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RESUMO 

 

Cassia bakeriana Craib (família Leguminosae) é nativa da Tailândia, mas foi adaptada 

ao Cerrado. O presente estudo teve como objetivo explorar o potencial antifúngico, 

antioxidante e antidiabético dos extratos e partições das folhas de C. bakeriana Craib 

bem como, identificar os constituintes químicos das amostras mais ativas. A atividade 

antifúngica foi realizada pelo método da microdiluição em caldo contra as espécies de 

Candida spp. As partições mais ativas para a C. glabrata foi a diclorometano (P-D) e 

acetato de etila (P-AE) (CIM 93,75 e 187,5 µg mL–1, respectivamente). A avaliação da 

atividade antioxidante foi realizada pelo método ORAC e DPPH●. O extrato etanólico 

(EE) e as partições apresentaram elevada atividade antioxidante no método ORAC 

com resultados superiores ao controle positivo ácido ascórbico (2498,5 ± 109,6 μmol 

Troloxeq/gamostra). No método DPPH● as partições n-butanol (P-B), P-AE e P-D 

apresentaram maior atividade antioxidante (IC50 21,7 ± 3,2; 

21,9 ± 4,3 e 31,7 ± 10,9 μg mL–1, respectivamente). Em relação à inibição enzimática, 

o EE apresentou maior inibição da α-amilase (IC50 5,00 ± 0,85 µg mL–1). A P-D 

apresentou maior inibição da α-glicosidase (IC50 359,55 ± 2,90 µg mL–1). O EH 

apresentou elevada inibição da lipase pancreática (IC50 25,26 ± 8,77 µg mL–1).  No que 

se refere a capacidade de inibição da glicação, as P-D e P-AE foram as mais ativas 

(IC50 37,85 ± 0,49 e 53,25 ± 11,24 µg mL–1, respectivamente). Através do 

fracionamento da P-D por CLAE-DAD semi-preparativo, os flavonóides canferol (XX) 

e canferol-3-O-ramnosídeo (XVII) foram isolados e caracterizados por RMN e EM-IES. 

Estes compostos apresentaram elevada atividade antioxidante no método ORAC 

(4198,0 ± 42,6 e 4153,6 ± 3,8 μmol Troloxeq/gamostra, respectivamente), mas apenas 

XX foi ativo para o DPPH● (IC50 10,2 ± 0,1 μg mL–1). O composto XX apresentou 

elevada inibição da α-amilase (IC50 1,5 ± 0,14 μg mL–1). Os compostos XX e XVII 

apresentaram elevada inibição da glicação (IC50 64,16 ±1,53 e 84,27 ± 11,38 μg mL–

1, respectivamente). Através da análise CLAE-EM-IES do EE, P-D e P-AE, alguns 

compostos como ácidos fenólicos, flavonoides, megastigmanos, ácidos graxos e 

derivados, esfingolipídios, proantocianidinas, cianidina e antraquinonas foram 

identificados. 

PALAVRAS-CHAVE: Cassia bakeriana. Antifúngica, Antioxidante, Antidiabéticos, 

Flavonoides, Ácidos fenólicos, Antraquinona, CLAE-EM-IES.    

 



 
 

ABSTRACT 

 

Cassia bakeriana Craib (Leguminosae family) is native from Thailand, but it was 

adapted in the Cerrado. The present study aimed to evaluate the antifungal, 

antioxidant and antidiabetic potential of extracts and partitions of C. bakeriana Craib 

leaves as well as to identify the chemical constituents of the most active samples. The 

antifungal activity was performed by broth microdilution method against Candida spp. 

The most active partitions for C. glabrata were dichloromethane (PD) and ethyl acetate 

(P-AE) (MIC 93.75 and 187.5 µg mL–1, respectively). The evaluation of the antioxidant 

activity was performed by the ORAC and DPPH● method. The ethanolic extract (EE) 

and the partitions presented high antioxidant activity in the ORAC method with results 

superior to the positive ascorbic acid control (2498.5 ± 109.6 μmol Troloxeq/gsample). In 

the DPPH● method, the n-butanol (PB), P-AE and PD partitions showed higher 

antioxidant activity (IC50 21.7 ± 3.2, 21.9 ± 4.3 and 31.7 ± 10.9 μg mL–1, respectively). 

In relation to enzymatic inhibition, the EE showed higher α-amylase inhibition (IC50 

5.00 ± 0.85 μg mL–1). The P-D showed greater α-glycosidase inhibition (IC50 

359.55 ± 2.90 μg mL–1). The EH showed high inhibition of pancreatic lipase (IC50 

25.26 ± 8.77 µg mL–1). In relation to glycation inhibition capacity, P-D and P-AE were 

also the most active (IC50 37.85 ± 0.49 and 53.25 ± 11.24 μg mL–1, respectively). By 

fractionation of P-D by semi-preparative CLAE-DAD, the flavonoids canferol (XX) and 

canferol-3-O-rhamnoside (XVII) were isolated and characterized by NMR and MS-IES. 

These compounds showed high antioxidant activity in the ORAC method 

(4198.0 ± 42.6 and 4153.6 ± 3.8 μmol Troloxeq/gsample, respectively), but only 

compound XX was active by DPPH● method (IC50 10.2 ± 0.1 μg mL–1). The isolated 

compounds XX showed high inhibition of α-amylase (IC50 1.5 ± 0.14 μg mL–1). The 

compounds XX and XVII showed high inhibition of glycation (IC50 64.16 ± 1.53 and 

84.27 ± 11.38 μg mL–1, respectively). Through the HPLC-ESI-MS analysis of EE, Fr-D 

and Fr-AE, some compounds such as phenolics acid, flavonoids, megastigmane, fatty 

acids and derivatives, sphingolipids, proanthocyanidins, cyanidin and anthraquinones 

were identified. 

KEYWORDS: Cassia bakeriana, Antifungal, Antioxidant, Antidiabetic, Flavonoids, 

Phenolic acids, Anthraquinone, HPLC-ESI-MS. 
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1.0 INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA  

 

O uso de produtos naturais (metabólitos especiais) para o tratamento de doenças 

é uma prática que acompanha a história da humanidade por milhares de anos. Os 

povos antigos mastigavam ervas para aliviar dores ou enrolavam folhas sobre 

ferimentos para cicatrização, pois o conhecimento da medicina popular era a única 

fonte medicinal utilizada por esses povos. Mesmo nos dias atuais, com o 

desenvolvimento do sistema médico e o surgimentos de fármacos, para algumas 

comunidades, as plantas ainda são o único recurso utilizado no tratamento de 

doenças (MACIEL et al., 2002, VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO, 2006, JI; LI; 

ZHANG, 2009, MOHAMMADI; MANSOORI; BARADARAN, 2017, 

WANGKHEIRAKPAM, 2018). 

O conhecimento do potencial biológico dessas plantas, que foram passados ao 

longo dos anos por diversas gerações, despertou o interesse de pesquisadores que a 

partir do século XIX desenvolveram diversos estudos sobre o uso e propriedades das 

plantas medicinais que possibilitou o isolamento de alguns princípios ativos que são 

utilizados como fármacos nos dias atuais para o tratamento de várias doenças 

(MONTANARI; BOLZANI, 2001, MAJUMDAR; SOMANI, 2018, DUTTA et al., 2019). 

 Como exemplos temos a morfina (1) isolada do ópio de Papaver somniferum, 

entre os anos de 1803 e 1817. Esse potente alcaloide é utilizado como analgésico 

para o alívio de dores crônicas agudas e severas (KRISHNAMURTI; RAO, 2016). A 

quinina (2) isolada das cascas de espécies de Cinchona em 1820 é um importante 

fármaco antimalárico (ACHAN et al., 2011). Da casca do salgueiro (Salix alba) foi 

isolado em 1828 a salicina (3), que serviu como modelo para a síntese do ácido acetil 

salicílico (4) (aspirina), amplamente utilizado como analgésico mais brando (DIAS; 

URBAN; ROESSNER, 2012). O taxol (5) considerado até hoje o produto natural de 

maior sucesso, é um potente agente antitumoral isolado no início da década de 1960 

das cascas de Taxus brevifolia (LI et al., 2017). Na Figura 1 estão representadas as 

estruturas desses fármacos.  

Apesar do sucesso dessas moléculas, no final dos anos 80 e início da década 

de 1990, muitas empresas farmacêuticas diminuíram a triagem de produtos naturais 

(PN) para descoberta de novos fármacos. Esse fato foi devido à concorrência entre 

as indústrias na descoberta de novas classes de fármacos, que passaram a priorizar 

ensaios rápidos e de alta produtividade. A triagem de PN foi descartada devido às 
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dificuldades em trabalhar com esses produtos, como acesso, complexidade química 

e indisponibilidade de ferramentas analíticas nesse período (LAM, 2007, HARVEY, 

2008, KHAN, 2018). Entretanto, o progresso científico para compreensão da química 

dos produtos naturais nas últimas décadas, possibilitou avanços nas metodologias 

para purificação de compostos, na instrumentação analítica resultando em técnicas 

hifenadas sofisticadas como CLAE-EM, CLAE-RMN e CLAE-RMN-EM que permitiram 

maior facilidade na definição e caracterização de estruturas. 

 

Figura 1- Estrutura de fármacos isolados de plantas. 

 

Fonte: a autora. 
 

Além disso, esse progresso possibilitou a compreensão da ação farmacológica 

e a interdisciplinaridade com outras áreas como a físico-química, medicina e 

biotecnologia. Com o advento da biologia molecular e da química combinatória que 

permitem a avaliação da interações de várias moléculas e análogos frente à diversos 

alvos biológicos, os produtos naturais assumiram um papel importante na descoberta 

e planejamento de fármacos com diferentes atividades biológicas (JI; LI; ZHANG, 

2009, DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012, KHAN, 2018). 

A importância dos produtos naturais para a descoberta de novos medicamentos 

é relatada na revisão de Newman e Gragg (2016), a qual mostrou que a maioria dos 

1.562 fármacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) no período de 

1981 a 2014 foram inspirados em PN. Esses fármacos foram classificados como: 

macromolécula biológica (B), produto natural inalterado (N), medicamento botânico 

(fitoterápicos) (NB), derivado de produto natural com modificação semissintética (ND), 
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usuários do Sistema Único de Saúde (SUS), entre elas o uso de fitoterápicos e plantas 

medicinais (FERREIRA et al., 2014). Mesmo com toda a importância dos PN, seja na 

descoberta de novos fármacos ou para uso como fitoterápicos, menos de 10% da 

biodiversidade mundial foi avaliada quanto ao potencial biológico e muitos compostos 

naturais aguardam serem descobertos (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). 

 

Figura 3- Estrutura de alguns fármacos aprovados entre 1981 a 2014. 

 
Fonte: adaptado de Newman e Gragg (2016).  
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Devido a esse fato, o Brasil é um país com grande propensão para o estudo de 

produtos naturais em vista a sua grande biodiversidade. São 8,5 milhões km2 

territoriais que envolvem diversas zonas climáticas resultando em grandes variações 

ecológicas com diferentes biomas (Floresta Amazônica, Pantanal, Cerrado, Caatinga, 

Mata Atlântica e Pampa). A variedade desses biomas se deve a riqueza da flora e 

fauna que abriga aproximadamente 20% do número total de espécies do planeta  

(BIODIVERSIDADE, 2018). Apesar da grande biodiversidade brasileira e do 

significativo número de publicações científicas na área de PN (foram mais de 10 mil 

publicações de artigos entre 2011 e 2013), o mercado brasileiro de fitoterapia ainda é 

pouco relevante, representado menos de 5% do mercado mundial fechado em 27 

bilhões de dólares em 2014. Entre os fitoterápicos comercializados, apenas um agente 

fitoterápico brasileiro (Acheflan®), produzido pelo óleo da planta Cordia verbenacea 

com ação analgésica e anti-inflamatória, é encontrado entre os top 20 comercializados 

no Brasil (DUTRA et al., 2016). 

Entre os biomas brasileiros, o Cerrado se destaca devido a sua biodiversidade. 

Representa 5% da flora e fauna do planeta, sendo uma das savanas mais ricas do 

mundo. É o segundo maior e ocupa cerca de 25% do território brasileiro, sua área 

abrange o Distrito Federal e dez estados, sendo eles: Goiás, Mato Grosso, Mato 

Grosso do Sul, Tocantins, Maranhão, Bahia, Piauí, Minas Gerais, São Paulo e Paraná 

(MACHADO et al., 2004, MIRANDA et al., 2009, MINISTÉRIO, 2011).  

O Cerrado abriga 11.627 mil espécies e quase a metade são endêmicas. 

Entretanto esse bioma tem sido rapidamente devastado devido a atividades agrícolas 

insustentáveis, pecuária e a queima de vegetação para obtenção de carvão vegetal. 

Apesar da sua importância ambiental, apenas 8,21% da sua área é totalmente 

protegida por lei, sendo uma das regiões menos protegidas do Brasil (CERRADO, 

2017, OBIOMA, 2018). A devastação do Cerrado significa uma grande perda em 

termos de biodiversidade. Segundo o estudo realizado por Strassburg e outros (2017), 

o Cerrado já perdeu 46% da sua cobertura nativa e se o cenário tendencial evoluir, 

nos próximos 30 anos um terço do restante será perdido. Esses dados significam que 

1.140 espécies podem desaparecer o que gera uma grande perda para o 

conhecimento, uma vez que várias plantas medicinais são encontradas nesse local. 

Nesse contexto, o presente trabalho estudou a composição química das folhas 

de Cassia bakeriana e avaliou a atividade antifúngica, antioxidante, inibitória das 

enzimas α-amilase, α-glicosidase, lipase pancreática e inibição da glicação. Não 
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consta na literatura estudos em relação à composição química das folhas de C. 

bakeriana, foi relatada apenas uma avaliação da atividade antibacteriana contra 

bactérias da cavidade bucal do extrato e partições (CUNHA et al., 2017). Estudos com 

diferentes espécies de Cassia mostrou o potencial biológico desse gênero que 

apresentou atividade hepatoprotetora, hipolipidêmica, antimutagênica, antifúngica, 

antibacteriana, antidiabetes, antiúlcera, antioxidante, laxativa, além de 

identificar/isolar diversos constituintes químicos (SINGH; SINGH; YADAV, 2013, 

SUNDARAMOORTHY et al., 2016). A C. bakeriana é uma espécie nativa da Tailândia, 

mas adaptada no Cerrado, outras espécies de Cassia como C. absus, C. alata, C. 

angulata, C. fastuosa, C. ferruginea, C. grandis, C. obtusifolia, C. occidentalis, são 

nativas no Brasil e também são encontradas no Cerrado, o que justifica o estudo dessa 

espécie (SCHEIDEGGER, 2018). Dessa forma, a proposta desse trabalho pode 

contribuir para a valorização de espécies presentes no Cerrado, através do 

conhecimento da composição química das folhas de Cassia bakeriana, bem como o 

seu potencial biológico. 

 

2.0 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1  METABOLISMO ESPECIAL   

 

O metabolismo vegetal é um conjunto de reações químicas que resulta em uma 

variedade de compostos orgânicos denominados metabólicos primários e especiais. 

Os metabólitos primários estão presentes em todas as plantas e sua formação está 

relacionada com processos fotossintéticos que produzem ácidos carboxílicos de baixo 

peso molecular, aminoácidos, nucleotídeos, açúcares e lipídios. Esses compostos são 

essenciais para o funcionamento dos vegetais bem como seu crescimento e 

desenvolvimento. Os metabólitos especiais (ME) também chamados de metabólitos 

secundários, são compostos de baixa massa molecular e não apresentam ações 

diretas nos processos de fotossíntese, respiração, assimilação de nutrientes, 

transporte de solutos, síntese de proteínas, carboidratos e lipídios, mas são essenciais 

no processo de inter-relação da planta com o meio ambiente. O processo de 

biossíntese dos ME está relacionado com a evolução das espécies, por isso, 

geralmente apresentam uma distribuição restrita a uma determinada família, gênero 
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ou espécie e são sintetizados pelas plantas em menor quantidade (TORSSELL, 1997, 

GARCÍA; CARRIL, 2009, SIMOES et al., 2017). 

Os ME são responsáveis pelo sabor dos vegetais e podem apresentar efeitos 

benéficos e/ou prejudiciais para a saúde de humanos e animais depois de ingeridos. 

Entretanto esses compostos são muito importantes para a relação das plantas com a 

natureza, podem servir como atrativos para polinizadores, dispersores e na defesa 

contra inimigos garantindo a sobrevivência das plantas em seu ecossistema. 

(VERPOORTE et al., 2000, KROYMANN, 2011).  

As principais classes de ME são derivadas dos intermediários acetilcoenzima A 

(acetil-CoA), ácido chiquímico, ácido mevalônico e fosfato de metileritritol (Figura 4) 

em suas respectivas vias metabólicas: via do acetato, chiquimato, mevalonato e 

metileritritol fosfato. Apesar de ser um número pequeno de estruturas, esses 

compostos sofrem reações catalisadas por enzimas tais como reações de ciclização, 

eliminação, rearranjo, redução, oxidação e metilação, que dão origem a uma serie de 

ME com uma grande complexidade de estruturas químicas (GUNATILAKA, 2012).   

 

Figura 4- Estrutura dos intermediários na formação dos metabólitos especiais. 

 
Fonte: a autora. 

 

Na via do acetato são produzidos ácidos graxos e compostos fenólicos como 

antronas e antraquinonas. Na via do chiquimato são produzidos fenilpropanoides, 

lignanas, ligninas, cumarinas e ácidos fenólicos. Os flavonoides são produzidos em 

duas vias, a do chiquimato e a via do acetato. Na via do mevalonato e metileritritol 

fosfato são produzidos terpenos e esteroides. Os alcaloides são produzidos a partir 

de aminoácidos alifáticos oriundos do ciclo de Krebs e de aminoácidos aromáticos da 

via do chiquimato (DEWICK, 2012, GUNATILAKA, 2012, SIMÕES et al., 2017). A 

Figura 5 mostra de forma simplificada, as rotas envolvidas na biossíntese dos 

metabolitos especiais e as inter-relações com os metabolitos primários.  
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Figura 5- Esquema das rotas envolvidas na biossíntese dos metabolitos especiais e 
as inter-relações com metabolismo primário. 

 
Fonte: adaptado de Simões e outros (2017). 

 

Os alcaloides representam um grupo de mais de 15 mil compostos distribuídos 

em 20% de espécies de plantas. Essas substâncias possuem nitrogênio em sua 

estrutura e por isso apresentam caráter básico (TAIZ; ZEIGER, 2004). Esses 

compostos são derivados de aminoácidos como tirosina, lisina, fenilalanina, ácido 

antranílico, triptofano, triptamina, ornitina, arginina, histidina. No entanto ainda podem 

ser derivados de outros precursores como purinas, terpenos e policetídeos. 
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Dependendo da estrutura do anel, os alcaloides são subdivididos em: pirrolidínico, 

tropânico, piperidínico, pirrolizidínico, quinolizidínico, isoquinolínico, aporfínico, 

quinolínico, indólico, alcaloides terpênicos e esteroidais. Uma das principais funções 

dos alcaloides é na defesa das plantas contra predadores vertebrados, fungos e 

outras plantas. As estruturas químicas dos alcaloides faz com que eles interajam com 

diferentes alvos moleculares o que os tornam extremamente ativos, apresentando 

uma vasta gama de atividades, muitos apresentam características de 

neurotransmissores e potencial citotóxico (SIMÕES et al., 2017, DEBNATH et al., 

2018). A quinina (2) e o taxol (4) (Fig 1, p. 20) são exemplos de alcaloides usados 

para tratamento da malária e câncer, respectivamente. Na Figura 6 está representada 

a estrutura de outros alcaloides e suas respetivas atividades biológica.  

