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Steud.

Abstract: In this study the chemical composition of Bauhinia longifolia leaves was evaluated. The phytochemical study of
the methanolic extract from the leaves of B. longifolia led to the isolation and structural elucidation of aglycone quercetin
and its 3-O-monoglycoside derivatives: quercetin-3-O-a-arabinofuranoside, quercetin-3-O-a- rhamnopyranoside,
quercetin-3-0-B-glucopyranoside and quercetin-3-O-B-galactopyranoside. Flavonoid structures were determined using a
combination of techniques, including HPLC-UV, ESI-MS and NMR, in addition to the literature data. The antioxidant activity
of the hexane, dichloromethane, ethyl acetate (EtOAc) and butanol (BuOH) fractions from the partition of the methanolic
extract from the leaves of B. longifolia was evaluated by the DPPH radical reduction method and expressed in terms of its
CEso. The highest antioxidant activity was observed for EtOAc fractions (CEsp = 21.2 pg/mL) and BuOH (CEsp = 16.1 pg /mL)
fractions. They were also evaluated for total phenol content by the Folin-Ciocalteau spectrophotometric method, which
revealed high concentrations of phenolic compounds in EtOAc (393.8 ug EAG/mg) and BuOH (422.4 ug EAG/mg) and low
total phenolic content in hexane (23.8 pug EAG/mg) and dichloromethane (61.9 pug EAG / mg) fractions. For the first time
the antioxidant activity of B. longifolia leaves is reported, as well as the presence of the monoglycosides avicularin, hyperin
and isoquercitrin, flavonoid commun on Bauhinia genus, but never described for B. longifolia. Thus the present study
contributes with the chemical and pharmacological knowledge of B. longifolia, a great medicinal importance specie.

Keywords: Bauhinia longifolia; flavonoids; quercetin derivatives.

Resumo

Neste estudo, a composi¢ao quimica das folhas de B. longifolia foi avaliada. O estudo fitoquimico do extrato metandlico
das folhas de B. longifolia levou ao isolamento e elucidagdo estrutural da aglicona quercetina e de seus quatro derivados 3-
O-monoglicosideos:  quercetina-3-O-a-arabinofuranosideo, quercetina-3-O-a-ramnopiranosideo,  quercetina-3-O-B-
glucopiranosideo e quercetina-3-O-B-galactopiranosideo. As estruturas dos flavonoides foram determinadas a partir do
uso de uma combinagdo de técnicas, incluindo CLAE-UV, IES-EM e RMN, além da comparagdo com dados da literatura. A
atividade antioxidante das fragGes hexanica, diclorometano, acetato de etila (AcOEt) e butandlica (BuOH), oriundas da
particdo do extrato metandlico das folhas de B. longifolia foi avaliada através do método de redugdo do radical DPPH e
expressa em termos de sua CEso. A maior atividade antioxidante foi observada para as fracdes AcOEt (CEsg = 21,2 pg/mL) e
BuOH (CEsp = 16,1 pg/mL). As folhas de B. longifolia foram ainda avaliadas quanto ao teor de fendis totais através do
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, que revelou elevadas concentragdes de compostos fendlicos nas fragdes
AcOEt (383,8 ug EAG/mg) e BuOH (422,4 pug EAG/mg) e baixos teores de fendis totais nas fragdes hexanica (23,8 ug
EAG/mg) e diclorometano (61,9 ug EAG/mg). Pela primeira vez a atividade antioxidante das folhas de B longifolia é
reportada, bem como a presenga dos monoglicosideos avicularina, hiperina e isoquercitrina, flavonoides comuns no
género Bauhinia, mas até entdo jamais descrito para B. longifolia. Neste sentido, o presente estudo contribui com o
conhecimento quimico e farmacoldgico de B. longifolia, espécie de grande importancia medicinal.
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1. Introdugao

O género Bauhinia pertence a familia
Fabaceae e compreende cerca de 300
espécies ! gue ocorrem em regides tropicais
da Africa, Asia e das Américas Central e do
Sul,> onde s3o empregadas na medicina
popular no tratamento do diabetes.> No
Brasil s3ao encontradas aproximadamente 200

espécies de Bauhinia, 98 das quais sdo
nativas." Muitas espécies foram introduzidas
com fins ornamentais, adaptaram-se bem ao
clima brasileiro e hoje sdo encontradas em
regides diferentes do pais.* B. forficata e B.
longifolia sdo espécies nativas de uso
difundido na medicina popular brasileira,
sendo conhecidas por pata-de-vaca, devido
ao formato bilobado de suas folhas.”

