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RESUMO

Estudo quimico e atividade antifungica das espécies Bauhinia cheilantha (Bong)
Steudel e Bauhinia pentandra (Bong) Vog. Ex. Steua (Fabaceae).

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Programa de Pés-Graduacdo em Quimica
Dario César de Oliveira Conceicéo
(dariodeoliveira89@gmail.com)

O género Bauhinia compreende cerca de 300 espécies que sao popularmente
conhecidas como “pata-de-vaca”. Véarias espécies de Bauhinia apresentaram
atividades como antifingica, antitumoral e hipoglicemiante. As espécies estudadas
neste trabalho sdo Bauhinia cheilantha (Bong) Steudel e Bauhinia pentandra (Bong)
Vog. Ex. Steua (Fabaceae) que também sdo popularmente conhecidas como
“‘mororé-sem-espinho” e “mororé-de-espinho” respectivamente. Este trabalho teve
como objetivo realizar o estudo quimico e avaliar a atividade antifangica dos extratos
e compostos obtidos das folhas e caules dessas espécies. A extracéo foi realizada
em Soxhlet utilizando os solventes hexano, acetato de etila e metanol. A anélise do
perfil cromatogréafico foi feita por CLAE-DAD. Para realizacdo da atividade
antifangica foram utilizadas as cepas fungicas: com a levedura Candida
guilhermondii LM 103 e os dermatéfitos Microsporum canis LM 910, M. gypseum LM
130 e Trichophyton rubrum LM 148 e foi determinada a concentracdo inibitoria
minima. O fracionamento cromatografico em coluna com Sephadex LH-20® resultou
no isolamento das substancias litospermosida, kanferol, quercetina, e por CLAE-
DAD foram isoladas a quercitrina e afzelina para a espécie B. cheilantha. Para a
espécie B. pentandra o fracionamento resultou nas substancias kanferol, quercetina,
ciclitol pinitol e foram identificados os flavonéides 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)- a-L-
ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilkanferol, 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-
ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosil-3’-metoxiquercetina  3-O-[B-D-glicopiranosil-
(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilquercetina. Os extratos Caule-
Hex, Folha-MeOH, Folha-AcOEt e as substancias afzelina, litospermosida e
querctitrina obtidas de B. cheilantha e os extratos Caule-MeOH e Folha-MeOH
obtida de B. pentandra apresentaram atividade antifingica com concentracfes
inibitérias minimas entre 512 pg/mL e 1024 pg/mL.

Palavras-chave: Bauhinia cheilantha; Bauhinia pentandra; Estudo quimico; Atividade
antifangica.



ABSTRACT

Chemical and antifungal activity of the species Bauhinia cheilantha (Bong) Steudel
and Bauhinia pentandra (Bong) Vog. Ex. Steua (Fabaceae).

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Programa de Pds-Graduagdo em Quimica
Dario César de Oliveira Conceicdo
(dariodeoliveira89@gmail.com)

The Bauhinia genus comprises about 300 species that are popularly known as "pata-
de-vaca". Several species of Bauhinia presented activities such as antifungal,
antitumor and hypoglycemic. The species studied in this work are Bauhinia
cheilantha (Bong) Steud and Bauhinia pentandra (Bong) Vog. Ex. Steua (Fabaceae)
that are also popularly known as "mororo-sem-espeinho" and "mororo-de-espinho”
respectively. This study aimed to carry out the chemical and evaluate the antifungal
activity of extracts and compounds obtained from the leaves and stems of these
species. The Soxhlet extraction was conducted using the solvents hexane, ethyl
acetate and methanol. Analysis of the chromatographic profiles was done by HPLC-
DAD. For achieving antifungal activity of the fungal strains were used: yeast with the
Candida guilhermondii LM 103 and dermatophytes Microsporum canis LM 910, M.
gypseum LM 130 and Trichophyton rubrum LM 148 was determined and the
minimum inhibitory concentration. Chromatographic fractionation column with
Sephadex LH-20® resulted in the isolation of litospermosida substances kanferol,
guercetin, and HPLC-DAD were isolated and quercitrin, afzelin for the species B.
cheilantha. For the species B. pentandra fractionation resulted in kanferol
substances, quercetin, pinitol cyclitol and flavonoids were identified 3-O-[8-D-
glicopiranosil-(1—6)- a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilkanferol, 3-O-[B-D-
glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L- ramnopiranosil-3’-
metoxiquercetina and 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-
ramnopiranosilquercetina. The Caule-Hex extracts, Folha -MeOH Folha-AcOEt and
afzelin substances, litospermosida and querctitrina obtained from B. cheilantha and
Caule-MeOH extracts and Folha-MeOH obtained from B. pentandra showed
antifungal activity with minimum inhibitory concentrations between 512 ug / mL to
1024 / mL.

Keywords: Bauhinia cheilantha; Bauhinia pentandra; Chemical research; Antifungal
activity.
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SUBSTANCIAS ISOLADAS E IDENTIFICADAS NESTE TRABALHO
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1. INTRODUCAO

O género Bauhinia (Fabaceae ou Leguminosae) apresenta aproximadamente
300 espécies distribuidas em 22 secdes e 30 séries (VAZ & TOZZI, 2005), sendo
dez espécies nativas da América Latina. No Brasil ocorrem 91 espécies, sendo trés
consideradas espécies raras: B. candelabriformis, B. leptantha e B. malacotrichoides
(VAZ & TOZZI, 2003). A Figura 1 mostra a distribuicdo espacial de espécies do
género Bauhinia no Brasil.

Figura 1. Distribuicdo geografica de espécies do géneno Bauhinia, Fonte: VAZ e
TOZZI, 2005.
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Este género inclui arvores (perenes e deciduas), arbustos e lianas, com folhas
simples bilobuladas e flores de varias cores e tamanhos, Unicas ou em racemos,
corimbos ou paniculas. Os frutos sdo deiscentes ou indeiscentes, com
aproximadamente 15-20 cm de comprimento e as sementes sao largas
(PONOMARENKO & PAVLOVA, 2000).

No Brasil, as espécies deste género sao chamadas de “moror6”, “unha-de-
vaca’ ou “pata-de-vaca’, devido as suas folhas fendidas lembrarem o rastro da pata
dos bovinos. Algumas espécies de Bauhina sdo utilizadas pela populacdo para fins
medicinais no tratamento de diabets e fins ritualisticos (MACEDO & FERREIRA,
2004; LORENZI & MATOS, 2008; PIRES et al., 2009).

Algumas espécies do género Bauhinia apresentam atividades antifungica,
antibacteriana, analgésica, antiinflamatéria, antidiarreica, antitumoral e
especialmente hipoglicemiante (OLIVEIRA et al., 2001; SILVA & CECHINEL-FILHO,
2002; SOSA et al.,, 2002; LINO et al., 2004, BARBOSA-FILHO et al., 2005;
YUENYONGSAWSD et al., 2013).