 

Figura 6- Estrutura de alguns alcaloides e suas respectivas atividades biológicas. 

 
Fonte: adaptado de Debnath e outros (2018).  
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Os terpenos representam o maior grupo de ME com mais de 27 mil compostos 

identificados. São classificados de acordo com o número de unidades de isopreno (2-

metitlbutadieno) (Figura 7) em sua estrutura, assim podem ser: monoterpenos (C10), 

sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), esteroides e triterpenos (C30) e caratenoides 

(C40) (VERPOORTE et al., 2000). Os terpenos desenvolvem importantes funções 

bioquímica nas plantas como na cadeia transportadora de elétrons, componente de 

membranas, pigmentos fotossintéticos, hormônios, defesa vegetal e atrativos para 

polinizadores (NCUBE; VAN STADEN, 2015). Esses compostos têm apresentado 

inúmeras atividades biológicas como anticâncer, antimicrobiana, antiviral, anti-

hiperglicêmica, anti-inflamatória, antiparasitária, entre outras, o que tem atraído cada 

vez mais o interesse biológico (PADUCH et al., 2007). Na Figura 7 está representada 

a estrutura de alguns terpenos e atividade biológica apresentada. 

 

Figura 7- Estrutura de alguns terpenos e atividade biológica apresentada. 

 
Fonte: adaptado de Paduch e outros (2007). 
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2.1.1 Compostos fenólicos  

 

Os compostos fenólicos receberam um tópico especial nesse trabalho por ser a 

principal classe de ME encontrada nas folhas de C. bakeriana. Esses compostos são 

encontrados em todo reino vegetal com mais de 10 mil estruturas identificadas. 

Estruturalmente apresentam pelo menos um grupo fenol (hidroxila ligada ao anel 

aromático). Eles podem ser classificados de diferentes maneiras porque são 

constituídos de estruturas heterogêneas que variam de moléculas simples a 

compostos altamente polimerizados (KENNEDY; WIGHTMAN, 2011, GIADA, 2013). 

As principais classes de compostos fenólicos e a estrutura básica são apresentados 

na Tabela 1.   

 

Tabela 1- Principais classes de compostos fenólicos e estrutura básica. (continua) 
Classe Esqueleto 

básico 
Estrutura básica 

Fenol, Benzoquinona C6 

    

Ácido fenólico 

(ácido protocatecuico) 

C6-C1 

 

Ácido hidroxicinâmico,  

(ácido p-cumárico)  

C6-C3 

  

Fenilpropeno (isoeugenol) C6-C3 

 

Cumarina, cromona 

(7-hidroxicumarina, 6-

metoximetilugenina) 

 

C6-C3 
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Tabela 1- Principais classes de compostos fenólicos e estrutura básica. (continua) 

Classe Esqueleto 
básico 

Estrutura básica 

Xantonas 

(1,7-di-hidroxixantona) 

C6-C1-C6 

 

Estilbeno 

(resveratrol) 

C6-C2-C6 

 

Antraquinona 

(reína) 

 

C6-C2-C6 

   

Flavonoides 

(canferol, catequina) 

 

 

Lignanas  

(enterolactona) 

 

(C6-C3)2 

 

Ligninas (macromoléculas) 

(álcoois p-cumarílico, 

coniferílico e sinapílico) 

(C6-C3)n 

(precursores da formação de ligninas) 
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Tabela 1- Principais classes de compostos fenólicos e estrutura básica. (conclusão) 

Classe Esqueleto 
básico 

Estrutura básica 

 

 

 

 

Taninos condensados 

 

 

 

 

(C6-C3-C6)n 

 

Taninos hidrolisáveis (C6-C1) 

 
Fonte: adaptado de Giada (2013). 

 

Os compostos fenólicos são cada vez mais reconhecidos por seu impacto no 

desenvolvimento, reprodução e defesa das plantas. As cumarinas e estilbenos 

protegem os vegetais contra patógenos bacterianos e fúngicos (CROTEAU; 

KUTCHAN; LEWIS, 2000). As ligninas são macromoléculas que se depositam nas 

paredes celulares vegetais conferindo-lhes rigidez. As lignanas e neolignanas são 

dímeros que exibem propriedades de defesa contra insetos e fungos nos vegetais 

(SIMÕES et al., 2017). Os taninos também são reconhecidos pela função de inibir 

herbívoros, pois em altas concentrações os frutos, folhas, sementes e demais partes 

das plantas tornam-se impalatáveis a uma diversidade de animais (MONTEIRO et al., 

2005).  

Os flavonoides são responsáveis pela pigmentação de algumas flores, frutos, 

folhas e sementes. Além disso, atuam nos organismos vegetais atraindo polinizadores 

e disseminadores de sementes, apresentam funções importantes na fertilidade de 

algumas espécies, agem como antimicrobianos e protegem as plantas contra a 

radiação ultravioleta (UV) agindo como filtros protegendo os tecidos contra danos  

fotossintéticos (HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008, SIMÕES et al., 2017). Vários 

flavonoides já foram relatados por apresentarem importantes atividades biológicas 

como antitumoral, anti-inflamatória, antiviral, antioxidante (SANTOS; FARIAS 
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RODRIGUES, 2017), antibacteriana, antifúngica (CUSHNIE; LAMB, 2005), 

antidiabética (SARIAN et al., 2017) entre outras, o que torna ainda maior o interesse 

por esses compostos. 

A estrutura dos flavonoides apresenta 15 átomos de carbono em seu núcleo 

fundamental constituído de duas fenilas ligadas por uma cadeia de três carbonos entre 

elas e cada unidade é chamada de núcleo A, B e C. O núcleo flavonoídico C e B é 

derivado da via do chiquimato e o núcleo A é derivado da via do acetato como mostra 

a Figura 8 (SIMÕES et al., 2017). 

 

Figura 8- Núcleo fundamental dos flavonoides. 

 
Fonte: a autora 

 

A classificação dos flavonoides é baseada no estado de oxidação dos núcleos A 

e B e no grau de insaturação do anel C (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 

2006, FALCONE FERREYRA; RIUS; CASATI, 2012). Na Figura 9 estão 

representadas as estruturas básicas das principais classes de flavonoides.   

Os flavonoides são metabolitos de origem biossintética mista. Na via do 

chiquimato é produzido o aminoácido fenilalanina, precursora do ácido cinâmico, o 

qual é oxidado a 4-hidroxicinamoil-SCoA. Na via do acetato são produzidas as 3 

moléculas de malonil-SCoA que reagem com o 4-hidroxicinamoil-SCoA, dando origem 

a um policetídeo. Esse leva a formação de uma chalcona precursora das flavanonas 

naringenina e liquiritigenina (Figura 10). A partir dessas flavanonas outros compostos 

podem ser sintetizados através de reações catalisadas por diferentes enzimas que 

geram modificações como hidroxilação em qualquer posição dos anéis aromáticos, 

metilação, glicação e dimerizações resultando as diferentes classes de flavonoides. A 

Figura 11 mostra alguns flavonoides que são sintetizados a partir da flavanona 

naringenina.  
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Figura 9- Principais classes de flavonoides. 

 
Fonte: adaptado de Falcone e outros (2012). 
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Figura 10- Biossíntese das flavanonas. 

 
Fonte: adaptado Dewick (2012). 
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Figura 11- Biossíntese das principais classes de flavonoides. 

 

Fonte: adaptado Dewick (2012). 

 

 

2.2  ATIVIDADES BIOLÓGICAS 

 

2.2.1 Atividade antifúngica 

 

Os fungos são patógenos que podem causar infecções superficiais que atingem 

a pele e as unhas dando origem a doenças conhecidas como eczema, pé de atleta, 

micose, onicomicose, candidíase oral e vaginal. Estas infecções são causadas 

principalmente por fungos dermatófitos que inclui os gêneros Trichophyton, 

Microsporum e Epidermophyton e também, podem ser causadas por espécies do 

gênero Candida (BROWN et al., 2012, WHITE et al., 2014).  

Os fungos ainda podem causar infecções invasivas que apresentam riscos de 

saúde maiores, pois causam doenças como fungemia, meningite, pneumonia, 

condições crônicas graves como aspergilose pulmonar e broncopulmonar alérgica, 

asma e doença pulmonar obstrutiva (BROWN et al., 2012, PERLIN; RAUTEMAA-

RICHARDSON; ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017).  As infecções invasivas são 



36 
 

responsáveis pela elevada taxa de mortalidade que excede 50% dos casos. Mais de 

90% das mortes relacionadas com fungos pertencem a um dos quatro gêneros: 

Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis. Entre estes, o gênero Candida 

representa a segunda maior causa de infecções fúngicas em todo mundo (BROWN et 

al., 2012). Entre as espécies encontradas em indivíduos saudáveis estão C. albicans, 

C. glabrata, C tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei (SPAMPINATO; LEONARDI, 

2013). A C. albicans é considerada o patógeno mais comum, geralmente coloniza as 

regiões da pele, trato respiratório e gastrointestinal, aparelho geniturinário sendo o 

agente predominante nos casos de infecções fúngicas invasivas (SPAMPINATO; 

LEONARDI, 2013, YAPAR, 2014).  A C. tropicalis foi considerada como a segunda em 

termos de virulência e importância clínica, embora nos últimos anos tenha sido 

substituída por C. glabrata, que também está associada a uma elevada taxa de 

mortalidade (FIDEL; VAZQUEZ; SOBEL, 1999, ANN CHAI; DENNING; WARN, 2010).  

A C. albicans, C. glabrata e C. tropicali foram às espécies avaliadas nesse trabalho. 

 Geralmente, as infecções fúngicas invasivas são comuns em pacientes 

imunocomprometidos com AIDS, em pacientes com câncer passando por 

quimioterapia ou transplantes de órgão e também podem ser observadas em 

pacientes saudáveis (PIANALTO; ALSPAUGH, 2016). 

O desenvolvimento de fármacos antifúngicos, menos tóxicos e que podem ser 

usados por diferentes pacientes em várias condições de saúde, tem contribuído para 

profilaxia e terapia de doenças. Entretanto, o uso preventivo ou de longa duração são 

alguns fatores que levam o aumento da resistência microbiana aos fármacos. A 

resistência dos micro-organismos fúngicos é um grande problema, pois reduz as 

opções de tratamento do paciente (PERLIN; RAUTEMAA-RICHARDSON; 

ALASTRUEY-IZQUIERDO, 2017), uma vez que existe resistência em diferentes 

espécies de Candida e em todas as classes disponíveis de agentes antifúngicos 

(MORACE; PERDONI; BORGHI, 2014, PIANALTO; ALSPAUGH, 2016).  

Os agentes antifúngicos aprovados são divididos em quatro classes principais, 

polienos: anfotericina B e nistatina; azóis: fluconazol, itraconazol, voriconazol, 

posaconazol, isavuconazol; equinocandinas: caspofungina, micafungina, 

anidulafungina; antimetabólito: 5-fluorocitosina (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013, 

PIANALTO; ALSPAUGH, 2016). Além da resistência antifúngica, esses fármacos 

estão associados a diversos efeitos colaterais. A anfotericina B (polieno) apresenta 

nefrotoxicidade devido à ligação fora do alvo das membranas do hospedeiro, muitos 
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azóis podem promover alterações da condição cardíaca, e a 5-fluorocitosina 

apresenta toxicidade contra a medula óssea especialmente na presença de 

insuficiência renal (PIANALTO; ALSPAUGH, 2016). São poucos os agentes 

antifúngicos disponíveis contra as infecções fúngicas. No período de 2011 a 2014 

apenas dois compostos antifúngicos sintéticos foram aprovados, o efinaconazole e o 

tavaborole. Além disso, as formas atuais de tratamento das infecções fúngicas ainda 

usam agentes, tais como anfotericina B e griseofulvina que foram lançados em 1958 

(NEWMAN; CRAGG, 2016). Desta forma, há a necessidade de estudos que venham 

contribuir para a descoberta de novos princípios antifúngicos. 

 Nesse sentido, a atividade antifúngica de produtos naturais tem sido relatada 

devido à variedade química presente nos vegetais e uso de diferentes espécies na 

medicina tradicional para tratamentos de infecções causadas por fungos (ZIDA et al., 

2016). Diversas espécies do Cerrado foram avaliadas contra Candida spp. e 

apresentaram potencial antifúngico (CORREIA et al., 2016). Compostos fenólicos, 

flavonoides, cumarinas, quinonas, saponinas, chantonas, alcaloides, polipeptídeos e 

terpenos isolados de plantas tem mostrado atividade antifúngica contra diferentes 

espécies de fungos (ARIF et al., 2009).  

Uma vez que as infecções causadas por fungos são um problema de saúde 

mundial, pois afetam 300 milhões de pessoas em todo o mundo (GLOBAL, 2018) e 

que espécies do gênero Cassia, como a C. fistula, C. alata, C. tora apresentaram 

atividade antifúngica contra diferentes espécies de Candida spp. (BHALODIA; 

SHUKLA, 2011, PAWAR; D’MELLO, 2011, TIMOTHY et al., 2012), torna-se 

interessante a avaliação da atividade antifúngica da Cassia bakeriana em busca de 

novos antifúngicos potentes e menos tóxicos.   

 

2.2.2  Diabetes e o estresse oxidativo  

 

Os produtos naturais têm sido utilizados no desenvolvimento de novos fármacos 

para o tratamento do diabetes. Entre 1981 a 2014 foram lançados 51 fármacos 

antidiabéticos, sendo que entre eles apenas um é natural, mas 24 são derivados de 

PN, o que torna importante o estudo de plantas para essa patologia (NEWMAN; 

CRAGG, 2016). 

 O diabetes mellitus é um grupo de distúrbios metabólicos caracterizados pelo 

elevado nível de glicose no sangue (hiperglicemia) e insuficiência na produção ou 
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ação da insulina produzida pelo pâncreas (MARITIM; SANDERS; WATKINS III, 2003). 

A prevalência de diabetes está aumentando rapidamente em todo o mundo e de 

acordo com a International Diabetes Federation (2019a) em 2017 425 milhões de 

adultos com idades entre 20 e 79 anos foram diagnosticados com a doença. Entre 

eles, o diabetes tipo 2 representa 90% dos casos e estima-se que em 2045 haverá 

629 milhões de pessoas com diabetes no mundo. Os altos níveis de glicose no sangue 

estão associados a complicações macro e microvascular que leva ao aparecimento 

de doenças como cardíacas, derrames, cegueira e renais (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 

2016). 

 Basicamente, o diabetes é classificado como tipo 1 (dependente de insulina) ⸺ 

causada pela falta de secreção de insulina pelas células β-pancreáticas ⸺ e tipo 2 

(não dependente de insulina) ⸺ causada pela diminuição da sensibilidade dos tecidos 

a insulina, que também é denominada resistência à insulina. O diabetes tipo 2 é 

causado por fatores ambientais como obesidade, falta de exercícios físicos, estresse 

e envelhecimento (OZOUGWU, 2013). 

A insulina é uma proteína (hormônio) sintetizada por células beta do pâncreas 

em resposta a estímulos, principalmente da glicose (ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016). 

Sempre que é realizada uma refeição há aumento de glicose no sangue que estimula 

a secreção de insulina resultando no aumento do transporte da glicose, metabolismo 

e armazenamento pelos músculos e tecidos gordurosos (KANGRALKAR; PATIL; 

BANDIVADEKAR, 2010). A insulina promove a captação de glicose, reduzindo o nível 

dela no sangue. Essa captação, é mediada pelo transportador de glicose (GLUT4), 

uma proteína que permite que a glicose presente no sangue se mova para dentro da 

célula através da membrana plasmática (SATOH, 2014). A resistência à insulina 

resulta na redução da absorção da glicose pelos tecidos causando a hipoglicemia 

intracelular e hiperglicemia extracelular. A hipoglicemia intracelular resulta na 

neoglicogênese que leva a degradação de gorduras ocasionando a cetoacidose 

diabética. A hiperglicemia extracelular causa coma hiperglicêmico e diurese osmótica 

que é acompanhada pela perda de água e eletrólitos (OZOUGWU, 2013). 

A progressão do diabetes tem sido associada ao estresse oxidativo (EO) que é 

mediado pela geração de radicais livres induzidos pela hiperglicemia o que contribui 

para o aumento de complicações da doença. O estresse oxidativo é definido como o 

excesso de formação de radicais livres ou a remoção insuficiente dessas espécies. 

Em níveis hiperglicêmicos a formação de espécies radicalares é favorecida. A 
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autoxidação da glicose gera os radicais hidroxil (OH•), o aumento do metabolismo da 

glicose resulta na produção dos radicais superóxido (O2-•) (JOHANSEN et al., 2005). 

Os radicais livres são átomos ou moléculas reativas de curta duração que 

possuem elétrons desemparelhados na camada de valência. Os radicais livres 

juntamente com intermediários neutros como H2O2 e espécies carregadas como 

(ONOO-) são denominadas espécies reativas (ER). As ER são divididas em espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e espécies reativas de nitrogênio (ERN). São exemplos de 

ER: radical hidroxil (OH•), radicais superóxido (O2-•), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

óxido nítrico (NO•), óxido nitroso (N2O3), peroxinitrito (ONOO-) (BANSAL; BILASPURI, 

2011).  

As ERO e ERN são produzidas no organismo naturalmente ou por alguma 

disfunção biológica. Elas podem ser produzidas nas células através de reações 

enzimáticas e não enzimáticas. Os processos enzimáticos são aqueles envolvidos na 

cadeia respiratória, a fagocitose, a síntese de prostaglandinas e o sistema do 

citocromo P450. Por exemplo, o radical superóxido (O2•ˉ) é gerado através de vários 

sistemas celulares de oxidase, como NADPH oxidase, xantina oxidase e peroxidase. 

Nesse processo ocorre a redução de elétrons do oxigênio (O2) e oxidação dos 

substratos (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). Na presença de enzimas, como 

SOD (superóxido dismutase), o H2O2 é produzido pela dismutação do ânion (O2-•). O 

radical OH• é formado pela reação do O2•ˉ com H2O2 na presença de Fe2+ ou Cu+ 

(catalisador), reação que é conhecida como a reação de Fenton (BARREIROS; 

DAVID; DAVID, 2006). 

As ER também são produzidas a partir de reações não enzimáticas de oxigênio 

com compostos orgânicos e reações iniciadas com radiação ionizante. Esse processo 

pode ocorrer durante a respiração aeróbica nas mitocôndrias. ER podem ser geradas 

por fatores externos os quais estamos expostos diariamente como a radiação, 

poluição do ar e da água, produtos químicos, fumaça de cigarros, metais pesados, 

carne defumada, óleo de cozinha usado e efluentes industriais. Após a penetração no 

corpo por diferentes vias, estes compostos são decompostos ou metabolizados em 

radicais livres (PHAM-HUY; HE; PHAM-HUY, 2008). 