Estudos fitoquimicos com o género
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Bauhinia tém levado ao isolamento de
metabdlitos secundarios diversos, incluindo
terpenos,6 quinonas,7 oxepinas, 810
alcaloides e, principalmente, flavonoides.*
> 0 género Bauhinia é caracterizado pelo
acumulo de flavonoides livres e glicosilados,
especialmente derivados do canferol e da
quercetina.16

Estudos diversos revelaram o potencial do
género Bauhinia como fonte de fendis com
atividade antioxidante.™**®  Antioxidantes
sdo substancias capazes de minimizar ou
impedir os danos causados pela oxidacdo de
macromoléculas ou estruturas celulares,
protegendo os sistemas bioldgicos da acao
danosa provocada pelos radicais livres.”® Os
vegetais sdo fontes potenciais de substancias
antioxidantes que pertencem as mais
variadas classes de metabdlitos secundarios,
especialmente flavonoides, polifendis cujo
potencial antioxidante é bem conhecido.”

Apesar da importancia quimica e
medicinal do género Bauhinia, diversas
espécies sdo ainda pouco exploradas quanto
ao potencial quimico e farmacoldgico.’
Incluindo B. longifolia, espécie que conta com
poucos estudos publicados. Um estudo
avaliando a composicdo quimica do dleo
volatil das folhas de B. longifolia revelou a
presenca de diversos terpenos, dentre eles B-
cariofileno, biciclogermacreno,
isoespatulenol e o espatulenol, componente
majoritario.® B. longifolia é espécie nativa do
Brasil e de grande ocorréncia em areas do
Cerrado de Minas Gerais, mas também
encontrada na Mata Atlantica, Amazonia e
Caatinga.!

Considerando o interesse crescente por
substancias  naturais antioxidantes, o
potencial do género Bauhinia como fonte de
flavonoides e a escassez de estudos
cientificos com a espécie B. longifolia, este
trabalho teve por objetivo avaliar a
composicdo dos flavonoides e o teor de
fendis totais das folhas de B. longifolia, bem
como sua atividade antioxidante frente ao
radical DPPH. Os flavonoides foram isolados
através de técnicas classicas de
cromatografia e a elucidagcdo estrutural
realizada com base na combina¢ao dos dados

Vo

obtidos nas analises por CLAE-UV, IES-EM e
RMN. Por sua vez, a atividade antioxidante e
o teor de fendis totais foram avaliados
através de ensaios espectrofotométricos em
microplacas.

2. Experimental

2.1. Procedimentos experimentais gerais

As andlises por RMN foram conduzidas a
temperatura ambiente em espectrometro
Bruker DRX-400 operando em uma
frequéncia de 400,13 MHz para ‘H e 100,16
MHz para °C. Na solubilizagdo das amostras
utilizou-se o solvente DMSO-dg, contendo
tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno.
As anadlises por IES-EM foram conduzidas em
espectrometro de massas
Macromass/Waters ZQ 4000 através da
insercdo direta das amostras na fonte de
ionizacdo. As amostras foram ionizadas pela
fonte de ionizacdo por “eletrospray”
operando em modo negativo. As analises por
CLAE-UV foram realizadas em cromatégrafo
liguido Shimadzu CBM-10 A equipado com
uma bomba modelo LC-10AD e detector UV-
Vis modelo SPD-M10. A fase estaciondria foi
composta por uma coluna analitica
LiChrosorb RP-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
(Phenomenex®). A fase movel consistiu de
uma mistura entre metanol (MeOH) e
solugdo aquosa de 4cido fosférico (1%). Os
espectros UV foram adquiridos em
comprimentos de onda no intervalo 254-400
nm e a detecgdo realizada nos canais 254 e
365 nm. As leituras das absorbancias nos
testes de determinacdo da atividade
antioxidante e do teor de fendis totais foram
realizadas em aparelho espectrofotometro
do tipo ELISA, da marca Molecular Devices®,
modelo Versamax, com faixa de leitura de
340-850 nm. 0] fracionamento
cromatografico em coluna foi realizado
empregando-se XAD-16 (Sigma-Aldrich®) e
Sephadex LH-20 (Pharmacia®) como fases
estaciondrias. Por sua vez, as analises por
CCD foram realizadas empregando-se
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cromatoplacas de gel de silica 60 Fys,
(Merck’) e sistema eluente composto por
acetato de etila, metanol, dgua e 4&cido
acético na proporgao 8:1:0,5:0,5 e NP-PEG
como revelador, ambos aplicaveis na analise
de flavonoides.

