foram coletadas um total de 52 fracdes que, depois de analisadas
por CCD, resultou no isolamento de 13,4 mg de um liquido viscoso de cor

marrom, solivel em CHCI3, codificado de BP-3 (Flux. 3, p. 235).

5.6.3.7 Fracionamento cromatografico da fracdo EEBP-G(M)

Parte da fragdo EEBP-G(M) (601 mg), obtida do fracionamento
cromatografico do extrato EEBP, foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em
gral de porcelana e acondicionada em coluna cromatografica contendo gel de
silica. A eluicéo foi realizada empregando os solventes: CH,Cl, e MeOH, puros
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ou em misturas binarias em gradiente crescente de polaridade. Foram obtidas
84 fracBes que foram reunidas apos analise em CCD (Tab. 37).

Tabela 37 Dados referentes ao fracionamento cromatogréfico de EEBP-G(M

Eluente Fracdes Fracdes reunidas Massa (Q)
CH,Cl,/MeOH (80:20) 1-16 F 1-10 0,0138
CH,Cl,/MeOH (60:40) 17-36 F 11-18 0,0593
CH,Cl,/MeOH (40:60) 37-56 F 19-23 0,0474
CH,Cl,/MeOH (20:80) 57-73 F 24-26 0,0606
MeOH 74-84 F 27-30 0,1414

F 31-41 0,1179
F 42-47 0,0346
F 48-52 0,0143
F 53-84 0,0380
Total 0,5273

5.6.3.8 Fracionamento cromatogréafico da F 27-30 e isolamento de BP-4

A fracdo F 27-30 (141,4 mg) foi recromatografada em CLAE, onde foi
solubilizada em 7 mL de metanol/agua 1:1 e filtrada num sistema manual de
filtros. Em seguida, 200 uL da amostra foi injetada em coluna semi-preparativa
de C18 (250 x 10 mm, 10 um), num sistema isocratico utilizando como fase
movel metanol/agua 1:1, fluxo de 1,0 mL/min e temperatura de 30°C. O
cromatograma (Fig. 211, p. 231) apresentou trés picos referentes a trés
substancias, que foram coletadas e concentradas em evaporador rotativo. A
substancia 2 forneceu 30 mg de um liquido viscoso de cor amarela, sollvel em
MeOH, codificado de BP-4 (Flux. 3, p. 235). As substancias 1 e 3
apresentaram baixa massa e/ou impureza, o que impossibilitou a obtencéo dos

espectros.
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Figura 211 Cromatograma da substancia BP-4
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5.6.3.9 Fracionamento cromatografico da fracdo EEBP-V(AE)

A fracdo EEBP-V(AE) (1,97 g) foi adsorvida em gel de silica, pulverizada
em gral de porcelana e acondicionada sobre coluna cromatogréfica. Os
solventes empregados na eluicdo das fracbes foram: hexano, AcOEt e MeOH,
puros ou em misturas binarias aumentando gradativamente a polaridade.
Foram obtidas 125 fracbes que foram reunidas apés analise em CCD (Tab.
38).

Tabela 38 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEBP-V(AE)

Eluente Fracdes Fracdes reunidas Massa (Q)
Hexano 1-5 F1-15 0,0105
Hexano/AcOEt (80:20) 6-17 F 16-22 0,0125
Hexano/AcOEt (60:40) 18-29 F 23-27 0,0018
Hexano/AcOEt (40:60) 30-41 F 28-34 0,0144
Hexano/AcOEt (20:80) 42-53 F 35-36 0,0065
AcOEt 54-65 F 37-48 0,0649
AcOEt/MeOH (80:20) 66-77 F 49 0,0090
AcOEt/MeOH (60:40) 78-89 F 50-59 0,0775
AcOEt/MeOH (40:60) 90-101 F 60-69 0,0936
AcOEt/MeOH (20:80) 102-113 F 70-78 1,0428
MeOH 114-125 F 79-87 0,5147

F 88-95 0,0461
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F 96-104 0,0316
F 105-125 0,0186
Total 1,9445