O estresse oxidativo faz com que as células saudáveis do corpo sejam atacadas 

levando a oxidação do DNA, proteínas e outras macromoléculas. Esse ataque induz 

uma variedade de doenças crônicas e degenerativa e o processo de envelhecimento. 

A patogênese de mais de 50 doenças foi associada aos radicais livres, entre elas o 
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câncer, doenças cardiovasculares, neurológicas, pulmonares, renais, oculares, 

diabetes, artrite reumatoide, Alzaheimer’s, Parkinson’s, entre outras (PHAM-HUY; HE; 

PHAM-HUY, 2008, ASMAT; ABAD; ISMAIL, 2016). 

Na defesa contra o EO, o organismo conta com os antioxidantes endógenos e 

exógenos. As enzimas superóxido dismutase, catalase, peroxidase, ascorbato 

peroxidase e glutationa redutase são os principais antioxidantes endógenos (YANG et 

al., 2011). Os antioxidantes exógenos são ingeridos através da alimentação e podem 

ser sintéticos ou naturais. Os sintéticos são amplamente utilizados na indústria 

alimentícia, farmacêutica e cosmética. Entre os mais utilizados estão o hidroxianisol 

butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato de propila (PG) e a terc-

butilidroquinona (TBHQ). Entretanto, estudos tem relatado a possibilidade desses 

antioxidantes apresentarem efeitos carcinogênicos e tóxicos para o fígado e pâncreas 

(RAMALHO; JORGE, 2006, YEHYE et al., 2015, TOZETTO et al., 2017). Os 

antioxidantes naturais incluem vitamina C e E, terpenoides, caratenoides, compostos 

fenólicos como ácidos fenólicos, flavonoides, cumarinas, lignanas e taninos 

(AUGUSTYNIAK et al., 2010). Os compostos fenólicos, como flavonoides são 

amplamente conhecidos principalmente pela capacidade de reduzir a formação e 

eliminar radicais livres (PIETTA, 2000, PROCHÁZKOVÁ; BOUŠOVÁ; WILHELMOVÁ, 

2011). Além disso, estudos tem demostrado boa relação de compostos fenólicos como 

agentes antidiabéticos o que torna ainda maior o interesse por esses compostos (LIN 

et al., 2016). 

Ao longo da história, diferentes medicamentos foram utilizados para tratar o 

diabetes tipo 2, incluindo a insulina, antes do conhecimento sobre o seu mecanismo 

de ação. Muitos desses medicamentos foram obtidos a partir de plantas ou de micro-

organismos. O picnogenol é um extrato aquoso obtido do Pinus pinasterque 

(Pinaceae), rico em polifenóis e apresenta atividade antidiabética. A galegina (6) 

isolada da Galega officinalis L. (Fabaceae) apresenta estrutura semelhante ao 

antidiabético metformina (7). A acarbose (8), o miglitol (9) e o voglibose (10), são 

obtidos de micro-organismos. A Figura 12 mostra a estrutura desses compostos 

(RIOS; FRANCINI; SCHINELLA, 2015).  
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Figura 12- Estrutura de compostos antidiabéticos obtidos de produtos naturais. 

 
Fonte: a autora.  

 

Dessa forma, torna-se importante o estudo de plantas em busca de compostos 

que possam auxiliar no controle e tratamento do diabetes mellitus bem como o 

estresse oxidativo.  

 

2.2.3  Enzimas α-amilase e α-glicosidase 

 

Uma das terapias para o tratamento do diabetes mellitus tipo 2 é através do 

controle da hiperglicemia pós-prandial. A inibição da absorção da glicose no intestino 

ou a eliminação nos tecidos é um efeito benéfico para controlar o nível de glicose no 

sangue pós-prandial (SUBRAMANIAN; ASMAWI; SADIKUN, 2008, THILAGAM et al., 

2012). A principal fonte de glicose no sangue é de carboidratos ingeridos na dieta, 

como o amido, que são hidrolisados pelas enzimas α-glicosidase e α-amilase, de 

modo a serem absorvidos pelo intestino. Dessa forma, uma opção de tratamento para 

diabetes mellitus tipo 2 é inibir a atividade dessas enzimas (THILAGAM et al., 2012). 

A α-amilase é uma enzima pancreática também encontrada na saliva que 

catalisa a hidrólise da ligação α-(1,4)-glicosídica no polímero de amido em polímeros 

de baixo peso molecular como unidades de glicose, maltose e maltotriose (SOUZA; 

OLIVEIRA, 2010, BOEHLKE; ZIERAU; HANNIG, 2015). A α-glicosidase está presente 

na mucosa do intestino delgado e também cliva a ligação glicosídica de 

oligossacarídeos produzindo unidades monossacarídeos de glicose (MELO; 

CARVALHO, 2006, THAKARE et al., 2017).  

A acarbose (8) foi o primeiro inibidor da α-glicosidase a ser comercializado. Esse 

fármaco foi introduzido no início dos anos 90, sendo um produto natural obtido a partir 
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da fermentação da bactéria Actinoplanes sp. Outros novos agentes foram introduzidos 

em alguns países como o miglitol (9) e o voglibose (10) (Figura 12 p. 41). Entretanto, 

esses inibidores podem causar efeitos adversos, como hipoglicemia, problemas 

hepáticos, acidose láctica e diarreia (KRENTZ; BAILEY, 2005, TUNDIS; LOIZZO; 

MENICHINI, 2010). 

Muitos medicamentos fitoterápicos têm sido recomendados para o tratamento da 

diabetes atuando como inibidores enzimáticos. As plantas são utilizadas devido sua 

eficácia, pois podem apresentar menos efeitos colaterais e menor custo (TUNDIS; 

LOIZZO; MENICHINI, 2010). A atividade inibitória da α-glicosidase foi relatada por 

diferentes metabolitos especiais, como flavonoides, ácidos fenólicos, taninos, 

antocianinas, triterpenos, saponinas, fitosteróis e polissacarídeos (DI STEFANO; 

OLIVIERO; UDENIGWE, 2018). 

O extrato de algumas espécies do Cerrado, por exemplo, Eugenia dysenterica, 

Stryphnodendron adstringens, Pouteria caimito, Pouteria ramiflora, e Pouteria torta 

apresentaram elevada inibição das enzimas α-amilase e α-glicosidase (SOUZA et al., 

2012). As cascas do fruto de Annona crassiflora e as folhas Annona muricata, que 

também são espécies do Cerrado apresentaram resultados promissores na inibição 

das enzimas α-amilase e α-glicosidase. Foram identificadas em ambas as espécies 

flavonoides, proantocianidinas, flavonoides glicosilados e ácidos fenólicos, que já 

tiveram atividades comprovadas (JUSTINO et al., 2016, GOUVEIA et al., 2017, 

JUSTINO et al., 2018).  

Diversas espécies de Cassia são amplamente utilizadas na medicina tradicional 

para o tratamento de diabetes e estudos tem comprovado suas atividades. O extrato 

da casca do caule de Cassia abreviata inibiu a atividade α-glicosidase (SHAI et al., 

2010). O extrato etanólico das sementes de Cassia angustifolia e Cassia auriculata 

inibiram a α-amilase e α-glicosidase (NANUMALA; TULASI; SUJITHA, 2005).  

 

2.2.4  Lipases 

  

Outra patologia visitada neste trabalho é a obesidade, que tem prevalecido em 

países em desenvolvimento devido à industrialização, ingestão de fast food e 

diminuição da atividade física. Segundo a Organização Mundial de Saúde (2019b) em 

2016, 1,9 bilhões de adultos com 18 anos ou mais, apresentavam excesso de peso. 

Destes, mais de 650 milhões eram obesos. 
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A obesidade é uma doença multifatorial resultante do acúmulo de gordura nos 

tecidos adiposos devido a uma dieta de ingestão de muitas calorias (JAWED et al., 

2018). Estudos mostram que ela está diretamente relacionada com o diabetes mellitus 

devido à resistência à insulina, que é a perda da sensibilidade à insulina nos tecidos 

alvos causada pela obesidade. Em indivíduos obesos a quantidade de ácidos graxos 

não esterificados secretados pelo tecido adiposo leva à hipótese da resistência à 

insulina e disfunção de células β-pancreáticas (AL-GOBLAN; AL-ALFI; KHAN, 2014, 

SATOH, 2014). Além do diabetes, outras complicações da doença são relatadas 

como: problemas cardiovasculares, insuficiência cardíaca, hipertensão, embolia 

pulmonar, desequilíbrio hipotireoidismo, artrite, entre outras (LUNAGARIYA et al., 

2014).  

Animais e plantas armazenam triglicerídeos (gordura) como reservatório de 

energia que podem ser utilizados em momentos de crise energética celular. As lipases 

são enzimas que hidrolisam ésteres de triglicerídeos para serem absorvidos pelo 

intestino. Outros tecidos como pulmões, rins, músculos, tecido adiposo e placenta 

também secretam enzimas lipases (LUNAGARIYA et al., 2014) 

A digestão de gorduras no estômago forma uma grande molécula de gordura 

que sofre emulsificação com sais biliares, para formar pequenas partículas de 

gordura. Na emulsão, triglicerídeos e diglicerídeos da dieta estão no centro da 

partícula, seguido por uma mistura de lipídios polares, fosfolipídios, colesterol e ácidos 

graxos livres que posteriormente estão revestidos com oligossacarídeos, proteínas 

desnaturadas e sais biliares formando uma estrutura bastante complexa. A lipase 

pancreática interage com as partículas de emulsão mudando continuamente as suas 

propriedades físicas. À medida que os produtos se formam durante o processo de 

hidrólise, deixam a superfície. O processo completo de hidrólise forma micelas que 

podem ser absorvidos por células do intestino (LUNAGARIYA et al., 2014). Dessa 

forma, a inibição da lipase pancreática reduz a quantidade de gorduras absorvidas 

pelo intestino (JAWED et al., 2018).  

Entre os fármacos utilizados para o tratamento da obesidade, o orlistat (11) 

(Figura 13) é um inibidor da lipase pancreática derivado da bactéria Streptomyces 

toxytricini. Um dos seus mecanismos de ação é através da excreção de gordura nas 

fezes que ocorre após o orlistat se ligar covalentemente no sítio ativo da enzima 

inativando sua função (AL-SUWAILEM et al., 2006, LUNAGARIYA et al., 2014). 

Entretanto, o orlistat apresenta efeitos colaterais indesejáveis como fezes líquidas, 
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urgência fecal, flatulência, cólicas abdominais e deficiências vitamínicas lipossolúveis 

(KAILA; RAMAN, 2008).   

Figura 13- Estrutura do orlistat. 

 
Fonte: a autora. 

  

O sucesso de um composto natural para o tratamento da obesidade influenciou 

o interesse pela pesquisa de novos inibidores da lipase pancreática que não tenham 

tantos efeitos colaterais. Muitos extratos de plantas e compostos isolados foram 

identificados como inibidores da lipase pancreática. A revisão de Lunagariya e outros 

(2014) mostra vários compostos de diferentes classes de metabolitos especiais como 

alcaloides, carotenoides, polissacarídeos, polifenóis, saponinas e terpenos isolados 

de plantas e micro-organismos que apresentaram atividade de inibição da lipase 

enzimática.  

Algumas espécies de Cassia apresentaram ser uma fonte de compostos com 

atividade anti-hiperlipêmica. O extrato das partes aéreas Cassia auriculata apresentou 

potente inibição da lipase enzimática (HABTEMARIAM, 2013). Extrato das flores de 

Cassia auriculata, das folhas de Cassia siamea e dos frutos de Cassia fistula, também 

apresentaram atividade anti-hiperlipêmica utilizando modelos de indução 

hiperglicêmica em ratos (KUMAR; KUMAR; PRAKASH, 2010, VIJAYARAJ et al., 2013, 

ABID; MAHMOOD; SANTOSH KUMAR, 2016).   

   

2.2.5 Produtos de glicação avançada 

 

Como já mencionado neste trabalho, o diabetes é um distúrbio que a todo o 

momento coloca a vida dos pacientes em riscos de complicações, sejam elas 

macrovasculares, que estão relacionadas a doenças coronariana, cardíaca, 

vasculares periféricas e acidente vascular cerebral ou microvascular, como 

neuropatia, retinopatia e nefropatia.  
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Uma das teorias mais importante usadas para explicar como a hiperglicemia 

crônica acarreta danos celulares aos tecidos levando as complicações da doença é a 

formação de produtos de glicação avançada AGEs (do inglês, Advanced Glycated 

End-Products) (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008). 

Os AGEs são capazes de modificar as propriedades químicas e funcionais de 

diferentes estruturas biológicas causando efeitos patológicos. Eles atuam na geração 

de radicais livres promovendo o estresse oxidativo, na formação de ligações cruzadas 

com proteínas ou interagindo com receptores celulares, o que contribui para 

progressão de complicações diabéticas (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008).  

Os AGEs são formados a partir de reações não enzimática de açucares, como a 

glicose, com grupos amina presente nas proteínas do DNA, lipídios ou ácidos 

nucléicos. Essa reação é conhecida como reação de Maillard (Figura 14) e dá origem 

a uma base instável e revesível, denominada base de Schiff (imina). Essa base pode 

se reorganizar formando a enamina mais estável que sofre rearranjos formando uma 

cetoamina, chamada produto de Amadori. O produto de Amadori e a base Schiff, 

sofrem oxidações subsequentes, reações com metais, lipídios e moléculas de açúcar 

adicionais produzindo AGEs que pode criar ligações cruzadas com proteínas 

modificadas. Dois dos AGEs mais comuns são  pentosidina e a carboximetilisina 

(Figura 14) (NIEDOWICZ; DALEKE, 2005, GKOGKOLOU; BÖHM, 2012, KHANGHOLI 

et al., 2015). 

A glicação não enzimática de proteínas em condições elevadas de glicose é 

acompanhada pela produção de ER como o O2-•. Em condições hiperglicêmicas, as 

concentrações intracelulares de glicose e seus metabólitos são elevados levando a 

glicação avançada de proteínas, formando AGEs (KASHIWAGI, 2001). 

Devido a importância dos AGEs nas complicações do diabetes, inibidores como 

a aminoguanidina (12) e a piridoxamina (13) (Figura 15), trabalham para reter 

intermediários da glicação impedindo a formação de ligações cruzadas (NIEDOWICZ; 

DALEKE, 2005). 
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Figura 14- Mecanismo de formação dos produtos de glicação avançada. 

Fonte: adaptado Gkogkolou e Böhm (2012) e Khangholi e outros (2015). 

 

Figura 15- Estrutura dos inibidores dos produtos de glicação avançada. 

 
Fonte: a autora. 

 

Apesar dos inibidores utilizados no mercado apresentarem elevada inibição na 

formação de AGEs, eles podem gerar graves efeitos colaterais, e em contrapartida, 

muitas plantas têm apresentado atividade anti-AGEs (SHARMA et al., 2015). A revisão 

Kuerban e outros (2017) mostrou que os extratos de Punica granatum, Camellia 

sinensis, Canarium álbum e Annona crassiflora, foram avaliadas quanto a capacidade 

de inibição dos AGEs e apresentaram atividade promissora. Além disso, diferentes 

classes de metabólitos foram associadas à atividade, como os compostos fenólicos, 

flavonoides, polissacarídeos, carotenoides e ácidos graxos (GKOGKOLOU; BÖHM, 

2012, KUERBAN et al., 2017). Esses compostos são reconhecidos por apresentarem 

atividade antioxidante. Como radicais livres estão envolvidos na formação de AGEs, 

é de se esperar que esses compostos possam inibir também a formação de AGEs 

(SHARMA et al., 2015).  
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O extrato das sementes de Cassia tora apresentou atividade inibitória da 

formação de AGEs (JUNG et al., 2010, KIM et al., 2014). O extrato das flores de Cassia 

auriculata também apresentou potencial de inibição da glicação sendo a atividade 

atribuída a compostos fenólicos (PERERA; EKANAYAKE; RANAWEERA, 2015). 

Assim, atividades inibitórias enzimática e dos AGEs apresentada por diferentes 

espécies do Cerrado e por várias espécies do gênero Cassia justificam a avalição do 

potencial antioxidante e antidiabético de Cassia bakeriana. 

 

2.3  FAMÍLIA LEGUMINOSAE 

   

A espécie estudada neste trabalho pertence à família Leguminosae, sendo a 

terceira maior família das angiospermas com 751 gêneros e 19.500 espécies (LEWIS 

et al., 2005 apud TLPWG, 2013). No Brasil existem cerca de 2.726 espécies, sendo 

1.507 endêmicas que ocorrem em todas regiões abrangendo todos os biomas (ZAPPI 

et al., 2015). 

Diversas espécies de Leguminosae são cultivadas desde a antiguidade com 

diversas finalidades, como as lentilhas, ervilhas e feijão que são utilizados na 

alimentação de humanos, a alfafa, trevos e ervilhacas utilizados na alimentação de 

animais, soja e amendoim que são plantas oleaginosas e o índigo e pau-brasil 

utilizados como tintóreas (MIOTTO; LUDTKE; ABRUZZI, 2008).  

A família Leguminosae está distribuída em três subfamílias: Caesalpinioideae, 

Mimosoideae e Papilionoideae. A Caesalpinioideae inclui os gêneros Cassia e Senna 

que foram geneticamente divididos, mas apresentam uma classificação genética e 

química complexa que resultou na identificação de várias espécies de Senna 

anteriormente descritas como Cassia e algumas espécies que permaneceram como 

Cassia são chamadas de Senna como sinônimo (SELEGATO et al., 2017). As 

Caesalpinioideae ocorrem em regiões tropicais e subtropicais da América do Sul, 

África e Sudeste da Ásia sendo algumas árvores de grande porte como cipós e outras 

na forma de arbustos (LEWIS et al., 2005 apud TLPWG, 2013).  

     

2.4  ASPECTOS QUÍMICOS E BIOLÓGICOS DO GÊNERO Cassia  

 

O gênero Cassia compreende cerca de 600 espécies que inclui arbustos, árvores 

e ervas distribuídas em regiões tropicais e subtropicais de todo o mundo (AGARKAR; 
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JADGE, 1999). Diversas espécies de Cassia são utilizadas no Brasil como plantas 

ornamentais devido à beleza de suas flores, além disso, muitas são usadas na 

medicina popular para o tratamento de várias doenças, que também já foram relatadas 

e reconhecidas no sistema tradicional de saúde da Índia (Ayurvedic). Na Tabela 2 

estão descritas algumas espécies de Cassia e seus respectivos usos medicinais 

(VIEGAS JUNIOR et al., 2006, SUNDARAMOORTHY et al., 2016).  