Estudos quimicos de diversas espécies do género Bauhinia mostraram a
presenca de diferentes classes de compostos como flavondides como o kanferol (1),
terpenoides, esteroides como o B-sitosrerol (2), triterpenos, taninos e quinonas
(SILVA & CECHINEL-FILHO, 2002; DUARTE-ALMEIDA et al., 2004; PIZZOLATTI et
al., 2003).

(1)

OH

HO @)

OH

OH @)

Figura 2. Estruturas quimicas do kanferol (1) e B-sitosterol (2) isoladas de B.

forficata.



17

Neste trabalho foi realizado o estudo quimico e biolégico com as espécies
Bauhinia cheilantha e Bauhinia pentandra. A espécie Bauhinia cheilantha (Bong)
Studel (Figura 3) € uma arvore de caule duro, com cascas fibrosas e com auséncia
de espinhos (LORENZI & MATOS, 2008). Possui um porte pequeno, chegando a
atingir até 3,5 m de altura, folhas com l6bulos arredondados, cartaceas a
subcoriaceas, apresentando peciolo com 2-3 cm de comprimento, suas
inflorescéncias chegam a atingir cerca de 5,0 cm de comprimento, apresentando
pétalas brancas e os frutos sdo do tipo legume deiscente (QUEIROZ et al., 2009).
Esta espécie é tipica da Caatinga do semiarido brasileiro, podendo ser encontrada
com menos frequéncia em areas de Cerrado, na area centro-oeste, no Paraguai e
também na vegetacao arbustiva proxima a Cuiaba (VAZ & TOZZI, 2003). Compostos
de diferentes classes como alcaloides, antraquinonas, esteroides livres, flavonéides
e xantonas (folhas, madeira e raizes), fendis (caule, folha), flavononas (caule, raiz)
foram detectados em B. cheilantha (LUNA et al., 2005).

Da fracdo metandlica das folhas foram isolados dois flavonoides: quercitrina e
afzelina (OLIVEIRA, 2008), além dos constituintes volateis, como o Oxido de
cariofileno e trans-cariofileno. O 6leo das sementes € constituido por 57,7 % de
compostos insaturados e 42,3 % de &cido linoléico (BRIGIDO, 2001). A atividade
hipoglicemiante e antioxidante foi relatada na fracdo AcOEt das folhas (OLIVEIRA,
2008). O extrato aquoso da casca apresentou atividade antinociceptiva (SILVA et al.,
2005). O extrato etandlico das raizes apresentou alta toxicidade para Artemia salina,
enquanto o extrato etanélico da madeira mostrou potente atividade larvicida contra
Aedes aegypti (LUNA et al., 2005).
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Figura 3. Espécie Bauhinia cheilantha, Fonte: Gutiérrez , |.E.M.

A espécie Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. Ex. Steud (Figura 4) é conhecida
popularmente como “morord de espinho”. E encontrada em varios estados da regi&o
Nordeste, como Pernambuco e Paraiba, mas também em estados de outras regides
como Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro, (VAZ & TOZZI, 2003). Ha relatos do uso
popular dessa espécie como anti-inflamatério e cicratizante (ROQUE et al., 2010).
Em relacdo ao estudo quimico, uma lectina foi parcialmente caracterizada e um
cianoglicosideo foi isolado das raizes (SILVA et al., 2001; SILVA et al., 2013). Ha o
relato do potencial antioxidante para o extrato metandico e compostos extraidos das
raizes desta espécie (SILVA et al., 2013).
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Figura 4. Espécie Bauhinia pentandra, Fonte: Queiroz, R. T.

Véarias espécies do género Bauhinia apresentam atividade antifungica. O
extrato AcOEt dos caules da espécie B. forficata mostrou atividade contra
Epidermophyton floccosum e o extrato hexanico das cascas foi ativo para as
espécies de fungos Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton
rubrum e Epidermophyton floccosum (SILVA & CECHINEL-FILHO, 2002). Para a
espécie B. rufescens o extrato diclorometano, obtido das cascas, apresentou
atividade antifungica contra a espécie Cladosporium cucumerinum (MAILLARD et
al., 1991)

Os fungos sdo microrganismos ubiquos que constituem um grupo bem
diversificado, constituido de leveduras e fungos filamentosos de importancia clinica
como agentes patogénicos ou oportunistas. Por isso, eles sdo estudados como
agentes causadores de doencas em humanos, animais e nas plantas, bem como
guanto ao seu papel na industria de alimentos e medicamentos como contaminantes
ou produtores de substancias de interesse (ENGELKIRK & DUBEN-ENGELKIRK,
2012). Neste contexto, destacam-se atualmente as infecces micéticas ocasionadas

por leveduras do género Candida denominadas candidiases e por fungos
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filamentosos dermatofitos que, por sua vez, ocasionam infeccdes em tecidos
gueratinizados denominadas dermatofitoses.

As candidiases séo infec¢cdes fungicas predominantemente enddgenas e de
carater oportunista ocasionadas por organismos do género Candida, sendo uma das
mais frequentes em todo o mundo. Algumas espécies estdo associadas a processos
patolégicos humanos com comprometimento superficial e sistémico, devendo-se
destacar: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei e C.
guilliermondii (KOTHAVADE et al., 2010; HA et al 2011). O imunocomprometimento
dos pacientes esté entre os principais fatores que desencadeiam esta infec¢do. Por
exemplo, paciente em quimioterapia de combate ao cancer, doencas como AIDS,
terapias imunossupressoras devido a transplantes de 6rgaos, uso de antibiéticos de
amplo espectro de acado, diabetes mellitus, nutricdo parenteral, entre outros
(HAJJEH et al., 2004; KOTHAVADE et al., 2010).

Para as dermatofitoses, registros epidemioldgicos relatam que Trichophyton
rubrum é um dos dermatofitos mais isolados micoses superficiais, com distribuicéo
mundial e sendo responsavel por cerca de 70% dos casos de dermatofitoses em
humanos (SEEBACHER et al., 2008). No Brasil, ele também continua sendo o
dermatdfito mais frequentemente isolado em diversos sitios anatdmicos (DAMAZIO
et al.,, 2007). O género Microsporum compreende uma gama de variedades de
espécies envolvidas em infeccbes em humanos e animais. As espécies mais
frequentemente isoladas sdo M. canis e M. gypseum. Na Europa Central e Sudeste
e Estados Unidos, M. canis é colocado como principal causador de tinea capitis,
principalmente em criancas (AMEEN, 2010).

Em relacdo ao tratamento farmacologico destas micoses, embora o nimero de
farmacos antifingicos disponiveis no mercado possa parecer grande, eles estédo
agrupados em poucas classes guimicas como imidazdlicos, triazélicos e poliénicos
e, muitas vezes, com espectro de acdo restrito. Além disso, 0 sucesso no tratamento
com antifungicos pode ser prejudicado porque geralmente é associado com elevada
recidiva e resisténcia as drogas. Assim como outros micro-organismos, as ceélulas
fungicas possuem uma grande habilidade de desenvolver resisténcia a compostos
toxicos (PERES et al., 2010; MICELI et al., 2011).