2.2. Material vegetal

Folhas de B. longifolia (Figura 1) foram
coletadas em area rural do municipio de Luz,
Minas Gerais. A espécie foi identificada pela
botanica Dra. Angela Vaz, sendo uma exsicata
depositada no Herbario do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da UFMG, sob o numero
de registro BHCB 18778. Apds a coleta, as
folhas de B. longifolia foram secas em estufa
a 35 °C por 3 dias e posteriormente trituradas
em moinho de facas.

23. Extragdo e isolamento dos

flavonoides

O material vegetal seco (1,5 Kg) foi
submetido a extracdo com metanol por um
periodo de 7 dias, a temperatura ambiente. O
extrato obtido foi filtrado e concentrado em
evaporador rotatdrio a 45 °C, fornecendo 95
g de extrato bruto, que foi posteriormente
ressuspenso em uma mistura de MeOH:H,0
(9:1) e submetido a particdo com hexano,
fornecendo a fragdo hexanica (5 g).
Posteriormente, procedeu-se a eliminagdo do
metanol da fase aquosa em evaporador
rotatdrio e a fase aquosa foi entdao submetida
a particdo com diclorometano, acetato de
etila (AcOEt) e n-butanol (BuOH), em escala
crescente de polaridade, fornecendo as
fragOes diclorometano (0,5 g), AcOEt (7 g) e
BUOH (6 g), respectivamente. As fragOes
obtidas foram analisadas por CCD, sendo
detectada a presenca de flavonoides apenas
nas fraces AcOEt e BuOH, que foram entdo
selecionadas para o fracionamento
cromatografico. Tais fracGes foram
separadamente aplicadas em coluna de XAD-
16 e eluidas em gradientes de metanol em
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agua (0-100%), sendo 11 subfragbes com
volume de 10 mL coletadas em cada caso
(subfragcdes A1-All para BuOH e subfragGes
B1-B11 para AcOEt). Apds anadlise por CCD,
as mesmas foram agrupadas em trés grupos:
G1: subfragdes B6 a B9; G2: subfracdes B10 e
B11l e G3: subfracdes A6 a All. G1 e G3
foram aplicadas separadamente em colunas
de Sephadex LH-20 empregando-se metanol
e agua (1:1) na elui¢do. O fracionamento de
G1 forneceu 39 mg do flavonoide quercitrina
(1) e 60 mg do flavonoide avicularina (2). O
fracionamento de G3 forneceu uma mistura
(45 mg) dos monoglicosideos hiperina (3) e
isoquercitrina (4). G2 foi aplicada em coluna
de Sephadex LH-20 e eluida com metanol,
fornecendo 27 mg da aglicona quercetina (5).

2.4. Avaliagcao da atividade antioxidante

As fracGes hexanica, diclorometano,
AcOEt e BuOH do extrato metandlico das
folhas de B. longifolia foram avaliadas quanto
a capacidade antioxidante in vitro através do
método de captura do radical 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH). ** Os testes foram
realizados em microplacas de 96 pogos, com
cada amostra avaliada em seis concentragdes
diferentes (5, 25, 50, 100, 200 e 500 pg/mL).
Em cada pogo foram adicionados 175 uL de
amostra e 50 pL de solugdo metandlica de
DPPH a 0,3 mM. O branco de cada
concentragdo consistiu da mistura entre 175
pL da amostra e 50 pL de MeOH. O controle
negativo da reagao consistiu da mistura entre
125 pL de MeOH e 50 pL de DPPH. O flavonol
qguercetina foi utilizado como controle
positivo e avaliado em seis concentragdes
diferentes (0,16-5,0 pg/mL) e a curva de
regressao linear dada pela equagdo y =
10,797x + 11,285 (R® = 0,9995), foi utilizada
para se determinar a CEs, (concentracdo de
amostra necessaria para reduzir em 50% os
radicais DPPH). A absorbancia foi lida a 517
nm em leitor de microplacas ELISA, 30
minutos apds a reagdo entre a amostra e o
radical DPPH. A atividade antioxidante
percentual (%AA) em cada concentragdo foi
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calculada a partir da equagdo: AA (%) = 100 -
{[Abs amostra — Abs branco) x 100] / Abs
controle}. A atividade antioxidante foi
expressa pela CEs, calculada através da linha
de tendéncia da curva obtida para cada