 

Tabela 2- Espécies de Cassia e seu o uso na medicina popular (continua). 
Espécie de Cassia Uso na medicina popular 

(Referência) 

C. occidentalis Anemia, doenças no fígado, coceiras, micose, malária, 

dores de barriga, gripes, febres, infecções gerais, 

distúrbios hepáticos e do estômago, diurético, tuberculose 

(DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002) 

C. reticulata Problemas de pele e menstruais, antitérmico, diurético, 

picada de cobra (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002) 

C. abbreviata Dor de cabeça, dor de dente, doenças gastrointestinais, 

vermífugo, doenças venéreas, pneumonia, complicações 

no útero, malária, laxante (SCHMELZER; GURIB-FAKIM, 

2008) 

C. tora Doenças de pele, caspa, constipação, tosse hepatite, 

febre, hemorroidas (BHALERAO et al., 2013) 

C. absus Tumores, asma, constipações (DAVE; LEDWANI, 2012) 

C. fistula laxante, malária, intoxicação sanguínea, diarreia, lepra, 

tuberculose, reumatismo, doenças de pele, pedra no rim,  

vermífugo, úlcera (SCHMELZER; GURIB-FAKIM, 2008, 

NAGPAL et al., 2011) 

C. sieberiana Úlcera, diarreia, gonorreia, hemorroidas, lepra, disenteria 

(SCHMELZER; GURIB-FAKIM, 2008) 

C. alata Laxante, febrífuga, micose, herpes, doenças do fígado, 

problemas gastrointestinais (GRANDI, 2014) 

C. sophera artrite, asma, câncer, diabetes, antidiurético (MONDAL et 

al., 2013) (MONDAL; RAJALINGAM; MAITY, 2013.) 
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Através do conhecimento etnofarmacológico de espécies de Cassia, diversos 

estudos biológicos têm sido realizados e o seu potencial comprovado além de 

possibilitar a identificação dos compostos químicos. Por exemplo, a C. auriculata 

apresentou atividade anti-hiperglicêmica e hipolipidêmica, anticâncer e antiúlsera 

(GUPTA et al., 2009, PRASANNA et al., 2009, AHMED et al., 2010). A C. fistula 

apresentou atividade antiúlcera e larvicida (KARTHIKEYAN; GOBIANAND, 2010, 

GOVINDARAJAN; SIVAKUMAR; RAJESWARI, 2011). A C. uniflora apresentou 

atividades anti-inflamatória, analgésica e antiúlsera (CHAUDHARI; CHAUDHARI; 

CHAVAN, 2012). A C. spectabilis mostrou-se efetiva contra filmes de Candida albicans 

(TOREY et al., 2016), a C. siamea apresentou atividade antidiabética e antilipêmica 

(KUMAR; KUMAR; PRAKASH, 2010), a C. alata apresentou atividade antimicrobiana 

e atividade antialérgica (KHAN; KIHARA; OMOLOSO, 2001, SINGH et al., 2012), e as 

C. alata, C. angustifolia e C. occidentalis apresentaram atividade anti-helmíntico 

(KUNDU; ROY; LYNDEM, 2014). 

Em alguns estudos, a atividade exibida pelo extrato das folhas de espécies de 

Cassia, foi atribuída à presença de compostos identificados por técnicas como 

espectrometria de massas ou análise por CLAE com padrões conhecidos. Em outros 

estudos a atividade apresentada foi atribuída apenas a classe de metabólitos 

especiais determinada através de prospecção fitoquímica. Por exemplo, a C. tora 

apresentou atividade antioxidante, anticâncer e antimicrobiana, sendo o extrato rico 

em polifenóis e ácidos graxos: palmítico, linolênico, margárico e melíssico que foram 

identificados em maiores quantidades (REJIYA; CIBIN; ABRAHAM, 2009, SHUKLA et 

al., 2018). A presença das antraquinonas: crisofenol e emodin, os flavonoides: 

canferol e isoquercetina e o fitosterol: estigmasterol estão associados à prevenção de 

catarata (SREELAKSHMI; ABRAHAM, 2016). A C. tora ainda mostrou-se uma fonte 

rica de compostos fenólicos com atividade antioxidante e que pode ser usada na 

prevenção da doença de Alzheimer (CHETHANA et al., 2017). A C. grandis inibiu a 

replicação do vírus da dengue e o screening fitoquímico revelou a presença de 

taninos, polifenóis, triterpenos, esteroides glicosídeos, flavonoides e quinonas 

(HERNÁNDEZ-CASTRO; DIAZ-CASTILLO; MARTÍNEZ-GUTIERREZ, 2015). A C. 

glauca apresentou atividade antioxidante, antidiabético e hipolipidêmica, sendo 

identificado e quantificado a presença da rutina, luteolina-7-O-glicosídeo e isoroifolina  

(VEERAPUR et al., 2017). Da C. auriculata que apresentou atividade antiartrítica, foi 
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identificado em maior quantidade à presença da quercetina e ácido gálico 

(BANDAWANE et al., 2014).  

Antraquinonas glicosiladas foram identificadas e quantificadas em C. fístula que 

apresentou ser uma fonte de compostos com propriedades laxantes (SAKULPANICH; 

GRITSANAPAN, 2009). A mesma espécie demostrou atividade antibacteriana e 

antifúngica e o screening fitoquímico revelou a presença de flavonoides, 

antraquinonas, triterpenos esteroides, cumarinas, saponinas, taninos e alcaloides 

(BHALODIA; SHUKLA, 2011).  

A C. occidentalis mostrou-se uma alternativa para o tratamento de asma alérgica, 

e atividade foi atribuída à presença de antraquinonas (XU et al., 2018). A espécie 

também demostrou atividade antioxidante, diurético e não tóxico, sendo identificada a 

presença de ácidos graxos, antraquinonas, glicosídeos, antracenos, saponinas, 

taninos, cumarinas, flavonoides, triterpenos, alcaloides (SILVA et al., 2011, 

NTCHAPDA et al., 2015). A Tabela 3 apresenta alguns compostos isolados dos 

extratos das folhas de espécies de Cassia e a atividade biológica, nas Figuras 16 e 

17 estão representadas as estruturas desses compostos.  

Os estudos mostraram o enorme potencial biológico apresentado pelas folhas 

de diferentes espécies de Cassia. Esse potencial é devido à presença dos vários 

compostos bioativos identificados nessas espécies que comprovam sua utilização 

para várias doenças na medicina popular. A partir dessa breve revisão, foi possível 

observar que as folhas das espécies são fontes de diferentes classes de metabolitos 

especiais, principalmente flavonoides e antraquinonas. Dessa forma, torna-se 

importante o estudo das folhas de Cassia bakeriana para o conhecimento da sua 

composição química e avaliação do seu potencial biológico. 
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Tabela 3- Compostos isolados das folhas de espécies de Cassia e suas respectivas atividades biológicas. (continua) 
Espécie de 

Cassia 
Compostos isolados Número 

do composto 
Atividade biológica  Referência 

C.alata canferol 3-O-gentiobioside (14) – (MORIYAMA et al., 2003) 

canferol (15) antialérgico 

antialérgico 

(SINGH et al., 2012) 

reína (16) 

C. angustifolia 

 

 

 

reína (16) – (MEHTA; LADDHA, 2009) 

emodina-8-O-soforosídeo (17) – (KINJO et al., 1994) 

aloe-emodina-8-O-glicosídeo (18) – 

toracrisona-8-O-glicosídeo (19) – 

aloe-emodina-8,8’-di-O-glicosídeo (20) – 

canferol 3-O-gentiobiosídeo (14) – 

quercetina-3-O-gentiobiosídeo (21) – 

isoraminetina-3-O-gentiobiosídeo (22) – 

siringaresinol-3-O-glicosídeo (23) – 

C. auriculata 

 

4-(4-clorobenzil)-2,3,4,5,6,7-(hexa-hidro-
7-(2-etoxifenil)- benzo[h][1,4,7] triazecin-

8 (1H)-ona 

(24) 

 

efeito antiproliferativo 

contra células de 

câncer de cólon  

 

(ESAKKIRAJAN et al., 

2014a) 

4-(2,5 diclorobenzil)-2,3, 
4,5,6,7 hexa-hidro-7-(4- 

metoxifenil)benzo[h][1,4,7] triazecin-
8(1H)-ona 

(25) 

 

(ESAKKIRAJAN et al., 

2014b) 
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Tabela 3- Compostos isolados das folhas de espécies de Cassia e suas respectivas atividades biológicas. (continuação) 
Espécie de 

Cassia 
Compostos isolados Número 

do composto 
Atividade biológica  Referência 

C. auriculata 

 

avaraoside I (26) – (NAKAMURA et al., 2014b) 

avaraol I  (27) – 

pseudosemiglabrina (28) hepatoprotetora 

(2S)-7,4'- di-hidroxiflavan- (4β→8)-
catequina 

(29) 

 

hepatoprotetora 

(2S)-7,4'-di-hidroxiloflavan-(4β→8)- 
galocatequina 

(30) hepatoprotetora 

C. fistula 

 

(2'S)-7-hidroxi-5-hidroximetil-2- (2'-
hidroxipropil)-cromona 

benzil-2β-O-D-glicopiranosil- 

(31) 

 

antimicrobiano 

 

(NAGPAL et al., 2011) 

3,6-dimetoxibenzoato (32) antimicrobiano 

C. grandis cassgranon D (33) – (TRINH et al., 2017) 

rutina (34) – 

afzelina (35) – 

quercetina 3-O-β-D-glicosídeo (36) – 

epicatequina (37) – 
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Tabela 3- Composostos isolados das folhas de espécies de Cassia e suas respectivas atividades biologicas. (continuação) 
Espécie de 

Cassia 
Compostos isolados Número 

do composto 
Atividade biológica  Referência 

C. grandis (-)-epiafzelequina (38) – (TRINH et al., 2017) 

isoquercetrina (39) – 

aloe-emodina (40) – 

C. laevigata calendina (41) – (JONES et al., 2000) 

ácido cinâmico (42) – 

ácido seríngico (43) – 

ácido vanílico (44) – 

3-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
propan-1-ona 

(45) – 

2,3-di-hidroxi-1-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-
propan-1-ona 

(46) – 

3-hidroxi-1-(4-hidroxi- 
3,5-dimetoxifenil)-propan-1-ona 

(47) – 

C. nigricans emodina (48) antimicrobiana (AYO; AMUPITAN; ZHAO, 

2007) 

citreoroseina (49) inseticida  (GEORGES et al., 2008) 

reína (16) inseticida 

luteolina (50) inseticida 

C. obtusifolia 1,8-di-hidroxi-3-metoxi-6-metilxantona (51) – (SOB et al., 2008) 
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Tabela 3- Composostos isolados das folhas de espécies de Cassia e suas respectivas atividades biologicas. (conclusão) 

Espécie de 
Cassia 

Compostos isolados Número 
do composto 

Atividade biológica  Referência 

C. obtusifolia (4R,5S,6E,8Z)-etil-4-((E)-but-1-enil)-5-
hidroxi-pentdeca-6,8-dienoato  

(52) – (SOB et al., 2008) 

C. siamea siamina (53) – (EL-SAYYAD; ROSS; 

SAYED, 1984) 3,4-dimetil-6,β-di-hidroxiisoquinolina-1-
ona 

(54) – 

siaminina B (55) – 

C. sophera ramnetina (56) anti-inflamatória 

 

(MONDAL; RAJALINGAM; 

KUMAR MAITY, 2013) 

C. spectabilis (-)-espectalina (57) antifúngica  (VIEGAS JUNIOR et al., 

2006) 3-acetil-leptofilina-A (58) antifúngica 

leptofilina-B (59) – 

carnavalina (60) – 

C. tora monohidratado de ononitol 

 

(61) hepatoprotetora  (DHANASEKARANA; 

IGNACIMUTHU; 

AGASTIAN, 2009) 

C. tora luteolina-7-O-β- glicopiranosídeo (62) antipsoríase  (VIJAYALAKSHMI; 

MADHIRA, 2014) quercetina-3-O-β-D-glicuronida (63) antipsoríase 

formononetina-7-O-β-glicosídeo (64) antipsoríase 
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Figura 16- Estrutura dos compostos isolados das folhas de espécies de Cassia. 

 
Fonte: a autora  
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Figura 17- Estruturas dos compostos isolados das folhas de espécies de Cassia. 
 

 

Fonte: a autora  
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2.5  Cassia bakeriana Craib: ASPECTOS MORFOLÓGICOS, QUÍMICOS E 

BIOLÓGICOS  

 

Cassia bakeriana Craib (Figura 18), espécie estudada nesse trabalho, pertence 

à família Leguminosae-caesalpioideae. Popularmente conhecida como cássia-rósea 

e cássia-baqueriana, essa espécie é originária da Tailândia, que possui clima tropical 

úmido, mas tolera as condições subtropicais de inverno ameno das regiões sul e 

sudeste do Brasil. É uma árvore coberta de folhas podendo atingir de 12-15 m de 

altura com tronco robusto, cascas pardo-acinzentada e lisa. Possui ramagem longa 

recurvada e forte, dando origem a uma copa ampla e arredondada. As folhas possuem 

forma pinadas com 12-15 pares de folíolos opostos que se perdem na época seca. As 

flores (Figura 19) são grandes, com cinco pétalas ovaladas e róseas formadas de 

novembro a janeiro. Os frutos de coloração marrom, são do tipo vagem (legume), não 

se abrem após a maturação, são lenhosos, cilíndricos, quebradiços, de 20-30 cm de 

comprimento e sementes castanhas de formato ovalado. A árvore é adequada para 

uso paisagístico, arborização de largas avenidas, e composição de vegetal de parques 

e grandes jardins, possui rápido crescimento (LORENZI et al., 2003). 

 

Figura 18- Folhas e cascas da Cassia bakeriana. 

 
Fonte: a autora 



58 
 

Figura 19- Flores da Cassia bakeriana. 

 
Fonte: a autora 

 

Em relação aos estudos químicos e biológicos de C. bakeriana, consta na 

literatura um estudo realizado por Cunha e outros (2013) em que foi determinada a 

composição química e avaliada a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade do óleo 

essencial da madeira, cascas e folhas. O óleo essencial das folhas e cascas 

mostraram elevada atividade antimicrobiana com Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) entre 62,5 e 125 µg ml–1 contra microrganismos aeróbios e anaeróbios. O óleo 

essencial da madeira é rico em ácidos graxos, as cascas e folhas apresentaram 

álcoois, aldeídos e ácidos graxos como principais componentes. O efeito citotóxico foi 

maior para óleo da madeira e menor para o das folhas (93 e 153 µg ml–1 

respectivamente).  

Em outro estudo realizado por Cunha e outros (2017), a atividade antimicrobiana 

do extrato e frações das cascas e folhas de C. bakeriana foi avaliada contra bactérias 

aeróbias e anaeróbias da cavidade bucal. A fração diclorometano das cascas 

apresentou elevada atividade antibacteriana, o fracionamento bioguiado dessa fração 

levou o isolamento da antraquinona reína (16) (Figura 16 p.55). A reína apresentou 

elevada atividade contra micro-organismos anaeróbios, com valores de CIM variando 

entre 3,12 µg ml–1 (11,0 µM) e 25 µg ml–1 (88,0 µM). O extrato das folhas também 

apresentou atividade contra alguns micro-organismos, porém sua composição 

química não foi estudada. 
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Neste sentido, torna-se importante os estudos químicos das folhas de C. 

bakeriana, uma vez que sua composição ainda não foi relata e não há dúvidas de que 

a espécie é promissora na busca de compostos bioativos.  

 

3  OBJETIVOS  

 

3.1  OBJETIVO GERAL 

 

Esse trabalho teve como objetivo geral estudar a composição química, bem 

como avaliar as atividades antifúngica, antioxidante, inibitória enzimática e 

antiglicação dos extratos, partições e compostos isolados das folhas de Cassia 

bakeriana.   

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Realizar a coleta, secagem e identificação do material vegetal; 

• Preparar o extrato hexânico e etanólico por maceração; 

• Fracionar o extrato etanólico por extração líquido-líquido com solventes de 

polaridades crescentes; 

• Avaliar a atividade antifúngica dos extratos e partições pelo método da 

microdiluição em caldo; 

• Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e partições pelo método ORAC e 

DPPH●; 

• Avaliar a atividade inibitória das enzimas α-amilase, α-glicosidase e lipase; 

• Avaliar a atividade inibitória dos produtos de glicação avançada AGEs; 

• Avaliar a atividade citotóxica dos extratos e partições; 

• Identificar a composição química dos extratos e partições com as melhores 

atividades biológicas por cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 

massas com ionização por electrospray; 

• Fracionar os extratos e partições que apresentaram melhores atividades 

biológicas por técnicas cromatográficas; 

• Isolar e caracterizar os componentes químicos; 

• Avaliar a atividade biológica dos compostos isolados. 
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4  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

4.1  INSTRUMENTAÇÃO 

 

• Banho de aquecimento FISATOM modelo 550. 

• Balança analítica SHIMADZU modelo AUW220D. 

• Balança de luz infravermelha para determinação da umidade Quimis modelo 

Kett FD-600. 

• Evaporador rotatório IKA modelo RV 10. 

• Liofilizador TERRONI modelo LS3000. 

• Incubadora B.O.D Nova Ética modelo 411/FPD 155L. 

• Lavadora ultra-sônica modelo USC-750 Unique. 

• Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência Shimadzu®, modelo LC–6AD, 

composto por: bombas LC–6AD, desgaseificador DGU–20A5R, forno CTO–

20A, coletor de frações FRC–10A, auto-injetor SIL–10AF e detectores de 

arranjo de diodo (DAD) SPD–M20A e evaporativo por espalhamento de luz 

(ELSD– evaporative light scattering detector) LT II.  

•  Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência Agilent modelo Infinity 1260, acoplado 

a um Espectrômetro de Massas de alta resolução tipo Quadrople (Time of Fligh) 

Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionização por 

electrospray (IES). 

• Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) Bruker modelo 

Ascend™ 400 Avance III HD (9,4 Tesla). 

 

4.2  SOLVENTES E REAGENTES  

 

• Solventes utilizados para a extração e cromatografia: hexano, etanol, acetato 

de etila, n-butanol, diclorometano e metanol foram de marcas diversas: Synth, 

Vetec, Merck, Neon. O hexano, etanol e acetato de etila foram destilados para 

maior grau de pureza.  

• Anidrido acético e os ácidos: acético, sulfúrico e fórmico também foram de 

marcas diversas: Synth, Merck, Vetec.  

• Ácido hexacloroplatínico (Vetec)  
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• Reagentes químicos: nitrato de bismuto (Isofar), iodeto de potássio 

(Chemicals), difenilboriloxietilamina NP (Sigma-Aldrich). O polietilenoglicol 400 

(PEG-400), cloreto de alumínio, sulfato cérico pentahidratado foram da marca 

Vetec. 

• Metanol HPLC foram da Sigma- Aldrich e J. T. Baker. 

• Solventes deuterado dimetilsulfóxido e clorofórmio foram da Combridge Isotope 

Laboratories. 

 

4.3  CROMATOGRAFIA 

 

• Cromatografia em Camada Delgada (CCD): 

- Sílica gel 60 com indicador de fluorescência (UV254), 0,20 mm de espessura 

Macherey-Nagel. 

• Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

- Coluna analítica Phenomenex Lunna C18 (250,0 × 4,6 mm, 5 μm) protegida pela 

respectiva pré-coluna.  

- Coluna Semipreparativa Phenomenex Luna C18 (250,0 × 10,0 mm, 10 μm). 