Os fungos desenvolvem mecanismos de resisténcia aos efeitos antifungicos de
todas as classes de farmacos, principalmente pelos seguintes mecanismos gerais:

reducdo do acumulo da droga no ambiente intracelular; diminuicdo da afinidade da
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droga pelo seu alvo; modificagcbes no seu metabolismo que reduzem os efeitos
danosos da droga; superexpressdo da molécula alvo; inativacdo das drogas. Muitas
vezes, a associacao de varios mecanismos esta envolvida nesta resposta do micro-
organismo as drogas (VANDEPUTTE et al., 2012).

Neste sentido o presente trabalho tem como objetivo isolar e identificar os
constituintes quimicos das espécies Bauhinia cheilantha e B pentrandra bem como

avaliar a atividade antifungica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Contribuir para o conhecimento da composi¢cdo quimica e atividade antifungica
das partes aéreas (caules e folhas) das espécies Bauhinia cheilantha (Bong) Steudel

e Bauhinia pentandra (Bong.) Vog. Ex. Steua (Fabaceae).

2.2 Especificos

Isolar os constituintes quimicos das partes aéreas (caule e folhas) das

espécies Bauhinia cheilantha e Bauhinia pentandra.

Identificar e/ ou elucidar compostos isolados através de técnicas
espectroscopicas como Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *3C, Infravermelho

(IV) e massas.

Avaliar a atividade antifingica dos extratos e substancias obtidas dos caules e

folhas de dessas espécies.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

As partes aéreas (caule e folhas) das duas espécies foram coletadas no sitio
Riacho, situado no municipio de Vieirépoles-PB em de maio de 2013 e colocadas
em estufa ventilada a temperatura de 40°C por cinco dias e posteriormente, foram

trituradas em moinho de facas.
3.2 Equipamentos e Reagentes

A andlise cromatografica em coluna (CC) foi realizada tendo como suporte
Sephadex LH-20® (Amersham Biosiences, Suécia). Na andlise por CCDA foram
usadas cromatofolhas de silica gel 60F,s, (Merck) e como revelador foi utilizado o
reagente NP (acido difenilb6rico etanolamina-EtOH), além da deteccdo por
irradiacdo ultravioleta (254 e 366 nm). O cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE-DAD) (Shimadzu prominence, Corp., Kyoto, Japan) utilizado consiste de duas
bombas de solvente modelo LC-6AD, degaseificador DGU-20As, forno de coluna
CTO-20AC, detector de arranjo de diodos SPD-M20A. As amostras foram injetadas
em um autoinjetor SIL-20AC HT (SHIMADZU). Para determinar o perfil
cromatografico foi usado coluna de fase reversa (Luna C-18 250 mm x 4.6 mm x 5
pMm, Phenomenex) e pré-coluna Security Guard Holder (Phenomenex). A separagao
dos constituintes foi feita em coluna semipreparativa Luna 5u C-18 100A (250 x
21,20 mm x 5um, Phenomedex), pré-coluna C-18 Luna 21 mm, solvente MeOH grau
HPLC (Tedia), acido acético (Vetec) e agua Milli-Q. Foram usados filtros 0,45 ym de
diametro (Supelco) para filtracdo das amostras e dos solventes.

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e 13C foram obtidos
em espectrometros Bruker DPX-300 (300 e 75 MHz, para 'H e 13C,
respectivamente). Como referéncia interna foi utilizado tetrametilsilano ou residuo de
solvente DMSO ou acetona deuterados.

Os pontos de fusdo das substancias foram determinados no equipamento BIO
SAM-PFM II.
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Os espectros de absorcdo no infravermelho foram obtidos em pastilhas de
KBr (6000-400 cm™), empregando-se um espectrdmetro Varian 640-IR com
transformada de Fourier.

As andlises em LC-ESI-MS foram realizadas em um cromatdgrafo acoplado a
um espectrometro de massa da marca Bruker Daltonics (Billerica), modelo Esquire
3000 Plus, equipado com fonte de ionizagéo por electrospray (ESI) e analisador ion

trap, operando no modo positivo.

3.3 Obtencéao e fracionamento dos extratos de Bauhinia cheilantha

As folhas secas de B. cheilantha, (180,0 g) foram submetidas a extracdo em
Soxhlet utilizando os solventes n-hexano, acetato de etila e metanol. As solugdes
extrativas foram concentradas em rotaevaporador a 45 °C sob pressao reduzida
para obtencao dos extratos hexanico (4,0g), AcOEt (5,11g) e MeOH (24,5g). No
extrato MeOH houve a formacéo de um precipitado branco (60,0 mg) (substancia 1,
Bc-F-M-1).

Parte do extrato ACOEt das folhas de B. cheilantha (2,0 g) foi solubilizada em
metanol e submetido a cromatografia em coluna com Sephadex LH-20 (C1) com o
monitoramento das fragOes realizados por CCDA (CH,Cl,:MeOH, 8:2). Esta coluna
forneceu 40 fracdes. A fracdo 26-29 apresentou um precipitado de coloragéo
amarela (9,0 mg) (substancia 2, Bc-F-A-1). A fragdo 34-40 também apresentou um
precipitado amarelo (25,4 mg) (substancia 3, Bc-F-A-2) . O teste com reagente NP
revelou a natureza flavonoidica destas substancias. A fracdo 13-21 (180,7 mg)
mostrou, através de CCDA, a presenca de duas substancias. Entédo foi analisada por
CLAE-DAD. Foi utilizado como fase movel agua acidificada 0,1% com acido acético
(solvente A) e metanol (solvente B), com gradiente 0,01-10 min, 40-70% B; e 10-20
min, 50-100% B, fluxo 1,0 mL/min e temperatura 40 °C. A amostra foi preparada a
1,0 mg/mL (MeOH:Agua acidificada, 80:20) e injetado 5uL. O cromatograma foi
visualisado em 254 nm. Para o isolamento foi utilizado em coluna semipreparativa. A
solucéo foi preparada a 360 mg/mL (MeOH:Agua, 8:2) e foi injetada com 0 mesmo
gradiente da corrida analitica, sendo o solvente A apenas agua com fluxo de 16
mL/min, volume de injecdo de 50 e 200 pL. As fracdes foram secas em rotavapor
sendo as substancia nomeadas de 4 (Bc-F-A-3, 40,8 mg) e 5 (Bc-F-A-4, 34,8 mg). O
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Esquema 1 mostra o fracionamento cromatogréafico e o isolamento das substancias

das folhas de B cheilantha.