5.6.3.10 Fracionamento cromatografico da F 60-69 e isolamento de BP-5 e
BP-6

A fracdo F 60-69 foi recromatografada em CLAE, onde 93,6 mg da
amostra foi solubilizada em 4,7 mL de uma mistura de solventes metanol/agua
na proporcao 1:9 e, em seguida, filtrada num sistema manual de filtros. Logo
apos, 200 uL da amostra foi injetada em coluna semi-preparativa de C18 (250 x
10 mm, 10 um), num sistema isocratico utilizando como fase movel
metanol/agua 1:9 e fluxo de 4,0 mL/min. Foram observados trés picos no
cromatograma (Fig. 212) referentes a trés substancias, as quais foram
coletadas e concentradas sob pressado reduzida. As substéncias 2 e 3
forneceram 15,5 e 10,7 mg, respectivamente, e apresentaram-se como uma
resina de coloracdo laranja, solaveis em MeOH, codificadas de BP-5 e BP-6
(Flux. 4, p. 236). A substancia 1 apresentou-se impura.

Figura 212 Cromatograma das substancias BP-5 e BP-6
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5.6.3.11 Fracionamento cromatografico da fracdo EEBP-P(AE)

A fracdo EEBP-P(AE) (331 mg) foi cromatografada em coluna contendo

gel de silica, a qual foi eluida com hexano, AcOEt e MeOH, aumentando
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gradativamente a polaridade. Foram obtidas 92 fracfes que, apds analise por
CCD, foram reunidas (Tab. 39).

Tabela 39 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEBP-P(AE)

Eluente Fracdes FracOes reunidas Massa (9)
Hexano/AcOEt (80:20) 1-12 F1-10 0,0033
Hexano/AcOEt (60:40) 13-24 F11-14 0,0018
Hexano/AcOEt (50:50) 25-35 F 15-19 0,0029
Hexano/AcOEt (40:60) 36-46 F 20-24 0,0024
Hexano/AcOEt (30:70) 47-57 F 25-27 0,0021
Hexano/AcOEt (20:80) 58-63 F 28 0,0010
AcOEt 64-69 F 29-34 0,0042
AcOEt/MeOH (80:20) 70-81 F 35 0,0012
MeOH 82-92 F 36-40 0,0016

F 41-44 0,0013
F 45-75 0,0160
F 76-77 0,0391
F 78-79 0,0303
F 80-92 0,1800
Total 0,2872

5.6.3.12 Fracionamento cromatografico da F 80-92 e isolamento de BP-7 e
BP-8

A fracdo F 80-92 (180 mg) foi recromatografada em CLAE, onde foi
solubilizada em 9,0 mL de uma mistura de metanol/agua na proporcao 1:9 e
filtrada num sistema manual de filtros. Em seguida, 200 uL da amostra foi
injetada em coluna semi-preparativa de C18 (250 x 10 mm, 10 um), num
sistema isocratico utilizando como fase mével metanol/agua 1:9 e fluxo de 3,0
mL/min. No cromatograma (Fig. 213, p. 234) foram observados quatro picos
referentes a quatro substancias, as quais foram coletadas e concentradas sob
pressdo reduzida. As substancias 2 e 3 forneceram 53 e 9,3 mg,
respectivamente, e apresentaram-se como uma resina de coloragdo marrom,
soliveis em MeOH, codificadas de BP-7 e BP-8 (Flux. 5, p. 237). As
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substéncias 1 e 4 apresentaram baixa massa, impossibilitando a obtencdo dos
espectros.

Figura 213 Cromatograma das substancias BP-7 e BP-8
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Fluxograma 3 Rota esquematica do isolamento das substancias BP-1, BP-2, BP-3 e BP-4
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Fluxograma 4 Rota esquematica do isolamento das substéncias BP-5 e BP-6
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Fluxograma 5 Rota esquematica do isolamento das substancias BP-7 e BP-8
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5.6.4 Fracionamento cromatogréfico do extrato EEBM

Parte do extrato EEBM (15 g) foi adsorvido em gel de silica, pulverizado
em gral de porcelana e submetido a fracionamento cromatografico a vacuo
utilizando como eluentes hexano, AcCOEt e MeOH, puros em ordem crescente
de polaridade. As fracdes coletadas foram concentradas sob presséo reduzida

e as massas obtidas estdo descritas na Tabela 40.