 

  

4.4  COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL  

 

As folhas de Cassia bakeriana foram coletadas na Universidade Federal de 

Uberlândia (UFU) (18°55'06.6"S 48°15'29.4"W). A espécie foi identificada em 2009 no 

Instituto de Biologia da Universidade Federal de Uberlândia pelos Professores Dr. 

Glein Monteiro de Araújo e Dr. Ivan Schiavini. A exsicata do espécime foi depositada 

no Herbário da UFU com número 63584 a qual foi consultada para coleta das folhas.  

Após a coleta, as folhas foram levadas para Núcleo de Pesquisa em Produtos 

Naturais (NUPPeN) no Instituto de Química da UFU e colocadas em uma incubadora 

com circulação de ar a 35 ºC para secagem. O teor de umidade das folhas foi 

determinado pelo método gravimétrico através de uma balança de luz infravermelha. 

Cerca de 1,0 g das folhas foram monitoradas a uma temperatura de 105 ºC por 15 

mim. As folhas foram retiradas da incubadora quando apresentaram 7,3 % de umidade 
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e em seguida foram trituradas utilizando um multiprocessador. A Figura 20 mostra o 

esquema do preparo do material vegetal.  

 

Figura 20- Esquema do preparo do material vegetal. 

 

Fonte: a autora 

 

4.5  PREPARO DOS EXTRATOS E EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO  

 

O extrato das folhas foi obtido através do processo de maceração em que 1 kg 

das folhas trituradas foram colocadas em contato com o hexano (2,3 L) durante 48 

horas a temperatura ambiente. Após decorrido o tempo, o solvente foi filtrado e 

concentrado utilizando um evaporador rotatório a pressão reduzida e banho a 40 ºC. 

O procedimento foi realizado seis vezes com o solvente hexano e ao final foi obtido o 

extrato hexânico (EH). Posteriormente, foi obtido o extrato etanólico (EE) sendo 

adicionado etanol (2,3 L) ao material remanescente da extração em hexano e repetido 

o mesmo procedimento por seis vezes. Após a remoção dos solventes, o EE foi 

congelado e liofilizado para remoção de água. A Figura 21 mostra a primeira extração 

do EH e EE. Em seguida foi realizada a extração líquido-líquido com solventes de 

polaridade crescente. O EE seco (100 g) foi solubilizado em 600 mL de metanol:água 

(9:1) e adicionado a um funil de separação onde foram colocados inicialmente 

diclorometano (250 mL) e a fração orgânica foi extraída por cinco vezes até obter a 

partição diclorometano (P-D). Em seguida foi obtida a partição acetato de etila (P-AE) 

adicionando acetato de etila (250 mL) ao funil e seguindo o mesmo procedimento 

anterior. A fração hidrometanólica submetida ao evaporador rotatório para reduzir o 

volume e em seguida foi adicionado água (250 mL). Então, uma nova extração líquido-
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líquido com n-butanol foi realizada sendo obtidas as partições n-butanol (P-B) e 

aquosa (P-A). Todas as partições foram concentradas utilizando o evaporador 

rotatório à pressão reduzida e banho a 40 ºC e submetidas à liofilização para remoção 

de água. O fluxograma na Figura 22 ilustra o procedimento da preparação dos extratos 

e partição.  

Figura 21- Primeira extração do EH e EE. 

 
Fonte: a autora 

Figura 22- Procedimento de preparação dos extratos e partições. 

 
Fonte: a autora  
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4.6  PROSPECÇÃO FITOQUÍMICA  

A prospecção fitoquímica foi realizada para os extratos e partições a fim de 

identificar as classes de compostos presentes. Os extratos e partições foram 

solubilizados em metanol com concentração 1 µg mL–1 e aplicadas em placas 

comerciais de (CCD). Foram utilizados 3 sistemas de fases móvel para 

desenvolvimento das placas cromatográfica. A fase móvel 1 – hexano: acetato de etila 

(5:1) – foi utilizada para o extrato hexânico, a fase móvel 2 – éter etílico:acetato de 

etila:ácido fórmico (75: 25:1) – foi utilizada para o EE, P-D, P-AE e P-B, e para a P-A 

foi utilizado a fase móvel 3 – acetato de etila: metanol (10:3). Em seguida as placas 

foram reveladas com os reveladores que estão descritos abaixo, estes preparados 

segundo a metodologia proposta por Wagner (1996).  

 

 

a) Detecção de alcaloides: 

 

- Dragendorf: foi preparada uma solução A, a partir da dissolução de 0,85 g de nitrato 

de bismuto em 10,0 mL de ácido acético glacial e adicionou-se 40,0 mL de água 

destilada sob aquecimento; e uma solução B a partir da dissolução de 8,0 g de iodeto 

de potássio em 30,0 mL de água. As soluções A e B foram misturadas na mesma 

proporção produzindo uma solução estoque. A solução reveladora foi preparada com 

1,0 mL da solução estoque; 2,0 mL de ácido acético glacial e 10,0 mL de água. A 

placa foi revelada e observada a coloração laranja amarelada na presença de 

alcaloides. 

 

- Iodocloroplatinado: foi preparada uma solução A contendo ácido hexacloroplatínico 

(IV) 5% em água (m/v) e uma solução B contendo iodeto de potássio 10% em água 

(m/v). A solução reveladora foi preparada com 1,0 mL da solução A, 9,0 mL da solução 

B estoque e 10,0 mL de água. A placa foi borrifada e observada a coloração marrom 

na presença de alcaloides. 

 

b) Detecção de flavonoides: 
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- NP/PEG: foi preparada uma solução A contendo difenilboriloxietilamina (NP) 1% (m 

v-1) em metanol; e uma solução B contendo polietilenoglicol-4000 (PEG4000) 5% (m 

v-1) em etanol. A solução reveladora foi preparada com 10,0 mL da solução A e 8 mL 

da solução B e aplicada na placa. Posteriormente a placa CCD foi observada em 

câmara de luz UV.  

- Cloreto de alumínio: foi preparada uma solução contendo AlCl3 1% (m v–1) em 

metanol. A placa CCD foi borrifada com o revelador e observada na câmara de luz 

UV. 

 

c) Detecção de antraquinonas: 

 

- KOH (reagente Bornträger): hidróxido de potássio 5% em etanol. As antraquinonas 

revelam com coloração vermelhas. Na câmara de luz UV é possível identificar 

antronas (amarela) e cumarina(azul).  

 

d) Detectores universais: detecção de terpenos fenilpropranoides, esteroides, 

saponinas, flavonoides e proantocianidinas 

 

- Sulfato Cérico: 2,1 g de Ce(SO4)2.5H2O foi dissolvido em 15 mL de H2SO4 

concentrado e adicionado a 800 mL de água (CHAVES, 1997). Mistura foi aplicada na 

placa e os compostos revelados apresentaram coloração marrom.  

 

- Liebermann-Burchard: foi adicionado 5,0 mL de anidrido acético e 5,0 mL de ácido 

sulfúrico concentrado a 50,0 mL de etanol absoluto, sob banho de gelo. A placa foi 

borrifada com a solução e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min e os compostos revelados 

ficaram coloridos na placa. 

 

- Vanilina Sulfúrica: foi preparada uma solução A contendo vanilina 1% em etanol 

(m/v) e uma solução B contendo ácido sulfúrico 5% em etanol (v/v). A placa CCD foi 

borrifada com a solução A seguida da B e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min podendo 

observar os compostos revelados de diversas cores. 
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4.7  ANÁLISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 

As P-D e P-AE foram analisadas por cromatografia líquida de alta eficiência 

hifenado ao espectrômetro de massas com fonte de ionização por electrospray CLAE-

EM-IES, pois foram as frações mais ativas nas análises biológicas. As análises de EM 

foram realizadas no Laboratório de Nanobiotecnologia do Instituto de Genética e 

Bioquímica da Universidade Federal de Uberlândia (IGEB-UFU) em um cromatógrafo 

líquido (marca Agilent modelo Infinity 1260) acoplado a um espectrômetro de massas 

de alta resolução tipo Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de 

ionização por electrospray (IES). Os parâmetros cromatográficos para análise dos 

extratos e partições foram: coluna Agilent modelo Poroshell C18 2,1 mm de diâmetro 

interno, 10 cm de comprimento, partículas de 2,7 μm, a fase móvel: água acidificada 

com ácido fórmico (0,1% v v–1) (A) e metanol (B), com o gradiente: 2% de B (0 min), 

98% de B (0-10 min); 100% de B (10-11 min). Os parâmetros de ionização foram: 

pressão do nebulizador de 20 psi, gás secante a 8L min–1 a uma temperatura de 220 

ºC e no capilar foi aplicado uma energia de 4,5KV. Para os compostos isolados, uma 

nova metodologia foi otimizada com os seguintes parâmetros cromatográficos: coluna 

Agilent modelo Zorbax C18, 2,1 mm de diâmetro interno, 5 cm de comprimento, 

partículas de 1,8 μm, a fase móvel: água acidificada com ácido fórmico (0,1 % (v.v–1)) 

(A) e metanol (B), com o gradiente: 2% de B (0 min), 98% de B (0 - 15 min); 100% de 

B (15 - 17 min). Os parâmetros de ionização foram: pressão do nebulizador de 58 psi, 

gás secante a 8 L min–1 a uma temperatura de 220 ºC e no capilar foi aplicado uma 

energia de 4,5 KVA. 

Foi realizada as análises de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) em 

diferentes energias de colisões para os modos positivo e negativo para cada íon 

molecular. A partir do estudo dos fragmentos e da massa de alta resolução foi possível 

propor a estrutura dos compostos das amostras bioativas. A fórmula molecular 

proposta de cada composto foi selecionada de acordo com uma lista sugerida pelo 

Software MassHunter® seguindo a mais baixa diferença entre a massa experimental 

e a massa exata, erro em ppm (Equação 1), equivalência de instaurações e regra do 

nitrogênio. As possíveis estruturas foram propostas de acordo com outros trabalhos 

na literatura, biblioteca Metlin e bancos de dados (Chemspider, Pubchem e 

Massbank), analisando sistemas de solventes, tempos de retenção e espectro de 

massas. 
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ܧ =  [௦௦ ��௧−௦ �௧  ௦௦ �௧ ] ͳͲ6  Equação 1 

 

 

4.8  FRACIONAMENTO DA PARTIÇÃO DICLOROMETANO  

 

A P-D foi uma das partições que apresentou melhores resultados nos ensaios 

biológicos e por isso foi submetida ao fracionamento utilizando CLAE-DAD semi-

preparativo. A amostra foi solubilizada em metanol HPLC (1 mg mL–1) e filtrada em 

filtros de seringa com membrana de politetrafluoetileno (PTFE) 0,45 µm. Inicialmente 

foi utilizada uma coluna analítica para avaliar o perfil cromatográfico da P-D nas 

seguintes condições: fase móvel A (água deionizada) e fase móvel B (metanol HPLC), 

a eluição em gradiente iniciou com 60-100% de B (15 mim), 100% de B (10 mim), 100-

60% de B (5 mim) e 60% de B (5 mim), fluxo 1 mL mim–1 e o volume injetado foi de 

50,0 μL, com forno a temperatura de 35 ºC. A partir do perfil cromatográfico da P-D 

(Figura 23), a amostra (50 mg mL–1) foi submetida ao fracionamento utilizando a 

coluna semi-preparativa nas mesmas condições do gradiente de solvente da coluna 

analítica com fluxo de 2 mL mim–1. O isolamento foi realizado através da coleta 

automatizada na saída do detector com coletor de frações. A válvula foi programada 

para coletar cada composto de acordo com o seu tempo de retenção (TR) (Figura 24). 

As frações 11 e 12 foram agrupadas e renomeada como Fr-D11, a fração 13 foi 

renomeada como fr-D12, as frações 14 e 15 também foram agrupadas e renomeadas 

como fr-D14 e as frações 16 e 17 foram renomeadas como Fr-D15 e Fr-D16, 

respectivamente. Para obter maior quantidade dos compostos isolados foram 

realizadas 115 injeções de 50 µL da amostra (50 mg mL–1). Sendo assim a cada coleta 

foram injetadas 2,5 mg de amostra na coluna. O fluxograma na Figura 25 mostra o 

rendimento obtido da fração da P-D.   
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Figura 23- Perfil cromatográfico da P-D obtido por CLAE-DAD em 366 nm. 

 
Condições CLAE: Coluna semi-preparativa C18; gradiente metanol:água 60-100% (15mim), 100% de 
metanol (10 mim), 100-60% de metanol (5 mim) e 60% de metanol (5 mim); fluxo 2mL mL–1; volume 

de injeção 50 µL.  
Fonte: a autora 

 

Figura 24- Perfil do fracionamento da P-D segundo o TR e ampliação da região 10 a 
17 mim. 

 
Condições CLAE: Coluna semi-preparativa C18; gradiente metanol:água 60-100% (15mim), 100% de 
metanol (10 mim), 100-60% de metanol (5 mim) e 60% de metanol (5 mim); fluxo 2mL mL–1; volume 

de injeção 50 µL.  
Fonte: a autora 
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Figura 25- Fluxograma com rendimento obtido das frações da P-D.  

 

Fonte: a autora 

 

 

4.9  ANÁLISE DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA  

 

Os compostos isolados da P-D foram submetidos a análise por ressonância 

magnética nuclear (RMN) para identificação estrutural. Os espectros de RMN foram 

obtidos utilizando o espectrômetro da Bruker Ascend™ 400 Avance III HD (9,4 Tesla), 

operando a 400 MHz (1H) e 100 MHz (13C), disponível no Laboratório Multiusuário do 

Instituto de Química da UFU. Os experimentos foram realizados a 30 ºC, utilizando 

TMS (δTMS = 0,00) como padrão interno. As amostras foram solubilizadas em 

dimetilssulfóxido deuterado e realizado os seguintes experimentos: RMN de 1H e 13C, 

os experimentos bidimensionais COSY (Homoniclear Correlation Spetroscopy, 

1H→1H), HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence, 1H→13C), HMBC 

(Heteronuclear Multiplebond Coherence, 1H→13C).  

 

4.10 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA  

A atividade antifúngica foi determinada utilizando o método da microdiluição em 

caldo para determinação da concentração inibitória mínima (CIM). As análises foram 

realizadas no Laboratório de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de 

Franca (LaPeMA-UNIFRAN), com a colaboração do professor Dr. Calos Henrique 

Gomes Martins. 

Para tanto, foram utilizadas as seguintes cepas padrão provenientes da 

“American Type Culture Collection” (ATCC): Candida albicans (ATCC 28366), 

Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabrata (ATCC 15126). 

4.10.1 Determinação da Concentração Inibitória Mínima 
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Inicialmente soluções de estoque foram preparadas dissolvendo os extratos e 

partições em dimetilsulfóxido (DMSO) na concentração de 192000 μg mL–1. Em 

seguida, foram realizadas diluições com as soluções de estoque usando o caldo RPMI 

1640 (meio de cultura) tamponado em pH 7,2 com ácido 3-N-

morfolinapropanosulfônico (MOPS) até a concentração de 12000 μg mL–1. A 

determinação da CIM foi realizada em placas de microdiluição com 96 poços, onde 

foram feitas as diluições seriadas com concentrações de 3000 a 1,46 µg mL–1 dos 

extratos e partições. Cada poço recebeu 100,0 μL da suspensão do inóculo sendo o 

volume final de cada poço foi de 200 µL. Para o controle positivo (Anfotericina B) foi 

realizado o mesmo procedimento com concentrações entre 16,0 e 0,031 µg mL–1. 

Controles de esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI 1640), do ínóculo, dos 

extratos, partições e do solvente (DMSO) também foram realizados. O controle do 

solvente foi preparado nas concentrações de 1 % a 5 % em v v–1 e não influenciou no 

crescimento das leveduras. Para validação dos ensaios, o controle positivo 

anfotericina B foi testado frente às cepas de referência Candida krusei (ATCC6258) e 

Candida parapsilosis (ATCC22019) com concentrações entre 0,25 a 2,0 µg mL–1.  

Valores de CIM dentro deste intervalo para estas leveduras validam a metodologia e 

os resultados para as demais leveduras segundo o CLSIM27-A3 (CLSI., 2008). Após 

a montagem das microplacas, essas foram incubadas por 48 h a 37 ºC, e 

posteriormente foi determinada a CIM utilizando o revelador resazurina (0,02 % m v–

1). A leitura foi realizada a partir da mudança de coloração da resazurina que 

apresenta coloração azul para coloração vermelha, se houver crescimento das 

leveduras. A CIM correspondeu a menor concentração dos extratos e partições capaz 

de inibir o crescimento das leveduras.  

 

4.10.2 Preparo do inóculo  

O inóculo foi preparado de acordo com o protocolo de referência CLSI M27-A3 

(CLSI., 2008). Inicialmente as leveduras foram cultivadas em placas de petri contendo 

ágar Sabouraud por 24 horas a 37 ºC. Com auxílio de alça de platina esterilizada, 

colônias das leveduras foram transferidas para tubos contendo 2,0 mL de NaCl (0,85 

%). O inóculo foi preparado usando método espectrofotométrico (530 nm) e 

comparado com a escala de McFarland 0,5 para obter o valor de 6 x 106 UFC mL–1. 
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Em seguida, foram realizadas diluições em caldo RPMI até que o inóculo atingisse 1,2 

x 105 UFC mL–1. 

 

4.11 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

4.11.1 Método do sequestro do DPPH● 

 

As análises da atividade antioxidante de C. bakeriana, foram realizadas no 

Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do Instituto de Biotecnologia da UFU, 

com a colaboração do professor Dr. Foued Salmen Espindola. Este procedimento foi 

realizado segundo a metodologia proposta por Yildrim et al (2001) modificado 

utilizando o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH●). Os extratos e partições 

foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO). A reação foi iniciada adicionando 250 μL 

dos extratos e partições, solubilizados em 750 μL de solução metanólica do radical 

DPPH (0,06 mmol L–1). A mistura foi incubada a 30° C, na ausência de luz durante 20 

min. Através de um espectrofotômetro (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA), foi 

possível medir a redução da absorbância da mistura em 517 nm. O controle foi 

realizado substituindo o extrato e partições por metanol. O branco foi realizado 

substituindo a solução do radical DPPH por metanol. O ácido ascórbico foi usado 

como controle positivo. Para calcular a porcentagem de atividade antioxidante (AA) 

que corresponde a porcentagem dos radicais DPPH eliminados, foi utilizado a 

Equação 2.  

 

Atividade antioxidante (%) = ቀ�௦ ௧ −  ሺ�௦ ௦௧ − �௦ ሻ�௦ ௧ ቁ × ͳͲͲ   Equação ʹ  
 

Onde: Abs controle é a absorbância da solução metanólica do radical DPPH, Abs 

amostra é a absorbância da mistura (DPPH● + amostra ), Abs branco é a absorbância 

da amostra em metanol. 