Esquema 1. Isolamento dos constituintes quimicos das folhas de B. Cheilantha

Folhas
B. cheilantha (180,09)

Extracdo em Soxhlet

v Hex

v" AcOEt

v" MeOH
Evaporacao dos Solventes

Ext. Hex Ext. AcOEt Ext. MeOH
4,09 (5,11g) 2,09 24,5¢g

(CO)
Sephadex LH-20
CH2C|22MGOH (82)

40 Fracdes
PPT
(60,0mq)
Substancia 1
Fr. 26-29 Fr. 34-40 Fr. 13-21
PPT (9,0mg) PPT (25,4,mg) (180,7mg)
Substancia 2 Substancia 3
CLAE-DAD
Pico 1 Pico 2
ppt (40,8 mg) ppt (34,8 mg)
Substancia 4 Substancia 5

O mesmo procedimento de extracdo foi realizado para o caule de B.
cheilantha. 240,0 g do material seco foi submetido a extracdo em Soxhlet com o
mesmos solventes . Apos filtragdo e concentracdo das solugBes extrativas foram
obtidos os extratos hexanico (0,549), AcOEt (1,95g) e MeOH (7,629).
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3.4 Obtencao e fracionamento dos extratos de Bauhinia pentandra

As folhas secas e trituradas de B. pentandra (220,0g) foram submetidas a
extracdo em Soxhlet utilizando os solventes n-hexano, acetato de etila e metanol. Os
extratos obtidos foram hexanico (2,329g), AcOEt (3,36g) e MeOH (25,69).

Parte do extrato AcOEt das folhas de B.pentandra (2,0 g) foi solubilizada com
metanol e submetido a cromatografia em coluna com Sephadex LH-20®° (C1) e
monitorado por CCDA (CH,Cl,:MeOH, 8:2) fornecendo 85 fracdes. As fragado 30-32
(6,0 mg) e 33-38 (18,3 mg) apresentaram precipitados amarelos (substancias 2 e 3
respectivamente) que mostraram teste positivo com o reagente NP.

O extrato MeOH de B. pentandra (10,0g) foi solubilizado em MeOH e
cromatografado em coluna de Sephadex LH-20 resultando em 18 fragdes que foram
reunidas apdés andlises da CCDA. A fracdo 13-18 apresentou um precipitado
amarelo (13,8 mg) (substancias 6, 7 e 8, BPF M-4) A fracdo 6 apresentou um
precipitado branco (25,0 mg) (substancia 9, BPF M-5). O Esquema 2 mostra o

isolamento das substancias das folhas da espécie B. pentandra.
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Esquema 2. Isolamento das substéncias das folhas de B. pentandra

Folhas
B. pentandra (220,09)

Extracdo em Soxhlet
v Hex
v AcOEt
v" MeOH

Evaporacédo dos Solventes

Ext. Hex
2,329

Ext. AcOEt
(3,369) 2,09

extracdo. 210,0g foram submetida a extracdo em Soxhlet

(CO)
Sephadex LH-20
CH,Cl>:MeOH (8:2)

85 Fragdes

Fr. 30-32
PPT (6,0mg)
Substancia 2

Ext. MeOH
(25,69) 10,09

(CC)
Sephadex LH-20
CH2Cl2:MeOH (8:2)

18 Fracbes

Fr. 33-38
PPT (18,3,mQ)
Substancia 3

Fr. 30-32
PPT (13,8mg)
Substancia 6, 7e 8

Fr. 33-38
PPT (25,0mg)
Substancia 9

foram o hexanico (1,94), AcOEt (1,39g) e MeOH (11,859).

e folhas das espécies B. cheilantha e B. pentandra.

Com o Caule de B. pentandra foi realizado o mesmo procedimento para a

e 0S extratos obtidos

A Tabela 1 mostra as massas dos extratos obtidos nas extracdes dos caules



Tabela 1. Extratos obtidos dos caules e folhas das espécies B. cheilantha e B.

pentandra

B. cheilantha B. pentandra
Material Caules (g) Folhas (Q) Caules (g) Folhas (g)
extraido 240,0 180,0 210,0 220,0
Ext. HEX 0,54 4,00 1,94 2,32
Ext. AcOEt 1,95 511 1,39 3,36
Ext. MeOH 7,62 24,50 11,85 25,60
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3.5 Atividade antifangica

O teste com as atividades antifungicas foi realizado pelo professor Dr. Fillipe de
Oliveira Pereira e pela aluna de iniciacdo cientifica Viviane Priscila Barros de
Medeiros no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia, ambos da Unidade
Académica de Saude (UAS) do Centro de Educagdo e Saude (CES), da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG).

Os extratos e as subatancias utilizadas nos ensaios estéo listados na Tabela 6.
As solucdes foram preparadas no momento de execucéo dos testes, dissolvendo-os
primeiramente em 100 pL de DMSO a 100% e utilizando &4gua destilada esterilizada
em quantidade suficiente para obter a concentracéo inicial de 1024 pg/mL. A partir
desta concentracdo, foram feitas diluicbes seriadas em razéo de dois até alcancar a
concentracdo de 1 pg/mL utilizando o préprio meio RPMI 1640.

Os meios de cultura utilizados foram o meio solido agar batata dextrose (AB), 0
gual foi solubilizado com agua destilada e esterilizado em autoclave, a 121°C por 15
minutos, conforme normas do fabricante (Difco®). O meio liquido RPMI 1640 com
glutamina e sem bicarbonato também foi utilizado e preparado de acordo o
documento M38-A do CLSI (2002).

Para os ensaios de atividade antifungica, foram utilizadas as seguintes cepas
fungicas: levedura Candida guilhermondii LM 103; dermatoéfitos Microsporum canis
LM 910, M. gypseum LM 130 Trichophyton rubrum LM 148. As cepas foram obtidas
da colecdo do Laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, da Universidade Federal da Paraiba. Todas as cepas serao
mantidas em tubos de ensaio contendo AB inclinado sob refrigeracdo (8°C), no
Laboratério de bioquimica (J8) do CES (UFCQG).

Para induzir a formacéo de conidios, os dermatofitos foram cultivados em AB a
28°C por 7 dias. As recentes col6nias fungicas foram cobertas com solugédo salina
estéril (NaCl 0,9 %), e as suspensfes feitas por suaves agitagdes com auxilio de
uma pipeta de transferéncia. A mistura resultante de conidios e fragmentos de hifas
foi transferida para tubos de ensaio esterilizados. ApoOs agitacdo de 15 segundos,
cada suspensado foi deixada em repouso por 3-5 minutos, tempo para que 0S
fragmentos de hifas (particulas mais pesadas) se depositem no fundo, e o

sobrenadante foi recolhido em tubos de ensaio estéreis. As densidades das
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suspensdes de cada cepa foram ajustadas em espectrofotdmetro a 520 nm para um
valor de 70-72% de transmitancia, a qual corresponde a um inoculo de
aproximadamente 0,5 — 5 x 10° unidades formadoras de colénias em 1 mL (UFC/mL)
(CLSI, 2002; SANTOS et al., 2006; BARROS et al., 2006).