Vo

amostra, através da plotagem dos valores das
concentragdes das amostras (eixo x) e de
suas respectivas percentagens de atividade
antioxidante (eixo y).

Figura 1. Espécime de B. longifolia no local de coleta em area rural do municipio de Luz-MG

2.5. Determinagdo do teor de fendis
totais

O teor de fendis totais foi avaliado através
do método colorimétrico de Folin-Ciocalteau
em microplacas. > Em tubos de 1 mL foram
misturados 100 pL de amostra, 100 uL de
MeOH e 100 pL do reagente Folin-Ciocalteau
(1:10 em agua destilada) e apds 5 minutos da
adicdo do reagente Folin-Ciocalteau, 700 pL
de solugdo aquosa de Na,CO; (20% m/v) foi
adicionado. O branco consistiu na mistura de
200 pL de MeOH, 100 plL do reagente Folin-
Ciocalteau e 700 plL da solugcdo de Na,CO;. A
reagao ocorreu por 20 minutos ao abrigo da
luz e a temperatura ambiente, em seguida as
amostras foram centrifugadas por 5 minutos
e uma aliquota de 250 pL transferida para
cada pogo da microplaca em triplicata e a
absorbancia lida a 760 nm. O teor de fendis
totais de cada amostra foi expresso em pg de
equivalente de acido galico por mg de extrato
(ug EAG/mg de extrato), de acordo com a
equacao da curva de calibragdo: y = 0,0168x —

0,146 (R* = 0,9981) obtida com solugdes de
acido galico a concentragdes variadas (10, 20,
40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200

ug/mL).

3. Resultados e discussao

3.1. Composi¢ao quimica

As fracGes AcOEt e BuOH do extrato
metandlico das folhas de B. longifolia
apresentaram perfil quimico idéntico (Figura
2), consistindo de uma mistura de cinco
flavonoides, pertencentes a classe dos
flavondis, conforme sugere as absorcbes
observadas nos espectros UV.

O fracionamento das fragbes AcOEt e
BUuOH em colunas de XAD-16 e Sephadex LH-
20 demonstrou alta eficiéncia, levando a
obtencdo da quercetina e de seus quatro
derivados 3-O-monoglicosideos (Figura 3).
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Figura 2. Cromatograma CLAE-UV das fracbes BUuOH (A) e AcOEt (B) das folhas de B. longifolia e
espectros UV dos flavonoides 1-5. Deteccdo em 365 nm
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(3) hiperina
(4) isoquercitrina R;=H, R,=OH

R,= OH, R, =H

(5) quercetina

Figura 3. Flavonoides obtidos das folhas de B. longifolia

O flavonoide 1 foi obtido como um sélido
amorfo amarelo e apresentou maximos de
absor¢do em 256 e 352 nm no espectro UV. O
espectro obtido por IES-EM indicou a
presenca do ion pseudomolecular [M-H] =
447,4; compativel com a formula CyH»014
de uma desoxi-hexosil quercetina. Os
espectros de RMN 'H e C confirmaram se
tratar de uma ramnosil quercetina, dado o
dupleto em &, 0,85 ppm (3H, d, J = 6,0 Hz)
(Tabela 1) e o sinal em 6¢17,9 (C-6"), tipicos
do grupo metila da ramnose. O espectro
HMBC revelou que a glicosilagdo ocorrera em
C-3, dado o acoplamento */ do hidrogénio
anomérico &y 5,29 ppm (H-1”) com o
carbono em 134,6 ppm (C-3). O baixo valor
da constante de acoplamento do hidrogénio
anomérico revelou uma configuracdo o para
a ramnose. O flavonoide 1 foi entdo
elucidado como sendo a quercetina-3-O-a-
ramnopiranosideo, conhecido por quercitrina
e previamente descrito para as folhas das
espécies B. ungulata,"* B. megalandra,® B.
malabarica,” e B. variegata.”