O ensaio foi realizado em duplicata e a concentração inibitória (IC50) do inglês 

“inhibitory concentration” que é a concentração de amostra necessária para 

sequestrar 50 % do DPPH● foi determinada com diferentes concentrações dos 

extratos e partições.  
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4.11.2 Método do sequestro do radical de oxigênio ORAC 

 

O método da capacidade de absorção de radicais de oxigênio (ORAC), do inglês 

“Oxygen radical absorbance capacity”, a analise se baseia na inibição da oxidação 

induzida pelo radical peroxil, iniciada pela decomposição térmica do composto 2,2’-

azobis-(2-amidinopropano) di-hidrocloreto (AAPH), sendo utilizada a fluoresceína 

como sonda fluorescente, e a perda da fluorescência foi avaliada ao longo do tempo, 

na ausência e presença de compostos antioxidantes (PRIOR et al., 2003). Os extratos 

e as partições foram solubilizados em DMSO:água (1:1) na concentração de 20 µg 

mL–1. Todos os reagentes utilizados no ensaio foram preparados em tampão fosfato 

(75 mmol L–1, pH 7,4). Inicialmente, 25 µL dos extratos e partições foram adicionados 

a 150 µL de fluoresceína (0,085 mmol L–1) e incubados a temperatura ambiente por 

15 mim. Em seguida foram adicionados 30 µL da solução de AAPH para dar início à 

reação. A intensidade de fluorescência foi medida a 37 ºC em um espectrofluorímetro, 

com excitação (ex) a 485 nm e emissão (em) a 528 nm e foi verificada a cada 1 mim 

e 30s durante 90 mim. A perda da fluorescência foi medida calculando a área sobre a 

curva de decaimento da fluorescência da amostra pelo tempo, comparada com uma 

amostra sem antioxidante. A capacidade antioxidante foi determinada a partir da curva 

analítica construída com concentrações conhecidas do ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox). O branco foi realizado substituindo os 

extratos e partições por tampão fosfato. O ácido ascórbico foi utilizado como controle 

positivo. Todas as análises foram realizadas em triplicata e os resultados foram 

expressos como µmol equivalente de Trolox por grama de amostra.  

 

4.12 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DE INIBIÇÃO DAS ENZIMAS α-AMILASE, 

α-GLICOSIDASE E LIPASE PANCREÁTICA  

 

4.12.1 Inibição da atividade da α-amilase 

 

Os extratos e partições foram avaliados em relação à capacidade de inibir a 

atividade da α-amilase pelo método cinético (Gal-G2-α-CNP) modificado, utilizando o 

substrato α-(2-cloro-4-nitrofenil)-β-1,4-galactopiranosilmaltosídeo (Gal-G2-α-CNP) e 

uma fração de saliva enriquecida da enzima α-amilase (f-AS) (SANTOS et al., 2012, 

GOUVEIA et al., 2013). Todas as análises enzimáticas e a inibição da glicação (Item 
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4.13) foram realizadas no Laboratório de Bioquímica e Biologia Molecular do Instituto 

de Biotecnologia da UFU, com a colaboração do professor Dr. Foued Salmen 

Espindola. 

A f-As foi preparada a partir da coleta de saliva humana pelo método de cuspe, 

em seguida foi armazenada a -20 ºC por 48 h (parecer do comitê de ética n.º 407.597). 

Posteriormente, a saliva foi descongelada e centrifugada a 12000 xg por 1 min a 20º 

C. O sobrenadante foi fracionado por coluna de troca iônica em uma coluna de Q-

Sepharose utilizando como fase móvel um tampão contendo 50 mmol L–1 de Tris-HCl 

(pH 8,0), 10 mmol L–1 de EDTA e 10 mmol L–1 de EGTA. O volume de exclusão da 

coluna de Q-Sepharose foi dialisado em tampão de bicarbonato de amônio (50 mmol 

L–1, pH 7,0), liofilizado e solubilizado em 50 mmol L–1 de tampão ácido 2-(N-morfolino)-

etanossulfônico (MES) contendo 5 mmol L–1 de cloreto de cálcio 140 mmol L–1 de 

tiocianato de potássio e 300 mmol L–1 de cloreto de sódio (pH 6,0). 

As amostras dos extratos e partições foram solubilizadas em DMSO:água (1:1) 

e incubadas com a f-AS (proporção de 1:10) durante 30 mim a 37 ºC. A reação foi 

iniciada pela adição de 320 µL do substrato GAL-G2-αCNP (12 mmol L–1) e os valores 

de absorbâncias foram medidos a 405 nm, durante 3 mim, com intervalo de 1 mim a 

37 ºC. O controle foi realizado substituindo os extratos e partições por tampão MES. 

A acarbose foi utilizada como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados em 

duplicata e o resultado foi apresentado como porcentagem de inibição da α-amilase, 

calculado através da Equação 3. As equações 4 e 5 determinam a atividade 

enzimática em U mL–1 e %, respectivamente, e foram utilizadas no cálculo da inibição 

(Equação 3).  

 �݊�ܾ�çã ݀ܽ � − ሺ%ሻ ݁ݏ݈ܽ�݉ܽ = ͳͲͲ − ሺ�ݒ�ݐ�݀ܽ݀݁ ݀ܽ � − � ܽ݀ ݁݀ܽ݀�ݒ�ݐ� ͵ çãܽݑݍܧ     ሻ% ݉݁ ݁ݏ݈ܽ�݉ܽ −  ݁ݏ݈ܽ�݉ܽ =  [ቀ∆���� ቁ.� .�ௗ]�.௦.Ι � ܽ݀ ݁݀ܽ݀�ݒ�ݐ�    Ͷ çãܽݑݍܧ      − ሺ%ሻ ݁ݏ݈ܽ�݉ܽ =  ሺ� ௦௧ሻሺ� ௧ሻ . ͳͲͲ     ܽݑݍܧçã ͷ   

 

Em que: ∆Abs/min = [Abs3-Abs1)/2] é a diferença de absorbância por 

minuto  (Abs = absorbância; 1 e 3 = minutos); Vf  é o volume total da reação (328 µL); 

Vs é o volume de amostra (extratos, partições e enzima α-amilase, 8 µL); Fd é o fator 

de diluição da saliva (50); ξ é o coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-nitrofenol; � 



74 
 

é o comprimento do percurso da luz (0,97); A controle é a atividade da α-amilase e A 

amostra é a atividade da α-amilase na presença dos extratos e partições. 

O valor da IC50 que é a concentração de amostra necessária para inibir 50 % 

atividade enzimática. Essa foi determinada utilizando as seguintes concentrações de 

extrato e partições: 30,0; 10,0; 5,5; 3,0; 1,0; 0,55; 0,33; 0,1 mg mL–1. A partir da 

equação da reta de uma curva analítica do gráfico de porcentagem de inibição versus 

a concentração das amostras, foi possível determinar o IC50. 

 

4.12.2 Inibição da atividade da α-glicosidase 

 

Os extratos e partições foram analisados em relação à capacidade de inibir a 

atividade da enzima α-glicosidase utilizando o método modificado com o substrato 4-

nitrofenil-α-D-glicopiranosídeo (p-NPG) e uma fração enriquecida da enzima α-

glicosidase (f-AG) (Sigma Aldrich I-1630) (TOMA et al., 2014). Para o preparo da f-

AG, 200 mg de pó cetônico de intestino de rato foi homogeneizado em 3 mL de 

solução aquosa de cloreto de sódio (0,9% m v–1). O homogeneizado foi centrifugado 

a 12000 xg por 30 min e o sobrenadante (f-AG) foi utilizado no ensaio. As amostras 

dos extratos e partições foram dissolvidas em DMSO:água (1:1) e foram incubadas 

com a f-AG e 1,5 mmol L–1 de glutationa reduzida diluída em tampão fosfato (50 mmol 

L–1, pH 6,8) durante 20 mim a 37 ºC. A reação foi iniciada pela adição do substrato p-

NPG (4 mmol L–1) em tampão fosfato de sódio (50 mmol L–1, pH 6,8) e os valores de 

absorbâncias foram medidos a 405 nm, durante 30 mim, com intervalo de 5 mim, a 37 

ºC. O controle foi realizado substituindo os extratos e partições por tampão fosfato. A 

acarbose foi utilizada como controle positivo. Todos os ensaios foram realizados em 

duplicata para determinação do IC50 nas mesmas concentrações utilizadas para o 

ensaio da α-amilase. O resultado é dado em porcentagem de inibição da α-

glicosidase, calculado através da Equação 7. 

 �݊�ܾ�çã ݀ܽ � − ݁ݏܽ݀�ݏܿ�݈� =  ቀሺ��� ௧−��� ௦௧ሻ��� ௧ ቁ . ͳͲͲ     ܽݑݍܧçã     
 

Em que: ASC controle é a área sob a curva na ausência dos extratos e partições, a 

ASC amostra é a área sob a curva na presença dos extratos e partições. 
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4.12.3 Inibição da atividade da lipase pancreática  

 

A inibição da atividade da lipase pancreática foi realizada utilizando o método 

modificado com palmitato de p-nitrofenila (p-NPP) como substrato e lipase pancreática 

suína (tipo II, Sigma Aldrich) (GUPTA; RATHI; GUPTA, 2002). Os extratos e partições 

foram solubilizadas em DMSO:água (1:1) e incubados com 10 g L–1 de lipase 

pancreática diluído em tampão contendo Tris-HCl (50 mmol L–1, pH 8,0), 10  mmol  L–

1 de CaCl2 e 25 mmol L–1 de NaCl por 20 min a 37 ° C. A reação foi iniciada pela adição 

de 0,8 mmol L–1 substrato de p-NPP diluído em 10% de isopropanol e 50 mmol L–1 do 

tampão Tris-HCl contendo 10 mmol L–1 CaCl2, 25 mmol L–1 NaCl, 0,5% triton X-100. 

Os valores de absorbância foram medidos a 410 nm por 30 min a 30 °C. O controle 

positivo utilizado foi o orlistat (pureza> 98%), o DMSO 5% foi utilizado como um 

controle negativo. Os resultados foram apresentados em porcentagem de inibição da 

lipase, calculada de acordo com a Equação 6.  

 �݊�ܾ�çã݁ݏܽ�݈ ܽ݀  ሺ%ሻ =  [ሺ�݈ܿ݁ݎݐ݊ − ݈݁ݎݐ݊ܿ�ሻܽݎݐݏ݉ܽ� ] . ͳͲͲ     ܽݑݍܧçã   
 

Onde: A controle é a área sob a curva na ausência dos extratos e partições, e A 

amostra é a área sob a curva na presença dos extratos e partições. 

 Todas as análises foram realizadas em duplicata para determinação do IC50 nas 

mesmas concentrações utilizadas para o ensaio da α-amilase e α-glicosidase. 

 

4.13 DETERMINAÇÃO DA CAPACIDADE DE INIBIÇÃO DA GLICAÇÃO 

  

Os extratos e partições foram diluídos em DMSO:água (1:1) e adicionados a 

albumina sérica bovina (BSA) (50 mg mL–1) diluída em tampão fosfato (200 mmol L–1, 

pH 7,4). Em seguida a mistura foi incubada a 37 ºC por 72 horas, na ausência de luz. 

Após esse período, foi adicionado 1,6 mL de ácido tricloroacético 20% (m v–1) em cada 

tubo. Em seguida foram centrifugados a 10000 xg por 10 mim e o pellet foi 

ressuspendido em 1,6 mL de tampão fosfato (200 mmol L–1, pH 7,4). A redução da 

fluorescência específica da BSA quando se liga ao açúcar (frutose) foi avaliada em 

espectrofluorímetro (350 nm(ex)/420 nm(em)) (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, 

USA) (SRI HARSHA; LAVELLI; SCARAFONI, 2014). O controle foi realizado 
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substituindo os extratos e partições por DMSO. O branco foi realizado substituindo a 

frutose por tampão fosfato (200 mmol L–1, pH 7,4), e os extratos e partições por DMSO. 

A quercetina foi usada como controle positivo. A porcentagem de inibição da glicação 

(IG) foi calculada através da Equação 8. 

ሺ%ሻܩ� = ͳͲͲ −  [ሺ�ܽݎݐݏ݉ܽ ܨ − ݈݁ݎݐ݊ܿ ܨ�ሻሺܿ݊ܽݎܾ ܨ� − ሻܿ݊ܽݎܾ ܨ� . ͳͲͲ]  ͺ çãܽݑݍܧ     

Sendo: IF amostra a intensidade de fluorescência na presença dos extratos e 

partições, IF branco a intensidade de fluorescência na ausência de frutose e extratos 

e partições, e IF controle a intensidade de fluorescência na ausência de extratos e 

partições.  

Todas as análises foram realizadas em duplicata para determinação da IC50 nas 

mesmas concentrações utilizadas para os ensaios enzimáticos. 

 

4.14 DETERMINAÇÃO DA CITOTOXICIDADE  

 

O ensaio da atividade citotóxica foi realizado utilizando o método de diluição em 

microplaca de 96 poços. O meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) foi 

preparado e  suplementado com 10 % (v v–1) de soro fetal bovino, L-glutamina (2 mM), 

D-glicose (4500 mg L–1), bicarbonato de sódio (2000 mg L–1), HEPES (2380 mg L–1), 

piruvato de sódio (1100 mg L–1), penicilina (60 mg L–1), gentamicina (40 mg L–1) e 

estreptomicina (10 mg L–1).  

A cultura celular Vero ATCC CCL 81 (fibroblastos de rim de macaco verde 

africano), foi mantida em meio DMEM suplementado a 37 ºC em atmosfera úmida com 

5% de CO2. Preparou-se uma solução contendo 1 x 106 células em 10,0 ml de meio 

DMEM suplementado.  As amostras dos extratos e partições foram dissolvidas em 

metanol e diluídas com DMEM suplementado para formar uma solução estoque de 

640 μg mL–1. A concentração final de metanol da solução estoque não excedeu 3% (v 

v–1). Para permitir que as células aderissem ao fundo do poço da microplaca, 100 μL 

de solução de células foram transferidas para cada poço e foi incubado por 6 horas a 

37 ° C em uma atmosfera úmida com 5% de CO2 em ar. Posteriormente, o meio de 

cultura de cada poço foi retirado e as soluções dos extratos e partições foram 

adicionadas nas concentrações testadas (512 μg mL–1 a 4 μg mL–1). O volume final 

de cada poço foi de 100 μL e a quantidade de células presentes em cada poço foi de 
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1 x 104. Após preparada, a placa foi incubada por 48 horas a 37 ºC em atmosfera 

úmida com 5% de CO2 em ar. Em seguida, 10 μL de uma solução de resazurina (3 

mM) em tampão fosfato-salino (PBS) foi adicionado (ROLÓN et al., 2006). Mais uma 

vez, a placa foi incubada nas mesmas condições durante 24 horas e os valores de 

absorbância foram medidos a 595 nm num espectrofotómetro de microplacas. O 

controle positivo utilizado foi a anfotericina B, o ensaio foi realizado em triplicata. 

 A viabilidade celular foi calculada com valores de absorbância em relação ao 

controle de crescimento. Um gráfico dose-resposta com regressão não linear foi 

construído para o cálculo da concentração citotóxica (CC50) que é a concentração que 

representa 50% de viabilidade celular (PILLAY et al., 2007). A partir dos valores de 

CC50 e os valores de IC50 ou CIM obtido nas atividades biológicas, foi possível calcular 

o índice de seletividade (IS) de cada amostra através da Equação 9 (CASE et al., 

2006). 

IS = 
CC50 ሺamoୱ୲୰aሻIC50 o୳ CIM ሺamoୱ୲୰aሻ       Equação ͻ      

 

 

4.15 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

O ensaio da capacidade antioxidante pelo método ORAC foi realizado em 

triplicata, os demais foram realizados em duplicata e os dados foram expressos como 

média ± desvio padrão. A diferença entre os dados obtidos, foi avaliada pelo método 

da Análise de Variância (ANOVA) e pós-teste de comparação múltipla de Bonferroni. 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism versão 6.0. 

Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. 

 

 

5 RESULTADOS E DISCUSSÕES  

 

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E EXTRAÇÃO LÍQUIDO-LÍQUIDO 

 

Devido à diversidade química dos compostos presentes no material vegetal, o 

processo de extração é uma etapa importante para conduzir o isolamento dos 

constituintes. Existem as técnicas tradicionais de extração como: infusão, decocção, 
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maceração, refluxo e extração em Soxhlet e existem técnicas modernas de extração 

que são rápidas, seletivas e utilizam menos solventes como: extração líquida 

pressurizada, por fluídos supercrítico, extração assistida por micro-ondas, extração 

assistida por ultrassom e extração de campo elétrico pulsado (PANJA, 2017). 

 Neste trabalho os extratos foram preparados utilizando a extração por 

maceração que é uma técnica simples, mas que garante a extração dos compostos 

sem que sua estrutura seja modificada, pois é realizada em temperatura ambiente e 

pressão atmosférica. O extrato hexânico (EH) foi obtido inicialmente a fim de remover 

compostos de natureza apolar como as clorofilas. Em seguida foi obtido o extrato 

etanólico (EE), o qual foi extraído com etanol que apresenta polaridade intermediária 

com constante dielétrica (24,30), menor que a da água (78,36), permitindo a extração 

de substâncias com diferentes polaridades (MEDEIROS; KANIS, 2010). A Tabela 4 

mostra o rendimento do EH e EE.   

 

Tabela 4- Rendimento obtido dos EH e EE das folhas de C. bakeriana. 
Massa das folhas 

(Kg) 
Extrato Massa obtida 

de extrato (g) 
Rendimento 

(%) 

1,0 Hexânico  43,2 4,3 
Etanólico  165,1 16,5 

 

Pode-se observar que o rendimento do EE foi muito maior que do EH, o que 

pode ser justificado devido a maior polaridade do etanol. No trabalho de Cunha e 

outros (2017) não foi realizada a extração prévia com hexano, e o extrato etanólico 

das folhas foi obtido por maceração em 7 dias, repetindo o procedimento 3 vezes. 

Nessa metodologia, o rendimento obtido do extrato etanólico foi de 8,2 % que é inferior 

ao rendimento obtido nesse trabalho (16,5 %) em que o processo de maceração foi 

realizado por 48 h e repetido 6 vezes.   

Os resultados obtidos da extração líquido-líquido a partir do EE (100g) 

encontram-se na Tabela 5.   
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Tabela 5- Rendimento das partições obtidas através da extração líquido-líquido do 
EE das folhas de C. bakeriana. 

Partição Massa obtida da 
partição (g) 

Rendimento 
(%) 

Diclorometano 5,0 5, 0 

Acetato de etila 21,3 21,3 
n-Butanol  41,3 41,3 

Água  3,4 3,4 
Total 71,0 71,0 

Material particulado no 
filtro 

17,8 17,8 

 

A P-B foi a que apresentou maior rendimento, sugerindo a presença de 

compostos mais polares no extrato. O baixo rendimento da P-D pode ser devido a 

metodologia de extração utilizada em que grande parte dos compostos apolares foram 

extraídas pelo EH influenciando a composição da P-D.  

 

 

5.2  PROSPECÇÃO FITOQUÍMICA  

 

A fim de identificar as classes de metabolitos presentes nos extratos e partições, 

foi realizada a prospecção fitoquímica. Como pode ser observado na Tabela 6, os 

extratos e partições apresentaram forte intensidade quando revelados com 

Liebermann-Buchard, sulfato cérico e vanilina sulfúrica, indicando a possibilidade de 

presença de terpenos, esteroides, fenóis, açucares, taninos, flavonoides e saponinas. 