A determinacé@o da CIM dos extratos e substancias foi realizada pela técnica de
microdiluicdo, utilizando placas de microtitulacdo contendo 96 cavidades com fundo
chato (CLSI, 2002; SANTOS & HAMDAN, 2005). Em cada linha da placa, foram
adicionados 100 pL dos extratos e substancias diluidas em RPMI 1640. Em cada
cavidade da placa, foram adicionados 100 pL do in6culo previamente preparado,
diluido em RPMI 1640 na proporcdo 1:50. Um controle fungico foi realizado
substituindo as dos extratos e substancias por solucdo salina esterilizada (controle
de crescimento). Um controle de esterilidade também foi realizado, colocando-se
apenas o meio de cultura, sem o inoculo. Para verificar a auséncia de interferéncia
nos resultados pelo DMSO utilizado na preparacdo das solugdes, foi feito um
controle com DMSO na concentracdo usada para a solubilizacdo das drogas
acrescido do inéculo e do meio de cultura. As placas foram seladas e incubadas a
28°C por até 7 dias para a realizacdo da leitura. Os valores de CIM foram
determinados pela analise visual da inibicdo do crescimento em cada cavidade,
comparando os testes com o controle de crescimento (auséncia de drogas). A CIM é
definida como a menor concentracdo das drogas capaz de inibir 100% o crescimento
fungico observado nas cavidades. O experimento foi realizado em triplicata e os
valores de CIM foram expressos como média geométrica (SANTOS & HAMDAN,
2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacéo estrutural dos constituintes quimicos das espécies Bauhinia

cheilantha e Bauhinia pentandra.

Substancia 1

A substancia 1 foi obtida do extrato MeOH das folhas de B. cheilantha como
um sélido amorfo branco pouco solivel em MeOH. Ha relatos do isolamento de
substancias em espécies de Bauhinia do tipo cianoglicosideos que apresentam essa
propriedade de baixa solubilidade em MeOH (SILVA et al, 2013;
ATHIKORNKULCHAI et al, 2003). Esta amostra foi comparada com o padréo
litospermosida por CCDA e verificou-se que se tratava desse cianoglicosideo ja
isolado dos caules da Bauhinia sirindhorniae. A confirmagéo também foi feita pela
comparacao por CLAE-DAD onde verificou-se que as substancias apresentavam o
mesmo tempo de retencdo e 0 mesmo comprimento de onda no UV
(ATHIKORNKULCHAI et al, 2003). A Figura 5 mostra 0 cromatograma e espectro

dos picos correspondentes a substancia 1 e o padrao litospermosida
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Figura 5. Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) e espectro dos picos

correspondentes a substancia 1 e o padrao litospermosida.
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Substancias 2 e 3,

A substancia 2 obtida dos extratos AcOEt das folhas de B. cheilantha e das
folhas B. pentandra, mostrou teste positivo com o regente NP. Compostos como o
kanferol e seus derivados apresentam coloracdo amarela clara quando submetidos
ao mesmo teste. A subatsnacia 2 foi comparada por CCDA com o padrdo de
kanferol (Figura 6), (CHCI;: MeOH, 9:1), onde foi verificado que tratava-se desse
flavonoide. Esse composto € frequentemente isolado de plantas pertencentes a
familia Fabaceae e ja teve sua presenca relatada nas espécies B. recemosa, B.
purpurea, B. veriegata B. megalandra, B. forficata todas do género Bauhinia . A
essa substancia € atribuida diversas atividades entre elas a atividade antioxidante.
(ANJANEYULU et al., 1984; KUO & YEH., 1997; RAO et al., 2008; PIZZOLATTI et
al., 2003; ESTRADA et al., 2005).

Com a substancia 3 foi realizado o mesmo procedimnto utilizando a
guercetina (Figura 6) como padrdo, sendo esta identificada. Este flavonoide é
comum no reino vegetal e relatado em diversas espécies do género Bauhinia, como
B. recemosa, B. purpurea, B. monandra. Dentre as atividades atribuidas a esse
composto destacam-se a atividades antioxidante e antiviral. (KUO & YEH., 1997; EL-
HOSSARY et al., 2000; ADEROGBA et al., 2006).

R

OH

HO o

OH 1 R=H
OH o 2 R=OH

Figura 6. Estruturas quimicas do kanferol (2) e quercetina (3)

Substancias 4e 5

A analise do cromatograma (Figura 7) obtido por CLAE-DAD e dos espectros
de ultravioleta (Figura 7) mostra que as substancias 4 (40,8 mg) e 5 (34,8 mg)
isoladas do extrato AcCOEt das folhas B. cheilantha s&o flavonoides, uma vez que foi
possivel visualizar bandas de absor¢cdo na regido de UV 305-390 nm e 220-300

nm.
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Figura 7. Cromatograma (CLAE-DAD, 254 nm) e espectros UV dos picos

correspondentes as substancias 4 e 5.

A substancia 4 foi obtida como um solido amarelo solivel em MeOH. A
andlise do espectro de infravermelho desta susbstancia (Figura 8) apresentou uma
banda em 3367 cm™ caracteristica de grupos hidroxila (OH) e em 1655 cm™ para
estiramento C=O de carbonila, além dos estiramentos em 1605, 1508 e 1449 cm™
para a ligacdo C=C de aromético e em 1201 cm™ atribuivel ao C-O.

O espectro de RMN de *H da substancia 4 em DMSO-d¢ (Figuras 9 a 11)
apresentaram sinais caracteristicos de flavonoides. O sinal em 6y 12,65 é
caracteristico de ligacao de hidrogénio da hidroxila em C-5 com o carbono em C-4. A
natureza aromatica foi verificada pela presenca dos sinais na regiao de o4 6,20 a
7,30 no espectro de RMN de *H e d¢c 104,00 a &¢ 178,00 no espectro APT (Figura
13).

Os sinais em 06y 7,29 (d, J=2,2; H-2°), d4 7,25 (dd, J=2,2; 8,4; H-6') e 0y 6,86
(d, J=8,4, H-5') no espectro de RMN de 'H mostraram a presenca do padrdo de
substituicdo ABX para o anel B de flavondide. Ja o sinais em 6y 6,20 (d, J=2,0) e em
Oy 6,38 (d, J=2,0) séo referentes a H-6 e H-8 do anel A, respectivamente. A
presenca da unidade glicosidica foi confirmada pelo conjunto de sinais entre oy 5,24
e 6y 0,81 sendo o sinal em &y 5,24 (1H, d, J = 1,44) caracteristico do hidrogénio
anomérico H-1". A unidade glicosidica foi confirmada pela constante de acoplamento
do H-1” (DU, LI, JERZ, 2005). A presenca do sinal em 0,81 (3H, d, J = 6,0) referente
ao H-6” indicam que a unidade glicosidica presente na molécula € a ramnose. Os
demais sinais entre 64 3,0 e 64 4,0 sédo referentes aos demais hidrogénios do
glicosideo (HARBONE & MABRY, 1982; SANTOS et al., 2005).
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O espectro de APT (Figura 12) mostrou sinais para 21 carbonos, sendo 15
para a unidade flavonoidica e 6 para a unidade glicosidica. O sinal em &¢c 177,79 foi
atribuido ao carbono da carbonila C-4 e o sinal em d¢ 101,86 ao carbono anomérico.
Os demais sinais em torno de d¢ 70,0 séo caracteristicos da ramnose (AGRAWAL,
1989). Os dados de RMN estdo na Taleba 2. Com base nos dados obtidos e
comparacdo com os dados da literatura foi possivel identificar a substancia 4 como
como quercitrina (Figura 23) (AGRAWAL, 1989).