Tabela 40 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEBM

Eluente Fracao Massa (Q9)
Hexano EEBM(H) 1,139
Acetato de etila EEBM(AE) 2,24 g
Metanol EEBM(M) 8,61¢g
Total 12049

5.6.4.1 Fracionamento cromatogréafico da fracdo EEBM(AE)

A fragdo EEBM(AE) (2,24 g), obtida do fracionamento cromatogréafico do
extrato EEBM, foi adsorvida em gel de silica, pulverizada em gral de porcelana
e submetida a coluna cromatografica sobre gel de silica. Os solventes usados
na eluicdo foram: hexano, AcCOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias,
aumentando gradativamente a polaridade, obtendo-se 156 fracbes. Apds
andlise em CCD, as fra¢cdes semelhantes foram reunidas (Tab. 41).

Tabela 41 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEBM(AE)

Eluente Fracdes Fracdes reunidas Massa (Q)
Hexano 1-50 F1-61 0,0400
Hexano/AcOEt (80:20) 51-62 F 62-70 0,8500
Hexano/AcOEt (60:40) 63-73 F 71-80 0,4719
Hexano/AcOEt (40:60) 74-85 F 81-89 0,1230
Hexano/AcOEt (20:80) 86-97 F 90-97 0,1110
AcOEt 98-109 F 98-118 0,1093
AcOEt/MeOH (80:20) 110-121 F 119-148 0,5024

AcOEt/MeOH (50:50) 122-133 F 149-156 0,0182
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ACOEt/MeOH (20:80) 134-144
MeOH 145-156
Total 2,2258

5.6.4.2 Fracionamento cromatogréafico da F 62-70

A fracdo F 62-70 (850 mg) foi submetida a fracionamento cromatografico
em gel de silica, utilizando como solventes hexano, ACOEt e MeOH, em escala
crescente de polaridade. Foram obtidas 110 fracdes que foram reunidas apés
anélise em CCD (Tab. 42).

Tabela 42 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de F 62-70

Eluente Fracdes Fracdes reunidas Massa (Q)

Hexano 1-21 F1-28 0,0321
Hexano/AcOEt (95:05) 22-33 F 29-32 0,2580
Hexano/AcOEt (90:10) 34-46 F 33-35 0,0563
Hexano/AcOEt (85:15) 47-59 F 36-41 0,1000
Hexano/AcOEt (80:20) 60-72 F 42-50 0,0673
Hexano/AcOEt (70:30) 73-85 F 51-58 0,1119
Hexano/AcOEt (60:40) 86-97 F 59-68 0,0772
AcOEt 98-103 F 69-75 0,0272
MeOH 104-110 F 76-79 0,0143

F 80-110 0,0211
Total 0,7654

5.6.4.3 Fracionamento cromatografico da F 29-32 e isolamento de BM-1 e
BM-2

A fracdo F 29-32 foi recromatografada em CLAE, sendo que 258 mg da
amostra foi solubilizada em 12,9 mL de hexano/acetato de etila na proporcao
95:5 e, em seqguida, filtrada num sistema manual de filtros. Em seguida, 200
uL da amostra foi injetada em coluna semi-preparativa de gel de silica (250 x
10 mm, 5 wum), num sistema isocratico utilizando como fase movel

hexano/acetato de etila 95:5 e fluxo de 3,0 mL/min. Foram observados no
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cromatograma (Fig. 214) nove picos referentes a nove substancias, as quais
foram coletadas e concentradas sob pressao reduzida. As substancias 3 e 8
forneceram 15,7 e 18,0 mg, respectivamente, e apresentaram-se Como um
liquido viscoso de cor amarelo, soliveis em CHCI; e codificadas de BM-1 e BM-
2 (Flux. 6, p. 243). As demais substancias coletadas apresentaram baixa

massa e/ou caracteristicas impuras.