A presença de flavonoides foi identificada no EE e nas partições. A presença de 

antraquinona pode ser evidenciada por uma mancha vermelha na P-D. A presença de 

alcaloides não foi identificada em nenhuma amostra. 
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Tabela 6- Prospecção fitoquímica dos extratos e partições das folhas de Cassia 
bakeriana. 

 
 

 
Amostras 

 
 

Flavonoides 

 
 

Alcaloides 

Antraqui- 
nonas, 

Antronas,
cumarinas 

Terpenos, esteroi- 
des, saponinas, açúca- 

res, fenóis, taninos, 
flavonoides 

NP/ 
PEG 

AlCl3 Iodocloro-
platinado 

Dragen-
dorff 

KOH Liebermann 
Buchard 

Sulfato 
Cérico 

Vanilina 
Sulfú-
rica 

EH  – – – – – +++ +++ +++ 
EE ++ ++ – – – +++ +++ +++ 

P-D +++ +++ – – ++ +++ ++ +++ 

P-AE +++ +++  –  – – +++ +++ +++ 
P-B ++ ++ –  – – +++ +++ +++ 

P-A ++ ++ – – – +++ ++ +++ 
Nota: –: não identificado, ++: intenso, +++: muito intenso. 

 

 

5.3  IDENTIFICAÇÃO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO EE, P-D E P-AE. 

 

O EE, P-D e P-AE foram analisadas por CLAE-EM-IES nos modos positivo e 

negativo para identificação dos constituintes químicos. Essas amostras foram 

escolhidas por serem as mais ativas nos ensaios biológicos que serão discutidos a 

partir do tópico 5.4 (p.110). A Figura 26 mostra os cromatogramas de pico base (BPC) 

obtido do EE, P-D e P-AE nos modos negativo e positivo, e na Tabela 7 encontra-se 

uma proposta de identificação dos compostos que foi realizada calculando-se a 

fórmula molecular a partir da massa experimental em alta resolução, o erro em ppm e 

comparando os espectros de massa EM/EM obtidos, com dados da literatura e da 

biblioteca online Metlin. Os espectros EM/EM dos compostos encontram-se no 

Apêndice. As estruturas dos compostos identificados encontram-se na Figura 27. 

Observa-se que, alguns compostos identificados na P-D e P-AE e não foram 

identificados no EE, sugerindo que a presença deles no extrato seja menos 

evidenciada por ser uma amostra mais complexa com um número maior de 

compostos, por isso não ionizaram para serem detectados. Após o fracionamento 

houve a separação desses compostos nas P-D e P-AE que foi maior evidenciada por 

ser uma amostra com menos compostos. A presença dos ácidos I e IX foi identificada 

e quantificada em diferentes partes de cinco espécies de Cassia (C. siamea, C. fistula, 

C. occidentalis, C. auriculata, C. uniflora) (CHANDRA et al., 2015). Os compostos II, 

III, VI e XVII já foram identificados nas raízes de C. abreviata (SOBEH et al., 2018). O 
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megastigmano glicosídeo IV que foi identificado com um aduto de ácido fórmico e já 

foi isolado da C. auriculata (NAKAMURA et al., 2014a). Os ácido fenólico XVIII e XI, e 

o flavonoide XVIII foram identificados e quantificados nas folhas de C. tora 

(CHETHANA et al., 2017). Os compostos VI, XVI e XX já foram isolados das folhas de 

C. alata (DUONG et al., 2017). O composto XIV foi identificado nas folhas de C. fistula 

(THABIT et al., 2018) e o composto XV foi isolado da C. nodosa (ILYAS et al., 1995 

apud GANAPATY et al., 2002). Os compostos III, IV, XIV e XVII também foram 

isolados das folhas de C. grandis (TRINH et al., 2017). A antraquinona XXIV já foi 

isolada das cascas de C. bakeriana (CUNHA et al., 2017)  e a antraquinona XXVIII já 

foi isolada da C. nigricans (AYO; AMUPITAN; ZHAO, 2007). Os esfingolipídios XXVI 

e XXVII não foram identificados em espécies de Cassia entretanto, uma série de 

diastereiômeros de base esfingóides  heterocíclica foram encontradas nas C. 

spectablis e C. leptophylla (PRUETT et al., 2008). Não foram encontrados relatos da 

ocorrência dos compostos X, XII, XIII e XIX em espécies de Cassia. Os derivados de 

ácidos graxos XXI-XXIII, XV, XXIX-XXX também não foram encontrados, mas à 

ocorrência dessa classe de compostos foi relatada no trabalho de Cunha e outros 

(2013) na composição do óleo essencial de diferentes partes da C. bakeriana. Os 

ácidos graxos e derivados também já foram identificados nos extratos das espécies: 

C. fistula (BARNABY; REID; WARREN, 2016), C. tora (SHUKLA et al., 2018) e C. abus 

(HAMEDI et al., 2015).  
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Tabela 7- Proposta de identificação dos compostos do EE, P-D e P-AE das folhas de C. bakeriana. (continua) 

TR
 (m/z) 

[M – H]– 
(m/z) 

[M + H]+ 

Erro 
(ppm)d 

- / + 

Fragmentos 
(m/z) MS/MS - / + 

Fórmula 
molecular 

Tentativa de 
identificação 

EE P-D P-AE 
Referências 

4,66 153,0194 – 0,6 10eV: 136, 109, 108 C7H6O4 
ácido protocate-
cuíco (I) 

  x (SUN et al., 2007) 

5,43 561,1401 563,1562 -0,2/0,5 

20eV: 543, 435, 425, 407, 
289, 271,203, 125/ 20eV: 
427, 393, 291, 273, 231, 
147, 123, 107 

C30H26O11 
(epi)afzelequina
-(epi)catequina 

(II) 

 
x 

  
x 

(GU et al., 2003, SOUZA et al., 
2008, KAJDŽANOSKA; 
GJAMOVSKI; STEFOVA, 2010, 
GE et al., 2016) 

5,65 289,0715 291,0860 -1,0/-1,0 

20eV: 245, 205, 188, 179, 
175, 161, 151,125, 123, 
109/20eV: 259, 228, 233, 
219, 207, 180, 161, 147, 
139,123 

C15H14O6 
(±)-(epi) 
catequina (III) 

 
 
x 

 
 
x 

 
 
x 

(SUN et al., 2007, PERESTRELO 
et al., 2012, PANDEY et al., 2014, 
ABU-REIDAH et al., 2015b, BEN 
SAID et al., 2017)  Metlin1  

5,77 431,1924 387,2014 0,2/0,2 

20eV: 385, 223,189, 161, 
153, 149, 125, 119, 113, 
101/ 20eV: 373, 255, 223, 
207, 189, 161, 149, 123, 
107 

C19H30O8 
roseosídeo 
(aduto formiato) 
(IV) 

 
 
x 

 
 
x 

 
 
x (SPÍNOLA; PINTO; CASTILHO, 

2015) 

5,96 

465,1376 – – 20eV: 451, 419, 313, 273, 
255, 229, 171, 137, 103 – n.i   x – 

545,1456 547,1598 0,5/-0,2 

20eV: 419, 345, 313, 312, 
273, 255, 229, 187, 164, 
125, 101/ 20eV: 394, 275, 
231, 188, 139, 107 

C30H26O10 
(epi)afzelequina
-(epi)afzelequi-
na (dímero) (V) 

   
x (GE et al., 2016) 

6,06 273,0767 275,0912 -0,4/-0,7 

20eV: 255, 229, 205, 187, 
169, 137, 125, 109/ 20eV: 
257, 234, 191, 163, 149, 
139, 121, 107 

C15H14O5 
(epi)afzelequina 
(VI) 

 
x 

  
x Metlin 

6,19 833,2081 835,2230 0,7/-0,3 

20eV: 561, 543, 435, 289, 
271, 245, 164, 125/ 20eV: 
563, 545, 409, 291, 273, 
231, 151, 107 

C45H38O16 

epi)afzelequina-
(epi)afzelequina
-(epi)catequina 
(VII) 

 
x 

  
x (GU et al., 2003, SOUZA et al., 

2008, GE et al., 2016) 

6,20 163,0402 165,0543 0,6/-1,8 10eV: 119/ 10eV: 154, 147, 
135, 120, 109 C9H8O3 

Ácido p- 
cumárico (VIII) 

  x  (SUN et al., 2007, BYSTROM et 
al., 2008, PLAZONIĆ et al., 2009) 
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Tabela 7- Proposta de identificação dos compostos do EE, P-D e P-AE das folhas de C. bakeriana. (continua) 

TR (m/z) 
[M – H]– 

(m/z) 
[M + H]+ 

Erro 
(ppm)d 

- / + 

Fragmentos 
(m/z) MS/MS - / + 

Fórmula 
molecular 

Tentativa de 
identificação 

EE P-D P-AE 
Referências 

6,34 193,0505 195,0648 -0,5/-2,0 
10eV: 178, 149, 134/ 10eV: 
177, 153,145, 140, 123, 
107 

C10H10O4 
ácido ferúlico 
(IX) 

  
x 

 (SUN et al., 2007, ABU-REIDAH 
et al., 2015b, EL-WAKIL et al., 
2015, BEN SAID et al., 2017) 
Metlin 

6,36 609,1462 611,1610 0,2/0,5 
15eV: 528, 447, 283, 219, 
161/ 20eV: 539, 449, 287, 
145 

C27H31O16 cianina (X)  

 
x 

  
x 

(ZHU; ZHANG; LU, 2012, 
MIZGIER et al., 2016, CHENG et 
al., 2017) Metlin 

6,55 223,0616 – 1,8 10eV: 208, 179, 164, 149, 
138, 121 C11H12O5 

ácido sinápico 
(XI) 

 x  (SUN et al., 2007) Metlin  

6,72 449,1091 451,1234 0,4/-0,2 
10eV: 405, 357, 303, 285, 
195, 179, 151, 125, 107/ 
10eV: 305, 209,129 

C21H22O11 astilbina (XII) 
 
x 

 
x 

 
x 

(CHEN; LU; ZHAO, 2014, 
ZHAO et al., 2014, DONG et 
al., 2017) 

6,82 287,0562 289,0709 0,03/0,7 

15eV: 259, 243, 201, 177, 
151,125,107/ 25eV: 271, 
167,153,149,137,121, 109, 
107 

  C15H12O6 
deidroxiltaxifolin 
(eriodictiol) (XIII) 

  
x 

 
(BRITO et al., 2014, ZHAO et al., 
2014) Metlin 

6,89 463,880 465,1029 -0,4/0,2 
20eV: 301, 300, 271, 
255,151,107/ 20eV: 304, 
303, 285, 153, 127, 109, 

C21H20O12 

quercetina-3-O-
glicosídeo/galac
tosídeo (iso-
quercetina/hiper
osídeo) (XIV) 

 
 
x 

 
 
x 

 
 
x 

(KRASTEVA; NIKOLOV, 2008, 
BRAUNBERGER et al., 2013) 
Metlin 

7,10 
 
433,1150 
 

435,1287 2,3/0,2 
20eV: 287, 269, 259, 179, 
152/ 20eV: 289, 271, 243, 
153, 129, 107 

C21H22O10 
di-hidrokaemp-
ferol-3-O-
ramnosídeo(em-
geletina) (XV) 

 
x 

 
x 

 
x (ROSSO et al., 2015) 

7.22 447,0936 449,1081 0,7/0,6 
20eV: 301, 285, 284, 255, 
227,109/ 20eV: 303, 287, 
145, 129 

C21H20O11 

canferol-O-
glicosídeo/galac
tosídeo astraga-
lina/trifolina) 

(XVI) 

 
x 

 
x 

 
x (PIKULSKI; BRODBELT, 2003, 

ABU-REIDAH et al., 2015a) 
Metlin 
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Tabela 7- Proposta de identificação dos compostos do EE, P-D e P-AE das folhas de C. bakeriana. (continua) 

TR (m/z) 
[M – H]– 

(m/z) 
[M + H]+ 

Erro 
(ppm)d 

- / + 

Fragmentos 
(m/z) MS/MS - / + 

Fórmula 
molecular 

Tentativa de 
identificação 

EE P-D P-AE 
Referências 

7,67 431,0992 433,1128 1,8/-0,2 20eV: 285, 284, 255, 227/ 
20eV: 288, 287, 129 C21H20O10 

canferol-3-O-
ramnosídeo 
(afzelina) (XVII) 

x x x (WOJTANOWSKI; MROCZEK, 
2018)  

7,7 301,0358 303,0503 1,3/1,3 
20eV: 273, 245, 151, 121, 
107/ 30eV: 257, 229, 201 
165, 153, 137, 121 

C15H10O7 
quercetina 
(XVIII) 

 
x 

 
x 

 
x 

(KRASTEVA; NIKOLOV, 2008, 
WANG et al., 2008, ABU-REIDAH 
et al., 2015b) Metlin 

8,10 315,0515 317,0655 1,6/-0,3 
10eV: 300, 271, 255, 151, 
107/ 15eV: 285, 257, 219, 
175, 109 

C16H12O7 

quercetina-3-
metil éter 
(isoramnetina) 
(XIX) 

 
x 

 
x 

 
x (JUSTESEN, 2001, PETROVICIU 

et al., 2014) Metlin 

8,34 285,0407 287,0552 0,7/0,7 

20eV: 270, 257, 255, 239, 
229, 227,213,187, 151, 
125,107/ 25eV: 259, 241, 
213, 185, 165, 153,147, 
133, 121 

C15H10O6 canferol (XX) 

 
 
x 

 
 
x 

 
 
x 

(SUN et al., 2007, KRASTEVA; 
NIKOLOV, 2008, WANG et al., 
2008, ABU-REIDAH et al., 2015a, 
PANDEY et al., 2015) Metlin 

8,73 – 346,2584 – 20eV: 293, 195, 177, 175, 
157, 155,149,125, 109 – n.i  x x  – 

8,75 227,1285 – -1,7 10eV: 183, 165 C12H20O4 
ácido traumático 
(XXI) 

 
x 

 
x 

 (GÓMEZ-ROMERO; SEGURA-
CARRETERO; FERNÁNDEZ-
GUTIÉRREZ, 2010) Metlin 

8,84 327,2178 – 0,3 20eV: 229, 211,183, 165, 
171, 151, 127 C18H32O5 

ácido tri-hidroxi-
octadecadienoi-
co (XXII) 

 
x 

 
x 

 (GÓMEZ-ROMERO; SEGURA-
CARRETERO; FERNÁNDEZ-
GUTIÉRREZ, 2010) 

8,92 – 387,1800 – 15eV: 121, 105 – n.i x  x – 
8,94 – 840,3953 – 30eV: 686, 550, 278, 107 – n.i x x  – 

9,07 

836,3638 838,3812 – 
10eV: 682, 546, 400, 289, 
245,137/ 30eV: 684, 548, 
285 

– n.i  
 
x 

 
x 

 
x – 

329,2335 – 0,6 20eV: 229, 211, 171, 139, 
100, C18H34O5 

ácido 
hidroxiocta-
decanodioico 
(XXIII) 

  
x 

 (GÓMEZ-ROMERO; SEGURA-
CARRETERO; FERNÁNDEZ-

GUTIÉRREZ, 2010) 

9,21 – 822,3854 – 30eV: 668, 548, 475, 
402,187 – n.i  x x x – 
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Tabela 7- Proposta de identificação dos compostos do EE, P-D e P-AE das folhas de C. bakeriana. (continua) 

TR (m/z) 
[M – H]– 

(m/z) 
[M + H]+ 

Erro 
(ppm)d 

- / + 

Fragmentos 
(m/z) MS/MS - / + 

Fórmula 
molecular 

Tentativa de 
identificação 

EE P-D P-AE 
Referências 

9,37 564,2969 566,3142 – 
20eV: 301, 289, 
245,161,100 
30eV: 414 

– n.i  
 
x 

 
x 

 
x – 

9,57 – 550,3178 – 30eV: 426, 414, 386, 276, 
139, 

– n.i  x  – 

9,65 283,0252 285,0397 1,4/1,0 
20eV: 239, 211, 167, 183/ 
20eV: 267, 251, 241, 223, 
147, 121 

C15H8O6 reína (XXIV) 
 x  

(CUNHA et al., 2017)  Metlin 

9,72 – 594,3426  20eV: 561, 442, 267, 123 – n.i   x  – 

9,95 309,2074 – 1,0 20eV: 291, 247, 211, 197, 
171, 111 C18H30O4 

ácido 13(S)-
hidroperoxilino-
léico (XXV) 

 x  
(ABU-REIDAH et al., 2015b) 

9,97 – 316,2849 1,0 20eV: 298, 280, 250 C18H37NO3 
6-hidroxies-
fingosina 
(isômero) (XXVI) 

 
x 

 
x 

 
Metlin 

10,19  318,3002 -0,3 20eV: 300, 282, 252 C18H39NO3 
fitoesfingosina 
(XXVII)  

x x  Metlin 

10,32 – 267,1727 – 15eV: 211, 155, 100 – n.i x x x – 

10,40 269,0450 – -1,8 20eV: 255, 241, 225, 197, 
181, 183, 139 C15H10O5 

emodina 
(XXVIII) 

  
x 

 (YE et al., 2007, RAFAËLLY et 
al., 2008, SONG et al., 2008) 
Metlin  

10,51 – 277,2162 0,0 20eV: 107, 121, 135, 149 C18H28O2 

ácido estearidó-
nico ou ácido 
octadecadii-
noico (XXIX) 

  
x 

 

Metlin 

10,53 293,2125 – 1,0 15eV: 275, 223, 195, 
171,121 C18H30O3 

ácido hidroxi-
octadecatrienoi-
co (XXX) 

 x  (GÓMEZ-ROMERO; SEGURA-
CARRETERO; FERNÁNDEZ-
GUTIÉRREZ, 2010) Metlin 

10,78 295,2275 – -1,3 15eV: 277, 195, 171, 
135,113 C18H32O3 

ácido 13-hidroxi-
9,11-octadeca-
dienoico (XXXI) 

 x  (GÓMEZ-ROMERO; SEGURA-
CARRETERO; FERNÁNDEZ-
GUTIÉRREZ, 2010, ABU-
REIDAH et al., 2015b) Metlin  
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Nota: Tr: Tempo de retenção (mim); n.i: não identificado; –: não obtido; x: indicada que o composto está presente na respectiva amostra. 1Biblioteca online 
disponível em: https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage  

 
Tabela 7- Proposta de identificação dos compostos do EE, P-D e P-AE das folhas de C. bakeriana. (conclusão) 

TR (m/z) 
[M – H]– 

(m/z) 
[M + H]+ 

Erro 
(ppm)d 

- / + 

Fragmentos 
(m/z) MS/MS - / + 

Fórmula 
molecular 

Tentativa de 
identificação 

EE P-D P-AE 
Referências 

11,00 – 363,2203 – 20eV: 291, 195, 177, 105 – n.i x x x – 
11,32 – 520,3400 – 20eV: 502, 184,104 – n.i  x  – 
11,52 – 496,3413 – 15eV: 478, 184,104 – n.i  x  – 

11,60 – 536,4159 – 20eV: 501, 427, 409, 285, 
193, 130 – n.i  x  – 

https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPage
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Figura 27- Estrutura dos compostos identificados no EE e nas P-D das folhas de C. bakeriana.  
  

