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RESUMO

A utilizagdo de plantas medicinais como recurso terapéutico € um conhecimento popular que
desempenha importante papel na prevencdo e cura de doengas. Pesquisas revelaram que
constituintes quimicos de plantas do género Bauhinia exibem diversas atividades biologicas,
tais como inibitoria da acetilcolinesterase, antibacteriana, modificadora de antibioticos,
citotoxica, dentre outras. No entanto, ainda existem muitas espécies desse género que
precisam ser estudadas com relacdo ao perfil fitoquimico. Desta forma, o presente trabalho
relata a investigacdo quimica e biologica do extrato etandlico do caule de B. pentandra
(EECBP), que resultou no isolamento e determinacdo estrutural de onze metabolitos
secundarios: a mistura dos esteroides sitosterol e estigmasterol (BPC—1a e BPC-1b), dois
derivados oxepinicos bauhiniastatina 1 (BPC-2) e bauhiniastatina 4 (BPC-3), sete
flavonoides 7,4’-diidroxiflavana (BPC—4), (2S)-liquiritigenina (BPC-5), (2S)-naringenina
(BPC-6), isoliquiritigenina (BPC-7), poriol (BPC-8), (-)-fisetinidol (BPC-9) e fisetina
(BPC-10). Ressalta-se que BPC-8 esta sendo descrito pela primeira vez no género Bauhinia e
com excecdo da mistura de esteroides, os demais compostos estdo sendo relatados pela
primeira vez na espécie B. pentandra. As estruturas das substancias foram caracterizadas
através de técnicas espectroscopicas, tais como IV, RMN de 'H e *C e por tempos de
retengdo de amostras padrdio em CLAE, além da comparagdo com dados descritos na
literatura. O extrato etandlico (EEBPC), bem como os compostos isolados BPC-2, BPC-3,
BPC-4, BPC-5, BPC-6, BPC-7 ¢ BPC-10 foram avaliados como inibidores da
acetilcolinesterase usando o método de Ellman modificado. Dentre as substancias avaliadas,
7,4’-diidroxiflavana (BPC—4) apresentou a melhor atividade, com o didmetro de halo de
inibicao (0,9 cm) igual ao da eserina (padrdo de referéncia). (-)-Fisetinidol (BPC-9) foi
avaliado quanto a atividade antibacteriana e o efeito modificador da agdo antibidtica sobre
cepas de Staphylococcus aureus (SA1199-B e ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC
25922), porém, ndo exibiu atividade antibacteriana frente as bactérias testadas, apresentando,
portanto, valor de concentracdo inibitoria mimima (CIM) maior que 1024 pg/mL. Vale
ressaltar que na combinacdo do antibidtico norfloxacino com (-)-fisetinidol (BPC-9), foi
possivel observar redu¢do de seu valor de CIM (1/4) em 2 vezes para 32 pg/mL. Quando
comparado com a clorpromazina (inibidor cléssico), observou-se significancia, sendo isso um
indicativo que houve reversao da resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: Bauhinia pentandra; flavonoides; esteroides; derivados oxepinicos;

acetilcolinesterase; atividade antibacteriana; resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

The use of medicinal plants as a therapeutic resource is a popular knowledge that plays an
important role in disease prevention and cure. Research has revealed that chemical
constituents of plants of the genus Bauhinia exhibit various biological activities, such as
acetylcholinesterase inhibitory, antibacterial, antibiotic modifier, cytotoxic, among others.
However, there are still many species of this genus that need to be studied regarding the
phytochemical profile. Thus, the present work reports the chemical and biological
investigation of B. pentandra ethanolic stem extract (EEBPS), which resulted in the isolation
and structural determination of eleven secondary metabolites: the mixture of steroids
sitosterol and stigmasterol (BPC—1a and BPC-1b), two oxepin derivatives bauhiniastatin 1
(BPC-2) and bauhiniastatin 4 (BPC-3), seven 7,4'-dihydroxyflavan flavonoids (BPC—4),
(2S)-liquiritigenin (BPC-5), (25) - naringenin (BPC-6), isoliquiritigenin (BPC-7), poriol
(BPC- 8), (-)-fisetinidol (BPC-9) and fisetin (BPC-10). It is noteworthy that BPC-8 is being
described for the first time in the genus Bauhinia and with the exception of the steroid
mixture, the other compounds are being reported for the first time in B. pentandra specie. The
structures of the compounds were characterized by spectroscopic techniques such as IR, 'H
and *C NMR and retention times of standard HPLC samples, in addition to comparison with
data described in the literature. Ethanolic extract (EEBPS), as well as isolated compounds
BPC-2, BPC-3, BPC—4, BPC-5, BPC-6, BPC-7 and BPC-10 were evaluated as
acetylcholinesterase inhibitors using the modified Ellman’s method. Among the evaluated
substances, 7,4'-dihydroxyflavan (BPC—4) presented the best activity, with the inhibition halo
diameter (0.9 cm) equal to that of eserine (reference standard). (-)-Fisetinidol (BPC-9) was
evaluated for antibacterial activity and the modifying effect of antibiotic action on
Staphylococcus aureus (SA1199-B and ATCC 25923), and Escherichia coli (ATCC 25922)
strains, however, did not exhibit antibacterial activity against the bacteria tested, therefore
presenting a minimum inhibitory concentration (MIC) value greater than 1024 pg/mL. It is
noteworthy that in the combination of norfloxacin antibiotic with (-)-fisetinidol (BPC-9), it
was possible to observe a reduction of its MIC value (1/4) 2 times to 32 pg/mL when
compared with chlorpromazine (classic inhibitor), significance was observed, indicating that

there was a reversal of bacterial resistance.

Keywords:  Bauhinia  pentandra; flavonoids; steroids; oxepin  derivatives;
acetylcholinesterase; atividade antibacteriana; resisténcia bacteriana.
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1 INTRODUCAO

A utilizagao de plantas medicinais no tratamento de diversas doengas constitui
uma das mais antigas formas de aplicacao destas, estando presente nas culturas de varias
nagdes (MALIK et al,, 2018; TESFAHUNEYGN; GEBREEGZIABHER, 2019; WHO,
2019). No entanto, esse uso, muitas vezes, ¢ feito somente com base no conhecimento popular
e sem o devido conhecimento cientifico (PIO et al., 2019). Dessa forma, a realizagao de
estudos na busca por compostos responsaveis pelas agdes terapéuticas de plantas medicinais
vem sendo um dos principais focos das industrias farmacéuticas (DE LA TORRE;
ALBERICIO, 2019).

Vale ressaltar o projeto Farmacias Vivas que foi criado na Universidade Federal
do Cearé pelo Prof. Dr. Francisco José de Abreu Matos (/In memoriam), surgiu a partir da
unido da sabedoria popular com o conhecimento cientifico. Esse projeto ja investigou diversos
géneros e espécies de plantas medicinais, confirmando suas fungdes terapéuticas oriundas da
raiz, da casca, da folha, da flor ou do fruto das arvores ou das ervas presentes na regido,
atribuidas previamente pelos sertanejos. As Farmacias Vivas trabalham em trés categorias:
Basica, na qual a populagdo, devidamente orientada, cultiva algumas espécies vegetais,
podendo preparar xaropes e chas em suas comunidades; Intermedidria, nas qual as plantas sao
dessecadas para producdo de chds em saquinhos (sachés) e avangada, para atender com
remédios aos setores de saude em maior propor¢cao (MOREIRA, 2013).

Dentre as diversas espécies vegetais de interesse medicinal, podemos destacar as
do género Bauhinia (familia Fabaceae), encontradas principalmente nas areas tropicais do
planeta, possuindo aproximadamente 300 a 500 espécies e utilizadas na medicina popular em
varias regides do mundo, incluindo Africa, Asia, América Central ¢ do Sul (SILVA;
CECHINEL FILHO, 2002; SOARES; SCARMINIO, 2008; KERNTOPF; NASCIMENTO;
FONTELES, 2013). Vale ressaltar que estudos quimicos e bioldgicos realizados com estas
plantas demonstraram que as mesmas sdo constituidas principalmente de flavonoides
(CECHINEL-ZANCHETT et al., 2019; SANTOS; FORTUNATO; SPOTORNO, 2019),
apresentando também triterpenos, esteroides (FERRARI; DE OLIVEIRA; ARAGAO, 2019),
terpenoides (GOVINDULA et al., 2019) e lactonas (ALMEIDA et al., 2017).

No Brasil, as plantas do género Bauhinia, devido ao formato bilobado de suas
folhas (PEREIRA et al., 2018), sdo conhecidas como “pata-de-vaca” ou “morord”, sendo
empregadas pela populacdo em forma de chas no tratamento de enfermidades, principalmente

infeccdes, dores e diabetes. Dentre as espécies desse género, as mais utilizadas no Brasil e em
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outros paises sdo B. manca, B. rufescens, B. forficata, B. cheitantha e B. splendens. Além
disso, sdo utilizadas contra cistites, parasitoses intestinais e elefantiase (SILVA; CECHINEL
FILHO, 2002; CECHINEL FILHO, 2009; NOGUEIRA; SABINO, 2012).

Estudos relataram propriedades biologicas de extratos de espécies de Bauhinia,
tais como atividade antidiabética para B. racemosa (GAWADE; FAROOQUI, 2018),
antibacteriana para B. variegata (GAD EL-MOULA et al., 2019) e anti-hiperlipidémica para
B. acuminata (GOVINDULA et al., 2019). Pesquisas também confirmaram propriedades anti-
inflamatéria e analgésica para o extrato hidro-metanodlico de B. uruguayensis (SANTOS;
FORTUNATO; SPOTORNO, 2019). Além disso, substancias isoladas de espécies desse
género exibiram diversas atividades bioldgicas, tais como inibitéria da enzima
acetilcolinesterase (MUHAMMAD et al., 2018), antibacteriana (CHEW et al., 2018),
modificadora de antibidticos (FARIAS et al., 2015), citotoxica (SHARMA et al., 2019),
antioxidante (SHARMA et al., 2019), anti-dengue (SANTOS et al., 2019).

Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr., vulgarmente conhecida como “morord-de-
espinho” (MATOS, 2002) se refere a uma espécie de planta que habita os biomas Caatinga e
Savana. No Brasil, ¢ encontrada nos seguintes estados: Ceard, Alagoas, Bahia, Goids, Minas
Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio
Grande do Norte, Sdo Paulo e Sergipe. J4 na regido Nordeste, essa espécie esta presente
também na Caatinga, transicdo Caatinga/Cerrado e floresta estacional. Relata-se que a casca
do caule pode ser usada na medicina popular como tonico depurativo e no tratamento do
diabetes do tipo 1 (AGRA et al., 2008). Vale ressaltar que a B. pentandra ainda ndo teve
comprovagdo de sua propriedade antidiabética.

Um levantamento bibliogréafico realizado sobre a espécie B. pentandra utilizando
a ferramenta SciFinder®, foi possivel constatar que sdo escassos os estudos sobre a
composicdo quimica e atividades biologicas de extratos brutos, fragcdes e/ou compostos
1solados dessa espécie. Dos 12 artigos publicados, 4 estdo relacionados somente ao estudo
fitoquimico, 5 ao estudo fitoquimico e atividades biologicas, 2 a andlise filogenética e 1 artigo
referente ao estudo in silico. Desta forma, estas informagdes serviram como estimulo a
investigagdo quimica e avaliagdo bioldgica dessa espécie. O presente trabalho trata-se do
isolamento e caracterizagdo de metabolitos secundarios, assim como a avaliagdo das
atividades bioldgicas inibitoria da enzima acetilcolinesterase, antibacteriana, modificadora de

antibioticos.
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2 CONSIDERACOES BOTANICAS

2.1 Familia Fabaceae

A familia Fabaceae, conhecida anteriormente como Leguminosae, apresenta
distribuicdo cosmopolita, representando o terceiro maior grupo das angiospermas, com
aproximadamente 751 géneros e 19.500 espécies registradas. Esta dividida em trés
subfamilias: Caesalpinoideae, Faboideae e Mimosideae, sendo encontrada em quase todos os
ambientes terrestres, com excecdo das regides polares (LPWG, 2013). Sao representadas por
arvores, arbustos, lianas ou ervas e fruto normalmente do tipo legume (SOUZA; LORENZI,
2012).

Vale destacar que no Brasil, a familia Fabaceae € reconhecida como uma das mais
importantes, sendo também apontada como a maior familia botanica. Possui 2.100 espécies e
188 géneros, sendo que 31 sdo endémicos, estando presente em todos os biomas brasileiros
(LIMA et al., 2010). As espécies dessa familia sdo bem caracteristicas em diversidade e
densidade nos ecossistemas brasileiros, possuindo grande relevancia econdmica e ecologica
para o pais, devido a ampla variedade de espécies vegetais utilizadas como fonte de produtos
alimenticios, medicinais, ornamentais, madeireiros, fibras, corantes, gomas, resinas e 0leos

(DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002; WATSON; DALLWITZ, 2009).

2.2 Subfamilia Caesalpinioideae

Na subfamilia Caesalpinioideae estdo catalogados 179 géneros e 2.250 espécies
amplamente distribuidas nas regides tropicais e subtropicais da América do Sul, Africa e
Sudeste Asidtico, incorporando quatro tribos: Cercideae, Detarieae, Cassieae e Caesalpineae.
Em relagdao a familia Fabaceae, a subfamilia Caesalpinioideae ¢ a menos estudada por ser
bastante diversificada, sendo considerada a mais remota (LPWG, 2013).

Destaca-se que inumeras espécies vegetais nativas fazem parte dessa subfamilia e
a maior parte delas ostentam significativa presenca no paisagismo, sendo fundamentais na
arborizagdo urbana e espacgos de jardins campestres (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002;
WATSON; DALLWITZ, 2009). Dentre os géneros da subfamilia Caesalpinioideae, o género
Bauhinia que pertencente a tribo Cercideae, ¢ considerado um dos mais importantes (TOZZI

et al., 2016).
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2.3 O género Bauhinia

O género Bauhinia ¢ dedicado aos irmaos Bahuin, botanicos suicos do século
XVI. As plantas referentes a esse género sdo encontradas nas regides tropicais do planeta,
compreendendo aproximadamente 300 a 500 espécies, conhecidas popularmente como
“morord” ou “pata de vaca” devido ao formato bilobado de suas folhas (SILVA; CECHINEL
FILHO, 2002; CECHINEL-FILHO, 2009; SOARES; SCARMINIO, 2008). Sao bastante
utilizadas na medicina popular brasileira por sua atividade antidiabética (KERNTOPF;
NASCIMENTO; FONTELES, 2013).

As espécies desse gé€nero apresentam-se como arvores, arbustos e cipds, com
tipicas folhas bigeminadas, paripeneadas, grandes, ramificadas, unijugadas, glabras,
geminadas com os foliolos trinervados por vezes, estipulas estreitas e caducas. Ressalta-se
que as flores s3o grandes, algumas semelhantes a uma orquidea; corola com cinco pétalas
desiguais, androceu diplostémone, as vezes com alguns estames reduzidos a estaminodios ou
ausentes, gineceu com ovdario unilocular com o&vulos bisseriados, estiletes livres ou
conscrescidos. Os frutos sdo do tipo vagem, chatos, escuros e compridos, indeiscentes ou
deiscentes, bivalvares, oblongos, com sementes, também, achatadas (Figura 1) (KERNTOPF;
NASCIMENTO; FONTELES, 2013).
eénero Bauhinia

Figura 1 — Caracteristicas morfoldgicas do

v 2 ‘\. > — '\ - T

flor vagem folhas tronco
Fonte: adaptado de http://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com/2011/11/bauhinia-pentandra-bong-vogel-
ex-steud.html


http://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com/2011/11/bauhinia-pentandra-bong-vogel-ex-steud.html
http://rubens-plantasdobrasil.blogspot.com/2011/11/bauhinia-pentandra-bong-vogel-ex-steud.html
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2.4 A espécie Bauhinia pentandra

Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr. (Figura 2), conhecida como “mororo-de-
espinho”, habita os biomas caatinga e savana. Sdo arvoretas medindo em torno de 4,5 metros
ou arbustos com alturas entre 0,5 a 3,5 metros, escandentes com ramos contendo actleos
rigidos em direcdo ao apice, folhas bifoliadas e inflorescéncias parciais com pétalas lineares.
O legume dessa espécie possui contorno estreitamente oblongo, sem divisdes internas,
contudo sem camaras que alojam as sementes as quais ndo apresentam apéndice unciforme

encobrindo o hilo, e sem linhas em leque (VAZ; TOZZI, 2005; CRISOSTOMO, 2008).

Figura 2 — Fotografias de um espécime de Bauhinia pentandra (Bong.) D.Dietr.

¥ ke

T

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HORTO DE PLANTAS MEDICINAIS - PROJETO FARMACIAS VIVAS
C do: Prof. F. ). de Abreu Matos

ESPECIE: Bauhinia pentandra (Bong.) Steud. FAMILIA: Cesalpiniaceae
NOME VULGAR: Mororé-de-espinho PARTE USADA: folha

AGOES COMPROVADAS: em estudo,

O POVO USA PARA: diabete, Provavelmente por confundir com outro
mordro-de-espinho ja validado (Bautinia forficata Link.).

Fonte: proprio autor.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento quimico e biologico de Bauhinia pentandra

(Bong.) D.Dietr.

3.2 Objetivos especificos

e Preparar o extrato etanolico do caule de B. pentandra;

e Obter as fracdes hexanica, diclorometano, acetato de etila ¢ metandlica do

extrato etanolico do caule de B. pentandra;

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

quimicos de B. pentandra;

e Caracterizar estruturalmente os compostos isolados através de técnicas

espectroscopicas, tais como IV, RMN 'H e '*C (uni e bidimensional);

e Avaliar a atividade inibitoria da enzima acetilcolinesterase do extrato etanodlico

(EEBPC) e de alguns compostos isolados;

e Avaliar a atividade antibacteriana do (-)-fisetinidol e o efeito modificador da
acdo antibidtica sobre cepas de Staphylococcus aureus (SA1199-B),

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922).
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Levantamento bibliografico sobre os metaboélitos secundarios isolados de Bauhinia

pentandra

Na revisdo de literatura realizada utilizando a base de dados Scifinder®,
abrangendo todos os artigos publicados sobre a espécie Bauhinia pentandra pode-se verificar
que existem poucos estudos sobre a composicdo quimica e atividades bioldgicas dessa
espécie. Inicialmente, foram encontrados 12 artigos. Desses, apenas 9 estavam relacionados
ao isolamento de metabolitos secundarios. Porém, dentre os 9, somente 5 apresentaram
também atividades bioldgicas dos compostos isolados. Devido a isso, foram incluidos na
pesquisa alguns trabalhos publicados como teses e dissertacdes.

A Tabela 1 (pag. 25) apresenta as estruturas dos metabolitos secundarios isolados
da espécie B. pentandra e algumas atividades bioldgicas. Nesse levantamento bibliografico,
foi possivel observar a presenca de algumas classes de compostos, tais como
cianoglicosideos, flavonoides, além de mistura de esteroides, de 4cidos graxos e de derivados
do acido fenilacético. Dentre os flavonoides foram constatados o isolamento do kaempferol
(11) e da quercetina (12). Destaca-se também o isolamento do D-pinitol (8) (ciclitol), riachina
(6) e cianoglicosideos. Vale ressaltar que os constituintes quimicos isolados dessa espécie
exibem diferentes atividades bioldgicas como inibitoria da acetilcolinesterase, modificadora
de antibidticos, anti-inflamatoria, antioxidante, hipoglicemiante e anticancer (ALI ef al., 2015;
KERNTOPF; NASCIMENTO; FONTELES, 2013; ADEDARA et al., 2017; CHEN et al.,
2017; ARAUJO et al., 2019).
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Tabela 1 — Atividades bioldgicas de compostos isolados de Bauhinia pentandra  (continua)
Composto Atividade bioldégica

[(6R,7R,7aS)-7,7a-diidro-6,7-diidroxibenzofurano-2(6H)-ona]
(ALMEIDA et al., 2017)

[(6S,7S,7aS)-7,7a-diidro-6,7-diidroxibenzofuran-2(6H)-ona]
(ALMEIDA et al., 2017)

MeO 3! 2‘ 2 .
T
, 6 OH
MeO~ 4 %
3b

Mistura de 6-hidroxibenzofuran-2(3H)-ona (3a) e do
fenilpropanoide  1-(3’,4’-dimetoxifenil)-2-propanol  (3b)
(ALMEIDA, 2015)
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Tabela 1 — Atividades bioldgicas de compostos isolados de Bauhinia pentandra (continuacio)

Composto Atividade biolégica
A 1 g OH
! Antimicrobiana (4a)
10”4 Son © (WAGLE et al., 2017)
4a
6 7 0 10 L. .
5 i Antimicrobiana (4b)
5 (UNO et al., 1981)
HO™ 475 OH
4b
5 $ : 8 O
) Antioxidante (4c)
o™ N Son © (WU et al., 2014)
4c

Mistura de derivados do acido fenilacético: acido 2.,4-
diidroxifenilacético (4a), 2,4-diidroxifenilacetato de etila (4b)
e 2,4-diidroxifenilacetato de metila (4c) (ALMEIDA et al.,
2017)

Antioxidante
(LINS, 2008)
Glicosideo cianogénico litospermosida (LINS, 2008)
N\\Cs
HO—6' 7 Antioxidante
oS0 o, | (SILVA et al., 2013)
A w
HOY ™% Modificadora de
6 = g
OH antibioticos

(FARIAS et al., 2015)
Riachina (ALMEIDA et al., 2017)
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Tabela 1 — Atividades bioldgicas de compostos isolados de Bauhinia pentandra (continuacio)
Composto Atividade bioldégica

N
e

Mistura de cianoglucésido (7a) e glucopiranésido (7b)
(ALMEIDA et al., 2017)

Hipoglicemiante
(KERNTOPF;
NASCIMENTO;
FONTELES, 2013)

HO 8 Antitumoral
(RENGARAJAN et al.,
2014)

Anti-inflamatoéria (9a)
(ARAUJO et al., 2019)

Anticancer (9b)
(ALI et al., 2015)

A’ - (Sitosterol) 9a
A>?2 - (Estigmasterol) 9b
(ALMEIDA, 2015; LINS, 2008)
0

16 14 3
7 0 3 I SoH Antitumoral (10a)
10a (HARADA, et al., 2002)
0
8 16 3 Anticancer (10b)
- o oH (EVANS et al., 2009)
10b

Mistura de acidos graxos: Acido palmitico (10a) e Acido
estedrico (10b) (ALMEIDA, 2015)
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Tabela 1 — Atividades bioldgicas de compostos isolados de Bauhinia pentandra  (conclusio)
Composto Atividade biolégica

Antidepressiva
(PARK et al., 2010)

Anti-inflamatoria
(ZHU et al., 2017)

Antioxidante
(WANG et al., 2018)

Neuroprotetora
(CHENG et al., 2018)

Inibitoéria da
acetilcolinesterase;
Antioxidante
(ADEDARA et al., 2017)

Neuroprotetora
(CHEN et al., 2017)

OH
5R2
HO
3R2\ O 07
1R2

13 R=H
14 R= OMe 0 HO OH _
s5R1™> OH

3-O-[p-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-
L-ramnopiranosilkanferol(13), 3-O-[p-D-glucopiranosil-
(1—-6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosil-3’-
metoxiquercetina (14) e 3-O-[f-D-glucopiranosil-(1—6)-a-L-
ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilquercetina (15)
(CONCEICAO, 2015)
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4.2 Atividades bioldgicas

ey e 7 o

Acetilcolina (ACh) ¢ considerada um dos neurotransmissores excitatorios
fundamentais, desempenhando importante papel no sistema nervoso central (SNC) e no
sistema periférico. Vale destacar que o SNC ¢ constituido pelo encéfalo e pela medula
espinhal, estando também relacionado com dois processos cognitivos: memoria €
aprendizagem. A ACh exerce varias fungdes cognitivas, dentre elas, o processamento de
informagdes sensoriais (VIEGAS JUNIOR et al., 2005; BRUNEAU et al., 2005).

A reacdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) com a ACh (Figura 3) ocorre em
trés etapas: (1) formagdo do complexo de Michaelis entre o substrato, ACh e AChE; (2)
acetilacdo da enzima e formagdo de colina e (3) hidrélise da enzima acetilada para formar a
enzima livre e 4acido acético (DUBEY; PATYAL, 2007; LOPEZ; FERNANDEZ-BOLANOS,
2011; REDDY, 2015). A AChE tem sido foco de estudos para o tratamento de doencas
neurodegenerativas progressivas como o mal de Alzheimer e Parkinson, pela restauracdo da
funcdo colinérgica, por meio do aumento do nivel de acetilcolina (VIEGAS JUNIOR et al.,
2005; BRUNEAU et al., 2005).

Figura 3 — Hidrdlise da acetilcolina catalisada por acetilcolinesterase

(0] (0]
\e, (1) \e, @) \e,
)]\O/\/N\ + AChE &— )]\O/\/N-\---AChE —» AcEnz + HO/\/N\
Acetilcolina l(S) H,0

o

)J\ + AChE
OH

Fonte: adaptado de Lopez e Fernandez-Bolanos (2011).

Os medicamentos mais avangcados empregados para o tratamento dos sintomas
do mal de Alzheimer elevam os niveis de acetilcolina pela inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Dentre os farmacos utilizados para tratar essa doenca, a
galantamina, alcaldide anticolinesterdsico, se destaca por ser considerada um medicamento

mais efetivo, entretanto, outras classes de substancias também podem inibir a
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acetilcolinesterase (GIORDANI et al., 2008), como por exemplo os compostos fendlicos
(TASLIMI; CAGLAYAN; GULCIN, 2017). Vale salientar que essa inibicdo ndo pode ser
excessiva, uma vez que causa uma alta atividade dos receptores colinérgicos, provocando
provaveis efeitos toxicos relacionados a alteragcdes comportamentais, tais como hiperatividade
e asfixia, podendo levar a morte (WALKER, 2001).

A literatura relata diferentes metodologias para determinar a inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, uma delas consiste em um pré-teste qualitativo, sendo considerado um
método rapido e sensivel para a selecdo de amostras com acdo anticolinesterasica. Nos
inibidores da acetilcolinesterase ocorre a formac¢ao de um halo branco em torno dos spots na
placa de cromatografia em camada delgada (CCD) (ARAUJO, SANTOS, GONSALVES,
2016). Vale destacar que o alcaloide eserina (fisostigmina) pode ser utilizado como controle

positivo para determinar a sensibilidade do método (MARSTON, 2002; MANS et al., 2014).

4.2.2 Atividade antibacteriana e modificadora da ag¢do antibidtica

A partir da descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928, o uso
descontrolado de antibidticos acarretou inimeras implicagcdes para o tratamento de doengas
bacterianas (LANDERS et al., 2012). Portanto, com o avango da medicina, as enfermidades
contagiosas originadas por bactérias, virus, fungos e parasitas ainda tem se tornado uma
imensa ameaca a saude publica (SAMPAIO; SANCHO; LAGO, 2018).

A utilizacdo desenfreada de antimicrobianos acabou resultando em um perigo
para a humanidade, especialmente por favorecer a evolugdo de cepas bacterianas resistentes,
em reposta ao desenvolvimento e excessiva pressdo decorrente da exposi¢do a esses
compostos. O surgimento de linhagens com resisténcia multipla aos antibacterianos ja
conhecidos no mercado tem incentivado a procura por novas substincias naturais que
possuam, simultaneamente, propriedades de alta eficiéncia e baixa toxicidade (SOUSA,
2017).

As estratégias mais comuns envolvem modificar as estruturas quimicas dos
medicamentos existentes, com a finalidade de torna-los mais eficazes ou capazes de recuperar
sua atividade perdida por causa da presenca de mecanismos de resisténcia bacteriana
(FARIAS et al., 2015). Consequentemente, produtos naturais, principalmente os de origem
vegetal, tém sido identificados ndo somente por apresentar atividade antimicrobiana, mas

também por serem capazes de potencializar a atividade antibiotica (TINTINO et al., 2013).
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Em fun¢do da crescente demanda por produtos naturais bioativos, ocorre,
atualmente, um maior interesse por extratos e/ou compostos isolados de espécies vegetais. As
plantas sdo fontes abundantes de metabolitos biologicamente ativos, produzindo substancias
que podem ser de interesse da induastria farmacéutica (DE LA TORRE; ALBERICIO, 2019).
Estudos utilizando produtos naturais ou substancias ativas de plantas com atividade
antibiotica obtiveram resultados satisfatorios (CHEW et al., 2018; GAD EL-MOULA et al.,
2019). Essas pesquisas estdo de acordo com outros relatos na literatura mostrando
combinagdes de produtos naturais e antibidticos que podem reduzir a resisténcia a antibidticos

(COUTINHO et al., 2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Determinacio estrutural dos metabdlitos secundarios isolados de Bauhinia pentandra
5.1.1 Determinacdo estrutural de BPC—-1

O tratamento cromatografico em gel de silica do extrato etandlico do caule de B.
pentandra (EECBP), conforme procedimento descrito no item 6.4.1.3, pag. 117, resultou no
isolamento de um soélido branco cristalino (17,9 mg), solivel em diclorometano, que foi
denominado de BPC-1.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls, Figura 4) de BPC—1 apresentou um
sinal em oy 3,53 (2H; m), caracteristico de hidrogénio ligado a carbono carbindlico e dois
sinais referentes aos hidrogénios ligados a carbonos de dupla ligagdo do estigmasterol, sendo
um em dn 5,02 (1H; dd; J= 15,1 e 8,2 Hz) ¢ o outro em dn 5,16 (1H; dd; J = 15,1 e 8,4 Hz)
correspondentes aos hidrogénios, H-22 e H-23, respectivamente. Também foi observado um
sinal em dy 5,36 com integracao para dois hidrogénios, atribuidos a hidrogénios ligados aos
carbonos C—6 do sitosterol e do estigmasterol. Além disso, foram observados diversos sinais
entre on 0,6-2,4, associados a hidrogénios de carbonos metinicos, metilénicos e metilicos do

nucleo esteroidal (PAVIA et al., 2015).

Figura 4 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) de BPC-1
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Fonte: o proprio autor.
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O espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CDCls, Figura 5) de BPC-1 exibiu 35
linhas espectrais. O sinal em dc 72,03 foi relacionado ao carbono carbindlico C—3 e os sinais
em oc 140,99 e 121,7 foram atribuidos aos carbonos C-5 e C—6, respectivamente. Vale
salientar que os trés sinais em dc 72,03, dc 121,7 e dc 140,99 sd@o comuns aos dois esteroides.
Enquanto os sinais em dc 138,53 e 129,52 foram atribuidos aos carbonos C-22 ¢ C-23 do
estigmasterol. A analise comparativa do espectro de RMN *C-BB com o espectro de RMN
BC-APT (Figura 6, pag. 34) permitiu identificar o padrio de hidrogena¢io dos atomos de

carbono das estruturas dos esteroides (Tabela 2, pag. 36).

Figura 5 — Espectro de RMN '*C-BB (75 MHz, CDCl3) de BPC—1
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Fonte: o proprio autor.
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Figura 6 — Espectro de RMN '*C—APT (75 MHz, CDCl3) de BPC-1
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Fonte: o proprio autor.

A andlise dos dados espectroscopicos e posterior comparagao com dados descritos
na literatura (SILVA et al., 2012, Tabela 2, pag. 36), permitiram identificar BPC-1 como a
mistura de esteroides sitosterol, (BPC-1a) e estigmasterol (BPC-1b), cujas estruturas estao
mostradas na Figura 7 (pag. 35). A mistura de sitosterol (34,20R,24R)-estigmast-5-en-3-o0l) e
estigmasterol (34,208,22E,24S)-estigmasta-5,22-dien-3-0l) j& foi isolada de outras espécies do
género Bauhinia, tais como B. strychnifolia (YUENYONGSAWAD et al., 2013), B. purpurea

(JOSHI; DESAI BHOBE, 2013), B. pentandra (ALMEIDA, 2015), B. ungulata (SOUSA et
al., 2016) e B. acuruana (GOIS et al., 2017).
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Figura 7 — Estruturas do sitosterol e estigmasterol

A3 -Sitosterol
HO 7 ¢ A>?2 _Estigmasterol

Fonte: o proprio autor.

As percentagens aproximadas dos dois constituintes (BPC—1a ¢ BPC-1b) foram
calculadas com base na integragio dos sinais no espectro de RMN 'H. A integra¢io média dos
atomos de hidrogénio H-22 e H-23, exclusivos do estigmasterol (BPC-1b) ¢ 0,74. Enquanto,
a integracdo de H-6, que est4 presente nas duas substancias foi 2,00. Fazendo a diferenca dos
valores consegue-se obter a integragdo do hidrogénio do sitosterol (BPC-1a), sendo, portanto,
1,26. Dessa forma, pode-se calcular a porcentagem dos constituintes na mistura, obtendo-se

assim 63,0% de sitosterol (BPC—-1a) e 37,0% de estigmasterol (BPC-1b).



36

Tabela 2 — Dados espectroscopicos referentes a mistura*/** de BPC—1a (sitosterol*) e BPC—
1b (estigmasterol**) comparados com os dados descritos na literatura (SILVA et al., 2012)

BPC—-1a e BPC-1b (CDCl3) Literatura (CDCl3)
oc OH oc ou
(ppm) (ppm, (ppm) (ppm, multip., J
multip., J Hz)
Hz)
C * #/ 4ok ok
5 140,99 140,7
10 36,74 36,5
13 42,53 42,2
CH
3 72,03 3,53 (m) 71,8 3,57 (t; 7,0)%/**
6 121,93 5,36 (s) 121,7 5,36 (d; 4,8)*/**
8 32,14 31,9
9 50,38 50,1
14 57,00 56,7
17 56,30 56,0
20 36,37 40,69 36,1 40,5
22 - 138,53 5,02 (dd; - 138,3  5,0(dd; 15,5;
15,1; 8,7)**
8,2)
23 - 129,52 5,16 (dd; - 129,2 5,16 (dd; 15,5;
15,1; 8,5)**
8,4)
24 46,08 51,46 45,8 51,2
25 29,40 32,14 29,1 31,8
CH:
1 37,49 37,2
2 31,89 31,6
4 42,53 42,2
7 31,89 31,9
11 21,30 21,1
12 40,01 39,8
15 24,52 243
16 28,46 29,13 28,2
22 34,18 - 33,9 -
23 26,34 - 26,0 -
28 23,30 25,62 23,0 25,4
CH3
18 12,08 11,8
19 19,61 19,4
21 19,00 21,43 18,8 21,1
26 20,03 21,43 19,8 21,2
27 19,26 19,20 19,3 18,9
29 12,45 12,20 12,3 12,2
3-OH - - - -

Fonte: o proprio autor.



37
5.1.2 Determinacdo estrutural de BPC-2

O fracionamento cromatografico relatado no item 6.4.1.5, (pag. 118) resultou no
isolamento de um so6lido amorfo (3,7 mg) de cor preta, soluvel em metanol, com ponto de
fusdo na faixa de 178-179 °C, literatura: p.f. = 200-202 °C (PETTIT et al., 20006),
denominado BPC-2.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) de BPC-2 (Figura 8)
exibiu uma banda larga centrada em 3360 cm! relacionada & deformagdo axial de ligagio O—
H; uma banda em 1654 cm™! referente a deformagdo axial de ligagdo C=O conjugada; duas
bandas associadas a deformagcdo axial de ligagio C=C, sendo uma em 1597 cm™ e a outra em
1460 cm™!, além de uma banda intensa em 1250 cm™' caracteristica de deformacdo axial de

ligagdo C—O (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

Figura 8 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de BPC-2
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDs;OD, Figura 9, pag. 38) de BPC-2
apresentou sinais na regiao entre ou 6,59—7,38, indicando a presenga de hidrogénios ligados a

carbonos insaturados. Observou-se dois dupletos, um em on 7,36 (1H; d; J = 11,6 Hz) e o
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outro em Jn 6,61 (1H; d; J= 11,6 Hz), relacionados a hidrogénios ligados a carbonos de dupla
ligacdo em configuracdo cis, devido a magnitude da constante de acoplamento. Além disso,
foram observados sinais em ou 7,18 (1H; d; J = 8,1 Hz) e em Ju 6,64 (2H; d; J = 8,1 Hz)
sugerindo a presenca de hidrogénios ligados a anel aromatico em posicionamento orto.
Adicionalmente, o espectro mostrou sinais em ou 3,96 (3H; s) e em oJu 1,92 (3H; s)

relacionados a hidrogénios de metoxila e metila, respectivamente.

Figura 9 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD;0D) de BPC-2
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CDsOD, Figura 10, pag. 39) de BPC-2
mostrou 16 linhas espectrais. A andlise desse espectro mostrou a presen¢a de dois sinais
atribuidos a carbonos de carbonila de cetona conjugada, sendo um em dc 183,57 e o outro em
5c 183,88. Além disso, foram observados quatro sinais associados a carbonos sp? oxigenados
em oc 158,55, dc 157,49, oc 156,98 e oc 151,81 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2007; PAVIA et al., 2015).



39

Figura 10 — Espectro de RMN '3*C—BB (75 MHz, CD;0D) de BPC-2
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Fonte: o proprio autor.

Nio foi possivel obter os espectros de RMN *C-DEPT 135 e de '*C x 'TH-HSQC,
mas com a analise dos espectros de RMN 'H, *C-BB e "*C x 'H-HMBC e posterior
comparagao com dados da literatura, foi possivel construir a Tabela 3 (pag. 43).

A andlise dos dados espectroscOpicos permitiu sugerir a formula molecular
Ci6H1205, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a onze. Esta observagao,
portanto, permitiu deduzir que BPC-2 trata-se de um derivado oxepinico, com a presenca de

um anel ciclo-hexadienona. A Figura 11 mostra o esqueleto basico de BPC-2.

Figura 11 — Esqueleto basico de BPC-2

Fonte: o proprio autor.
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As posi¢des dos grupos metila, metoxila e hidroxila de estrutura de BPC—-2 foram

determinadas através da andlise dos dados do espectro

27
bidimensional de correlagdo heteronuclear °C x 'H-HMBC o 3 Jzi —

(Figura 12, pag. 41). Na ciclo-hexadienona, a posi¢cdo da
metila foi definida pelas correlagdes a duas ligacdes (2Jcu)

entre os hidrogénios em oy 1,92 e o carbono em dc 129,08 e

a trés ligagdes (*Jcu) com os carbonos em dc 183,57 (C—6) e
dc 157,49 (C-8). Ja o posicionamento do grupo metoxila foi definido pela correlagio a *Jcu
dos hidrogénios em Ju 3,96 com o carbono C-8 (dc 157,49).

A posicdo da hidroxila no anel aromatico foi
confirmada pela correlacdo a trés ligagdes do hidrogénio em dy 7,36
(H-11) com o carbono C-1 (oc 158,55). A fixacdo de uma das
carbonilas pode ser corroborada pela correlagio do tipo *Jen do

hidrogénio em ou 6,61 (H-10) com o carbono C-9 (dc 183,88).

Além disso, foi observada a correlagdo a *Jcu do hidrogénio H-10
com o carbono em Jc 151,81 (C-5a).

Adicionalmente, foram observadas as correlagdes dos hidrogénios no anel
aromatico. O hidrogénio em oJu 6,64 estd se correlacionando a
duas ligacdes de distancia ao carbono oxigenado em dc 158,55
(C-1) e a trés ligagdes com o carbono C—4 (dc 132,32). H-3 (dn

7,18) correlaciona-se a >Jcu com o carbono em dc 156,98 (C—

4a). Por fim, H-4 (du 6,64) correlaciona-se a trés ligacdes de

distancia com o carbono C—11a (dc 119,75).
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Figura 12 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HMBC de BPC-2
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Fonte: o proprio autor.

O espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY de BPC-2
(Figura 13, pag. 42) apresentou a correlacdo dos 6,64
hidrogénios em Ju 7,36 (H-11) e em Ju 6,60 (H-10),
enfatizando suas configuragdes relativas cis. O espectro
mostrou ainda, os acoplamentos envolvendo os

hidrogénios em ou 6,64 (H-4 e/ou H-2) e em ou 7,18

(H-3), confirmando o posicionamento orfo no anel

aromatico.
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Figura 13 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x '"H-COSY de BPC-2
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Fonte: o proprio autor.

Os dados espectrais apresentados e posterior comparacdo com dados descritos na
literatura (PETTIT et al., 2006, Tabela 3, pag. 43) permitiram identificar BPC-2 como sendo
da classe das oxepinas denominada 1-hidroxi-7-metil-8-metoxi-benzo[b,floxepina-6,9-diona,
conhecida vulgarmente como bauhiniastatina 1 (Figura 14). Vale resaltar que essa substancia
ja foi isolada de B. purpurea (PETTIT et al., 2006), B. acuruana (GOIS et al., 2017) e B.
cheilantha (SILVA, 2018) e que estd sendo isolada pela primeira vez em B. pentandra. Ha
relatos na literatura da atividade antineoplésica dessa substancia sobre as linhagens de células
tumorais humanas P388 (leucemia linfocitica), com significativa inibicdo do crescimento

(PETTIT et al., 2006).