O flavonoide 2 foi obtido como um sélido
amarelo que, apds revelacdo com NP/PEG,
demonstrou colora¢do laranjada sob luz UV a
365 nm. No espectro UV foram observados

maximos de absor¢do em 255 e 354 nm,
relativos as bandas Il e |, respectivamente. Na
andlise por IES-EM a presenca do ion
pseudomolecular [M-H]" = 433,4 para o qual
foi sugerido a férmula CyH1301; indicou se
tratar de uma pentosil quercetina. Os
espectros de RMN 'H, °C e HSQC revelaram
um conjunto de sinais caracteristicos de um
derivado arabinofuranosidico da quercetina,
cujos sinais relativos ao hidrogénio e ao
carbono anomérico foram observados em &4
5,59 (H-1”, J = 1,0 Hz) e 6.108,3 ppm (C-1"),
respectivamente. No espectro HMBC o
acoplamento */ do hidrogénio anomérico
com o carbono em &¢ 133,8 ppm (C-3)
revelou a 3-O-glicosilagdo. O sinal do carbono
anomérico em &¢ 108,3 ppm, diferente do
previsto para a forma piranosidica, o qual
aparece préximo de &¢ 102 ppm, indica a
arabinose na conformacdo furanosidica. Por
sua vez, o baixo valor da constante de
acoplamento do hidrogénio anomérico
sugere uma configuragdo a para a arabinose.
Desta forma, o flavonoide 2 foi elucidado

como sendo a quercetina-3-0O-a-
arabinofuranosideo, conhecido por
avicularina, monoglicosideo previamente
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reportado para as folhas de B. ungulata ** e
B. megalandra.*

Os flavonoides 3 e 4 foram obtidos como
uma mistura, consistindo de um sdlido
amorfo amarelo para o qual foram
observados dois sinais no cromatograma
obtido por CLAE-UV e os espectros UV
revelaram maximos de absorcGes em 256 e
356 nm e 255 e 356 nm, respectivamente. A
presenga de apenas um sinal no espectro
obtido por IES-EM, o ion pseudomolecular
[M-H] = 463,4; sugeriu a mistura de dois
flavonoides isoméricos de formula Cy;H,004,,
compativeis com uma hexosil quercetina. Os
espectros de RMN 'H e C da mistura
demonstraram a presenca dos sinais em &y
5,45 (d, /= 7,7 Hz), 6:101,5 ppm e 645,37 (d,
J = 7,1 Hz), 6 102,4 ppm, relativos aos
hidrogénios e aos carbonos anoméricos dos
flavonoides 3 e 4, respectivamente. No
espectro HSQC foram observadas as
correlagbes C-H para ambos os flavonoides
da mistura e com base na multiplicidade dos
sinais, nos valores de deslocamento quimico
(64 e &¢) e das constantes de acoplamento, a
porcdo osidica dos flavonoides 3 e 4 foi
identificada como sendo galactose e glucose,
respectivamente. O espectro COSY da
mistura de 3 e 4 revelou um elevado valor
para a constante de acoplamento do
hidrogénio anomérico de ambas as hexoses,
sugerindo uma configuragdo 8 para a por¢ao
osidica de ambos os monoglicosideos. No
espectro HMBC foi observado o acoplamento
*J do hidrogénio anomérico da galactose em
6y 5,37 ppm e da glucose em &, 5,45 ppm,
com os carbonos em &¢ 113,8 (C-3) e 133,7
ppm (C-3), respectivamente, confirmando a
3-O-glicosilagdo para ambos os flavonoides
da mistura. Os flavonoides 3 e 4 foram entdo
elucidados como sendo respectivamente a
quercetina-3-0-B-galactopiranosideo
(hiperina) e a quercetina-3-0-B-
glucopiranosideo (isoquercitrina),
monoglicosideos previamente reportados
para as folhas de B. malabarica.”
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As subfragdes B10 e B11, oriundas do
fracionamento da particdo AcOEt em coluna
de XAD-16, foram agrupadas, reaplicadas em
coluna de Sephadex LH-20 e eluidas com
MeOH, fornecendo 27 mg do flavonoide 5,
obtido como um sélido amorfo amarelo, cujo
espectro UV demonstrou mdaximos de
absorcdo em 255 e 368 nm. O espectro
obtido por IES-EM revelou a presenga de um
ion pseudomolecular [M-H] = 301,3; para o
qual foi sugerida a férmula CysHoOs,
compativel com uma aglicona. O espectro de
RMN 'H do flavonoide 5 revelou o
acoplamento do tipo meta entre os sinais em
646,18 (1H,d, J=1,9 Hz) e 6,6,40 (1H,d, J =
1,9 Hz), relativos aos hidrogénios H-6 e H-8,
respectivamente. Para o anel B foram
observados trés sinais no espectro, os
dupletos em 647,67 (1H, J = 2,1 Hz) e 66,88
(1H, J = 8,5 Hz) e o duplo dupleto em &, 6,88
(1H, J = 8,2 e 2,1 Hz), relativos aos
hidrogénios H-2’, H-5’ e H-6’,
respectivamente. Os espectros de RMN H,
B3C e HSQC revelaram um conjunto de sinais
caracteristicos da aglicona quercetina (5).