Figura 214 Cromatograma das substancias BM-1 e BM-2
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5.6.4.4 Fracionamento cromatografico da F 36-41 e isolamento de BM-3

A fracdo F 36-41 (100 mg) foi recromatografada em gel de silica
utilizando como eluentes hexano, CH,Cl,, AcCOEt e MeOH em ordem crescente
de polaridade. Foram coletadas 90 fracfes que apds analise por CCD forneceu
7,3 mg de um sdlido branco, soluvel em CHCI3, codificado de BM-3 (Flux. 6, p.
243).

5.6.4.5 Fracionamento cromatografico da fracdo EEBM(M)

Uma aliquota de 1,0 g de EEBM(M) foi dissolvida em 2,5 mL de agua
destilada e submetida a fracionamento cromatografico em cartucho de SPE-
C18. Os eluentes usados foram agua e MeOH, seguindo um gradiente
decrescente de polaridade. Deste procedimento foram obtidas 60 fracdes que

apos analise em CCD foram reunidas (Tab. 43, p. 241).
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Tabela 43 Dados referentes ao fracionamento cromatografico de EEBM(M)

Eluente Fracdes FracOes reunidas Massa (Q)
Agua 1-5 F1-2 0,4594
Agua/MeOH (80:20) 6-14 F3-17 0,1486
Agua/MeOH (60:40) 15-23 F 18-29 0,1321
Agua/MeOH (40:60) 24-33 F 30-31 0,0132
Agua/MeOH (20:80) 34-42 F 32-38 0,0221
MeOH 43-60 F 39-40 0,0066
F 41-45 0,0080
F 46-48 0,0153
F 49-53 0,0103
F 54-60 0,0295
Total 0,8451

5.6.4.6 Fracionamento cromatografico da F 3-17 e isolamento de BM-4 e
BM-5

A fracédo F 3-17 foi recromatografada em CLAE, sendo que 148,6 mg da
amostra foi solubilizada em 7,4 mL metanol/agua na propor¢cdo 5:95 e, em
seguida, filtrada num sistema manual de filtros. Em seguida, 200 pL da
amostra foi injetada em coluna semi-preparativa de C18 (250 x 10 mm, 10 um),
num sistema isocrético utilizando como fase mével metanol/agua 5:95 e fluxo
de 2,0 mL/min. Cinco picos referentes a cinco substancias foram observados
no cromatograma (Fig. 215, p. 242), que foram coletadas e concentradas sob
pressdo reduzida. As substancias 4 e 5 forneceram 18,6 e 4,8 mg,
respectivamente, as quais apresentaram caracteristicas de uma resina de
coloracdo marrom, soliveis em MeOH e codificadas de BM-4 e BM-5 (Flux. 6,

p. 243). As demais apresentaram-se impuras e/ou com baixa massa.
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Figura 215 Cromatograma das substancias BM-4 e BM-5
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Fluxograma 6 Rota esquematica do isolamento das substancias BM-1, BM-2, BM-3, BM-4 e

BM-5

EEBM
(62,3 9)
_

EEBM
(159)

/

Cromatografia a Vacuo

Hexano AcOEt
4 \
EEBM(H) EEBM(A)
(1,13 9) (2,24 9)
\ J
CcC
4 \
F 62-70
(850 mq)
\ ,
cC
4 D A
F 29-32 F 36-41
(258 mQ) (100 mq)
\ / J,
CLAE cC
| “ BM-3 “
BM-1 I BM-2

MeOH

a

\

EEBM(M)
(8,61 @)

-
EEBM(M)

A\

(1,09)

~

C18

a

\

F3-17
(148,6 mg)