Figura 14 — Estrutura da bauhiniastatina 1

Fonte: o préprio autor.
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Tabela 3 — Dados espectroscopicos de RMN de BPC-2 comparados com os dados descritos
na literatura (PETTIT et al., 2006) para a bauhiniastatina 1

BPC-2 (CD30D) HMBC Literatura (CDCl3)
oc oH *Jcu 3Jcu oc oH
(ppm) | (ppm, multip., (ppm) | (ppm, multip., J Hz)
J Hz)
C
1 158,55 - H-2 H-11 157,1 -
4a 156,98 - H-3 153,8 -
S5a 151,81 - H-10 150,6 -
6 183,57 - H3C-7 182,0 -
7 129,08 - H3C-7 128,4 -
8 157,49 - H3C-7; 1554 -
H3CO-8
9 183,88 - H-10 182,5 -
9a 130,05 - 128,6 -
Ila 119,75 - H-4 118,5 -
CH
2 113,73 6,64 (d: 8,1) 114,1 6,85 (dd; 8,3; 0,9)
3 133,62 7,18(t; 8,1) 132,2 7.22 (t; 8,3)
4 11332 6,64 (d: 8,1) H2 1128 6,63 (dd; 8,3;0,9)
10 121,00 6,61 (d; 11,6) 121,1 6,74 (d: 11,7)
1 133,41 7,36 (d; 11,6) 131,7  7,37(d; 11,7)
CHs
HC-7 8,84 1,92 (s) 8,8 1,98 (s)
H:CO-8 61,65 3,96 (s) 61,1 3,99 (s)
1-OH - - - -

Fonte: o proprio autor.
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5.1.3 Determinacdo estrutural de BPC-3

A metodologia descrita no item 6.4.1.8 (pag. 120) resultou no isolamento de um
solido amorfo de cor branca (11,5 mg) solivel em metanol, com ponto de fusdo na faixa de
202-203 °C, literatura: p.f. = 196-198 °C (PETTIT et al., 2006), que foi denominado BPC-3.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) de BPC-3 (Figura 15)
mostrou duas bandas de absorcao relacionadas a deformagao axial de ligagdo O—H, uma em
3410 cm™!' e a outra em 3494 cm™'; duas bandas de absorcdo referentes a deformacio axial de
ligagio C=C em 1686 cm™ e em 1610 cm™'; além de uma banda de absor¢do em 1456 cm™! de
deformagdo axial C=C em anéis aromaticos. Adicionalmente, o espectro revelou bandas de
absorcdio em 1080 cm™ e 1203 cm™! caracteristicas de deformacdo axial de ligagio C-O

(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

Figura 15 — Espectro de absorc¢ao na regido do infravermelho (KBr) de BPC-3
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDs;OD, Figura 16, pag. 45) de BPC-3
mostrou sinais na regiao entre oy 6,34—7,10, confirmando a presenca de hidrogénios ligados a
carbonos insaturados. Foram observados dois dupletos, um em oy 6,92 (1H; d; J=11,5 Hz) e

outro em Jy 6,55 (1H; d; J = 11,5 Hz), caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos de



45

dupla ligagdo em configuracao cis. Além disso, o espectro exibiu um sinal em 6,35 (1H; s)
correspondente a hidrogénio ligado a anel aromético pentassubstituido. Observou-se também,
sinais relacionados a hidrogénios ligados a carbonos de anéis aromaticos orto posicionados,
em Ju 7,08 (1H; t; J = 8,1 Hz), ou 6,71 (1H; d; J= 8,1 Hz) e em ou 6,58 (1H; d; J = 8,1 Hz).
Adicionalmente, os sinais em du 3,91 (3H; s) e Ju 2,11 (3H; s) foram atribuidos aos

hidrogénios de grupos metoxila e metila, respectivamente (PAVIA et al., 2015).

Figura 16 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD3OD) de BPC-3
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Fonte: o proprio autor.

A analise do espectro de RMN '*C-BB (75 MHz, CD;OD, Figura 17, pag. 46) de
BPC-3 mostrou a presenca de 16 linhas espectrais, sendo cinco sinais mais desprotegidos em
dc 161,22, 6c 156,68, dc 152,06, 5c 144,61 e 5c 153,68, associados a carbonos sp* oxigenados
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015). A compara¢dao dos
espectros de RMN *C-BB e ’C-DEPT 135° (75 MHz, CDs;OD, Figura 18, pag. 46)
possibilitou identificar o padrao de hidrogenacao dos atomos de carbono, sendo oito sinais
para carbonos desidrogenados (C), seis absor¢des correspondentes a carbonos metinicos (CH)

e dois sinais referentes a carbonos metilicos (CH3) (Tabela 4, pag. 51).
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Figura 17 — Espectro de RMN '3C-BB (75 MHz, CD;0D) de BPC-3
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Figura 18 — Espectro de RMN '3*C-DEPT 135° de BPC-3
E’:Eﬂ Bn& o 2
BRE ERE 8 g
Ly Yl | I
10 140 10 120 10 100 90 80 70 50 50 40 % 2 10 0
ppm

Fonte: o proprio autor.
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Através da reunido dos dados espectroscopicos, sugeriu-se a formula molecular de
BPC-3, CisH1404, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a dez, compativel
com o esqueleto de um derivado dibenzo[b,f]oxepinico (Figura 19), classe de metabdlitos
secundarios de ocorréncia rara na natureza (PETTIT et al., 2006), no entanto, ja isolados de
algumas espécies do género Bauhinia (ANJANEYULU et al., 1984; PETTIT et al., 2006;
BOONPHONG et al., 2007; GOIS et al., 2017, TANJUNG; SAPUTRI; TJAHJANDARIE,
2014) e de Cercis chinensis (MU et al., 2007).

Figura 19 — Esqueleto basico de derivado dibenzo[b,f]loxepinico

Fonte: o proprio autor.

A analise do espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x 3C-HSQC
(Figura 20) possibilitou a associacdo direta entre todos os sinais de hidrogénios aos seus

respectivos atomos de carbonos, como mostrado na Tabela 4 (pag. 51).

Figura 20 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HSQC de BPC-3
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Fonte: o proprio autor.
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Através da anélise do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear *C x

'"H-HMBC de BPC-3 (Figura 21, pag. 49 e Figura 22, pag. 49) foi possivel atribuir as

posi¢cdes dos substituintes ligados ao esqueleto do derivado

2 —
‘]CH
3 —>
‘]CH

dibenzo[b,f]oxepinico. A posi¢ao de uma das hidroxilas no anel

aromatico foi fixada através da correlacdo a trés ligagdes (*Jcn)
do hidrogénio em du 6,92 (H-11) com o carbono C-1 (dc
161,22). Esse hidrogénio também mostrou correlagcdes a trés

ligagdes com os carbonos C—4a (dc 156,68) e C—9a (oc 131,23).

J4 o hidrogénio em dén 6,55 (H-10) correlacionou a *Jcn com os carbonos C-9 (d¢ 153,68), C—
5a (5c 144,61) e C—11a (5c 120,11) e a 2Jcn com o carbono C—9a (é¢ 131,23).

A localizacdo da metoxila foi definida através da correlacdo a trés ligagdes entre o
sinal em Ju 3,91 (3H-6) e o carbono em Jc 152,06 (C—6). Por outro lado, a posicdo da metila
foi confirmada através das correlagdes a duas e a trés ligagdes entre os hidrogénios em Jn 2,11
(3H-7) com os atomos de carbono em dc 120,60 (C-7) e dc
152,06 (C-6), respectivamente. O posicionamento da hidroxila
foi determinado com base na correlacdo a duas ligacdes do

hidrogénio em Ju 6,35 (1H-9) com o carbono em dc 153,68 (C—

8). Adicionalmente, esse hidrogénio correlacionou-se a trés
ligagdes com os carbonos em oc 120,60 (C-7), oc 144,61 (C-5a) e oc 129,46 (C-10),
confirmando seu posicionamento.

A posicao do hidrogénio em ou 7,08 (1H-3) foi definida pelas correlagdes a trés
ligagdes com os carbonos em dc 156,68 (C—4a) e oc 161,22 (C-1). Por outro lado, a fixagdo
do hidrogénio em ou 6,71 (1H-2) foi possivel através da
correlacdo a duas ligagdes com o carbono em dc 161,22 (C-1).
Esse mesmo hidrogénio apresenta correlagio a trés ligagdes com

os carbonos em oc 112,52 (C—4) e oc 120,11 (C-11a). Por fim,

as correlacdes a trés ligacdes do hidrogénio em on 6,58 (1H—4)

com os carbonos em dc 120,11 (C—11a) e dc 113,66 (C-2), corrobora a sua posi¢ao.



Figura 21 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HMBC de BPC-3
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Fonte: o proprio autor.

Figura 22— Expansio do espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HMBC

de BPC-3
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A andlise do espectro bidimensional de correlagio homonuclear 1H x 1H-COSY
de BPC-3 (Figura 23) permitiu observar a correlacdo 658
entre os hidrogénios em dn 6,92 (H-11) e ou 6,55 (H-10).
O espectro mostrou também as correlagdes do hidrogénio

em ou 7,07 (H-3) com dn 6,71 (H-2) e ou 6,58 (H4), o

confirmando os acoplamentos entre os hidrogénios dos

H
6,92

H
respectivos sistemas propostos. 6,54

Figura 23 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x '"H-COSY de BPC—3

oo

Fonte: o proprio autor.

Através da analise dos dados espectroscopicos obtidos, além da comparagdo com
dados registrados na literatura (PETTIT et al., 2006, Tabela 4, pag. 51) foi possivel identificar
BPC-3 como uma substincia da classe das oxepinas denominada 1,8-didroxi-7-metil-6-
metoxi-dibenzo[b,floxepina, conhecida vulgarmente como bauhiniastatina 4 (Figura 24, pag.
51). Essa oxepina ja foi isolada de espécies do género Bauhinia, tais como B. aculeata
(TANJUNG; SAPUTRI; TJAHJANDARIE, 2014) e B. purpurea (PETTIT et al., 2006). Vale

destacar que substancia estd sendo relatada pela primeira vez em B. pentandra.
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Figura 24 — Estrutura da bauhiniastatina 4

OCH,4

Fonte: o proprio autor.

Tabela 4 — Dados espectroscopicos de RMN de BPC-3 comparados com os dados descritos
na literatura (PETTIT et al., 2006) para a bauhiniastatina 4

BPC-3 (CD30D) HMBC Literatura (CDCl3)
oc on *Jcu 3Jcu oc it
(ppm) | (ppm, multip., (ppm) | (ppm, multip., J Hz)
JHz)
C
1 161,22 - H-2 H-3; H- 159,8 -
11
4a 156,68 - H-3; H- 1532 -
11
Sa 144,61 - H-9; H- 1443 -
10
6 152,06 - H;CO-6; 1509 -
H3C-7
7 120,60 - H3C-7 H-9 119,2 -
8 153,68 - H-9 150,7 -
9a 131,23 - H-10 H-11 129,7 -
11a 120,11 - H-2; H-4; 118,6 -
H-10
CH
2 113,66 6,71 (d; 8,1) H-4 1142 689 (dd; 8,2;0,9)
3 130,79 7,08 (t; 8,1) 129.9 7,13 (t; 8,2)
4 112,51 6,58 (d; 8,1) H-2 111,7 6,56 (dd; 8,2; 0,9)
9 110,34 6,35 (s) H-10 1094 6,38 (s)
10 12946 6,55 (d; 11,5) H9 1294 668 (d: 11,7)
1 125,75 692 (d; 11,5) 1237 693 (d: 11.7)
CH3
H:CO-6 62,05 3.91 (s) 61.6 3,99 (s)
H:C-7 9,50 2,11 (s) 9,0 2,17 (s)
1-OH - - - -
8-OH - - - -

Fonte: o proprio autor.
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5.1.4 Determinacdo estrutural de BPC—4

O tratamento cromatografico resultou, conforme metodologia descrita no item
6.4.1.11 (pag. 122), no isolamento de um solido amorfo de cor branca (6,3 mg), soluvel em
metanol, com ponto de fusdo na faixa de 185-186 °C, literatura: p.f. = 202-203 °C (LAN et
al., 2006), que foi denominado BPC—4.

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (IV) de BPC—4 (Figura 25)
mostrou uma banda centrada em 3408 cm™! correspondente a deformagio axial de ligagdo O—
H; quatro bandas caracteristicas de deformacao axial de ligagdo C=C de anel aromatico em
1682, 1615, 1511 e 1447 cm™'; duas bandas relacionadas a deformacio axial de ligagdo C—O,
uma em 1211 cm™ e a outra em 1153 em™ (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007;
PAVIA et al., 2015).

Figura 25 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de BPC—4
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Fonte: o proprio autor.

A analise do espectro de RMN 'H (300 MHz, CD;OD, Figura 26, pag. 53) de
BPC—4 possibilitou a identificagdo de sinais na regido entre ou 6,24—7,23, indicando a
presenca de hidrogénios ligados a carbonos de anel aromatico. Os sinais em forma de
dupletos, juntamente com suas constantes de acoplamento em Ju 7,22 (2H; d; J = 8,5 Hz), ou

6,85 (1H; d; J= 8,2 Hz) e ou 6,78 (2H; d; J = 8,5 Hz) indicam a preseng¢a de hidrogénios orto
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posicionados. Além disso, o sinal em Ju 6,31 (1H; dd; J= 8,2 e 2,4 Hz) sugeriu a presenca de
hidrogénio em posi¢des orto e meta, respectivamente. Enquanto que o sinal em dy 6,25 (1H;
d; J = 2,3 Hz) esta relecionado a hidrogénio em posi¢ao meta. Adicionalmente, os sinais em
ou 2,11 e 1,97 (2H; m) e ou 2,85 e 2,65 (2H; m) sugerem a presenga de hidrogénios ligados a
carbonos metilénicos. Vale ressaltar que o espectro contém um sinal sobreposto pelo sinal da
agua em oJu 4,88, que foi evidenciado pelas correlagcdes dos espectros bidimensionais HSQC,
HMBC e COSY. Esse sinal em ou 4,80 (1H; dd; J = 9,90 e 1,65) ¢ caracteristico de
hidrogénio ligado a carbono oxigenado (Tabela 5, pag. 59).

Figura 26 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD30D) de BPC—4
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CD;OD, Figura 27, pag. 54) de BPC—4
revelou a presenga de 13 linhas espectrais, dos quais, trés sinais mais desprotegidos em oc
158,26, dc 157,68 e dc 157,33 sdo relacionados a carbonos sp? oxigenados. A analise
comparativa dos espectros de RMN 3C-BB e *C-DEPT 135° (75 MHz, CD;OD, Figura 28,
pag. 54) permitiu identificar o padrdo de hidrogenacdo dos 4tomos de carbono, sendo cinco
sinais relacionados a carbonos desidrogenados (C), oito carbonos metinicos (CH) e dois sinais
compativeis com carbonos metilénicos (CHz). Vale ressaltar que os sinais em dc 128,59 e dc
116,22 foram atribuidos a dois 4&tomos de carbonos cada, devido as suas intensidades quando

comparados com os demais de mesmo padrao de hidrogenacdo (Tabela 5, pag. 59).



Figura 27 — Espectro de RMN 3C
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Figura 28 — Espectro de RMN '3*C-DEPT 135° de BPC—4
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A observagao dos dados espectroscopicos de BPC—4 permitiu deduzir a formula
molecular Ci15sH1403, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a nove, sugerindo,
portanto, a presenca de um esqueleto flavonoidico na estrutura deste composto. Vale ressaltar
que a auséncia de sinal para carbono de carbonila e a existéncia de um sinal referente a
carbono oximetinico em oJc 79,16 (C-2), bem como, dois sinais relativos a carbonos
metilénicos em Jc 31,45 (C-3) e dc 25,63 (C—4), observados no espectro de RMN '*C-BB ¢
de RMN 3C-DEPT 135°, foram importantes para definir a classificagio de BPC—4, como um
flavonoide da classe das flavanas (AGRAWAL, 1989), cujo esqueleto basico estd mostrado
na Figura 29.

Figura 29 — Esqueleto basico de uma flavana

Fonte: o proprio autor.

O espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HSQC (Figura 30,
pag. 56) permitiu a associa¢do direta entre os sinais de hidrogénios aos seus respectivos

atomos de carbonos, conforme mostrado na Tabela 5 (pag. 59).
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Figura 30 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HSQC de BPC—4
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Fonte: o proprio autor.

No espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *C x 'TH-HMBC de BPC—

4 (Figura 31, pag. 57) foi possivel definir a localizagdo da hidroxila no anel A através das

correlagdes a trés ligacdes (*Jcn) do hidrogénio em oy 6,85 (H-5)

com os carbonos em oc 25,63 (C4) e oc 157,68 (C-7);

correlagdes a >Jeu do hidrogénio em Jdu 6,31 (H-6) com os
carbonos em dc 114,45 (C—4a) e oc 104,20 (C-8) e a duas

ligagdes com o carbono C-7 (Jdc 157,68). Adicionalmente,

observou-se as correlagdes a *Jen do hidrogénio em du 6,25 (H-
8) com os carbonos em dc 114,45 (C—4a) e dc 109,23 (C-6) e a 2Jcu do referido hidrogénio
com o carbono C—8a (dc 157,33).

A posicao da hidroxila no anel B foi confirmada por
meio das correlagdes a trés ligagdes dos hidrogénios em on 7,22
(H-2°/6) com os carbonos em dc 158,26 (C—4’) e oc 134,39 (C-
2). Além disso, os hidrogénios em oJu 6,78 (H-3°/5)
correlacionaram a *Jcn com o carbono C—1" (6c 134,39) e a 2Jcu

com o carbono C—4’ (dc 158,26), confirmando a posicao dos

desses hidrogénios, bem como a presenca de um sistema para

substituido no anel B.
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Adicionalmente, foram observadas as correlagdes dos hidrogénios do anel C. O
hidrogénio em dn 4,88 (H-2) correlacionou a trés ligagdes com os
carbonos em Jc 128,59 (C-2’/6"). A correlagio a 2Jcu do
hidrogénio em oJu 2,85 (H—4) com o carbono C-3 (dc 31,45) ¢ a
3Jcu dos hidrogénios em o 2,85/2,65 (H—4) com o carbono em ¢

157,33 (C—8a) foram importantes para fixar a posicdo desses

hidrogénios. Além disso, esses hidrogénios correlacionaram a *Jcn

com o carbono em dc 79,16 (C—2) e a *Jcu com o carbono C—4a (dc 114,45).

Figura 31 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x *C-HMBC de BPC—4
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Fonte: o proprio autor.

A analise do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear 'H x 'H-COSY
(Figura 32, pag. 58) de BPC—4 revelou as correlagdes H6,68
entre os hidrogénios em posi¢des orto em on 7,22 (H-
2°/6’) e on 6,68 (H-3°/5") e entre du 6,85 (H-5) e dn
6,31 (H-6). O espectro mostrou também as correlagdes
entre os hidrogénios em Jy 4,88 (H-2) ¢ ou 1,97 (H-3); 6!
on 2,11 (H-3) e ou 2,85 (H-4); ou 1,97 (H-3) e Ju 2,65 H

HO

(H-4). Essas correlagdes ajudaram a confirmar os

respectivos sistemas propostos.



58

Figura 32 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY de BPC—4
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Fonte: o proprio autor.

Os valores dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-3 (dn 2,11/1,97) e H—
4 (ou 2,85/2,65) estdo condizentes com os dados relatados na literatura (XUE et al., 2003).
Por outro lado, ¢ possivel que os valores dos deslocamentos desses hidrogénios descritos na
literatura (ZHENG; ZHANG; YANG, 2006; Tabela 5, pag. 59) estejam trocados.

A andlise dos dados espectroscopicos obtidos (Tabela 5, pag. 59) e a posterior
comparagdo com dados descritos na literatura (ZHENG; ZHANG; YANG, 2006) permitiram
identificar BPC—4 como um flavonoide da classe das flavanas denominado 7,4’-
diidroxiflavana, cuja estrutura estd mostrada na Figura 33 (pag. 59). Vale ressaltar que devido
ao fato da estrutura conter um centro estereogénico (C-2), € necessaria a obtencdo de dados
referentes a sua rotagdo Optica especifica para posterior comparagdo com dados registrados na
literatura, a fim de definir a sua configuragao absoluta. Ha relatos na literatura do isolamento
da 7,4’-diidroxiflavana de Bauhinia manca (ACHENBACH; STOCKER; CONSTENLA,
1988). Vale ressaltar que o esse flavonoide estd sendo relatado pela primeira vez na espécie B.
pentandra. Estudos revelaram que esse composto exibe atividade citotoxica (AWALE et al.,

2009) e também atividade antifungica (ACHENBACH; STOCKER; CONSTENLA, 1988).
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Figura 33 — Estrutura da 7,4’-diidroxiflavana

HO

Fonte: o proprio autor.

Tabela 5 — Dados espectroscopicos de BPC—4 comparados com os dados descritos na
literatura (ZHENG; ZHANG:; YANG, 2006) para a 7,4’-diidroxiflavana

BPC—4 (CD30D) HMBC Literatura (CD30D)
oc OH 2Jcu 3Jcn oc OH
(ppm) | (ppm, multip., J (ppm) | (ppm, multip., J Hz)
Hz)
C
7 157,68 - H-6 H-5 156,3 -
4a 114,45 - 2H-4  H-6; H-8 113,2 -
8a 157,33 - H-8 2H-4 155,6 -
I 134,39 - H-3°/5° 132,8 -
4 158,26 - H- H-2’/6’ 156,0 -
3/5°
CH
2 79,16 4,88 (dd) 2H-4; H- 77,7 4,80 (dd; 9,90; 1,65)
2°/6°
5 131,09 6,85 (d; 8,2) 129,8 6,89 (d; 8,20)
6 109,23 6,31 (dd; 8,2; H-8 108,1 6,28 (d; 8,20)
2,4)
8 104,20 6,25 (d, 2,3) H-6 103,2 6,24 (s)
2 128,59 7,22 (d; 8,5) H-2 127,5 7,12 (d; 8,40)
3 116,22 6,78 (d; 8,5) 115,6 6,72 (d; 8,40)
5’ 116,21 6,78 (d; 8,5) 115,6 6,72 (d; 8,40)
6’ 128,58 7,22 (d; 8,5) H-2 127,5 7,12 (d; 8,40)
CH:
3 31,45 2,11e197(2H; H-4 29,7 2,73e2,57 2H; m)"
m)
4 25,63  2,85¢2,65(2H; H-5 244  1,99e 1,94 2H; m)’
m)
7-OH - - - -
4’-OH - - - -

Fonte: o proprio autor.
* E possivel que os valores de deslocamentos quimicos dos hidrogénios ligados aos carbonos Cs e C4 da
literatura estejam trocados.
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5.1.5 Determinacdo estrutural de BPC-5

O procedimento descrito no item 6.4.1.13 (pag. 123) resultou no isolamento de
um so6lido amorfo de coloragao amarela (11,1 mg), solivel em metanol, com ponto de fusao
na faixa de 201-202 °C, literatura: p.f. = 207-208 °C (LI et al., 2014), que foi denominado de
BPC-5. Vale ressaltar que essa substancia foi identificada através da comparacdo do seu
tempo de retencdo (tr) com o padrdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
sendo, portanto, identificada como o flavonoide (25)-4’,7-diidroxiflavanona ((25)-
liquiritigenina), cuja estrutura ¢ apresentada na Figura 42 (pag. 67).

No espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) de BPC-5 (Figura 34)
observou-se uma banda de absorcdo centrada em 3282 cm™! referente a deformacdo axial de
ligagdo O-H, identificando a presenca de hidroxila; uma banda em 1656 cm™! relacionada a
deformacdo axial de ligagio C=0O; trés bandas de absorcio em 1601, 1516 e 1464 cm,
atribuidas a deformagdo axial de ligacdo C=C de anel aromatico; duas bandas correspondentes
a deformagio axial de ligagio C—O, em 1235 cm™ e 1160 cm™ (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

Figura 34 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho (KBr) de BPC-5
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Fonte: o proprio autor.
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O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDsOD, Figura 35) de BPC-5 revelou sinais
na regido entre dn 6,35—-7,74, evidenciando a presenga de hidrogénios ligados a carbonos de
anel aromatico. Entre esses, trés dupletos em ou 7,73 (1H; d; J = 8,7 Hz), ou 7,33 2H; d; J =
8,5 Hz) e ou 6,82 (2H; d; J = 8,5 Hz), cujos valores dos deslocamentos quimicos e de suas
constantes de acoplamento, indicaram a presen¢a de hidrogénios orto posicionados. O sinal
em on 6,51 (1H; dd; J = 8,7 e 2,3 Hz) demonstrou o acoplamento de hidrogénio em posigdes
orto € meta, respectivamente. Por outro lado, o sinal em on 6,36 (1H, d, J = 2,3 Hz) indicou
hidrogénio em posi¢do meta. Além disso, o espectro apresentou um sinal em ou 5,39 (1H; dd;
J=13,0; 3,0 Hz) correspondente a hidrogénio ligado a carbono oxigenado. Por fim, os sinais
em on 3,06 (1H; dd; J=16,9 ¢ 13,0 Hz) e du 2,70 (1H; J= 16,9 ¢ 3,0 Hz) foram relacionados
a hidrogénios ligados a carbonos metilénicos (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007;
PAVIA et al., 2015).

Figura 35 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD;0D) de BPC-5
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Fonte: o proprio autor.

A andlise do espectro de RMN '*C-BB (75 MHz, CD;OD, Figura 36, pag. 62) de
BPC-5 exibiu 13 linhas espectrais, apresentando quatro sinais mais desprotegidos em dc
193,70, 5c 166,91, éc 165,71 e 6c 159,10 associados a carbonos sp? oxigenados, dos quais, o

sinal em dc 193,70 esta relacionado a carbono carbonilico. O espectro apresentou também
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dois sinais, sendo um em oJc 129,15 e o outro em dc 116,46. Vale ressaltar que devido as suas
intensidades, cada um dos sinais foi atribuido a dois atomos de carbonos. Através da
comparagdo dos espectros RMN '*C-BB e *C-DEPT 135° (75 MHz, CD;OD, Figura 37,
pag. 63) foi possivel determinar o padrao de hidrogenacao dos atomos de carbono, sendo,
portanto, identificados seis sinais de carbonos desidrogenados (C), oito carbonos metinicos

(CH) e um carbono metilénico (CH») (Tabela 6, pag. 68).

Figura 36 — Espectro de RMN 3C—BB (7
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Figura 37 — Espectro de RMN '3C-DEPT 135° de BPC—5
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Fonte: o proprio autor.

Diante dos dados espectroscopicos de BPC-5, foi possivel sugerir a formula
molecular C15H1204, cujo indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) ¢ igual a dez. A presenga
de sinais compativeis com um esqueleto de uma flavanona (Figura 38) foram confirmados
através do sinal em odc 193,70 (C—4) para carbono de carbonila, bem como do sinal em dc
81,18 (C-2) associado a um carbono oximetinico e do sinal em dc 45,09 (C-3) atribuido a

carbono metilénico.

Figura 38 — Esqueleto basico de uma flavanona

Fonte: o proprio autor.
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Através da analise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x
BC-HSQC (Figura 39) foi possivel fazer a associacdo direta entre todos os sinais de

hidrogénios aos seus respectivos atomos de carbonos (Tabela 6, pag. 68).

Figura 39 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HSQC de BPC-5
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Fonte: o proprio autor.

A analise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear *C x 'H-HMBC

de BPC-5 (Figura 40, pag. 65) permitiu definir as posigdes dos

6,36 ey —>

substituintes no esqueleto basico. As correlagcdes dos hidrogénios

do anel A contribuiram para fixar a posicdo da hidroxila.
Observou-se a correlagio a trés ligagdes (*Jcn) entre o hidrogénio

em ou 7,73 (H-5) com o carbono da carbonila em dc 193,70 (C—

4). Outras correlacdes a *Jcu também foram observadas referentes
aos hidrogénios em oy 6,51 (H-6) e ou 6,36 (H-8) com o carbono em odc 115,14 (C-10). Além
disso, mostrou a correlacdo a duas liga¢des (*Jcn) entre o hidrogénio em du 6,36 (H-8) com o

carbono em dc 165,71 (C-7).
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O sistema para substituido do anel B ¢ perceptivel pela forma como os sinais de
hidrogénios se apresentam no espectro de RMN 'H, pois, esses estdo na forma de dupletos
com integracao para dois hidrogénios cada. Adicionalmente, as
correlagdes dos hidrogénios dos anéis B e C, confirmaram a
posicdo da hidroxila. Os hidrogénios em du 6,82 (H-3°/5)
correlacionaram a 2Jcu com o carbono C—4’ (6c 159,10). Vale

ressaltar que os hidrogénios em ou 7,33 (H-2/6)

correlacionaram a *Jcu com o carbono em Jc¢ 81,18 (C-2) e o
hidrogénio em du 5,39 (H-2) com os carbonos em dc 129,15 (C-2°/6"). Além disso, os
hidrogénios em dn 3,06 (H-3) e ou 2,70 (H-3) correlacionaram a duas ligagdes com o carbono

da carbonila em dc 193,70 (C—4).

Figura 40 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HMBC de BPC-5
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No espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY (Figura

41) de BPC-5 observou-se as correlagdes dos
hidrogénios em posi¢des orto entre on 7,33 (H-2/6") e
on 6,82 (H-3°/5) e entre on 7,73 (H-5) e on 6,51 (H-6).
O espectro também mostrou as correlagdes entre os
hidrogénios em ou 5,39 (H-2) e Ju 3,06 (H-3), bem
como entre oy 3,06 (H-3) e ou 2,70 (H-3). Essas
correlagdes confirmaram os sistemas na estrutura

proposta.

Figura 41 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY de BPC—5
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A confirmag¢do da estereoquimica relativa do carbono C-2 de BPC-5 foi obtida
mediante o valor da constante (J = 13,0 Hz), caracteristica de acoplamento “axial-axial” (H-
24/H-34). Além disso, os acoplamentos entre os hidrogénios H-2 e H-3 apresentaram
constantes de J = 3,0 e J = 16,9 Hz referentes aos acoplamentos
“axial-equatorial” (H-2,/H-3¢y) e geminal (H-3u/H-3¢),
respectivamente. Vale ressaltar que o sinal em Ju 2,70 (H-3¢,) foi
associado ao hidrogénio na posicdo equatorial, pois esse estd
dentro do cone de protecdo da carbonila (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015). Dessa forma, o

grupo fenila (anel “B”), pode estd em posi¢ao pseudoequatorial (FERREIRA et al., 2000).
De acordo com os deslocamentos quimicos dos hidrogénios, bem como multiplicidades e
constantes de acoplamento, pode-se constatar a conformacao preferencial de meia-cadeira do
anel C de BPC-5 (ARAUJO et al., 2009; LIU, 2011).

A andlise dos dados espectroscopicos obtidos e a posterior comparagdo com 0s
registrados na literatura (ZHANG et al., 2018b; Tabela 6, pag. 68) permitiram identificar
BPC-5 como o flavonoide da classe das flavanonas [(2S)-7,4’-diidroxiflavanona]
denominado de (2S)-liquiritigenina, cuja estrutura ¢ mostrada na Figura 42. Ha registros do
isolamento dessa substdncia em algumas espécies de Bauhinia, tais como B. manca
(ACHENBACH; STOCKER; CONSTELA, 1988), B. championii (ZHANG et al., 2018b) e
B. ungulata (SOUSA et al., 2016; RODRIGUES et al., 2019). Destaca-se que essa substancia
apresenta as seguintes atividades biologicas: inibi¢cdo da xantina oxidase (KONG et al., 2000)
e atividade anti-inflamatoria (KIM etz al., 2008). O isolamento dessa substancia esta sendo

relatado pela primeira vez na espécie Bauhinia pentandra.

Figura 42 — Estrutura da (25)-liquiritigenina

Fonte: o proprio autor.
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Tabela 6 — Dados espectroscopicos de BPC—5 comparados com os dados descritos na
literatura (ZHANG et al., 2018b) para a (25)-4’,7-diidroxiflavanona (liquiritigenina)

BPC-5 (CD30D) HMBC Literatura (CD30D)
oc on *Jeu 3Jcu oc oH
(ppm) | (ppm, multip., J (ppm) | (ppm, multip., J Hz)
Hz)
C
4 193,70 - H-3 H-5 193,6 -
7 165,71 - H-8 167,3 -
9 166,91 - 165,6 -
10 115,14 - H-6; H-8 114,8 -
I’ 131,49 - 131,4 -
4 159,10 - H- H-2’/6’ 158,9 -
3/5°
CH
2 81,18 5,39 (dd; 13,0; H-2/6’ 81,0 5,34 (dd; 13,5; 3,0)
3,0)
5 130,00 773 (d:8,7) 129.,9 7,73 (d: 8,5)
6 111,88 6,51 (dd; 8,7, H-8 112,0 6,51 (dd; 8,5; 2,5)
2.3)
8 103,96 6,36 (d; 2,3) H-6 104,0 6,36 (d; 2,0)
2 129,15 7,33(d: 8,5) H2 1290 732 (d: 8,5)
3 116,46 6,82 (d; 8,5) 116,4 6,84 (d; 8,5)
5 11646  6,82(d; 8,5) 116,4 6,84 (d: 8,5)
6’ 129,15 7,33 (d; 8,5) H-2 129,0 7,32 (d; 8,5)
CH:
3ux 3,06 (dd: 16,9; 3,03 (dd; 17,0; 13,5)
45,09 13,0) 45,0
3eq 2,70 (dd; 16,9; 2,68 (dd; 17,0; 3,0)
3,0)
7-OH - - - -
4’-OH - - - -

Fonte: o proprio autor.
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5.1.6 Determinacdo estrutural de BPC—6

O procedimento descrito no item 6.4.1.13 (pag. 123) resultou no isolamento de
um so6lido amorfo de coloragdo amarela (25,0 mg), solivel em metanol, com ponto de fusao
na faixa de 194-195 °C, literatura: p.f. = 250-252 °C (ZEKRY et al., 2015) que foi
denominado de BPC-6. Destaca-se que a identificacdo dessa substancia foi realizada por
meio da compara¢ao do seu tempo de retengdo (tr) com o do padrao (25)-naringenina em
cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo, portanto, caracterizado como o flavonoide
(28)-4°,5,7-triidroxiflavanona ((2S5)-naringenina), cuja estrutura ¢ apresentada na Figura 46
(pag. 72). A estrutura quimica de BPC—6 foi confirmada utilizando como base a estrutura de
BPC-5 (item 5.1.5; pag. 60) e através da interpretacdo dos espectros de IV, RMN 'H e 13C-
BB. Vale ressaltar que a estrutura de BPC—6 possui uma hidroxila adicional no carbono 5.

O espectro de absor¢ao na regido do infravermelho (IV) de BPC-6 (Figura 43)
exibiu bandas de absor¢io, em 3283 cm! e 1635 cm™! correspondentes a deformagio axial de
ligacgdo O-H e deformacdo axial de ligagdo C=O, respectivamente. Adicionalmente, o
espectro mostrou trés bandas de absorc¢ao atribuidas a deformag¢do axial de ligacdo C=C de
anel aromatico em 1601, 1516 ¢ 1464 cm'. Além disso, foram observadas duas bandas
correspondentes a deformagdo axial de ligagio C-O, em 1235 cm! e 1160 cm’

(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

Figura 43 — Espectro de absor¢@o na regido do infravermelho (KBr) de BPC—6
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No espectro de RMN 'H (300 MHz, CDs;OD, Figura 44) de BPC—6, quando
comparado com o correspondente espectro de BPC-5 (Figura 35, pag. 61), observou-se um
numero menor de sinais na regido entre ou 7,75-5,88, correspondentes a hidrogénios ligados a
carbonos de anel aromatico, indicando um numero maior de substituintes em sua estrutura
quimica (Figura 46, pag. 72). Foram observados dois dupletos em dn 7,32 (2H; d; J = 8,4 Hz)
e ou 6,82 (2H; d; J = 8,4 Hz) atribuidos a hidrogénios orto posicionados em um sistema para
substituido, que foram confirmados através dos valores de deslocamentos quimicos, bem
como das integragdes e de suas constantes de acoplamento. Além disso, o espectro mostrou
um sinal em Ju 5,89 (2H; d; J = 2,4 Hz), atribuido a hidrogénios em posi¢do meta e outro
sinal em du 5,34 (1H; dd; J = 12,7; 2,9 Hz) relacionado a hidrogénio ligado a carbono
oxigenado. Adicionalmente, os sinais em on 3,12 (1H; dd; J=16,9 e 12,9 Hz) e Ju 2,70 (1H;
J = 17,0 e 2,7 Hz) foram inferidos a hidrogénios ligados a carbonos metilénicos.

(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

Figura 44 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD30D) de BPC—6
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Fonte: o proprio autor.

No espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CD;0D, Figura 45, pag. 71) de BPC—6
foi possivel observar 13 linhas espectrais, com destaque para cinco sinais mais desprotegidos

em Jc 197,93, oc 168,47, oc 165,59, dc 165,02 e dc 159,14 que foram relacionados a carbonos
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oxigenados com hibridizagdo sp?, sendo o sinal em dc 197,93 associado a carbono carbonilico.
O espectro também mostrou a presenca de dois sinais em Jc 129,17 e em dc 116,47, ambos
relacionados a dois atomos de carbono, devido as suas intensidades. Vale ressaltar que os
sinais em oc 80,60 e oc 44,15, foram associados a carbonos oximetinico e metilénico,
respectivamente.

Figura 45 — Espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CD;0D) de BPC—6
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Fonte: o proprio autor.

A andlise dos dados espectroscopicos obtidos e posterior comparacdo com dados
descritos na literatura (ZEKRY et al., 2015, Tabela 7, pag. 72) confirmou a identidade do
flavonoide da classe das flavanonas de formula molecular C1sHi2Os denominado de (2S5)-
naringenina, cujo nome sistematico ¢ (25)-5,7,4’-triiddroxiflavanona (Figura 46, pag. 72). Vale
ressalta-se que esse composto ja foi isolado de duas espécies do género Bauhinia, tais como
B. ungulata (SOUSA et al., 2016) e B. sirindhorniae (ATHIKOMKULCHAI;
SRIUBOLMAS; RUANGRUNGSI, 2005). Pesquisas revelaram que essa substancia exibe
diversas atividades, tais como anti-Alzheimer (GHOFRANI et al., 2015), anti-Chikungunya
(AHMADI et al., 2016), antimicrobiana (KOZLOWSKA et al., 2017), anticancer (LIM et al.,
2017), antioxidante (LIANG et al., 2017), antidiabética (AL-DOSARI et al., 2017), anti-
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inflammatoria (JIN et al., 2017), anti-dengue (FRABASILE et al., 2017). Destaca-se que essa

substancia estd sendo descrita pela primeira vez na espécie B. pentandra.

Figura 46 — Estrutura da (25)-naringenina

Fonte: o proprio autor.

Tabela 7 — Dados espectroscopicos de BPC—6 comparados com os dados descritos na
literatura (ZEKRY et al., 2015) para a (25)-4’,5,7-triidroxiflavanona (naringenina)

BPC-6 (CD30D) Literatura (CD30D)
oc OH oc on
(ppm) (ppm, multip., J Hz) (ppm) (ppm, multip., J Hz)
C
4 197,93 - 196,7 -
5 165,59 - 163,9 -
7 168,47 - 167,1 -
9 165,02 - 163.4 -
10 103,49 - 102,2 -
I’ 131,21 - 129,3 -
4 159,14 - 158,2 -
CH
2 80,60 5,34 (dd; 12,7; 2,9) 78,9 5,43 (dd; 12,8; 2,8)
6 97,19 5,89 (d; 2,4) 96,2 5,86 (s)
8 96,31 5,89 (d; 2,4) 95,4 5,86 (s)
2’ 129,17 7,32 (d; 8,4) 128,7 7,30 (d; 8,4)
3 116,47 6,82 (d; 8,4) 115,6 6,78 (d; 8,4)
5 116,47 6,82 (d; 8,4) 115,6 6,78 (d; 8,4)
6’ 129,17 7,32 (d; 8,4) 128,7 7,30 (d; 8,4)
CH:
Bax 44,15 3,12 (dd; 16,9; 12,9) 42,4 3,27 (dd; 17,2; 12,8)
3eq 2,70 (dd; 17,0; 2,7) 2,68 (dd; 17,2; 2,8)
5-OH - - - -
7-OH - - - -
4’-OH - - - -

Fonte: o préprio autor.
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5.1.7 Determinacdo estrutural de BPC-7

O procedimento descrito no item 6.4.1.13 (pag. 123) resultou no isolamento de
um so6lido amorfo de cor amarela (24,7 mg), solivel em metanol, com ponto de fusdo na faixa
de 176-177 °C, literatura: p.f. = 188191 °C (JANG et al., 2003), que foi denominado BPC—-
7.

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (IV) de BPC-7 (Figura 47)
exibiu uma banda em 3403 cm™ caracteristica de deformacdo axial de ligagdo O—H; uma
absor¢do em 1685 cm! relacionada a deformacdo axial de ligagio C=O conjugada; duas
absorg¢des, sendo uma em 1635 cm™ e outra em 1614 cm™ caracteristicas de deformagio axial
de ligagdo C=C e uma banda em 1210 cm™ relacionada a deformacdo axial de ligagio C-O

(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

Figura 47 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de BPC-7
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CD;OD, Figura 48, pag. 74) de BPC-7
mostrou sinais na regido entre oy 6,28-8,00, sinalizando a presenc¢a de hidrogénios ligados a
carbonos insaturados. Foram observados sinais relacionados a hidrogénios ligados a anel
aromatico em posicionamento orto em ou 7,98 (1H; d; J = 8,9 Hz), ou 7,63 (2H; d; J = 8,8
Hz) e ou 6,85 (2H; d; J = 8,6 Hz). Adicionalmente, o sinal em on 6,42 (1H; dd; J= 8,9 ¢ 2,3
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Hz) indicou a presenca de hidrogénio em posigdes orto e meta. Ja o sinal em on 6,29 (1H; d; J
= 2,4 Hz) ¢ referente a hidrogénio em posicao meta. Além disso, o espectro apresentou dois
sinais, um em on 7,80 (1H; d; J = 15,4 Hz) e o outro em on 7,62 (1H; d; J = 15,4 Hz),
associados a hidrogénios ligados a carbonos de dupla ligagcdo em configuracdo trans, devido

ao valor da constante de acoplamento.

Figura 48 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDsOD) de BPC—7
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CD;OD, Figura 49, pag. 75) de BPC-7
apresentou 13 linhas espectrais, todas na regido de carbonos insaturados, onde ha quatro sinais
mais desprotegidos em dc 193,71, dc 167,67, éc 166,59 e 5c 161,74, relativos a carbonos sp?
oxigenados, sendo o sinal em Jc 193,71 referente a um carbono de carbonila. A comparagao
dos espectros de RMN 3C-BB e "*C-DEPT 135° (75 MHz, CDs;OD, Figura 50, pag. 75)
possibilitou diferenciar o padrao de hidrogenagao dos 4&tomos de carbono, sendo quatro sinais
relacionados a carbonos desidrogenados (C) e nove absorg¢des para carbonos metinicos (CH).
Os sinais em dc 131,98 e dc 117,09 foram atribuidos a dois atomos de carbonos cada, devido
as intensidades em comparagdo com os demais de mesmo padrdo de hidrogenacao,

totalizando 15 atomos de carbono (Tabela 8, pag. 80).
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Figura 49 — Espectro de RMN '3*C-BB (75 MHz, CD;0D) de BPC-7
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Figura 50 — Espectro de RMN '*C-DEPT 135° de BPC-7
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Fonte: o proprio autor.
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Através da analise dos dados espectroscopicos, propds-se a formula molecular
Ci15sH1204, com indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a dez, correspondente a um

provavel esqueleto basico de uma chalcona (Figura 51).

Figura 51 — Esqueleto basico de BPC-7

Fonte: o préprio autor.

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x *C-HSQC (Figura
52) propiciou a associagdo direta entre os sinais de hidrogénios aos seus respectivos atomos

de carbonos, conforme mostrado na Tabela 8 (pag. 80).