Das folhas de B. longifolia foram obtidos
flavonoides derivados de uma Unica aglicona,
a quercetina, n3ao sendo detectados
flavonoides derivados do canferol, muito
comuns no género. Os flavonoides elucidados
neste estudo sdo bastante comuns no género
Bauhinia. Quercetina, avicularina e
guercitrina sdo reportados para espécies
diversas, incluindo B. megalandra,® B.
purpurea,”® B. ungulata ** e finalmente B.
malabarica * para a qual s3o reportados
ainda hiperina e isoquercitrina. A auséncia de
derivados do canferol torna a composi¢ao
guimica das folhas de B. longifolia diferente
da maioria das espécies do género, incluindo
B. forficata, espécie que pertence ao mesmo
subgénero e secdo de B. longifolia.
Entretanto, sua composicdo foliar de
flavonoides é baseada em di e triglicosideos
derivados da quercetina e do canferol. *¢
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Tabela 1. Dados de RMN *H e **C dos flavonoides 1-5

1 2 3 4 5
C/H 6%Cc &6 6¥Cc 6 6%c 6H 6Cc &H 8®Cc &'H
2 1569 - 156,8 - 156,9 - 156,4 - 156,3 -
3 1346 - 133,8 - 133,8 - 133,7 - 135,9 -
4 1781 - 178,2 - 177,7 - 177,6 - 176,1 -
5 1617 - 161,7 - 161,6 - 161,5 - 160,9 -
6 992 6,23d 992 622s 996 6,16s 996 616s 99,1 6,18d
7 1646 - 164,7 - 166,3 - 166,2 - 164,1 -
8 941 642d 940 643s 942 637s 942 637s 944 640d
9 1578 = 157,4 = 156,9 : 156,5 - 157,4 -
10 1045 - 104,4 = 103,7 : 103,8 s 103,3 .
1 1211 - 122,2 - 121,4 - 121,4 - 122,2 -
2’ 1160 7,33d 1159 7,49s 1163 7,58d 1164 7,55d 1152 7,67d
3 1456 - 145,5 - 145,4 - 145,5 - 145,3 -
4 148,38 - 148,9 - 149,2 - 149,2 - 147,9 -
5 1159 6,90d 116,0 6,87d 1157 6,81d 1157 6,86d 1166 6,88d
6 121,6 7,28dd 121,4 7,56d 122,3 7,65 1215 7,65dd 122,4 7,53dd
dd
1”7 102,2 5,29d 1083 559d 1024 5,37d 101,5 5,45d = :
2” 70,5 4,01d 826 417m 71,7 3,58s 746 3,15s = :
3" 716 3,54dd 774 373m 737 338 763 3,235 = :
dd
4" 71,0 3,18t 863 353m 684 366d 705 3,09d - -
57 70,8 3,24dd 61,1 330m 770 3,32d 780 3,28d - -
6’ 179 085d - - 60,6 3,47 61,4 3,56m - -
dd