A substancia apresentou ponto de fusdo 178-180 °C e [a]*°p=-170.00 (MeOH,
¢ = 0,1) (Literatura [a]*p = -178,0, MeOH, ¢ = 0,1, PF = 179-182° C) (MIN et al.,
2003; SIRAT et al., 2010).

Esse flavonoide glicosilado ja foi isolado e identificado das folhas de B.
cheilantha (OLIVEIRA, 2008) e das espécies B. racemosa, B. microstachya (EL-
HOSSARY et al., 2000; GADOTY et al., 2005).
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Tabela 2. Dados de RMN *H e *C (300 e 75 MHz, DMSO-ds, respectivamente)

de substancia 4 (quercitrina). Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

C | s &'H[m, J (H2)] +51C *5 'H [m, J (H2)]

2 | 156,49 158,7

3 | 134,25 136,37

4 | 177,79 179,81

5 | 161,34 163,37

6 | 9874 | 620(1H,d,J=202) | 10000 | 6,21 (IH,d,J=196)

7| 164,27 166,17

8 | 9368 | 6,38 (IH,d, J=202) 0489 | 638 (1H,d,J =1,96)

9 | 157,35 159,48

10 | 104,11 106,01

1 | 12076 123,10

2 | 11568 | 7,20(1H,d,J=217) | 11653 | 7,33 (IH,d,J=1,92)

3 | 14525 146,59

4 | 14849 149,98

5 | 11549 | 6,86(1H,d,J=840) | 11707 | 691 (1H,d,J=832)
, 7,25 (1H, dd, J = 2,17; 7,31 (1H, dd, J = 1,96;

6 | 121,63 5.40) 123,00 530)

17 | 101,86 |  524(1H, d, J = 1,44) 10370 | 534(1H, d, J = 1,44)

2" | 7010 | 350(IH,dd, I=3.1,00) | 7220 | HPOUFLOLI=SE

3" | 7038 | 397(IH.dd I=15207) 7225 | HZURILIZLIE

4 | 7120 | 3,19 (H, t,J=594) 7339 | 3,35(1H, 1 J=50)

57 | 70,63 3,25 (1H, m) 72,05 3,42 (1H, m)

6" | 1754 | 081(3H,d, J=60) 17,80 | 0,94 (3H,d,J=6,12)

*AGRAWAL, 1989
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A substancia 5 foi obtida como um sélido amarelo. O espectro de IV
(Figura 15) também apresentou banda de absorcdo larga em 3400 cm™
referente a O-H, e em 1655 cm™ referente carbonila (C=0).

Através dos espectros de RMN de 'H (Figuras 16 a 19) e APT (Figura
20) foi possivel ferificar que a substancias 5 tem uma estrutura semelhante ao
composto 4 sendo a Unica diferenca detectada através ds sinais em oy 7,76
(2H, d; J= 8,82 Hz) que sao referentes aos hidrogenios H-2' e H-6’ e em 6y
6,91 (2H, d; J= 8,82 Hz) para os hidrogenios H-3’ e H-5' caracteristicos do anel
B de flavonoides para-substituido com OH na posi¢do 4’. Com base nos dados
obtidos e comparacdo com os dados da literatura foi possivel identificar a
substancia 5 como afzelina (Figura 23), um flavonoide ja isolado da espécie B.
cheilantha (WANG et al., 2009; OLIVEIRA, 2008).

Esta substancia apresentou ponto de fusdo 174 -176 °C e [a]*p -150.00
(MeOH, ¢ = 0,1) (Literatura PF = 172-174° C, [a]25D -184,0, MeOH, ¢ = 0,1))
(HUU et al., 2008; MIN et al., 2003). Os dados de RMN de *C e 'H sao
apresentados na Tabela 3.

Para essa substancia, h& diversos relatos de atividades como a inibitéria
da aldose redutase, atividade antimicrobiana, antioxidante atividade anti-
leishmania e atividade antiviral contra o virus influenza A/NWS/33 (H1N1)
(MOK & LEE, 2013; LEE, et al., 2014; TATISMOS et al., 2012; MUZITANO, et
al., 2006; HA et al., 2014).
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Figura 22. Expansdao em campo alto do espectro de RMN de APT da substancia 5
em DMSO-ds (75 MHz).
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Tabela 3 — Dados de RMN *H e **C (300 e 75 MHz, DMSO-dg, respectivamente) da

substancia 5 (afzelina) obtida de B. cheilantha. Deslocamentos quimicos (8) em

ppm.
OH
* 1
2 156,49 157,8
3 134,19 134,0
4 177,70 177,6
5 161,32 161,9
6 98,73 6,21 (1H, d, J = 2,07) 98,5 6,21 (sl)
7 164,68 164,1
8 93,74 6,41 (1H, d, J = 2,07) 93,4 6,39 (sl)
9 157,22 156,8
10 104,10 104,1
1 120,50 121,7
2’e6 | 130,60 7,76 (2H, d, J = 8,82) 130,2 6,91 (d, J = 8,4)
3eb5 |11538| 6,91 (2H,d, J=8,82) 115,4 7,76 (d, J = 8,4)
4 159,99 161,5
1” 101,77 5,30(1H, d, J = 1,56) 102,00 5,36 (sl)
2” 70,07 3,98 (1H, m) 70,5 4,2 (dd, J = 1,83; 3,34)
3” 70,31 3,47 (1H, m) 70,7 3,33-3,70 (M)
4” 71,09 3,08 (1H, m) 70,8 3,33-3,70 (M)
5 70,62 3,10 (1H, m) 69,9 3,33-3,70 (M)
6” 17,57 0,79 (3H, d, J =5,97) 16,4 0,9(d,J=5,4)

*WANG et al., 2009
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Figura 23. Estruturas quimicas da quercitrina (4) e Afzelina (5)

Substancias 6, 7e 8

A substancia 6 foi obtida como um sélido de coloracdo amarela. O espectro
de IV (Figura 24) apresentou banda larga de absorcdo em 3400 cm™ para
estiramento de ligacdo O-H e estiramento em 1655 cm™ referente a presenca de
carbonila.

As unidades glicosidicas desse composto foram indicadas pelos sinais
carbinélicos observados nos espectros de RMN de 'H e APT (Figuras 24 e 28). A
unidade flavonoidica dessa substéancia foi caracterizada como kanferol através da
analise dos mesmos espectros reconhecendo os sinais em 8y 6,45 (d; J = 2,16 Hz) e
o4 6,80 (d, J = 2,16 Hz) como pertencente a H-6 e H-8 respectivamente
configurando ao sistema AB, correspondentes aos hidrogénios em meta. Ja o anel
B foi caracterizado pelos sinais em &y 8,10 (d; J=9,0 Hz) e &4 6,87 (d; J=9,0 Hz)
atribuidos a H-2’, H -6’ e H-3’, H-5’, respectivamente, configurando o sistma AA'BB’.