CLAE

P—

BM-4 I

BM-5




244
Parte Experimetal

5.7 Atividade antioxidante: método de sequestro do radical DPPH

O extrato etandlico das folhas de B. pentandra (EEBP) e B. monandra
(EEBM) foram submetidos ao teste de atividade antioxidante. A metodologia
utilizada no teste foi a do sequestro de radicais livres, semelhante a descrita
por Hegazi e El Hady (2002), onde o radical utilizado foi o DPPH (2,2-difenil-1-
picrilidrazila, Fig. 208). Amostras nas concentracdes de 0,001; 0,005; 0,01;
0,05; 0,1 e 1,0 mg/mL foram dissolvidas em metanol e 1,0 mL de cada foi
adicionada a uma solucado metandlica de DPPH (1,0 mL) na concentracao de
60 umol.L™ . Foram realizadas medidas de absorbancia na faixa de 520 nm em
espectrofotometro de UV-VIS VARIAN Cary, ap6s 30 min. A porcentagem de
inibicdo (%l) foi obtida por comparacdo da absorcdo da solucdo contendo

amostra em relacdo a uma solucédo controle de DPPH sem amostra.
%I = (1 — Abs. da amostra/Abs. do DPPH) x 100

Apos o calculo, foi construido um gréfico de porcentagem de inibigdo
versus a concentracdo. Para o célculo do ICsp (concentragdo da amostra com
capacidade de reduzir 50% do DPPH) foi utilizada a equacdo da reta,
substituindo o valor de y por 50.

O teste foi realizado em triplicatas. Como padrbes positivos de
referéncia utilizaram-se Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico, Fig. 208) e Vitamica-C (acido ascorbico, Fig. 208), adquiridos da
Sigma Aldrich.

Figura 216 Estruturas do DPPH, Trolox e Vitamina-C
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5.8 Atividade nematicida in vitro

O extrato etandlico das folhas de B. pentandra (EEBP) e B. monandra
(EEBM) foram submetidos ao ensaio de atividade nematicida in vitro. Os
bioensaios foram realizados em triplicatas com cerca de 100 juvenis de
nematoides Meloidogyne incognita no segundo estagio (J2) acondicionados em
placas de Elisa, juntamente com as amostras dissolvidas em uma solucédo de
DMSO 2% a uma concentracéo inicial de 1000 ppm durante 24 h. Em seguida
foram feitas leituras do indice de mortalidade ou inatividade através da
contagem de nematdides com o0 auxilio de uma lupa. Os ensaios foram
realizados no LABFITO (Laboratério de Fitoquimica Aplicada) pela estudante

Roberta Rodrigues Rocha.

5.9 Ensaio parainibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)

Este ensaio € baseado em procedimento descrito por Ellman et
al.(1961), adaptado para CCD por Rhee et al. (2001). E considerado um
método colorimétrico e que pode ser utilizado de forma qualitativa e
quantitativa, mas nesse trabalho foi utilizada somente a forma qualitativa. E um
método réapido e sensivel para a selecdo de amostras com acdo
anticolinesterasica.

A metodologia consiste em retirar uma aliquota de 5ul dos extratos
(EEBP e EEBM) na concentracdo 10 mg/mL e aplicar em uma cromatoplaca.
ApOGs a evaporacdo do solvente, foi borrifado uma mistura (1:1) de iodeto de
acetilcolina (ATCI) Zmmol.L™* com o reagente de Ellman (acido 5,5’ — Ditiobis-
(2 —nitrobenzéico, DTNB, 1 mmol.L™), deixando em repouso por 3 min para a
secagem da placa. Em seguida foi borrifado a enzima acetilcolinesterase
(3U/ml). Ap6és 10 minutos, ocorre o surgimento de uma coloragdo amarela,
porém, onde ha inibicdo da enzima, observa-se um halo branco em torno dos
“spots” onde foram aplicadas as amostras. Em 20-30 min a coloracéo
desaparece.

Como controle positivo, foi utilizado solucdo do padréo sal de Eserina (2

mg/mL) e como controle negativo, foram utilizados solventes. Os ensaios foram
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realizados no LPNQUIMED (Laboratério de Produtos Naturais e Quimica
Medicinal) pela pesquisadora Irvila Ricarte de Oliveira.

5.10 Determinacéo de fendis totais

A quantificacdo do teor de compostos fendlicos presentes nos extratos
(EEBP e EEBM) foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteau com
modificacdes (BONOLI et al., 2004).