3.2. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das fragOes
hexanica, diclorometano, AcOEt e BuOH do
extrato metandlico das folhas de B. longifolia
foi determinada através do método do DPPH,
que avalia a capacidade redutora de uma

substancia ao reagir com o radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH).”” O flavonol
qguercetina foi utilizado como controle
positivo e avaliado em seis concentragdes
diferentes e a partir da curva de regressao
linear (Figura 4) foi calculado seu CEsq = 3,59
+1,2 pg/mL.
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y=10,797x +11,284
R* =0,9995

0 0,5 1 1,5 2

2,5 3 3,5 4 4,5 5

Concentragdo (pg/mL)

Figura 4. Curva de regressao linear da quercetina

Conforme apresentado na Tabela 2, os
maiores percentuais de atividade
antioxidante foram observados para as
fracoes AcOEt e BUOH, que na concentracdo

mais elevada (500 pg/ml) apresentaram
percentuais de atividade antioxidante
superiores a 90%.

Tabela 2. Percentuais de atividade antioxidante e CEsy das fragdes hexanica, diclorometano,

AcOEt e BUuOH

%AA0 CEso
Fragcdo Concentragao (pug/mL) (ng/mL)
500 200 100 50 25 5
Hexanica 50,1 24,2 19,5 11,6 5,7 3,2 489,5 + 4,2°
Diclorometano 89,3 469 31,8 22,9 16,7 10,9 235,1 + 1,3b
AcOEt 92,5 785 652 545 386 19,8 21,2 +1,2°
BuOH 90,7 784 668 605 47,2 318 16,1 + 1,4Cd

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey.

“p<0,05;°p<0,01; p<0,001.

Os resultados apontam para um maior
potencial antioxidante das fra¢cdes AcOEt e
BUuOH, para as quais foram observados os
menores valores de CEs, (Tabela 2). A fragdo
mais ativa foi BUOH (CEso= 16,1 + 1,4 pg/mL)
que, segundo o teste de Tukey (p<0,05),
demonstrou atividade antioxidante
comparavel a apresentada pela quercetina. A
fracdo AcOEt também demonstrou elevado
potencial antioxidante (CEsp= 21,2 + 1,2
pg/mL), com atividade comparavel a
apresentada pela fracdo BuOH. Por sua vez,

as fragcbes hexanica e diclorometano
apresentaram elevados valores de CEs, (489,5
e 235,1 pg/mL, respectivamente), exibindo
baixa atividade frente a reducdo do DPPH.

Estudos avaliando o potencial
antioxidante de Bauhinia frente ao radical
DPPH tém apontado o género como uma
fonte rica em substancias antioxidantes.'®?%3!
O extrato metandlico das cascas de B.
racemosa exibiu menor potencial
antioxidante (CEsp= 152,92 pg/mL) % que as
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fracoes AcOEt e BuUOH das folhas de B.
longifolia avaliadas neste estudo. O extrato
metandlico (CEsp = 31,7 £ 0,9 pg/mL) e as
fragdes AcOEt (CEsp = 34,8 = 0,3 pg/mL) e
BUOH (CEsp = 28,8 £ 1,3 ug/mL) das folhas de
B. galpinii ** também exibiram atividade
antioxidante menos pronunciada que a
observada para as fracdes AcOEt e BUuOH das
folhas de B. longifolia. Considerando-se o
potencial antioxidante ja reconhecido dos
flavonoides, a elevada atividade antioxidante
apresentada pelas fracdes AcOEt e BUOH das
folhas de B. longifolia deve estar
correlacionada a presenca dos derivados da
guercetina que compde ambas as fracdes e
gue apresentam uma ou mais hidroxilas
fendlicas livres, um dos fatores estruturais
determinante para a atividade antioxidante
de fenois.*>**

3.3. Teor de fendis totais

O teor de fendis das fragGes hexanica,
diclorometano, AcOEt e BuOH foi
determinado através do método de

Vo

fosfomolibidico e fosfotunguistico, de
coloracdo amarela, que na presenca de
substancias redutoras, como os compostos
fendlicos, sofre redugdo com consequente
mudanca da coloracdo da solugdo, cuja
absorbancia é entdo medida em aparelho
espectrofotdmetro.®

O teor de fendis totais de cada fracao foi
calculado a partir da equacao obtida da curva
de calibragdo, utilizando-se solugdes de acido
galico nas concentracGes de 10-200 pg/mL
(Figura 5) e expresso em pg de equivalente
de 4cido galico por mg de extrato (ug
EAG/mg de extrato).