Figura 52 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HSQC de BPC—7
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Fonte: o proprio autor.
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Através da analise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear '*C x
'"H-HMBC de BPC-7 (Figura 53, pag. 78) foi possivel definir a localiza¢io das hidroxilas
nos anéis aromaticos. O hidrogénio em du 7,98 (H—6’) correlacionou a trés ligagdes (*Jcm)

com os carbonos em dc 167,67 (C—4’) e oc 193,71 (C-9) fixando ey —>
assim, a posi¢ao desse hidrogénio. J& o hidrogénio em dn 6,42 (H— 16.42 Ton
5”) correlaciona a 3Jcu com o carbono em dc 114,87 (C—1°). Por  mo

7,98
sua vez, o hidrogénio em du 6,29 (H-3") mostrou correlacdo a >Jeu 167’67 W>E

com o carbono em dc 114,87 (C—1"). Dessa forma, foi possivel oo 193,71

definir as posi¢des das hidroxilas nos carbonos C-2’ ¢ C—4’. OH ©

As correlagdes dos hidrogénios no outro anel aromatico confirmaram a posi¢do da
hidroxila, pois ja era evidenciada pela forma como os sinais de
hidrogénios apareceram no espectro de RMN 'H, no qual, foram
observados dois dupletos integrados para dois atomos de
hidrogénio cada, totalizando quatro hidrogénios, indicando que o

anel aromatico seria para substituido. Os hidrogénios em Ju 6,85

(H-3/5) correlacionaram a trés ligagdes (°Jcn) e duas ligagdes

(3Jcu) com os carbonos em d¢c 128,02 (C-1) e dc 161,74 (C—4),

O

respectivamente. Adicionalmente, os hidrogénios em Ju 7,63 (H—2/6) mostraram correlagdes
a Jcu com os carbonos em ¢ 161,74 (C—4) e dc 145,81 (C-7), confirmando a posi¢io desses
hidrogénios.

O espectro mostrou também as correlagdes dos hidrogénios ligados aos carbonos
de dupla ligagdo, onde o hidrogénio em on 7,80 (H-7) correlaciona a trés

ligagdes com os carbonos em oc 131,98 (C-2°/6), oc 193,71 (C-9) ea 78

duas ligagdes com o carbono em dc 118,53 (C-8). Enquanto o hidrogénio
em Jy 7,62 (H-8) correlaciona a *Jcn com o carbono em dc 128,02 (C—1) 193,71
e a 2Jcu com os carbonos em dc 193,71 (C-9) e Jc 145,81 (C-7), ©

confirmando a posi¢ao desses hidrogénios.
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Figura 53 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x *C-HMBC de BPC—7
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Fonte: o proprio autor.

O espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY (Figura 54,
pag. 79) de BPC-7 exibiu as correlagdes dos hidrogénios em

6,42H posicionamento orto entre H-5" (dn 6,42) e H-6’

HO H,oe (0H 7,98), bem como entre os hidrogénios H-
2’/6> (ou 7,63) e H-3/5" (dn 6,85). Além disso,
f mostrou a correlacdo entre os hidrogénios H-7

OH

(on 7,80) e H-8 (on 7,62). Dessa forma, as

correlagdes confirmaram os sistemas propostos.
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Figura 54 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x '"H-COSY de BPC—7
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Fonte: o proprio autor.

Através dos dados espectroscopicos apresentados e a posterior comparagdo com
dados registrados na literatura (KHAMSAN et al., 2012, Tabela 8, pag. 80) foi possivel
identificar BPC-7 como um flavonoide pertencente a classe das chalconas denominado
2’4’ 4-triidroxichalcona, conhecido como isoliquiritigenina (Figura 55, pag. 80). Essa
chalcona j4 foi isolada de algumas espécies de Bauhinia tais como B. manca (ACHENBACH,
1988), B. sirindhorniae (ATHIKOMKULCHAI; SRIUBOLMAS; RUANGRUNGSI, 2005) e
B. glauca subsp. pernevosa (WU et al., 2009) e esta sendo relatada pela primeira vez na
espécie B. pentandra. Vale ressaltar que essa substancia apresenta diversas atividades
bioldgicas, tais como antitumoral, antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatoria,

hepatoprotetora (ZHANG et al., 2018a) e antidiabética (GAUR et al., 2014).



Figura 55 — Estrutura da isoliquiritigenina

Fonte: o proprio autor.
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Tabela 8 — Dados espectroscopicos de BPC-7 comparados com os dados descritos na
literatura (KHAMSAN et al., 2012) para a 2°,4’ 4—triidroxichalcona (isoliquiritigenina)

BPC-7 (CD30D) HMBC Literatura (CD30OD)
oc on *Jen SJcn dc o
(ppm) (ppm, multip., J (ppm) (ppm, multip., J
Hz) Hz)
C
1 128,02 - H-3/5; H-8  127.,8 -
4 161,74 - H-3/5 H-2/6 161,8 -
9 193,71 - H-8 H-7;H-6> 192,7 -
r 114,87 - H-3’; H-5>  113,6 -
2’ 166,59 - 167,8 -
4 167,67 - H-6 169,7 -
CH
2 131,98 7,63 (d; 8,8) H-7 131,7 7,59 (d; 8,6)
3 117,09 6,85 (d; 8,6) 117,0 6,83 (d; 8,6)
5 117,09 6,85 (d; 8,6) 117,0 6,83 (d; 8,6)
6 131,98 7,63 (d; 8,8) H-7 131,7 7,59 (d; 8,6)
7 145,81 7,80 (d; 15,4) H-8 H-2/6 145,0 7,74 (d; 15,4)
8 118,53 7,62 (d; 15,4) H-7 118,5 7,58 (d; 15,4)
3 103,98 6,29 (d; 2,4) 104,4 6,20 (d; 2,4)
5 109,32 6,42 (dd; 8,9; 2,3) 110,8 6,35 (dd; 9,0; 2,4)
6’ 133,53 7,98 (d; 8,9) 133,2 7,90 (d; 9,0)
2’-OH - - - -
4’-OH - - - -
4-OH - - - -

Fonte: o proprio autor.
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5.1.8 Determinacdo estrutural de BPC-8

A metodologia descrita no item 6.4.1.13 (pag. 123) resultou no isolamento de um
solido amorfo de coloracdo amarela (14,5 mg), solivel em metanol, com ponto de fusdo na
faixa de 180—181 °C, literatura: p.f. = 217,0 °C (IINUMA et al., 1991), que foi designado de
BPC-S8.

O espectro de absorcao na regido do infravermelho (IV) de BPC-8 (Figura 56)
exibiu uma banda centrada em 3336 cm™! caracteristica de deformagcdo axial de ligacio O-H.
Adicionalmente, o espectro revelou uma banda em 1682 cm™! atribuida a deformagéo axial de
ligacdo C=0, além de quatro bandas de absor¢do relacionadas a deformacao axial de ligagao
C=C de anel aromético em 1635, 1605, 1512 e 1451 cm™. O espectro também apresentou
duas bandas inferidas a deformacdo axial de ligagio C—O em 1210 cm! e 1156 cm

(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

Figura 56 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho (KBr) de BPC-8
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDsOD, Figura 57, pag. 82) de BPC-8, em
comparagdo com BPC—6 (Figura 44, pag. 70), permitiu observar a presen¢a de um simpleto

em on 5,95 com integragdo para um hidrogénio, indicando que houve a auséncia de um
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hidrogénio com relagdo a estrutura de BPC—6. Essa hipotese também foi confirmada pelo
aparecimento de um sinal em Ju 1,95 (3H; s) no espectro de hidrogénio de BPC-8,
confirmando a presenga de grupo metila ligado ao anel aromatico. O espectro também
mostrou dois dupletos relacionados a hidrogénios de anel aromatico orfo posicionados em um
sistema para substituido em ou 7,31 (2H; d; J = 8,5 Hz) e du 6,82 (2H; d; J = 8,5 Hz). Vale
ressaltar que esses sinais foram confirmados por meio dos deslocamentos quimicos,
integragdes e constantes de acoplamento. Adicionalmente, foram observados os sinais em Jon
3,10 (1H; dd; J=17,1 ¢ 12,9 Hz) e ou 2,69 (1H; J= 17,1 e 3,0 Hz) relacionados a hidrogénios
ligados a carbono metilénico. Por fim, o espectro exibiu dois sinais, sendo um em Ju 5,95
(1H; s) e o outro em Ju 5,31 (1H; dd; J= 13,0 e 3,1 Hz), atribuidos a hidrogénio ligado a anel
aromatico pentassubstituido e a carbono oxigenado, respectivamente (SILVERSTEIN;

WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

T

Figura 57 — Espectro de RMN (300 MHz, CD;0D) de BPC-8
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN *C-BB (75 MHz, CD;0D, Figura 58, pag. 83) de BPC-8
apresentou 14 linhas espectrais. Os espectros de RMN *C-BB de BPC-8 e de BPC—6
(Figura 45, pag. 71) mostraram-se semelhantes, tendo como diferenga a presenga de um sinal

em Jc 7,09, correspondente a carbono metilico. O espectro de BPC—-8 exibiu cinco sinais mais
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desprotegidos em oJc 198,01, dc 166,30, oc 162,74, oc 162,55 e dc 159,13 associados a
carbonos oxigenados e dentre esses, um sinal para carbono de carbonila em Jc 198,01. Vale
destacar que os sinais em odc 129,15 e oc 116,45 foram atribuidos a dois atomos de carbono
cada, devido as suas intensidades. Além disso, o espectro mostrou sinais relativos a carbonos
oximetinico e metilénico em dc 80,59 e dc 44,32, respectivamente. Através da comparacao
dos dados espectroscopicos de BPC-8 ¢ BPC-6, bem como dados descritos na literatura, foi

possivel construir a Tabela 9 (pag. 87).

®)
o

e RMN '3C—BB (75 MHz, CD;0D) de BPC-8

Figura 58 — Espectr
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Fonte: o proprio autor.

A partir da andlise dos dados espectroscopicos de BPC-8 foi proposta a féormula
molecular Ci6H140s, cujo indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) ¢ igual a dez. Vale
salientar a presenga de sinais em dc 198,01 (C—4), oc 80,59 (C-2) e dc 44,32 (C-3) associados
a carbonos carbonilico, oximetinico e metilénico, respectivamente. Portanto, esses sinais
podem ser um indicativo de um possivel esqueleto basico de uma flavanona, conforme citado
anteriormente (Figura 38, pag. 63).

O espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HSQC (Figura 59,
pag. 84) possibilitou a associacdo direta entre todos os sinais de hidrogénios aos seus

respectivos atomos de carbonos, conforme mostrado na Tabela 9 (pag. 87).
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Figura 59 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HSQC de BPC-8
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Fonte: o proprio autor.

As posicdes dos substituintes no anel A de BPC-8 foram definidas através da
andlise de seu espectro bidimensional de correlacdo heteronuclear

BC x 'TH-HMBC (Figura 60, pag. 85). Verificou-se as correlagdes 0

ey —>

a duas ligagdes (2Jcn) entre os hidrogénios em du 1,95 (H3C-6) e o
carbono em dc 105,45 (C-6), além de correlagdes a trés ligagdes

(*Jcn) com os carbonos em d¢c 162,74 (C-5) e dc 166,30 (C-7),

fixando assim, a posi¢do da metila entre as duas hidroxilas. O
espectro também mostrou as correlagdes a duas ligacdes do hidrogénio em ou 5,95 (H-8) com
os carbonos em Jc 166,30 (C-7) e dc 162,55 (C—8a).
Adicionalmente, foram observadas as correlacdes
relacionadas aos hidrogénios dos anéis B e C. Os hidrogénios
em oy 3,10 (H-3) e ou 2,69 (H-3) correlacionaram a duas
ligagdes com o carbono em oc 193,70 (C—4). O espectro

apresentou correlagcdes que definiram a posi¢do da hidroxila no

anel C, sendo elas a *Jcu dos hidrogénios em 5,31 (H-2) com os
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carbonos em dc 129,15 (C-2°/6), a *Jcn dos hidrogénios em dn 7,31 (H-2°/6") com o carbono
em dc 80,59 (C-2) e a 2Jcu dos hidrogénios em dn 6,82 (H-3/5") com o carbono em dc
159,13 (C—4’).

Figura 60 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x *C-HMBC de BPC—8
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Fonte: o proprio autor.

O espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY (Figura 61,
pag. 86) de BPC-8 exibiu correlagdes entre os hidrogénios em He,82
ou 5,31 (H-2) e ou 3,10 (H-3), além de correlacdes entre os
hidrogénios em ou 3,10 (H-3) e ou 2,69 (H-3). Adicionalmente,
foram observadas correlagdes entre os hidrogénios em posi¢oes

orto em ou 7,31 (H-2°/6) e Jou 6,82 (H-3"/5’), confirmando os

sistemas propostos.
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Figura 61 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY de BPC-8
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Fonte: o proprio autor.

A definicdo da estereoquimica relativa do carbono C-2 foi definida do mesmo
modo que em BPC-S5 e esta descrita no item 5.7.5 (pag. 60).

Através dos dados espectroscopicos obtidos e posterior comparacao com dados
descritos na literatura (NOBAKHT et al., 2014) (Tabela 9, pag. 87) foi possivel identificar
BPC-8 como o flavonoide da classe das flavanonas denominado 6-metil-5,7,4’-
triidroxiflavanona (Figura 62, pag. 87), trivialmente conhecido como poriol. Na literatura foi
encontrado apenas registro da atividade antifungica desse composto frente a Poria weirii

(WALLIS; REYNOLDS, 1965) e esta sendo descrito pela primeira vez no género Bauhinia.
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Figura 62 — Estrutura do poriol

Fonte: o proprio autor.

Tabela 9 — Dados espectroscopicos de BPC-8 comparados com os dados descritos na
literatura (NOBAKHT et al., 2014) para a 6-metil-5,7,4’-triidroxiflavanona (poriol)

BPC-8 (CD30D) HMBC Literatura (DMSO)
oc on *Jcu 3Jen dc o
(ppm) (ppm, multip., J (ppm) | (ppm, multip., J
Hz) Hz)
C
4 198,01 - H-3 194,3 -
4a 103,96 - H-8 100,6 -
5 162,74 - H;C-6  160,4 -
6 105,45 - H;C-6 103,3 -
7 166,30 - H-8 H;C-6  168,8 -
8a 162,55 - H-8 160,2 -
N 131,40 - 129,2 -
4 159,13 - H-3’/5> H-2’/6 157,5 -
CH
2 80,59  5,31(dd; 13,0; 3,1) H-3 H-2’/6> 77,9 5,32 (dd; 12.,4; 2,8)
8 95,40 5,95 (s) 94,9 5,82 (s)
2 129,15 7,31 (d; 8,5) H-2 128,0 7,29 (d; 8,3)
3 116,45 6,82 (d; 8,5) 115,0 6,77 (d; 8,3)
5 116,45 6,82 (d; 8,5) 115,0 6,77 (d; 8,3)
6’ 129,15 7,31 (d; 8,5) H-2 128,0 7,29 (d; 8,3)
CH:
3,10 (dd; 17,1; 12,9 A 3,12 (dd; 17,0;
3 44,32 42,0 12,4)
2,69 (dd; 17,1; 3,0) B 2,60 (dd; 17,0;
2,8)
CH3
H3C-6 7,09 1,95 (s) 7,1 1,83 (s)
5-OH - - - -
7-OH - - - -
4’-OH - - - -

Fonte: o préprio autor.



88

5.1.9 Determinacdo estrutural de BPC-9

Através do procedimento relatado no item 6.4.1.17 (pag. 127) obteve-se um sélido
amorfo avermelhado (95,5 mg), soluvel em metanol, com ponto de fusdo na faixa de 191-192
°C, literatura: p.f.=208-209 °C (SURESH et al., 2012), que foi designado de BPC-9.

O espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV) de BPC-9 (Figura 63)
mostrou uma banda centrada em 3325 cm™! correspondente a deformagio axial de ligagio O—
H, além de bandas de absorcdo em 1612, 1513 e 1448 cm' relacionadas a deformacio axial
de ligacdo C=C de anel aromatico. O espectro ainda exibiu duas bandas em 1160 cm™ e 1113
cm’! caracteristicas de deformacdo axial de ligagio C-O (SILVERSTEIN; WEBSTER;
KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2015).

Figura 63 — Espectro de absor¢do na regido do infravermelho (KBr) de BPC-9
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN 'H (300 MHz, CDs;OD, Figura 64, pag. 89) de BPC-9
apresentou sinais na regido entre Jou 6,28-6,87, confirmando a presenga de hidrogénios
ligados a carbonos de anel aromatico. Vale destacar os sinais em on 6,85 (1H; d; J=8,4 Hz) e
ou 6,76 (1H; d; J = 8,1 Hz) relacionados a hidrogénios orto posicionados, além de sinais em
ou 6,83 (1H; d; J= 1,5 Hz) e ou 6,29 (1H; d; J = 2,2 Hz) atribuidos a hidrogénios em posi¢ao
meta. Observaram-se também os sinais em on 6,71 (1H; dd; J = 8,3 e 1,6 Hz) e ou 6,34 (1H;
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dd; J= 8,2 e 2,3 Hz), que de acordo com as magnitudes das constantes de acoplamento, foram
atribuidos a hidrogénios em posi¢des orto e meta. Adicionalmente, o espectro mostrou um
dupleto em ou 4,65 (1H; d; J= 7,1 Hz) e um tripleto em dn 4,01 (m) assinalando a presenga de
hidrogénios ligados a carbonos oxigenados. Esse espectro revelou ainda dois dupletos que
indicaram a presenca de hidrogénios benzilicos em du 2,87 (1H; dd; J =15,7 ¢ 4,9 Hz) e du
2,68 (1H; dd; J=15,7 e 8,0 Hz) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al.,

2015).

Figura 64 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDsOD) de BPC—9
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Fonte: o proprio autor.

No espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CDs;OD, Figura 65, pag. 90) de BPC-9
foi possivel detectar a presenga de 14 linhas espectrais, sendo trés sinais mais desprotegidos
em dc 157,99, dc 156,27 e dc 146,37 associados a carbonos sp? oxigenados. Vale destacar que
dentre os sinais correspondentes a carbonos ndo hidrogenados, o sinal em Jc 146,37 foi
relacionado a dois atomos de carbono devido a sua intensidade. A andlise comparativa dos
espectros de RMN '3C-BB e *C-DEPT 135° (75 MHz, CD;OD, Figura 66, pag. 90)
possibilitou a identificagdo de seis carbonos nao hidrogenados (C), oito carbonos metinicos

(CH) e um carbono metilénico (CH»), conforme apresentado na Tabela 10 (pag. 95).
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Figura 65 — Espectro de RMN '3C-BB (75 MHz, CD;0D) de BPC—9
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Figura 66 — Espectro de RMN "°C-DEPT 135° de BPC—9
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A andlise dos dados espectroscopicos de BPC-9 permitiu sugerir a formula
molecular Ci5H140s, tendo indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a nove. A
caracterizacdo estrutural desse composto foi definida através de alguns sinais importantes que
permitiram identificar o composto como sendo um flavonoide do tipo flavan-3-ol, cujo
esqueleto basico estd apresentado na Figura 67. Vale destacar a presenca de dois sinais para
carbonos oximetinicos em dc 83,10 (C-2) e dc 68,94 (C-3), bem como um sinal para carbono

metilénico em dc 33,24 (C—4), além da auséncia de um sinal para carbono carbonilico.

Figura 67 — Esqueleto basico de um flavan-3-ol

Fonte: o proprio autor.

O espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x '*C-HSQC (Figura
68), possibilitou fazer a associagdo direta entre os hidrogénios e carbonos de BPC-9,

conforme mostrado na Tabela 10 (pag. 95).

Figura 68 — Espectro bidimensional de correlagio heteronuclear 'H x *C-HSQC de BPC—9
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O espectro bidimensional de correlagio heteronuclear *C x 'H-HMBC de BPC—

9 (Figura 69, pag. 93) possibilitou identificar as correlagdes que definiram as posi¢des dos

substituintes no esqueleto basico da flavan-3-ol. As

correlagdes dos hidrogénios do anel A, colaboraram para fixar

a posicdo da hidroxila. O hidrogénio em ou 6,29 (H-8)
correlacionou a duas ligagdes (3Jcu) com os carbonos em dc
157,99 (C-7) e oc 156,27 (C-9). Observou-se também
correlagdes a 2Jcu € a >Jeu do hidrogénio em Ju 6,34 (H-6)

com os carbonos em dc 157,99 (C-7) e oc 112,70 (C-10),

respectivamente. Adicionalmente, o hidrogénio em oJu 6,85 (H-5) correlacionou a trés
ligagdes com o carbono em dc 33,24 (C-10).

As posigoes das hidroxilas no anel B foram definidas por meio das correlagdes a
trés e a duas ligagdes do hidrogénio em dn 6,83 (H-2") com
os carbonos em dc 83,10 (C-2) e oc 146,37 (C-3’),
respectivamente; correlacdo a duas ligacdes do hidrogénio

em oy 6,76 (H-5") com o carbono em dJc 146,37 (C4’); ;

correlagdes a trés ligagdes dos hidrogénios em on 6,87 (H—
2’) e ou 6,71 (H-6’) com o carbono em oc 83,10 (C-2). LLLL
Além disso, o hidrogénio em én 4,65 (H-2) correlacionou-se a 2Jcn com o carbono em dc
132,37 (C-1").

No espectro, observaram-se também as correlagcdes no anel
central. Os hidrogénios em on 2,68 (H4) e ou 2,87 (HH4)
correlacionaram a duas ligacdes (2Jcu) com os carbonos em dc 68,94 (C—

3) e dc 112,70 (C-10). Adicionalmente, o hidrogénio em on 4,65 (H-2)

correlacionou a duas e trés ligacdes com os carbonos em dc 68,94 (C-3)

e oc 33,24 (C—4), respectivamente.
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Figura 69 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x *C-HMBC de BPC—9
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Fonte: o proprio autor.

O espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'TH-COSY (Figura 70,

pag. 94) de BPC-9 mostrou as correlagdes entre os
hidrogénios em oJu 4,65 (H-2) e ou 4,01 (H-3), além de
correlagdes do hidrogénio H-3 em oJu 4,01 com os
hidrogénios H-4 em ou 2,68 ¢ ou 2,87. Vale ressaltar
que os hidrogénios H4 (ou 2,68 e ou 2,87) se
corelacionaram. Outra correlagdo também foi observada

entre os hidrogénios orto posicionados em oy 6,85 (H-5)

OH

OH

e ou 6,34 (H-6). Essas correlagdes contribuiram para confirmar os sistemas propostos da

estrutura quimica de BPC-9.
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Figura 70 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY de BPC—9
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Fonte: o proprio autor.

A posicao trans-diaxial dos hidrogénios H-24 e H-3ux H
foi definida com base no valor da constante de acoplamento (J> 3= %2\ H,,
VIBH
10

7,1 Hz) caracteristica de configuragdo relativa 2,3—trans ligados o

9 H,
aos carbonos C-2 ¢ C-3 (2R,3S ou 28, 3R) (ZOCOLER et al., \Z—OH !
2009). Portanto, o grupo fenila (anel “B”), pode esta em posi¢ao H.
pseudoequatorial.

A andlise dos dados espectroscOpicos analisados e a posterior comparacdo com
dados registrados na literatura (COSTA et al., 2014; Tabela 10, pag. 95) permitiram
identificar BPC-9 como o flavonoide da classe das flavanas-3-ol, denominado 2-(3°,4’-
diidroxifenil)-cromano-3,7-diol, conhecido vulgarmente como (-)-fisetinidol (Figura 71, pag.
95). Vale ressaltar que essa substancia ja foi isolada anteriormente de algumas espécies do
género Bauhinia, tais como B. acuruana (GOIS et al., 2017), B. pulchella (CARVALHO,
2014), B. ungulata (SOUSA et al., 2016) e B. cheilantha (SILVA, 2018), no entanto, esta
sendo relatada pela primeira vez em B. pentandra. Estudos mostraram que o (-)-fisetinidol

apresenta atividade antioxidante (IMAI et al., 2008) e efeito antiperiodontal (PINTO, 2019).
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Figura 71 — Estrutura do (-)-fisetinidol
OH

Fonte: o proprio autor.

Tabela 10 — Dados espectroscopicos de BPC-9 comparados com os dados descritos na
literatura (COSTA et al., 2014) para o (-)-fisetinidol

BPC-9 (CD30D) HMBC Literatura (CD30D)
oc on 2Jcu 3Jcu oc on
(ppm) | (ppm, multip., J (ppm) | (ppm, multip., J Hz)
Hz)
C
7 157,99 ; H-5 157.9 ;
9 156,27 - H-8 156,2 -
10 112,70 - 2H-4 H-3;H-6; 112,5 -
H-8
I’ 132,37 - H-2 H-5 132,2 -
3’ 146,37 - H-2’ 146,3 -
4’ 146,37 - H-5> H-2’; H-6> 146,3 -
CH
2 83,10  4,65(d;7,1) H-2";2H- 83,0 4,63 (d;7,2)
4; H-6
3 68,94 4,01 (m) H-2; 68,8 3,99 (ddd; 7,8; 7,2;
2H-4 5,1)
5 13143 685(d; 8,4) 2H4 1313 6,85 (d; 8,1
6 109,59 6,34 (dd; 8,2; H-8 109,4 6,33 (dd; 8,1; 2,4)
2.3)
8 103,75 6,29 (d; 2,2) H-6 103,6 6,27 (d; 2,4)
2 11523 6,83(d; 1,5) H-2; H-6° 115, 6,81 (d: 2,1)
5’ 116,25 6,76 (d; 8,1) 116,1 6,75 (d; 8,1)
6’ 120,00 6,71 (dd; 8,3; H-2; H-2>  119,8 6,69 (dd; 8,1; 2,1)
1,6)
CH:
2,68 (dd; 15,7; 2,67 (dd; 15,9; 7.8;
4 33,24 8.,0; Ha) H-2;H-5 33,1 Ha)
2,87 (dd; 15,7, 2,87 (dd; 15,9; 5,1;
4.9; Hb) Hb);
3-OH - - - -
7-OH - - - -
3’-OH - - - -
4’-OH - - - -

Fonte: o proprio autor. Ha: Hidrogénio na posi¢do axial; Hb: Hidrogénio na posi¢do equatorial
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5.1.10 Determinacdo estrutural de BPC-10

A metodologia descrita no item 6.4.1.19 (pag. 128) resultou no isolamento de um
solido amorfo de coloragcdo amarela (11,0 mg), solivel em metanol, com ponto de fusdo na
faixa de 251-252 °C, literatura: p.f. = 299-300 °C (SRINIVASAN et al., 2016), que foi
denominado de BPC-10.

A andlise do espectro na regido do infravermelho (IV) de BPC-10 (Figura 72)
permitiu verificar uma banda centrada em 3416 cm™ associada a deformacio axial de ligagdo
O-H, além de uma banda em 1630 cm! referente a deformacio axial de ligagdo C=0. Foram
observadas bandas em 1606 e 1476 cm™! relacionadas a deformacdo axial de ligagdo C=C de
anel aromatico. Vale ressaltar que as bandas de absorgdo em 1278, 1168 e 1118 cm™ sdo

atribuidas a deformacao axial de ligacdo C—O (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007;
PAVIA et al., 2015).

Figura 72 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (KBr) de BPC-10
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Fonte: o proprio autor.

No espectro de RMN 'H (300 MHz, CDsOD, Figura 73, pag. 97) de BPC-10 foi
possivel observar sinais na regido entre ou 6,89-7,99, revelando que a estrutura quimica desse

composto contém somente hidrogénios ligados a carbonos de anel aromatico. Os sinais em ou
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7,97 (1H; d; J = 8,8 Hz) e ou 7,66 (1H; d; J = 7,9 Hz) revelaram a presenca de hidrogénios
orto posicionados, que foram confirmados através dos valores de deslocamentos quimicos e
das constantes de acoplamento. Observou-se também o sinal em Ju 7,76 (1H; s), com
integragdio para um hidrogénio. A andlise do espectro de RMN 'H x 3C-HSQC revelou sinais
sobrepostos integrados para trés (3H) em du 6,90 que foram associados a hidrogénios ligados
a carbonos com deslocamentos quimicos diferentes. Vale ressaltar que ndo foi possivel

distinguir a multiplicidades desses hidrogénios.

Figura 73 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CD;0D) de BPC—10
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Fonte: o proprio autor.

O espectro de RMN 3C-BB (75 MHz, CDs;OD, Figura 74, pag. 98) de BPC-10
revelou 15 linhas espectrais, sendo todas na regido de carbonos com hibridizagdo sp’. Vale
destacar sete sinais mais desprotegido em oc 174,56, oc 164,34, oc 158,61, oc 148,77, oc
147,68, dc 146,34 e 6c 138,74 relacionados a carbonos sp? oxigenados. Vale salientar a
presenca de um sinal em dc 174,56 que foi associado a carbono carbonilico «,f-insaturado,
devido ao valor do deslocamento quimico que se encontra menor em relagdo a carbono de
carbonila nio conjugada. A analise comparativa dos espectros de RMN *C-BB e '3*C-DEPT
135° (75 MHz, CD3OD, Figura 75, pag. 98) permitiu determinar o padrdo de hidrogenacdo
dos atomos de carbono, identificando, desta forma, nove carbonos nao hidrogenados (C) e

seis carbonos metinicos (CH) (Tabela 11, pag. 102).
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Figura 74 — Espectro de RMN '3C-BB (75 MHz, CD;0D) de BPC-10
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Figura 75 — Espectro de RMN '3*C-DEPT 135° de BPC-10
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A analise dos dados espectroscopicos de BPC—10 possibilitou sugerir a formula

molecular CisH100¢, cujo indice de deficiéncia de hidrogénio (IDH) ¢é igual a onze,

compativel com o esqueleto basico de um flavonol (Figura 76).

Figura 76 — Esqueleto bésico de um flavonol

Fonte: o proprio autor.

A analise do espectro bidimensional de correlagdo heteronuclear 'H x *C-HSQC

(Figura 77) permitiu fazer a associagdo direta entre todos os sinais de hidrogénios aos seus

respectivos atomos de carbonos, conforme mostrado na Tabela 11 (pag. 102).

Figura 77 — Espectro bidimensional de correlacio heteronuclear 'H x *C-HSQC de BPC-10

~ ppm

-50

70

-80

~100

110

~120

~130

5.5 5.0 4.5 4.0

T
3.5 ppm

Fonte: o proprio autor.
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O espectro bidimensional de correlagio heteronuclear '*C x 'H-HMBC de BPC-

10 (Figura 78), mostrou correlagdes que possibilitaram definir as posi¢des dos substituintes no

esqueleto basico do flavonol. O hidrogénio em ou 6,90 (H-S8)

correlacionou a duas ligagdes (®%Jcn) com os carbonos em dc
164,34 (C-7) e dc 158,61 (C-9), e a trés ligagdes (*Jcn) com o
carbono em dc 115,58 (C-10). Adicionalmente, o hidrogénio em

dn 6,90 (H-6), correlacionou a *Jcu com o carbono em Jdc 115,58

(C-10). Além disso, o hidrogénio em don 7,97 (H-6) correlacionou
a 3Jcu com os carbonos em d¢ 174,56 (C—4) e dc 164,34 (C-7).
No anel B presente na estrutura do flavonol (Figura 76,
pag. 99), observou-se as correlagdes a duas e trés ligacdes do 6 K\ Wl o
hidrogénio em Ju 7,76 (H-2") com os carbonos em Jc 146,34 (C-3’) e 48,77
oc 148,77 (C-4’), respectivamente. Além disso, o hidrogénio em dn 7%‘ @
7,66 (H-6") correlacionou a duas ligagdes com o carbono em dc 116,14 i
(C-5’) e a trés ligagdes com os carbonos em dc 116,11 (C-2’) e oc

148,77 (C—4’), definindo desta forma a posicao das hidroxilas.

Figura 78 — Espectro bidimensional de correlagido heteronuclear 'H x *C-HMBC de BPC-10
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Fonte: o proprio autor.
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O espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY (Figura 79)
de BPC-10 exibiu as correlagdes que confirmaram os
sistemas existentes na estrutura proposta. Foram
observadas correlagdes entre os hidrogénios em Ju 7,97
(H-5) e 6,90 (H-6), além de correlagdes entre os
hidrogénios em ou 6,90 (H-5") e ou 7,66 (H-6’). Vale

ressaltar que essas correlagdes sdao relacionadas a

hidrogénios em posicao orto (aneis A e B), confirmando

0s sistemas existentes na estrutura proposta.

Figura 79 — Espectro bidimensional de correlagio homonuclear 'H x 'H-COSY de BPC-10
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Fonte: o proprio autor.

Através da analise dos dados espectroscopicos obtidos € a posterior comparagao
com dados descritos na literatura (COSTA et al., 2014; Tabela 11, pag. 102) foi possivel
identificar BPC-10 como o flavonoide da classe dos flavondis (3,7,3°,4’-tetraidroxiflavona)
denominado de fisetina (Figura 80, pag. 102). Esse composto ja foi isolado de B. glauca (XU
et al., 2015) e estd sendo relatado pela primeira vez na espécie B. pentandra. Vale ressaltar

que essa substancia apresenta diversas atividades tais como antifungica (COSTA et al., 2014),
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antiproliferativa (KLIMASZEWSKA-WISNIEWSKA et al., 2019) e atividade anticancer

(KLIMASZEWSKA-WISNIEWSKA e al., 2016).

Figura 80 — Estrutura da fisetina

Fonte: o proprio autor.

Tabela 11 — Dados espectroscopicos de BPC—-10 comparados com os dados descritos na
literatura (COSTA et al., 2014) para a 3,3’,4’,7-tetraidroxiflavona (fisetina)

BPC-10 (CD30D) HMBC Literatura (CD30D)
oc on Jcu 3Jcu oc it
(ppm) (ppm, multip., J (ppm) | (ppm, multip., J Hz)
Hz)
C
2 147,68 - 147,1 -
3 138,74 - 138,6 -
4 174,56 - H-5 173,4 -
7 164,34 - H-8 H-5 164,0 -
9 158,61 - H-8 H-5 158,5 -
10 115,58 - H-6 115,4 -
I 124,52 - H-5° 124,2 -
3 146,34 - H-2’ H-5° 147,1 -
4 148,77 - H-5° H-2’/6> 147,1 -
CH
5 127,63 7,97 (d; 8,8) 127,6 7,98 (d; 8,7)
6 116,39 6,90* H-8 116,0 6,92 (dd; 8,7; 2,1)
8 103,12 6,90* H-6 103,0 6,91 (d; 2,1)
2 116,11 7,76 (s) H-6’ 115,9 7.76 (d; 2,1)
5’ 116,14 6,90* H-6’ 116,0 6,88 (d; 8,1)
6’ 121,80 7,66 (d; 7,9) 121,6 7,66 (dd; 8,1; 2,1)
3-OH - - - -
7-OH - - - -
3’-OH - - - -
4’-OH - - - -

Fonte: o proprio autor.
* Multiplicidade nao definida.
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5.2 Atividades bioldgicas

-----

Compostos fenolicos apresentam atividade inibitéria da acetilcolinesterase (XIE et
al. 2014; CAKMAK; GULCIN, 2019; POSRI et al., 2019), e neste contexto, o extrato
etanolico do caule de Bauhinia pentandra (EEBPC) e os compostos isolados bauhiniastatina
1 (BPC-2), bauhiniastatina 4 (BPC-3), 7,4'-diidroxiflavana (BPC—4), (25)-liquiritigenina
(BPC-5), (25)-naringenina (BPC—6), isoliquiritigenina (BPC-7) e fisetina (BPC-10) foram
avaliadas como potenciais inibidores da acetilcolinesterase pelo método de Ellman
modificado (ELLMAN et al., 1961; RHEE et al., 2001) e os resultados sdo mostrados na
Tabela 12.

Tabela 12 — Resultado referente a inibigdo da enzima acetilcolinesterase das
amostras testadas

Amostras Resultado Tamanho do “halo” (cm)
EEBPC* positivo 0,3
BPC-2** negativo -
BPC-3** positivo 0,7
BPC—4** positivo 0,9
BPC-5*%* positivo 0,7
BPC—-6** positivo 0,7
BPC-7** positivo 0,6
BPC-10%* positivo 0,7
Padrao eserina positivo 0,9
(1mg/mL)

Fonte: o proprio autor.
*Extrato etanolico dos caules de Bauhinia pentandra; **Compostos isolados.

Neste experimento ocorreu a formagao de um halo branco em torno das manchas
nas placas de cromatografia em camada delgada (CCD), sendo um indicativo para a inibigao
da acetilcolinesterase e, entre as amostras testadas, a 7,4'-diidroxifavavona (BPC—4) foi a
mais ativa, com didmetro de halo de inibicdo (0,9 cm) igual ao da eserina, um alcaloide
utilizado como padrao de referéncia (Tabela 12). Vale ressaltar que a bauhiniastatina 1 (BPC-
2) foi a Unica substancia inativa nesse teste. Por outro lado, o extrato etandlico (EEBPC)

apresentou atividade menor em relacdo aos compostos isolados (BPC-3), (BPC-5), (BPC-6),
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(BPC-7) e (BPC-10). Destaca-se que esse ¢ um resultado aceitdvel para um extrato bruto,
pois 0 mesmo ¢ constituido por uma variedade de compostos. Vale salientar que esse ¢ o
primeiro relato da atividade inibitéria da acetilcolinesterase do derivado oxipinico

bauhiniastatina 4 (BPC-3).

5.2.2 Avaliacio da atividade antibacteriana e modificadora da ac¢do antibiética do (-)-

fisetinidol sobre linhagens de bactérias Gram (+) e Gram (-)

5.2.2.1 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana do (-)-fisetinidol (BPC-9) foi avaliada através do
método de microdiluicdo. Nos ensaios foram utilizadas duas linhagens de bactérias Gram (+)
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus aureus (11999-B) e uma Gram (-)
Escherichia coli (ATCC 25922). Os valores da concentragdo inibitéria minima (CIM) estio

mostrados na Tabela 13.

Tabela 13 — Valores de concentracdo inibitdria minima (CIM) do (-)-fisetinidol (BPC—9)

(ng/mL)
Linhagens Efeito
CIM CBM
Staphylococcus aureus (SA1199-B) >1024 - Inativo
Staphylococcus aureus (ATCC >1024 - Inativo
25923)
Escherichia coli (ATCC 25922) >1024 - Inativo

Fonte: o proprio autor.

Os resultados revelam que (-)-fisetinidol (BPC-9) ndo apresentou atividade
antibacteriana contra cepas testadas em concentragdes menores que 1024 pg/mL. De acordo
com a literatura compostos isolados sdo consideradas bons agentes antimicrobianos quando

apresentam valores de CIM < 10 pg/mL (RIOS; RECIO, 2005).

5.2.2.2 Avaliagdo da atividade modificadora da agdo antibiodtica

A Figura 81 (pag. 105) apresenta os valores de CIM do norfloxacino, farmaco

utilizado como controle positivo, e do antibidtico em associacdo com (-)-fisetinidol (BPC-9)
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em concentragdo sub-inibitdria, onde nao foi possivel observar efeito nem sinérgico tdo pouco
antagonico da associagdo com (-)-fisetinidol (BPC—9) na concentracdo de CIM 1/8. Porém ¢
possivel observar sinergismo da associagdo Nor + (-)-fisetinidol na concentragao de CIM 1/4,
caindo em 2 vezes para 32 pg/mL. Quando comparado com os dados do Nor + fisetinidol Y4
com a clorpromazina (CPZ), que ¢ um inibidor classico, foi possivel observar significancia,

sendo isso um indicativo que estd havendo reversdo da resisténcia bacteriana.

Figura 81 — Efeito da atividade modificadora de antibidticos do
(-)-fisetinidol (BPC-9) contra S. aureus (1199-B) utilizando o
norfloxacino como controle positivo

ns

o

Meadia Geometrica da CIM (uz'mL)

Nor Nor Mor Nor MNor
Controle + + * *

Fisetinidol Fisetinidol Ccp7 CcpZ

18 14 1/8 14

Fonte: o proprio autor.

Os dados foram analisados usando o teste ANOVA a dois fatores, média
geométrica de triplicatas com um centro determinado e o desvio padrdo. Foi realizado um
teste post-hoc de Bonferroni (onde p <0,05; p <0,0001 foram considerados significativos e p>
0,05 nao significantes) NS. A mesma analise foi realizada para a inibi¢do de efluxo do item

5.2.2.3.

5.2.2.3 Inibi¢do de efluxo pela redugdo da CIM do brometo de etideo (EtBr)

A redugdo do CIM do EtBr ¢ utilizada como um possivel marcador da reversdo da
resisténcia bacteriana. Os resultados de inibicdo do efluxo ativo contra a cepa S. aureus
(1199-B) demonstraram que houve redugdo significativa da CIM da associacao EtBr + (-)-
fisetinidol % em 2 vezes, quando comparado com o CIM do inibidor CPZ + EtBr (Figura 82,
pag. 106).
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Figura 82 — Efeito da atividade modificadora de antibioticos do
(-)-fisetinidol (BPC-9) contra S. aureus (1199-B) utilizando
brometo de etidio (EtBr) como marcador
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Média Geométrica da CIM (ng/mL)

\\\‘ -
s
EtBr EtBr EtBr EtBr EtBr
Controle + + ¥ +
Fisetinidol Fizetimidol CP? CPZ7
18 14 18 14

Fonte: o proprio autor.

A estrutura da membrana bacteriana apresenta caracteristicas hidrofobicas, que
possivelmente, impedem a a¢ao do composto sozinho, ¢ observando-se que o (-)-fisetinidol
(BPC-9), cuja representagdo estrutural estd mostrada abaixo, apresenta quatro hidroxilas em
sua estrutura quimica, o que pode contribuir para dificultar sua interagdo com a membrana,

impossibilitando, dessa forma, sua entrada no interior da bactéria.

(BPC-9)

A cepa de S. aureus (1199-B) confere resisténcia as fluoroquinolonas hidrofilicas
pelo mecanismo de efluxo pela proteina Nor A. O substratro EtBr ¢ um composto que confere
mecanismo de resisténcia bacteriana por extrusdao bombeado por efluxo. O efeito reversor da
resisténcia bacteriana pode ser observado quando existe uma inibi¢do desta resisténcia, iSso
pode acontecer pela inibicao do gene nor A, que € o responsavel pela expressao da bomba de

efluxo pela inibi¢do da fonte de energia (proton motiva), no qual, a bomba Nor A se utiliza
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para que venha desempenhar sua atividade ou pela inibi¢do direta entre um composto e a
bomba (TINTINO, 2018; COSTA, et al., 2016).

O farmaco antipsicotico clorpromazina (CPZ) destaca-se por possuir uma ampla
faixa de atividade antibacteriana, a qual cobre desde patdogenos Gram-positivos e Gram-
negativos. Esse farmaco atua inibindo proteinas transmembranares ou bomba de efluxo
presente em microrganismos resistentes como na cepa S. aureus (1199-B) (LIMA; RAMOS-
ALVES; SOARES, 2019).

A agao do efeito reversor da resisténcia bacteriana observada entre associacao do
composto fisetinidol 4 + Nor ou EtBr se da levando em consideracdo as quatro possiblidades
citadas anteriormente. Porem uma delas chama atencdo devido ao fato da bomba de efluxo
Nor A utilizar forca proton motiva, e o composto apresentar varias hidroxilas, o que
possivelmente facilitaria redugdo desses protons disponiveis.