Uma curva analitica foi construida usando o &cido galico, dissolvido em
metanol, no intervalo de concentracdes de 0,1 a 2,5 mg/L. Aliquotas de 100 pL
da solucdo metandlica das amostras (1000 mg/L) foram transferidas para
baldes volumétricos de 10 mL. Em seguida, foram adicionados 500 pL do
reagente Folin-Ciocalteau, 6 mL de 4gua destilada e agitou-se por 1 min. Logo
apos, adicionaram-se 2 mL de Na,CO3 (15%) e agitou-se por 30 seg. O volume
dos balBes volumétricos foram completados com agua destilada. O “branco” foi
preparado concomitante. As absorbancias das amostras foram medidas apos 2
h de reagdo em espectrofotdmetro de UV-VIS VARIAN Cary, no comprimento
de onda de 750 nm.

O teor de fendis totais foi determinado usando a curva analitica de &cido
gélico e os valores foram expressos em miligrama de equivalente de &cido
gélico por grama de amostra (mg EAG/g de amostra). A equacdo da reta foi
A=0,14737C - 0,00187, onde A é a absorbancia e C a concentracdo, com

coeficiente de correlacdo linear R=0,9985. O teste foi realizado em triplicatas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A andlise do 6leo essencial de B. pentandra obtido por hidrodestilagéo
permitiu identificar como constituinte majoritario o B-cariofileno nas folhas secas
e o fitol nas frescas, enquanto que o 6leo obtido por MEFS apresentou como
componente majoritario nas folhas secas o p-cariofileno e nas frescas os
salicilatos de 2-etilhexila e de homomentila. Neste trabalho, de todos os
constituintes identificados, quinze estdo sendo relatados pela primeira vez no
Oleo essencial da espécie.

O estudo do perfil de acidos graxos presentes nos extratos hexanicos
apresentou como componentes majoritarios os acidos palmitico, linolénico e
estearico para B. pentandra, e os acidos linolénico e linoléico para B.
monandra. Este representa o primeiro registro dos componentes do 0Oleo fixo
destas espécies.

O estudo fitoquimico do extrato etandlico de B. pentandra resultou no
isolamento e caracterizacdo de quatorze metabdlitos secundarios, entre estes,
misturas de &cidos graxos (palmitico e esteérico), de esteroides (sitosterol e
estigmasterol), de derivados do &cido fenilacético (acido 2,4-diidroxifenilacético,
2,4-diidroxifenilacetato de etila e 2,4-diidroxifenilacetato de metila), além de
uma mistura de 6-hidroxibenzofuran-2(3H)-ona e 1-(3’,4’-dimetoxifenil)-2-
propanol, e uma mistura de dasicarponina e glicopiranosideo de etila. Também
foram isolados e identificados o (+)-3-O-metil-D-quiro-inositol, 7-epi-grifonilida
(inédita) e dasicarponilida. O estudo do extrato etandlico de B. monandra
possibilitou o isolamento e identificacdo de seis metabdlitos secundarios:
vitamina-E,  fitol,  didemetilsimmondsina, (2R,3S,4R,5R,6S)-(2)-6-(B-D-
glicopiranosiloxi)-2,3,4,5-tetraidroxiciclohexilideno-A'*-acetonitrila (inédito) e a
mistura de palmitato de etila e estearato de etila. Uma vez que estas espécies
sao utilizadas na medicina popular, recomenda-se cautela ho consumo, devido
a presenca de cianoglicosideos, que foram encontrados nas duas espécies.

Os extratos etanolicos (EEBP, EEBM) apresentaram significativa
atividade antioxidante, com valores de ICs, semelhantes ao padréo Vitamina-C,

além de resultados positivos para a inibicdo da enzima AChE.
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Os resultados apresentados neste trabalho motivam a continuacdo do
estudo fitoquimico de B. pentandra e B. monandra, na busca de novos
compostos com atividade farmacologica, visto que pouco se conhece a respeito

destas espécies.
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