A analise do teor de fendis totais pelo
método de Folin-Ciocalteau revelou um
elevado teor de compostos fendlicos para as
fracbes AcOEt e BUOH (Tabela 3), conforme
era esperado, ja que ambas as fracdes sdo
compostas basicamente por flavonoides
derivados da quercetina. A fracdo butandlica
apresentou o maior teor de fendis totais
(422,4 £ 0,7 ug EAG/mg), seguida pela fragdo
AcOEt (383,8 + 2,1 ug EAG/mg). Por sua vez,
para as fracGes hexanica e diclorometano foi
observado um baixo teor de fendis totais:

quantificacdo espectrofotométrica utilizando- 23,8 + 29 e 61,9 + 1,4 pg EAG/mg,
se o reagente de Folin-Ciocalteau, que respectivamente.
consiste de uma mistura dos acidos
3,500
y = 0,0168x - 0,146
3,000 + R* =0,9981
2,500 +
-
:§ z'm ]
£
g 1,500 4
!
1,000 -
0,500 4
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Concentragdo (pg/mL)

Figura 5. Curva de regressao linear do acido galico

Conforme apresentado na Tabela 3, as
fracbes com maior atividade antioxidante
(AcOEt e BUOH), apresentaram o maior teor
de fendis totais, sugerindo uma relagdo

direta entre o teor de fendis totais e a
atividade antioxidante observada para tais
fracGes. Estudos tém demonstrado uma
relacdo direta entre a atividade antioxidante
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e o teor de fendis totais de espécies vegetais
diversas.***® Muitos dos efeitos
farmacolégicos dos  flavonoides  sdo
relacionados ao seu potencial antioxidante,
que resulta de sua capacidade sequestradora
de radicais livres, quelante de ions metalicos

dos Santos, A.E. et al.

e/ou sinérgica com outros antioxidantes.*
Incluindo a atividade hipoglicemiante
atribuida as espécies de Bauhinia, que em
muitas das vezes estd diretamente associada
a atividade antioxidante.”*

Tabela 3. Teor de fendis totais e CEsy das fragdes hexanica, diclorometano, AcOEt e BUOH

das folhas de B. longifolia

Fracao Fendis totais CE;o
(ng EAG/mg) (ng/mL)
Hexanica 23,842,9° 489,5 + 4,2°
Diclorometano 61,9 +1,4° 235,1+1,3°

AcOEt
BuOH

Quercetina

383,8+2,1°
422,4 £0,7°

21,2+1,2°
16,1 + 1,4
3,59 +1,2¢

Dados expressos como média + desvio padrao, n = 3. Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo
diferem estatisticamente (p<0,05) entre si, pelo teste de Tukey. ?p < 0,05; bp <0,01; “ p < 0,001.

4. Conclusoes

O estudo fitoquimico das folhas de B.
longifolia levou a obtencdo da quercetina e
de quatro derivados monoglicosideos.
Embora muito comuns no género, derivados
do canferol ndo foram detectados nas folhas
de B. longifolia, que demonstrou, portanto,
composicdo quimica diferente de grande
parte das espécies do género. A presenca de
flavonoides derivados de uma Unica aglicona,
revela a simplicidade da composicdo foliar
dos flavonoides de B. longifolia. Embora
Bauhinia seja um género muito estudado, B.
longifolia conta com poucos estudos
publicados e pela primeira vez o potencial
antioxidante desta espécie foi avaliado,
revelando uma elevada atividade
antioxidante exercida pelas fragdes AcOEt e
BuOH, com esta ultima exibindo atividade
comparavel a apresentada pela quercetina,
controle positivo utilizado. Este é o primeiro
relato de estudo fitoquimico de B. longifolia
cultivada em area de Cerrado e pela primeira

vez os monoglicosideos avicularina, hiperina
e isoquercitrina sdo reportados para esta
espécie. Os resultados sugerem as folhas de
B. longifolia como uma fonte interessante de

substancias  fendlicas com  potencial
antioxidante.
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