Uma inibi¢do direta com a proteina Nor A ndo seria uma alternativa mais
adequada, visto que a proteina apresenta maiores afinidades por compostos que venham a ter
grupos lipofilicos. Estudos comparativos utilizando vérios flavonoides com adicdo de
metoxilas, mostrou que o flavonoide com maior quantidade destas em suas ramificagdes
apresentou melhor efeito inibitério reduzindo a concentragdo inibitéria minima em 16 vezes

(SILVA, 2015; MAIA et al., 2011).
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Material vegetal

O caule de B. pentandra foi coletado na comunidade dos Tabebas, no municipio
de Caucaia, Ceara. A coleta foi realizada no dia 17 de marg¢o de 2016, no periodo da manha,
sob as coordenadas geograficas 3° 41’ 16°°S 38° 42° 43>’ O, que foram registradas com o
Sistema de Processamento Global (GPS) presente no celular modelo Iphone 5S. Uma exsicata
de B. pentandra encontra-se depositada no Herbario Prisco Bezerra da Universidade Federal
do Cear4, sob o nlimero de registro 59159. A identifica¢do botanica foi realizada pelo servidor

Luiz Wilson Lima-Verde em 23 de margo de 2016.

6.2 Métodos analiticos

6.2.1 Métodos cromatogrdficos

6.2.1.1 Cromatografia de adsor¢do em coluna (CC)

Nas cromatografias de adsor¢cao em coluna (CC) utilizou-se gel de silica 60 (®
0,063-0,200 mm) e gel de silica (® 0,035-0,070 mm) para cromatografia do tipo flash, ambas
das marcas Vetec® e Macherey—Nagel® e para a cromatografia de exclusio molecular
utilizou-se Sephadex LH-20 da marca Pharmacia®. Nas cromatografias de adsorgdo em
coluna sob média pressao (flash) utilizou-se um sistema adaptado com bomba compressora do
fabricante NS Industria de Aparelhos Médicos Ltda. Os comprimentos e didmetro das colunas
variaram de acordo com as quantidades de amostras a serem cromatografadas e adsorventes
utilizados.

Foram utilizados solventes de qualidade PA tais como hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol das marcas Synth®, Neon® e Dinamica®. A remogio dos solventes
de extratos e das fragdes resultantes das cromatografias foi realizada em evaporador rotatdrio

BUCHI Rotavapor Waterbath modelo B-480 e R-114, sob pressio reduzida.
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6.2.1.2 Cromatografia de adsor¢do em camada delgada (CCD)

As analises cromatograficas em camada delgada foram realizadas em gel de silica
G60 da Vetec® sobre suporte de vidro e em gel de silica 60 Fas4 sobre aluminio da Silicycl®.

As revelacdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas por
exposicdo das mesmas a irradiacdo ultravioleta (UV) em dois comprimentos de onda (254 e
365 nm), emitidos por lampada modelo VL-4.LC da Vilber Lourmat, seguida de imersao em
solucao de vanilina (CsHgO3) (5g de vanilina/100mL de etanol + 4,5mL de acido perclorico
(HC104) 0,75M/95,5mL de agua destilada) e por fim, aquecimento em chapa aquecedora da

Fisatom Modelo 752A por aproximadamente 60 °C durante alguns segundos.

6.2.1.3 Extragdo em fase solida (EF'S)

A extracdo em fase sélida (EFS) foi realizada em cartucho de fase reversa (Strata
C18-E, 20g/60,0 mL, 55 pm, 70 A) da Phenomenex®. A utilizagdo do cartucho foi precedida
por ativagio do adsorvente com MeOH grau CLAE da Tedia®, seguida de H,O Milli-Q,
utilizando aliquotas equivalentes a trés vezes o volume do cartucho (CUTIGNANO et al.,

2015).

6.2.1.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises por CLAE foram realizadas em aparelho da marca SHIMADZU,
modelo UFLC (Ultra Fast Liquid Chromatograph), equipado com detector UV—Vis com
arranjo de diodo (SPD-M20A) e um sistema de bomba ternario. Utilizou-se coluna de fase
reversa, preenchidas com C—18 da marca Phenomenex® com as seguintes especificagdes: (2,5
x 250 nm, 5 um) analitica e (4,6 x 250 nm, 5 pm) semi-preparativa, sendo mantidas em forno
ternario a 35 °C. As amostras foram eluidas com &agua levemente acidificada com &acido
trifluoracético (TFA) a 0,1%, acetonitrila e metanol.

Os solventes empregados apresentavam grau de pureza CLAE (MeOH, ACN da
Tedia® e H,O-Milli-Q, levemente acidificada com TFA), os quais, foram adequadamente
filtrados através de membranas de nylon com poros de 0,45 um (Millipore). As amostras
foram dissolvidas nas fases moveis empregadas em cada analise ou em mistura com THF e
posteriormente filtradas em membranas de PTFE (politetrafluoretileno) com poros de 0,45 pm

(Whatman®).
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6.2.2 Métodos fisicos de andlise

6.2.2.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (IV)

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

foi feito no programa OriginPro 8.

6.2.2.2 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de
carbono-13 (RMN !3C), uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro da marca
Bruker®, modelo Avance DPX-300 pertencente ao Centro Nordestino de Aplicagdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceard,
operando na frequéncia de 300 MHz para hidrogénio, e de 75 MHz para carbono-13.

Os solventes utilizados na dissolucao das amostras foram cloroférmio (CDCIl3) e
metanol (CD30D) deuterados. Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em partes por
milhdo (ppm) e referenciados nos espectros de RMN 'H pelos sinais dos hidrogénios das
moléculas residuais ndo deuteradas em Jy 7,27 e ou 3,31, para cloroférmio e metanol,
respectivamente. J4 nos espectros de carbono-13, os deslocamentos quimicos (J) foram
referenciados pelos sinais de carbono-13 em oc 77,23 e doc 49,15 para os solventes ja citados
acima, respectivamente.

A multiplicidade das absor¢des foi indicada como simpleto (s); dupleto (d);
dupleto de dupleto (dd), tripleto (t) e multipleto (m). O padrao de hidrogenacao dos carbonos
foi determinado através da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization
Transfer) com angulo de nutacdo de 135°, gerando sinais para CH e CH3 em oposi¢do no
plano ao CHa, onde os carbonos ndo hidrogenados foram caracterizados pela subtragdo dos
sinais observados no espectro BB (Broad Band) e também por APT (Attached Proton Test),

gerando sinais para C e CHz em oposic¢ao no plano ao CH e CHs.
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6.2.2.3 Ponto de fusdo

Os pontos de fusao das substancias isoladas foram determinados em equipamentos
de microdeterminagio digital da Metler Toledo® com placa aquecedora FP82HT e uma
central de processamento FP90. As determinagdes foram realizadas a uma velocidade de

aquecimento de 2 °C/min, ndo sendo corrigidas.

6.3 Ensaios de atividades bioldgicas

6.3.1 Ensaio para inibicdo da enzima acetilcolinesterase

Esse ensaio ¢ baseado no procedimento descrito por Ellman et al. (1961),
adaptado para CCD por Rhee et al. (2001). Os reagentes iodeto de acetilcolina (ATCI),
enzima acetilcolinesterase (AChE) e acido 5,5’—ditiobis—(2—nitrobenzoico) (DTNB) foram
adquiridos pela Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemanha). E um método rapido e sensivel para a
sele¢dao de amostras com agdo anticolinesterasica, podendo ser utilizado de forma qualitativa e
quantitativa, mas nesse trabalho foi utilizada somente a forma qualitativa. A metodologia
consistiu em retirar uma aliquota de Sul do extrato etandlico do caule de Bauhinia pentandra
(EEBPC) na concentragao de 10 mg/mL e 1mg/mL dos compostos puros (BPC-2 a BPC-7;
BPC-10) que foram aplicados em uma cromatoplaca (DC-Alufolien, Silicagel 60 F254, 0,2
mm Merck). Ap6s a completa evaporagdo do solvente, foi borrifado uma mistura (1:1) de
iodeto de acetilcolina (ATCI) Immol/L com o reagente de Ellman (acido 5,5’—ditiobis—(2—
nitrobenzoico) DTNB, 1 mmol/L), deixando em repouso por 3 minutos para a secagem da
placa. Em seguida foi borrifado a enzima acetilcolinesterase (4,5 U/mL). A atividade
anticolinesterasica do extrato e compostos puros foi detectada através do método
colorimétrico pela formagdao de um halo branco em torno dos spots onde foram aplicadas as
amostras. Como controle positivo, foi utilizada a solugdo do padrdo de sal eserina na

concentragdo de Img/mL.
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6.3.2 Atividade antibacteriana e o efeito modificador da ac¢do antibiética sobre linhagens de

bactérias Gram (+) e Gram (-)

6.3.2.1 Reagentes

O dimetilsulféxido (DMSO) foi o solvente usado para diluir o (-)-fisetinidol
(BPC-9), o antibidtico utilizado foi Norfloxacina e o substrato utilizado como marcador da

inibicao do efluxo foi o brometo de etidio (EtBr) todos na concentragado inicial de 256 pg/mL.

6.3.2.2 Cepas microbianas

Os microrganismos utilizados nos testes foram obtidos através do Laboratorio de
Pesquisa em Microbiologia (LPM) da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Foram utilizadas
linhagens de bactérias Gram (+) Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus
aureus (11999-B) resistente as fluoroquinolonas hidrofilicas e Gram (-) Escherichia coli

(ATCC 25922).

6.3.2.3 Preparo dos inoculos

As culturas bacterianas foram reativadas em BHI-3% apos o periodo de 24 h a 37
°C para crescimento. Posteriormente, foi realizado um arrasto de cada cultura microbiana e
diluido em tubos de ensaio contendo 3 mL de solug¢do salina 0,9% levados a turbidez da

solucdo até se igualar ao controle de McFarland 0,5%.

6.3.2.4 Substancias testes

Apos ter sido diluido 10 mg (10.000 pug) de (-)-fisitinidol (BPC-9) em 1 mL de

dimetilsulfoxido (DMSO) foi reduzido a uma concentragdo teste de 1024 ug/mL diluido em
agua destilada estéril (LEAL et al., 2019a).
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6.3.2.5 Concentragado inibitoria minima (CIM)

Foram preparadas triplicatas para cada bactéria contendo 900 pL. de BHI a 10% +
100 pL do indculo (correspondente a 10% da solucdo total) para o CIM. Em seguida foram
adicionados 100 pL contendo meio e indculo em cada pogo da placa, para posterior
microdilui¢do com 100 pL da substancia teste, variando nas concentragdes de 512 pg/mL no
primeiro pogo até 8 pg/mL no penultimo poco, onde o ultimo pogo ¢ dado como controle de
crescimento. As placas foram levadas a incubadora por 24 h a 37 °C. A confirmagao da CIM
bacteriana foi feita utilizando-se a adi¢do de 20 puL de resazurina em cada pogo e observagao

ocular ap6s 1 h (LEAL et al., 2019b).

6.3.2.6 Efeito modificador da a¢do antibiotica

Para verificar o efeito modificador dos antibidticos frente as cepas testadas, foi
utilizado a metodologia descrita em Salazar et al., (2018), sendo preparados eppendorf
contendo substancia teste em volume correspondente a concentragao sub-inibitoria (1/4; 1/8),
quantidade de BHI 10 % variavel de acordo com o volume da concentracdo sub-inibitéria e
150 uL da suspensdo bacteriana (correspondente a 10% da solucdao). Os controles foram
preparados em tubos eppendorf com 1,5 mL de solucao contendo 1350 pL de BHI (10 %) e
150 pL de suspensdao de microrganismos. Volumes de 100 pL desta solugdo em ordem
alfabética foram adicionados nos pogos de uma placa de microdilui¢do. Em seguida, foi feita
a microdiluigdo seriada com 100 pL de norfloxacino descartando no penultimo poco. As
placas foram incubadas a 37 °C por 24 h, depois adicionado 20 pL de resazurina para

determinagdo de células vidveis por coloracao.

6.3.2.7 Inibi¢do de bomba de efluxo por reducdao da CIM do brometo de etidio

Para esse teste foi realizado um ensaio no qual a norfloxacina foi substituida pelo
brometo de etidio (EtBr). Uma vez que o Unico mecanismo conhecido de resisténcia ao
brometo de etidio contra bactérias se da por expressao de bombas de efluxo, a ocorréncia de
acumulo desse substrato no interior da bactéria se da pelo efeito inibidor da resisténcia. Para
verificar o efeito de reducdo da CIM do brometo de etidio, foi utilizada a mesma metodologia
citada no item anterior. Como etapa inicial, foi preparado em eppendorfs o meio de

distribuicao do teste e do controle. No teste foram colocados 150 pL. do in6culo, mais uma
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aliquota do (-)-fisetinidol (BPC—9) em concentragdo sub-inibitéria (1/4; 1/8) completado o
volume do eppendorf até o volume de 1,5 mL com BHI. Para o controle foi colocado o
mesmo volume de in6culo do teste e completado o volume do eppendorf até 1,5 mL.

Em seguida foram transferidos para placas de microdilui¢do de 96 pogos, com
distribuicdo vertical, caracterizada pela adi¢do de 100 pL do contetido do eppendorf em cada
pogo. Apos essa etapa foi realizada a microdilui¢do do brometo de etidio, sendo 100 uL nesse
meio até a penultima cavidade (1:1). A solugdo de brometo de etidio utilizada nesse ensaio foi
a citada anteriormente. Na Uultima cavidade ndo foi adicionada por ser o controle de
crescimento. Apds 24 h foi realizada a leitura das placas por visualizagdo pela adigdo de 20
uL resazurina.

Todos os experimentos foram realizados em triplicatas. A redug¢do do CIM do
brometo de etideo ou de antibiotico especifico em cepas portadoras de bomba de efluxo ¢ um

indicativo de inibi¢cdo de bomba de efluxo (TINTINO et al., 2016).

6.3.2.8 Analise estatistica

Para analise estatistica foi utilizado o software Graphpad Prism, versdo 5.0. Os
dados obtidos foram verificados quanto a distribui¢cdo normal e analisados por ANOVA a dois
fatores (P <0,05; * P <0,1; **** P <0,0001), comparando os valores para cada concentragao
do (-)-fisetinidol (BPC-9), ponto a ponto, usando o teste post-hoc de Bonferroni. Os
resultados dos ensaios antibacterianos foram realizados em triplicata e expressos como média
geomeétrica. A andlise estatistica foi aplicada usando uma ANOVA de duas vias seguida pelo

teste post-hoc de Bonferroni.



115

6.4 Estudo dos constituintes fixos de Bauhinia pentandra

6.4.1 Obtencdo do extrato etandlico do caule de B. pentandra (EEBPC)

Os caules de B. pentandra secos a temperatura ambiente e triturados (5,45 Kg)
foram submetidos a extracdo a frio com etanol (3 x 10 L). Apo6s filtragdo e evaporagdo do
solvente sob pressdo reduzida, obteve-se 145,0 g (2,7%) de extrato etandlico do caule de B.

pentandra (EEBPC).

6.4.1.1 Fracionamento cromatogrdfico do EEBPC

Uma porcao do EEBPC (115,0 g) foi submetida a uma coluna filtrante (L = 17,5
cm e ¢= 10,0 cm), utilizando 350 g de gel de silica. No fracionamento cromatografico foram
utilizados hexano, diclorometano, acetato de etila, mistura de acetato de etila/metanol e
metanol. As fracdes obtidas tiveram seus solventes evaporados sob pressao reduzida em

evaporador rotatdrio, conforme mostrado na Tabela 14.

Tabela 14 — Fracoes resultantes do tratamento cromatografico do EECBP

FRACOES VOLUME (L) CODICO MASSA (g)
Hexano 1,0 FHBPC 0,01383
Diclorometano 1,6 FDBPC 0,4106
Acetato de Etila 8,0 FABPC 29.4
Acetato de Etila/Metanol 2,1 FAMBPC 63.6
Metanol 2,5 FMBPC 5,31
Total: massa (g) / rendimento (%) 98,73 / 68,1

Fonte: o proprio autor.

6.4.1.2 Tratamento cromatogrdfico da fragdo acetato de etila (FABPC)

Uma parte da fragdo acetato de etila (FABPC; 28,25 g) foi submetida a uma
coluna cromatografica (L = 8,5 cm e ¢= 6,0 cm), utilizando 102,24 g de gel de silica como
fase estaciondria e hexano, acetato de etila e metanol em ordem crescente de polaridade como

fase movel (Tabela 15, pag. 116).
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Tabela 15 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico da FABPC

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)

1-12 Hexano/Acetato de etila (90:10) 900
13-18 Hexano/Acetato de etila (70:30) 800
19-22 Hexano/Acetato de etila (50:50) 700
23-25 Acetato de etila 300
26 —27 Acetato de etila/Metanol (90:10) 600
28 Acetato de etila/Metanol (80:20) 200

29 Acetato de etila/Metanol (50:50) 200

30 Metanol 200

Fonte: o proprio autor.

Apods a andlise das fragdes por cromatografia em camada delgada (CCD) foi
possivel reunir aquelas que apresentaram o mesmo perfil cromatografico (Tabela 16). Na
fracdo 6, observou-se a formagao de um precipitado cristalino, que apos separagao forneceu a

fracdo 6’ (21,8 mg).

Tabela 16 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico da FABPC

FRACOES REUNIDAS MASSA (g)
1-3 0,581
4-5 1.029,0
6 0,783
6’ 0,0218
7-8 0,469
9-12 0,525
13-14 0,451
15-16 0,363
17-18 0,200
19 0,287
20 0,537
21 0,627
22 -23 1.386,0
24 -25 19,18
26 —27 1.253,0
28 -30 0,416
Total: massa (g) / rendimento (%) 28,08 /99,4

Fonte: o proprio autor.
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6.4.1.3 Tratamento cromatografico da fragcdo 6’ de FABPC e isolamento de BPC-1

A fragdo 6’ (21,8 mg) obtida do fracionamento de FABPC foi submetida a um
tratamento cromatografico em coluna sob média pressdo (¢= 1,5 cm e L = 26,0 cm),
utilizando 13,1 g de gel silica. O fracionamento foi realizado com elui¢do isocratica,
utilizando como eluente hexano/acetato de etila 15%, obtendo-se 49 fragdes. Apos andlise por
cromatografia em camada delgada (CCD), as fragdes que apresentaram perfis cromatograficos

semelhantes foram reunidas, conforme mostrado na Tabela 17.

Tabela 17 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (6°)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-13 1,0
14 -28 17,9
29 —49 1,6
Total: massa (mg) / rendimento (%) 20,5/94,0

Fonte: o proprio autor.

Na fragdo 14 — 28 (17,9 mg) precipitou um sélido branco cristalino, soluvel em
diclorometano, exibindo uma Unica mancha de coloragdo azul escura apos ser revelada em

CCD utilizando solugao de vanilina. Essa substancia foi denominada BPC-1.
6.4.1.4 Tratamento cromatogrdfico da fragdo 15 — 16 de FABPC

A fracdo 15 — 16 (363,0 mg) obtida do tratamento de FABPC foi submetida a um
fracionamento cromatografico em coluna sob média pressdo (¢= 2,0 cm e L = 22,0 cm),
utilizando 24,0 g de gel silica como fase estaciondria e hexano, acetato de etila e metanol

como eluentes, conforme mostrado na Tabela 18.

Tabela 18 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de FABPC (15 — 16)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-110 Hexano/Acetato de etila (75:25) 400
111-120 Hexano/Acetato de etila (50:50) 100
121 -225 Acetato de etila 100
126 -132 Metanol 100

Fonte: o proprio autor.
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Através da andlise por cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar o perfil das fragdes e posteriormente reuni-las, obtendo 9 fra¢des, conforme

informacgdes descritas na Tabela 19.

Tabela 19 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (15 —16)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-29 13,7
30-49 11,9
50-62 13,4
63 — 84 110,0
85-104 66,7
105-113 23,7
114 -117 38,0
118 —125 12,5
126 — 132 30,6
Total: massa (mg) / rendimento (%) 320,5/ 88,1

Fonte: o proprio autor.

6.4.1.5 Tratamento cromatogrdfico da fragdo 30 — 49 de FABPC (15 — 16) e isolamento de
BPC-2

A fragdo 30 — 49 (11,9 mg) obtida do fracionamento de FABPC (15 — 16) foi
submetida a um tratamento cromatografico em coluna (¢= 1,5 cm e L = 20,0 cm),
empregando como fase estacionaria gel silica (11,0 g) e como fase movel e de modo
1socratico foi utilizado diclorometano/metanol 2% (100 mL), obtendo-se 44 fragdes. Apds
analise das fracdes coletadas, foram reunidas aquelas que apresentaram o mesmo perfil

cromatografico, resultando em cinco fragdes, de acordo com a Tabela 20.

Tabela 20 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (30 — 49)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-2 1,4
13-26 5,0
27-31 1,2
32-35 2,5
36 —44 1,1
Total: massa (mg) / rendimento (%) 11,2/ 94,1

Fonte: o proprio autor.
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Em seguida, a fragdo 13 — 26 (5,0 mg)) foi submetida a um tratamento
cromatografico em coluna (L = 11,5 cm e ¢= 0,8 cm), utilizando 2,0 g de gel de silica e
empregando elui¢do isocratica com diclorometano (70 mL), resultando em 33 fracdes, que

posteriormente, foram analisadas por CCD e reunidas, obtendo 3 fragdes (Tabela 21).