Os dados de RMN de 'H e APT permitiram caracterizar a substancia 6 como
um flavonéide com trés unidades glicosidicas identificadas como sendo duas
ramnoses e uma glicose. A presenca de uma unidade ramnopiranosidica ligada ao
oxigénio do carbono C-7 foi caracterizada pelos sinais em &4 5,54 do hidrogénio H-
1R2 e em 8C 161,64 atribuido ao carbono C-7. A localizacdo da unidade
diglicosidica a-L- ramnopiranosil-(1—6)-3-D-glicopiranosil no atomo de oxigénio do
carbono C-3 foi caracterizada pelo deslocamento quimico do C-2 (6¢ 157,09). O
deslocamento quimico do atomo de carbono metilénico C-6G (8¢ 55,95) permitiu a
localizacdo da unidade ramnose restante (AGRAWAL et al.,, 1989). Assim, a

estrutura pode ser caracterizada como sendo 3-O-[B-D-glicopiranosil - (1—6)-a-L-
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ramnopiranosil]- 7- O- a-L-ramnopiranosilkanferol. O espectro de LC-ESI-MS (Figura
31) mostrou a presenca do pico em [M+H] m/z 741.2. Os deslocamentos quimicos
de RMN de 'H e APT estdo na Tabela 4. Os dados obtidos nos espectros foram
comparados com os da literatura (PIZZOLATTI et al., 2003).

O flavonoide  3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-
ramnopiranosilkanferol (Figura 18) foi isolado das espécies Lens esculenta (El-
NEGOUMY et al., 1987) e Bauhinia forficata (PIZZOLATTI et al., 2003). A esse
composto € atribuida atividade hipoglicemiante (MARTINS et al., 1998). (SOUSA et
al., 2004).

A presenca de sinais nos espectros de RMN de 'H e APT e alguns picos no
espectro de massas corroboram com a ideia da existéncia de outras substancias. O
pico em [M+H] m/z 771.2 juntamento com o sinal em &y 3,44 sugerem a presenca
de um compostos que seria diferente apenas na posicdo C-3’ com a presenga de um
grupo metoxila nesse carbono (substancia 7) Esse composnto seria o 3-O-[3-D-
glucopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosil-3’-
metoxiquercetina. Ja o pico [M+H] m/z 757.1 seria relativo ao composto que difere
com a presenca de OH em C-3’ (substancia 8). Esse composnto seria o 3-O-[3-D-
glucopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]- 7-O-a-L-ramnopiranosilquercetina também

isolado de B. forficata.
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Figura 31. Espectro de massas da substancia 6
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Figura 32. Estruturas quimicas das substancia 6 (3-O-[3-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-
ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosilkanferol), 7 ( 3-O-[B-D-glucopiranosil-(1—6)-
a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-Lramnopiranosil-3’-  metoxiquercetina) 8. (3-O-[B8-D-

glucopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]- 7-O-a-L-ramnopiranosilquercetina)
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Tabela 4. Dados de RMN *H e *3C (300 e 75 MHz, DMSO-ds, respectivamente) da
substancia 6 (3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-

ramnopiranosilkanferol) obtida de B. cheilantha. Deslocamentos quimicos (&) em

ppm.

C 5 1°C &H [m, J (H2)] e *5°H [m, J (H2)]
2 157,09 157,04
3 133,57 133,53
4 177,64 177,61
5 160,86 160,80
6 100,02 6,45 (1H, d, J = 2,16) 99,32 6,44(1H, d, J = 2,2)
7 161,64 161,61
8 94,73 6,80 (1H, d, J = 2,16) 94,62 6,78 (1H, d, J = 2,2)
9 156,02 155,99
10 105,59 105,57
T 120,77 120,67
e | 131,07 8,10 (2H, d, J = 9,0) 131,03 8,8 (1H, d, J = 8,9)
¥e5 | 11515 6,91 (2H, d, J = 9,0) 115,08 6,86 (1H, d, J = 8,8)
4 160,26 160,11
1G 101,88 5,35(1H, d, J = 7,62) 101,85 5,34 (d, J = 7.7)
2G 7111 3,30 71,07 3,38
3G 73,63 3,10 (1H, dd, J = 9,0 e 2,0) 73,62 3,56
4G 70,29 70,37 3,58
5G 72,99 72,96 3,39
6G 65,95 65,24 3,60
1R1 98,45 3,42 (sl) 98,43 5,54 (d,J = 1,6)
2R1 69,83 5,47 (sl) 69,79 3,84
3R1 70,08 3,58 (sl) 70,25 3,63
4AR1 71,63 3,53 (sl) 71,59 3,30
5R1 68,25 4,40 (sl) 68,21 3,35
6R1 17,89 1,06 (d, J = 6,18) 17,50 1,12 (d, J = 6,1)
1R2 99,35 5,55 (sl) 99,39 4,39 (d, sl)
IR2 70,61 5,35 (sl) 70,58 3,29
3R2 70,42 3,62 (sl) 70,04 3,40
4R2 71,93 3,84 (sl) 71,90 3,08 (s)
5R2 68,00 4,31(sl) 67,98 3,62
6R2 18,85 1,12 (d, J = 6,06) 17,85 1,05 (d, J = 6,1)

*PIZZOLATTI et al., 2003
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Substancia 9

A substéncia 9 foi obtida como um solido branco amorfo. O espectro de IV
(Figura 33) também apresentou bandas de absorcdo em torno de 3400 cm™
referentes estiramento de ligacdo O-H.

O espectro de RMN de 'H ( Figura 34) mostrou sinais entre dy 3,0 e dy 4,0,
regido caracteristica de hidrogénios de ciclitdéis. O sinal em &4 3,0 (1H, t) é
caracteristico do hidrogénio vicinal ao grupo metoxila (H-1). Os hidrogénio da
metoxila por sua vez apresentaram uma sinal em &y 3,44 (sl). Os demais sinais
foram atribuidos em comparacédo com os dados da literatura.

O espectro de RMN de APT (Figura 36) apresentou sinais referentes a sete
carbonos, sendo 6 carbonos metinicos e um metilico. O carbono de deslocamento
guimico d&¢ 83,76 é caracteristicos de carbono com sitio de metilacdo, (ANGYAL &
ODIER, 1983; OBERNDOREF et al., 2005). O sinal em &¢ 59,56 foi atribuido ao grupo
metoxila. O &¢ 70,57 foi atribuido ao carbono C-2, &¢ 83,76 foi ao a C-1. As demais
atribui¢cdes foram C-3 (&¢ 72,39), C-4 (6¢ 70,89), C-5 (¢ 71,93) e C-6 (6¢ 72,56). Os
deslocamento quimicos obtidos e os dados da literatura sdo mostrados na Tabela 6.