Tabela 21 — Fragoes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (13 — 26)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-14 0,6
15-27 3,7
28 -33 0,4
Total: massa (mg) / rendimento (%) 4,7 /94,0

Fonte: o proprio autor.

A fragdo 15 — 27 (3,7 mg) precipitou como so6lido amorfo de cor preta e quando
solubilizada em metanol, apresentava uma coloracdo vermelha. Apos ser revelada em CCD,

utilizando solucdo de vanilina, exibiu uma mancha de cor vermelha clara ¢ foi denominada

BPC-2.

6.4.1.6 Tratamento cromatogrdfico da fragcdo 63 — 84 de FABPC (15— 16)

A fracdo 63 — 84 (110,0 mg) obtida de FABPC (15 — 16) foi submetida a
tratamento cromatografico em coluna (¢= 1,5 cm e L = 27,0 cm), empregando como fase fixa
14,0 g de gel silica e utilizando eluigdo isocratica com diclorometano/metanol 4% (100 mL),
obtendo 23 fragdes. Foi possivel a reunido destas fragdes apos analise em CCD, resultando em

4 fragdes como mostrado na Tabela 22.

Tabela 22 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (63 — 84)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-14 6,7
15-16 6,9
17-18 41,3
19-23 51,0
Total: massa (mg) / rendimento (%) 105,9 /96,3

Fonte: o préprio autor.
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6.4.1.7 Tratamento cromatografico da fracao 19 — 23 de FABPC (63 — 84)

A fragao 19 — 23 (51,0 mg) obtida de FABPC (63 — 84) foi submetida ao mesmo
sistema de elui¢ao usado no procedimento anterior. Foi utilizado como adsorvente 15,0 g de
silica gel em uma coluna (¢= 1,5 cm e L = 28,5 cm) e eluente isocratico, empregando de
diclorometano/metanol 4% (100 mL), resultando em 29 fragdes. Apds analise em CCD, as

fragdes foram reunidas, obtendo-se 4 fracoes (Tabela 23).

Tabela 23 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (19 — 23)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-15 0,3
16 — 18 8,2
19 -21 12,0
22-29 21,0
Total: massa (mg) / rendimento (%) 41,5/ 814

Fonte: o proprio autor.

6.4.1.8 Tratamento cromatogrdfico da fra¢do 22 — 29 de FABPC (19 — 23) e isolamento de
BPC-3

A fragdao 22 — 29 (21,0 mg) obtida de FABPC (19 - 23) foi solubilizada em
H>O/ACN (60:40) e filtrada e, quando analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em um sistema isocratico HoO/ACN (60:40), com fluxo de 1,00 mL/min e com
tempo de eluicdo de 20 minutos forneceu o cromatograma mostrado na Figura 83 (pag. 121).
Posteriormente, foram coletados dois picos com tempo de reten¢do entre 8,0 € 9,5 minutos,
utilizando uma coluna semipreparativa com fluxo de 4,00 mL/min. O composto referente ao
pico com tempo de retengdo (tr) 9,152 minutos precipitou na forma de um sélido amorfo
branco, exibindo uma mancha de cor vermelha apds ser revelada em CCD utilizando solugdo
de vanilina. O espectro na regido do UV—-Vis desta substincia também ¢ mostrado na Figura

83 (pag. 121), e a mesma foi denominada BPC-3 (11,5 mg).
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Figura 83 — Cromatograma referente ao isolamento de BPC-3

195 .
9,152 UV - Vis
218
280
: i i e e o st Bt R P T T Pt
min 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 nm

Fonte: o proprio autor.
UV- Vis: Ultravioleta Visivel (190 — 400 nm)

6.4.1.9 Tratamento cromatografico da fra¢ao 85 — 104 de FABPC (15— 16)

A fracdo 85 — 104 (66,7 mg) obtida a partir de FABPC (15 — 16) foi submetida a
fracionamento cromatografico em coluna (¢= 1,5 cm e L = 26,5 cm), utilizando 14,0 g de gel
silica como adsorvente e elui¢do isocratica com diclorometano/metanol 4% (100 mL),
resultando em 41 fragdes. Através da andlise destas em CCD, aquelas que apresentaram perfis

cromatograficos semelhantes foram reunidas, obtendo-se 6 fracdes como descrito na Tabela

24.

Tabela 24 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (85 — 104)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)

1-18 21,9

19-22 14,3

23 6,0

24 -30 20,0

31-40 2,2

41 0,9

Total: massa (mg) / rendimento (%) 65,3/97,9

Fonte: o proprio autor.

6.4.1.10 Tratamento cromatogradfico da fracao (24 — 30) de FABPC (85 — 104)

A fragdo 24 — 30 (20,0 mg) resultante do fracionamento de FABPC (85 — 104)
foi submetida a um tratamento cromatografico em coluna (¢= 1,2 cm e L = 20,0 cm),
utilizando Sephadex LH-20 como fase estacionaria e metanol como fase movel, obtendo 22

fragdes. Estas foram analisadas por CCD e reunidas em 4 fracdes (Tabela 25, pag. 122).



122

Tabela 25 — Fracoes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (24 — 30)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-11 1,4
12-14 2,9
15-18 12,0
19 -22 3,5
Total: massa (mg) / rendimento (%) 19,8 /99,0

Fonte: o proprio autor.

6.4.1.11 Tratamento cromatogrdfico da fragdo 15 — 18 de FABPC (24 — 30) e isolamento de
BPC—4

A fracdo 15 — 18 (12,0 mg) obtida de FABPC (24 — 30) foi submetida a mesma
metodologia do isolamento de BPC-2 por CLAE. Inicialmente, a mesma foi solubilizada em
H>0O/ACN (60:40) e apos filtragdo foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) em um sistema isocratico HoO/ACN (60:40), com fluxo de 1,00 mL/min e com
tempo de eluicdo de 20 minutos fornecendo o cromatograma mostrado na Figura 84.
Posteriormente, os dois picos do cromatograma foram coletados utilizando coluna
semipreparativa com fluxo de 4,00 mL/min. O composto correspondente ao pico com tempo
de retengdo (tr) de 8,513 minutos precipitou como um solido amorfo branco, exibindo uma
mancha de coloracdo vermelha apds ser revelada em CCD utilizando solugdo de vanilina. O
espectro de UV—-Vis desta substancia ¢ mostrado na Figura 84 e a mesma foi denominada

BPC—4 (6,3 mg).

Figura 84 — Cromatograma referente ao isolamento de BPC—4
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Fonte: o proprio autor.
UV - Vis: Ultravioleta Visivel (200 — 400 nm)
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6.4.1.12 Tratamento cromatogrdfico da fragcdo 114 — 117 de FABPC (15— 16)

A fracao 114 — 117 (38,0 mg) obtida do fracionamento de FABPC (15 — 16) foi
submetida a tratamento cromatografico em coluna (¢= 1,2 cm e L = 21,5 cm), utilizando
Sephadex LH-20 como adsorvente e metanol como fase movel, resultando em 48 fracdes.

Ap6s andlise por CCD foi possivel reuni-las, obtendo 2 fragoes (Tabela 26).

Tabela 26 — Fragoes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (114 — 117)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-19 22,4
20 -48 14,8
Total: massa (mg) / rendimento (%) 37,2 /98,0

Fonte: o proprio autor.

6.4.1.13 Tratamento cromatogrdfico das fracoes 20 — 48 de FABPC (114 — 117); 17-18 de
FABPC e isolamento de BPC-5, BPC-6, BPC-7 ¢ BPC-8.

A fracdo 20 — 48 (14,8 mg) obtida de FABPC (114 — 117) foi solubilizada em
MeOH/H:0 (70:30), filtrada e em seguida analisada por CLAE em um sistema com gradiente,
iniciando com MeOH/H>0 (70:30), seguindo a MeOH 100% em 10 minutos e mais 5 minutos
de MeOH 100% utilizando fluxo de 1,00 mL/min. Paralelamente foram injetados compostos
padrdes ja caracterizados e identificados, tais como, liquiritigenina e naringenina para efeito
de comparacdo e identificacdo através dos tempos de retencdo (tr) dos picos. A Figura 85
(pag. 124) mostra os cromatogramas da liquiritigenina (a), naringenina (b) e da fracao 20 — 48
(¢) com seus respectivos espectros de UV-Vis. As coletas foram realizadas em coluna
semipreparativa com fluxo de 4,00 mL/min, sendo coletados 4 picos (P1 — P4).
Adicionalmente, a fracdo 17 — 18 (200 mg) de FABPC foi submetida ao mesmo
procedimento para obtencdo de uma quantidade maior de massa, afim de possibilitar a
obten¢do dos espectros e identificagdo de todas as substancias de interesse. Os compostos
correspondentes aos picos Pl e P2 (Fig. 47¢) foram identificados através dos tempos de
reten¢do (tr) em comparacdo com as substancias padrdes. As amostras BPC-5 (P1; 11,1 mg)
e BPC-6 (P2; 25,0 mg) foram identificadas como sendo a liquiritigenina e naringenina,
respectivamente. O pico P3 com tempo de retencao (tr) de 9,703 minutos, precipitou como

um solido amorfo amarelo, sendo denominado como BPC-7 (24,7 mg). J& o pico P4, com
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tempo de retengdo (tr) de 10,671 minutos precipitou como um sélido amorfo amarelo, sendo
designado como BPC-8 (14,5 mg). Vale ressaltar que os compostos ao serem revelados em
cromatografia em camada delgada (CCD) com solucdo de vanilina, apresentaram machas de

coloragao amarela (BPC—-5 e BPC-7) e vermelha (BPC—-6 ¢ BPC-8).

Figura 85 — Cromatogramas referentes aos compostos padrdes, liquiritigenina (a), naringenina
(b) e isolamento de BPC-5, BPC-6, BPC-7 ¢ BPC-8 (¢)
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Fonte: o proprio autor.
UV- Vis: Ultravioleta Visivel (190 — 400 nm)
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6.4.1.14 Tratamento cromatogrdfico da fragcdo 24 — 25 de FABPC

Uma porcao da fragao 24 — 25 (17,86 g) oriunda do tratamento de FABPC foi
fracionada em coluna cromatografica (¢= 5,0 cm e L = 25,0 cm), com 170,0 g de gel silica
(fase estacionaria). Os eluentes diclorometano/metanol foram utilizados em ordem crescente
de polaridade, de acordo com a Tabela 27.

Tabela 27 — Dados referentes ao fracionamento cromatogratico de FABPC (24 — 25)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-73 Diclorometano/Metanol (95:5) 1000
74 — 109 Diclorometano/Metanol (90:10) 300
110-200 Diclorometano/Metanol (80:20) 800
201 Metanol 200

Fonte: o proprio autor.

O perfil das fracdes foi verificado por meio da andlise de cromatografia em
camada delgada (CCD), e, posteriormente elas foram reunidas, resultando em 12 fragdes,

cujas informacdes estdo apresentadas na Tabela 28.

Tabela 28 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (24 — 25)

FRACOES REUNIDAS MASSA (g)
1 —44 0,0942
45 — 50 0,039
51175 0,0792
76 117 1.222.,5
118 — 131 0,5403
132 - 135 1.428,5
136 — 150 8.581,6
151 —154 1.336,4
155 - 160 1.581,1
161 — 180 2.372,8
181 —199 0,2207
200 - 201 0,1165
Total: massa (g) / rendimento (%) 17,6 / 98,6

Fonte: o proprio autor.
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6.4.1.15 Tratamento cromatogrdfico da fragcdo 136 — 150 de FABPC (24 — 25)

A fragao 136 — 150 (8,5816 g) obtida do tratamento de FABPC (24 — 25) foi
submetida a um fracionamento cromatografico em coluna (¢= 6,5 cm ¢ L = 10,0 cm),
utilizando 105,0 g de gel de silica como fase estacionaria e os solventes, hexano, acetato de

etila e metanol como fase movel em ordem crescente de polaridade (Tabela 29).

Tabela 29 — Dados referentes ao fracionamento cromatografico de 136 — 150 de FABPC (24
—25)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL)
1-24 Hexano/Acetato de etila (50:50) 1000
25-179 Hexano/Acetato de etila (40:60) 800
80-270 Hexano/Acetato de etila (20:80) 600
271 Acetato de etila/Metanol (80:20) 100
272 Metanol 200

Fonte: o proprio autor.

Ap6s analise em CCD das fragdes coletadas, aquelas que apresentaram o mesmo
perfil cromatografico foram reunidas, obtendo cinco fragdes, conforme apresentado na Tabela

30.

Tabela 30 — Fracdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (136 — 150)

FRACOES REUNIDAS MASSA (g)
1-40 0,0137
41 -280 0,020
81 -99 0,1085
100 — 269 5,0196
270 —-272 0,1706
Total: massa (g) / rendimento (%) 5,3324/ 63,2

Fonte: o proprio autor.



127

6.4.1.16 Extragdo em fase solida (EFS) da fracdao 100 — 269 de FABPC (136 — 150)

Uma porgao da fragao 100 — 269 (1,0 g) obtida do tratamento da fragao 136 —150,
foi submetida a extragdo em fase solida, utilizando cartuchos de fase reversa (Strata C18-E,
20g/60,0 mL, 55 um, 70 A) e como eluentes, 4gua e metanol, obtendo 4 fracdes com suas

respectivas massas, conforme mostrado na Tabela 31.

Tabela 31 — Dados da extracdo em EFS da fracao 100 — 269 de FABPC (136 — 150)

FRACOES ELUENTE VOLUME (mL) Massa (mg)
1 Agua/Metanol (75:25) 100 115,0
2 Agua/Metanol (50:50) 100 130,7
3 Agua/Metanol (25:75) 100 93,5
4 Metanol 200 59,8
Total: massa (mg) / rendimento (%) 399,0 /39,9

Fonte: o proprio autor.

6.4.1.17 Tratamento cromatogrdfico da fracio 1 de FABPC (100 — 269) e isolamento de
BPC-9

A fragao 1 (115,0 mg) obtida do tratamento de FABPC (100 — 269) foi submetida
a um fracionamento em coluna (¢= 1,2 cm e L = 25,0 cm), utilizando Sephadex LH-20 como
fase estacionaria e metanol como fase mével, resultando em 26 fragdes, que foram analisadas

por CCD e reunidas em 3 fragdes de acordo com os perfis cromatograficos (Tabela 32).

Tabela 32 — Fragdes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (100 — 269)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)
1-13 3,8
14 -20 95,5
21-26 7,0
Total: massa (mg) / rendimento (%) 106,3 /92,4

Fonte: o proprio autor.

A fracdo 14 — 20 (95,5 mg) precipitou como solido amorfo avermelhado, soluvel
em metanol. Apos ser revelada em CCD com solucdo de vanilina, apresentou uma mancha de

cor vermelha escura, sendo denominada de BPC-9.
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6.4.1.18 Tratamento cromatogrdfico da fragcdo 3 de FABPC (100 — 269)

A fragdo 3 (93,5 mg) obtida a partir do tratamento de FABPC (100 — 269) foi
submetida a um fracionamento cromatografico em coluna (¢= 1,5 cm ¢ L = 30,0 cm),
utilizando como fase estacionaria (Sephadex LH-20) e como fase mdvel metanol como fase
movel, obtendo 130 fragdes. Estas foram analisadas por CCD e reunidas em 8 fragdes,

conforme mostrado na Tabela 33.

Tabela 33 — Fracoes resultantes do tratamento cromatografico de FABPC (3)

FRACOES REUNIDAS MASSA (mg)

1-10 2,0
11-24 5,2

2544 7,0

45 -50 3,1
51-84 23,1
85-94 8,9

95 -125 40,0

126 — 130 2,0

Total: massa (mg) / rendimento (%) 91,3/97,6

Fonte: o proprio autor.

6.4.1.19 Tratamento cromatogrdfico da fracdo 95 — 125 de FABPC (3) e isolamento de
BPC-10

A fracao 95 — 125 (40,0 mg) oriunda de FABPC (3) foi solubilizada no eluente
H>O/ACN (40:60), filtrada e analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
em um sistema com gradiente, iniciando com H>O/ACN (40:60), seguindo a ACN 90% em 20
minutos ¢ mais 10 minutos de ACN 100% com fluxo de 1,00 mL/min, fornecendo o
cromatograma e o espectro na regido do UV—-Vis, os quais estdo apresentados na Figura 86
(pag. 129). Em seguida, foi coletada a amostra referente ao pico com tempo de retengao (tr)
em 8,794 minutos, utilizando uma coluna semipreparativa com fluxo de 3,00 mL/min. A
substancia de interesse, precipitou na forma de um solido amorfo amarelo, apresentando uma
mancha de cor amarela apos ser revelada em CCD utilizando solu¢do de vanilina, sendo

denominada de BPC-10 (11,0 mg).
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Figura 86 — Cromatograma referente ao isolamento de BPC-10

UY—Vis
8. 794

i 2.5 50 T.5 10.0 12.5

15.0

Fonte: o proprio autor.
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O extrato etanolico do caule de Bauhinia pentandra (EEBPC) foi fracionado,
obtendo as fra¢des hexanica (FHBPC), diclorometano (FDBPC), acetato de etila (FABPC),
aceto de etila/metanol (1:1) (FAMBPC) e metanolica (FMBPC). Posteriormente, a fracao
FABPC foi utilizada para o tratamento cromatografico, resultando no isolamento dos

compostos de acordo com o fluxograma abaixo.

Fluxograma 1 — Fracionamento cromatografico da fragdo acetato de etila dos caules de

Bauhinia pentandra (EEBPC)
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294 ¢

v A 4 \ 4
=
Fe¢ F (15-16) F (24-25)
21,8 mg 363,0 mg 17,86
l e
F (14-28) v v v v Fé 53’861_ 6 50)
17.9mg | (F 30-49)| [F (63-84)] [F (85-104)] (F (114-117) 22708 )
11,9 mg | (110,0 mg 66,7 mg 38,0 mg 4
A 4 - 7~ g SRR
l F (100-269)
BPC-1) , N —Y Y v 5,0196 g
F (13-26)| |F (19-23)| | F (24-30) F (20-48) F (17-18) —T
| 50mg | (51,0mg) | 20,0 mg 14,8 mg || 200,0 mg v
v l l \ 4
F(15-27)| |F(22-29) |F(15-18) F1 F3
3,7 mg 21,0 mg 12,0 mg BPC-5 (11,1 mg) 115.0 mg 93,5 mg
HPLC BPC-6 (25,0 mg) i l

Fonte: o proprio autor.

BPC-7 (24,7 mg)
BPC-8 (14,5 mg)

A
F (14-20) || F (95-125)
95,5mg || 40,0 mg
A

lHPLC

@ BPC-10
11,0 mg
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo quimico do extrato etandlico do caule de Bauhinia pentandra (EECBP)
permitiu o isolamento e a determinacao estrutural de onze (11) metabdlitos secundarios que
foram classificados em trés classes distintas: uma mistura de esteroides sitosterol e
estigmasterol (BPC—1a e BPC—1b), dois (2) derivados oxepinicos bauhiniastatina 1 (BPC-2)
e bauhiniastatina 4 (BPC-3), sete (7) flavonoides 7,4’-diidroxiflavana (BPC—4), (25)-
liquiritigenina (BPC-5), (25)-naringenina (BPC-6), isoliquiritigenina (BPC-7), poriol (BPC—
8), (-)-fisetinidol (BPC-9) e fisetina (BPC-10). Destaca-se que o poriol (BPC-8) esta sendo
relatado pela primeira vez no género Bauhinia e com exce¢do da mistura de esteroides, os
demais compostos estdo sendo descritos pela primeira vez na espécie B. pentandra. Vale
ressaltar que presenga de flavonoides, esteroides e derivados oxepinicos em espécies de
Bauhinia, é bastante comum. Portanto, o presente estudo quimico da espécie B. pentandra
esta compativel com o perfil quimiotaxondmico do género Bauhinia.

A atividade inibitoria da acetilcolinesterase do extrato etandlico (EEBPC) e dos
compostos isolados BPC-2, BPC-3, BPC—4, BPC-5, BPC-6, BPC-7 ¢ BPC-10 foi avaliada
e com exce¢do do derivado oxepinico bauhiniastatina 1 (BPC-2), os demais compostos € o
extrato (EEBPC) exibiram atividade, ressaltando que, 7,4’-diidroxiflavana (BPC—4)
apresentou a melhor atividade, com halo de inibicdo igual ao da eserina, alcaloide utilizado
como controle positivo, enquanto o extrato etandlico (EEBPC) foi o menos ativo. Ressalta-se
que esse ¢ o primeiro relato sobre a atividade inibitéria da acetilcolinesterase do derivado
oxipinico bauhiniainatina 4 (BPC-3).

(-)-Fisetinidol (BPC-9) foi avaliado quanto a atividade antibacteriana sobre
cepas de Staphylococcus aureus (SA1199-B), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922), porém, foi inativo frente as bactérias testadas, com CIM
menor que 1024 pg/mlL, mas quando combinado com o antibidtico norfloxacino, (-)-
fisetinidol (BPC-9) exibiu atividade modificadora da a¢do antibidtica frente a Staphylococcus
aureus (SA1199-B), teve reducdo de sua CIM (1/4) em 2 vezes para 32 pg/mL. Quando
comparado com a clorpromazina (inibidor classico), houve reversao da resisténcia bacteriana.

A investigacdo quimica da espécie B. pentandra se mostrou satisfatoria, se
apresentando como uma fonte de substancias bioativas. Os resultados demonstram que (-)-
fisetinidol (BPC—9) pode aumentar a eficacia de certos antibidticos, o que significa uma
reducdo substancial da dose de firmaco necessario, e provavelmente, menos efeitos colaterais

para pacientes.
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