A substancia apresentou ponto de fusdo 180 -182 °C e [a]*p = 90.00 (MeOH,
c = 0,05) (Literatura PF = 179-186° C, [a]*°p =56,0, H,0, ¢ = 1,) (POONGOTHAI . &
SRIPATHI 2013). Os dados de RMN de **C e *H s&o apresentados na Tabela 3.

Esse composto ja foi isolados da espécie B. ungulata L, mas trata-se do
primeiro relato na espécie B. pentandra. Para esse composto é atribuida atividade
hipoglicemiante (POONGOTHAI & SRIPATHI 2013; NARAYANAM et al., 1987).
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Figura 33. Espectro de IV (pastilha de KBr) da substancia substancia 9.
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Tabela 5. Dados de RMN **C (75 MHz, DMSO-ds, respectivamente) da substancia 9

(Pinitol). Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

1
c 5 C & H [m, J (H2)] *51C 6 H [m]
1 83,76 3,00 (1H, 1) 84,2 3,02 (1H, 1)
2 70,57 3,48 (1H,d, J =2,4) 70,5 3,53 (1H, sl)
3 72,39 3,50 (1H, 1) 72,9 3,62 (1H, sl)
4 70,89 3,41 (1H, d, J = 2,25) 71,60 3,44 (1H, 1)
5 71,93 3,53 (1H, d, J = 2,4) 72,4 3,66 (1H, sl)
6 72,56 3,34 (1H, d, J = 4,6) 73,0 3,35 (1H, sl)
OCHs 59,56 3,44 (1H, s) 60,1 3,44 (1H, sl)

*POONGOTHAI & SRIPATHI., 2013
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4.2 Atividade Antifungica

Os valores de CIM dos extratos e subatacias sdo apresentados na Tabela 6. As
cepas que cresceram até a concentracdo de 1024 pg/mL foram consideradas
resistentes a acdo da droga. Segundo Houghton et al. (2007), uma dada atividade
biolGgica in vitro que evidencie valor acima de 1000 pg/mL ndo se enquadra em uma
faixa de concentracdo interessante para futuros ensaios clinicos. Sartoratto et al.
(2004) elencaram critérios para categorizar o poder antimicrobiano de produtos
naturais com base no valor da CIM, onde drogas com CIM < 500 ug/mL sé&o
consideradas com forte atividade antimicrobiana, com 500 pg/mL > CIM < 1500
png/mL possuem moderada atividade e CIM > 1500 pug/mL € considerado com fraca
atividade.

Diante desse referencial, pode-se considerar que, para a espécie B. cheilantha, o
Caule-Hex apresentou moderada atividade antifingica apenas contra a levedura
ensaiada. Os extratos Caule Ext-MeOH, Caule-AcOEt e Folha-Hex ndo exerceram
atividade contra nenhum fungo testado. No entanto, destaca-se o fato do extrato
Folha-MeOH ter apresentado moderada atividade frente a C. guilhermondii e M.
gypseum. A Folha-AcOEt foi a que apresentou maior espectro de acéo, pois
somente M. canis LM 82 foi resistente, inclusive esta cepa foi resistente a todas as
drogas testadas.

Para os extratos obtidos de B. pentandra apenas Caule-MeOH e Folha-MeOH
apresentaram moderada atividade antifungica em relacdo a todos os fungos. Os
demais extratos dessa espécie ndo exerceram atividade antifingica contra nenhum
fungo testado.

As substancias isoladas de B. cheilantha apresentaram um comportamento
diferenciado dos extratos e fracdes. Embora afzelina tenha exercido atividade frente
as cepas ensaiadas, esta droga apresentou valores mais altos de CIM quando
comparado as outras substancias, com destaque para sua acdo anti-Candida. O
litospermosida apresentou valores de CIM menores, sendo ativa apenas contra T.
rubrum e C. guilhnermondii. Quercitrina, por sua vez, apresentou maior espectro de
acao, pois foi ativa contra fungo leveduriformes e filamentosos; estes ultimos, com

valores de CIM menores.
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Tabela 6. Valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) em pg/mL dos extratos e

substancias frente a leveduras e fungos filamentosos.

C. guilhermondii ~ T.rubrum M. canis M. gypseum

Drogas
LM 103 LM 148 LM 82 LM 305
B. cheilantha
Caule Hex. 1024 R R R
Caule MeOH R R R R
Caule AcOEt R R R R
Folha Hex R R R R
Folha MeOH 512 R R 1024
Folha AcOEt 1024 1024 R 1024
Afzelina 512 1024 R 1024
litospermosida 512 512 R R
Quercitrina 1024 512 R 512
B. pentandra

Caule Hex R R R R
Caule MeOH 1024 1024 1024 1024
Caule AcOEt R R R R
Folha Hex. R R R R
Folha MeOH 1024 1024 1024 1024
Folha AcOEt R R R R
Controle Positivo

Cetoconazol 32 4 128 64

R: cepa fungica resistente.

Dados da literatura mostram que afzelina apresentou atividade antifingica frente
as espécies de leveduras Candida albicans, C. parapsilosis e Cryptococcus
neoformans (TATISIMO et al., 2012). Outros autores relatam a atividade antifungica
de Quercitrina frente fungos fitopatogénicos como Helminthosporium sativum
(YANHUA et al., 2002).

Os controles realizados mostraram auséncia de inibicdo do crescimento fangico
por DMSO, confirmando que o impedimento do crescimento foi devido a presenca
das drogas-teste. O crescimento foi detectado quando todas as cepas foram

cultivadas na auséncia de drogas, o que confirmou a viabilidade do in6culo fungico.


http://europepmc.org/abstract/CBA/374854/?whatizit_url_Species=http://www.ncbi.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=58127&lvl=0
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5. CONCLUSOES

O estudo quimico das folhas da espécie Bauhinia cheilantha resultou no
isolamento das substancias litospermosida, kanferol, quercertina, querctitrina e
afzelina. Da espécie B. pentandra foram isoladas as substancias kanferol,
guercetina, o cilitol pinitol e foram identificados os flavonéides 3-O-[B-D-
glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosil-kanferol, 3-O-[8-D-
glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-ramnopiranosil-3’-metoxiquercetina
e 3-O-[B-D-glicopiranosil-(1—6)-a-L-ramnopiranosil]-7-O-a-L-
ramnopiranosilquercetina.

Os testes antifugicos revelaram promissora atividade para 0s extratos e
substancias testadas com destaque para os extratos hexanico do caule, metandlico
e acetato das folhas de B. cheilantha. Para a espécie B. pentandra destacaram-se
0os extratos metanolicos dos caules e das folhas. Em relacdo as substancias
testadas, a quercitrina apresentou melhor atividade.

Os resultados obitidos neste trabalho séo de alta relevancia, pois vem a contribuir
com o conhecimento da composi¢cao quimica e da atividade antifingica relacionada
a essas espécies tendo em vista 0s poucos trabalhos existentes sobre esse tema.
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