 

Fonte: a autora 

P-D 

000 EE 

P-AE 
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acetato de etila:metanol (9,5:0,5) e revelada com NP/PEG. O padrão de canferol foi 

aplicado e eluído junto com a Fr-D9 como mostra a (Figura 28-B).  

 

Figura 29- Estrutura do canferol (XX) isolado na Fr-D9.  

 
Fonte: a autora. 

 

Através da CLAE-DAD foi possível obter o perfil do espectro UV-Vis da Fr-D9 

(Figura 30) que é característico de flavonoides. Esses compostos apresentam uma 

banda de absorção máxima em torno de 240-290 nm (Banda II) que é mais afetada 

pela conjugação do anel A e seu padrão de substituição. Alguns apresentam outra 

banda de absorbância máxima em torno de 300-550 nm (Banda I) presente em 

flavonoides onde os anéis B e C são conjugados através da ligação dupla entre C-2- 

C-3 (VIHAKAS, 2014). O perfil do espectro UV-Vis da Fr-D9 mostrou uma banda em 

264 nm e outra em 366 nm evidenciando a presença de um flavonoide conjugado.  

 

Figura 30- Espectro UV-Vis do composto isolado da Fr-D9. 

 
Fonte: a autora. 
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A Fr-D9 foi submetida a CLAE-EM-IES em alta resolução no modo negativo.  No 

espectro obtido foi possível verificar o íon molecular do composto isolado m/z 

285,0403 (∆ 0,7 ppm, C15H10O6) e o íon m/z 571,0899 referente ao seu respectivo 

cluster (Figura 31-A). Através do massas sequencial do íon m/z 285 [M – H]–  foi 

possível obter o espectro de massa em 25eV da Fr-D9 (Figura 31-B).  

 

Figura 31- (A) (–)-EM-ESI alta resolução da Fr-D9; (B) (–)-EM/EM-ESI  25eV da FR-D9 

 

 
Fonte: a autora 

 

O espectro EM/EM do m/z 285 [M – H]– apresentou mais de 60 fragmentos com 

baixa intensidade, que corrobora com espectro do canferol apresentado por March e 

Miao (2004). Na Figura 32 está representada uma proposta para justificar a formação 

de alguns desses fragmentos.  

O íon fragmento de m/z 257 é formado através da eliminação neutra de 28 u 

referente ao CO, que ocorre através da clivagem heterolítica da ligação entre C3 e 

C4. Para formação do fragmento m/z 243, inicialmente ocorre o rompimento da ligação 

entre C3-C4 que permite abertura do anel C, a ligação simples do C2 pode ser 

rotacionada obtendo uma conformação espacial favorável para a condensação dos 

três anéis e eliminação de 42 u referente ao C2H2O. O íon fragmento m/z 215 pode 

ser justificado pela perda de 28u do CO, a partir do fragmento m/z 243 (MARCH; 

MIAO, 2004). A clivagem do anel C pelo mecanismo retro Diels-Alder (RDA), levou a 

257.0443 

243.0283 215.0290 

151.0023 

133.0265 

107.0118 

(A) 

(B) 
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formação dos fragmentos de m/z 151, quando a carga negativa estiver no anel A e 

m/z 133 quando a carga se encontra na hidroxila do anel B. O íon m/z 151 sofre uma 

eletrociclização formando uma lactona que dá origem ao fragmento m/z 107 (benzino) 

após a perda de 44 u referente ao CO2 (FABRE et al., 2001, MCNAB et al., 2009). A 

estrutura eletrônica do benzino se assemelha a de um alcino fortemente distorcido. A 

ligação tripla no benzino usa átomos de carbono hibridizado sp2 e tem uma ligação π 

formada pela sobreposição p-p e outra ligação π constituída pela sobreposição sp2-

sp2, que é fraca e está localizada no plano do anel (MCMURRY, 2005).    

 

Figura 32- Proposta de fragmentação para o canferol (XII). 

 
Fonte: a autora. 

 

A Fr-D9, um pó de coloração amarela, foi submetida a análise por RMN, que 

permitiu identificar os sinais que caracterizaram o composto isolado (11,0 mg) como 

sendo o canferol (XX) (Figura 29, p. 90). O espectro de RMN de 1H (Figura 33) mostrou 

4 sinais de simpletos referentes aos H das hidroxilas ligadas ao anel aromático. O 

simpleto com deslocamento químico () em 12,4 é referente ao OH-5 que faz ligação 

de hidrogênio com o oxigênio da carbonila C-4, por isso é o mais desblindado. O 

simpleto em  9,39 é referente ao OH-3 que é próton mais blindado, pois não entra 

em ressonância com a carbonila C-4. A partir do mapa de contorno HMBC (Figura 34) 
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foi possível evidenciar que o OH-3 está correlacionado com o carbono da carbonila C-

4, C-3 e C-2. Não foi possível definir pelo experimento HMBC qual dos simpletos em 

 10,81 e  10,12 são da OH-7 e OH-4’. Mas pode-se sugerir que o  10,12 um pouco 

mais blindado seja referente ao OH-7 devido à maior densidade de elétrons no anel 

A, e o  10,81 seria da OH-4’.  

A ampliação da região do RMN de 1H na região dos aromáticos mostrou quatro 

sinais, sendo dois deles integrando para 2 H sugerindo um total de 6 H aromáticos 

para o composto (XX) (Figura 35). O dupleto em  8,04 com constante de acoplamento 

J = 8,9 Hz é característico do acoplamento em orto dos H-2’ e H-6’. O dupleto em 

 6,93 também apresentou constante de acoplamento em orto J = 8,9 Hz que é 

referente aos H-3’ e H-5’. Os outros dois dupletos em  6,44 e  6,19 apresentaram a 

mesma constante de acoplamento (J = 2,0 Hz) referentes ao acoplamento em meta 

dos H-8 e H-6, respectivamente. Através das correlações do mapa de contorno HMBC 

foi possível atribuir a posição dos H na região dos aromáticos (Figura 36). As 

correlações entre C-6 e C-9 com o H-8; C-8 e C-5 com H-6 foram importantes para 

definir a posição do H-8 e H-6. Na Tabela 8 estão representadas as atribuições de 

deslocamentos químicos dos hidrogênios da Fr-D9 comparados com o canferol (XX). 
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Figura 34- Mapa de contorno HMBC (DMSO-d6) ampliado da região do OH-3. 

 
Fonte: a autora 

 

 

Figura 35- Espectro RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6) ampliado na região dos 
aromáticos. 

 

Fonte: a autora 
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Figura 36- Mapa de contorno HMBC da Fr-D9 e estrutura do canferol (XX) com as 
respectivas correlações. 

 

Fonte: a autora 

 

 

Tabela 8- Sinais do RMN de 1H da Fr-D9 comparados com o canferol. 
 
 
 
Posição 

RMN 1H 400 MHz 
(DMSO-d6) 

Fr-D9 H; multa  
(J em Hz) 

(PIZZOLATTI et al., 
2003) 

RMN 1H 600 MHz 
(DMSO-d6) canferol  H; mult (J em Hz) 

(MOURA; VILEGA; 
SANTOS, 2011) RMN 
1H 500 MHz (DMSO-

d6) canferol  H; mult (J em Hz) 

H-6 6,19; d (2,0) 6,27; d (1,9) 6,20; d (2,0) 
H-8 6,44; d (2,0) 6,52; d (1,9) 6,44; d (2,0) 

H-2’;6’ 8,04; d (8,9) 8,12; d (8,8) 8,05; d (8,5) 
H3’;5’ 6,93; d (8,9) 6,99; d (8,8) 6,94; d (8,5) 
OH-3 9,39; s -  
OH-5 12,48; s   
OH-4’ 10,81; s (ou 10,12) 12,12 (sl)  
OH-7 10,12; s (ou 10,81)   

Nota: amultiplicidade dos sinais: s = simpleto; sl = simpleto largo; d = dupleto. 
 

  

O RMN de 13C apresentou 13 sinais, sendo dois de maior intensidade sugerindo 

a presença de carbonos equivalentes (Figura 37). Através das correlações do mapa 

de contorto HSQC (Figura 38) foi possível atribuir os hidrogênios e carbonos que estão 

diretamente ligados. O C-8 em  93,67 está correlacionado com H-8 ( 6,44) e o C-6 

em  98,40 está correlacionado com H-6 ( 6,19). O  129,69 é referente aos C-2’ e 

H-2’;6’ H-3’;5’ H-8 H-6 

C-3’;5’ 

C-2’;6’ 

C-2 

C-4’ 

C-8 

C-6 

C-10 

C-1’ 

C-9 

C-7 

C-5 





98 
 

  

Figura 38- Mapa de contorno HSQC ampliado da Fr-D9 (XX). 

 

Fonte: a autora. 

 

Tabela 9- Sinais de RMN do 13C, correlação com 1H e comparação com o canferol 
(XX). 

 
 

Posição 

RMN 13C 
100 MHz, 

(DMSO-d6) 
 Fr-D9  

 
 

HSQC 

 
 

HMBC 

(PIZZOLATTI et 
al., 2003) 

RMN 13C 150 
MHz, (DMSO-d6) 

canferol  

(MOURA; 
VILEGA; 

SANTOS, 2011) 
RMN 13C 125 

MHz, (DMSO-d6) 
canferol  

C-2 147,01 - H-2’;6’ 
H-3’;5’ 

147,05 147,2 

C-3 135,84 - - 136,68 - 

C-4 176,10 - H-8;6 176,62 - 

C-5 160,89 - H-6 162,31 - 

C-6 98,40 H-6 H-8 99,19 99,9 

C-7 164,09 - H-8;6 165,09 164,2 

C-8 93,67 H-8 H-6 94,54 94,0 

C-9 156,36 - H-8 157,83 156,2 

C-10 103,23 - H-6;8 104,16 103,0 

C-1’ 121,85 - H-3’;5’ 123,36 122,0 

C-2’;6’ 129,69 H-2’;6’ H-3’;5’ 130,49 130,0 

C-3’;5’ 115,63 H-3’;5’ H-2;6’ 116,35 115,0 

C-4’ 159,39 - H-2’;6’ 
H-3’;5’ 

160,02 159,0 

H-2’;6’ H-3’;5’ H-8 H-6 

C-2’;6’ 

C-3’;5’ 

C-8 

C-6 
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5.3.2 Identificação do composto isolado da Fr-D6 (canferol-3-O-ramnosídeo XVII)  

 

A Fr-D6 também apresentou apenas um sinal intenso com tempo de retenção 

em 6,19 mim, quando analisada por CLAE-DAD em 266 nm (Figura 39-A), atribuído 

ao composto canferol-3-O-ramnosídeo (Figura 40). A análise por CCD mostrou 

apenas uma mancha verde fluorescente em 365 nm com Rf= 0,63 quando a 

cromatoplaca foi eluída no sistema acetato de etila:metanol:água 100:15:10 e 

revelada com NP/PEG (Figura 39-B).  

 

Figura 39- (A) Cromatograma da Fr-D6 obtido por CLAE-DAD em 266; (B) CCD da 
Fr-D6. 

 

Condições CLAE: Coluna analítica C18; gradiente metanol:água 60-100% (15mim), 100% de metanol 
(10 mim), 100-60% de metanol (5 mim) e 60% de metanol (5 mim); fluxo 1mL mim–1; volume de 

injeção 50 µL. 
Fonte: a autora. 

 
 

Figura 40- Estrutura do composto (XVII) isolado da Fr-D6. 

 
Fonte: a autora. 
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O perfil do espectro UV-Vis da Fr-D6 (Figura 41) também apresentou duas 

bandas de absorção, uma em 263 nm (Banda II) e uma em 343 (Banda I) indicando a 

presença de outro flavonoide, onde os anéis B e C são conjugados através da ligação 

dupla entre C2-C3. 

Figura 41- Espectro UV-Vis do composto isolado da Fr-D9 (XVII). 

 
Fonte: a autora. 

 

O espectro em alta resolução no modo negativo da Fr-D6 (Figura 42-A) mostra 

o íon molecular do composto isolado m/z 431,0980 e o íon m/z 863,2023 referente ao 

seu respectivo cluster. O composto isolado (3,5 mg) possui coloração amarela escura 

e foi identificado como canferol-3-O-ramnosídeo (XVII), também conhecido como 

afzelina (C21H20O10), com erro de -0,93 ppm. Através do EM/EM do íon [M – H]– 

m/z 431 foi possível obter o espectro de massas em 20 eV (Figura 42-B). Os íons 

fragmentos m/z 285 e 284 de maiores intensidades no espectro foram importantes 

para identificar o glicosídeo e a aglicona. Eles são formados a partir da clivagem 

heterolítica e homolítica da ligação entre o carbono anomérico C1’’ da ramnose e o 

oxigênio da aglicona respectivamente, (WOJTANOWSKI; MROCZEK, 2018) como 

mostra a proposta de fragmentação na Figura 43.  
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Figura 42- (A) (-)-EM-ESI alta resolução da Fr-D6; (B) (-)-EM/EM-ESI 20eV da Fr-D6. 

 
 

 
Fonte: a autora 

 

 

 

Figura 43- Proposta de fragmentação para os íons m/z 285 e 284 do composto 
isolado da Fr-D6 (IX). 

 
Fonte: a autora.  

285.0383 
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A análise por RMN da Fr-D6 permitiu identificar os sinais que caracterizaram o 

composto isolado como sendo canferol-3-O-ramnosídeo (XVII). O RMN de 1H (Figura 

44) apresentou 4 sinais na região dos aromáticos, como pode ser visto a ampliação 

na Figura 45. O dupleto em  7,74, com J = 8,72 Hz, é característico do acoplamento 

em orto do H-2’ e H-6’. O outro dupleto em  6,91 com a mesma constante (J = 8,72 

Hz) é referente ao acoplamento em orto dos H-3’ e H-5’. Os dois simpletos largos em 

 6,38 e 6,18 são referentes aos H-8 e H-6, respectivamente. A posição dos H foi 

estabelecida a partir das correlações do mapa de contorno HSQC (Figura 46). 
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Figura 45- RMN 1H ampliando da região dos H aromáticos da Fr-D6 (XVII). 

 
Nota: Os deslocamentos químicos foram estabelecidos em relação ao padrão interno TMS ( 0,00).  

Fonte: a autora 
 

 

Figura 46- Mapa de contorno HSQC ampliado da região do aromáticos da Fr-D6 (IX). 

 
Fonte: a autora 

 
 

 Na Figura 47 mostra o espectro de 1H ampliado da região glicosídica da Fr-D6. 

O mapa de contorno HSQC mostrou que o H-1’’ está correlacionado com o carbono 

anomérico C-1’’ (Figura 48). O dupleto em  0,79 (J = 5,8 Hz) é característico do H-6’’ 

H-2’;6’ H-3’;5’ 
H-8 H-6 

C-2’;6’ 

C-3’;5’ 

C-6 

C-8 

H-2’;6’ H-3’;5’ 

H-8 H-6 
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Figura 48- Mapa de contorno HSQC ampliado da região glicosídica da Fr-D6 (XVII). 

 

Fonte: a autora.  

 

Através do mapa de contorno COSY foi possível definir a posição dos outros H 

da região glicosídica (Figura 49). O próton em  5,29 (J = 1,00 Hz) referente ao H-1’’ 

apresenta esse valor de constante devido ao acoplamento equatorial-equatorial com 

o H-2’’. O H-2’’, em  3,97 está relacionado com H-3’’. O duplo dupleto em  3,46 (J = 

3,0; 8,8 Hz) foi atribuído ao H-3’’ e está correlacionado com o H-4’’ e H-2’’, sendo a 

menor constante de acoplamento referente ao acoplamento axial-equatorial entre H-

3’’ e H-2’’ e a constante maior é referente ao acoplamento diaxial H-3’’ e H-4’’ 

(CLAYDEN et al., 2000). Os valores de constante de acoplamento confirmaram 

configuração do açúcar indicando que o composto isolado é o canferol-3-O-α-L-

ramnosídeo (CHENG et al., 2013). Foi possível observar que o H-5’’, em  3,16 – 3,06, 

está correlacionado com o H-6’’. O sinal em  3,3, referente à presença de água na 

amostra, interferiu nos valores do deslocamento bem como na interpretação da 

multiplicidade dos sinais na região glicosídica. Entretanto, os espectros apresentados 

nesse trabalho, corroboram com dados reportados na literatura para a ramnose 

(ÖZDEN et al., 1998, PIZZOLATTI et al., 2003). Dessa forma, o multipleto em  3,16 

– 3,06 foi atribuído aos H-4’’ e H-5’’, e a diferença no valor do deslocamento foi 

atribuída a interferência do sinal da água. Na Tabela 10 estão as atribuições para os 

H-1’’ 
H-2’’ 

H-3’’ H-4’’, 5’’ 

C-2’’ a 5’’ 

C-1’’ 

H-6’’ 

C-6’’ 
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sinais de 1H da Fr-D6 (XVII) e a comparação com os sinais do canferol-3-O-

ramnosídeo já descrito na literatura. 

Figura 49- Mapa de contorno COSY ampliado da região glicosídica da Fr-D6 (XVII). 

 
Fonte: a autora. 

 

Tabela 10- Sinais RMN 1H da Fr-D6 (IX) comparados com o canferol-3-O-
ramnosídeo . 

 
 
 
Posição 

RMN 1H 400 
MHz 

(DMSO-d6) 
Fr-D6 H; multa (J 

em Hz) 

(RIBEIRO; SILVA; 
BOLZANI, 2002) 
RMN 1H 500 MHz 

(DMSO-d6) 
canferol-3-O-
ramnosídeo H; mult (J em Hz) 

(CHANG et al., 
2009) 

RMN 1H 500 MHz 
(DMSO-d6) canferol-

3-O-ramnosídeo H; mult (J em Hz) 

 
 

COSY 

H-6 6,18; sl  5,88; sl 6,20; d (2,0) –  

H-8 6,38 sl 6,04; sl 6,50; d (2,0) – 

H-2’;6’ 7,74; d (8,7) 7,66; d (8,5) 7,76; d (7,3) H3’;5’ 
H3’;5’ 6,91; d (8,7) 6,86; d (8,5) 6,92; d (7,3) H-2’;6’ 
H-1’’ 5,29; d (1,0) 5,27; d (1,0) 5,29; sl  H-2’’ 
H-2’’ 3,97; sl 3,96; m - H-1’’; H-3’’ 

H-3’’ 3,46; dd 
(3,0; 8,8)  

3,48; m -  
H-2’’; H-4’’  

H-4’’ 3,16 – 3,06 m 3,09; m - H-3’’ 
H-5’’ 3,16 – 3,06 m 3,09; m  - H-6’’ 
H-6’’ 0,79; d (5,80) 0,77; d (6,0) 0,80; d (6,0) H-5’’ 

Nota: amultiplicidade dos sinais: s = simpleto; s l= simpleto largo; d = dupleto; dd = duplo dupleto. 

H-6’’ 

H-1’’ H-2’’ 
H-3’’ H-5’’ 

H-2’’ 
H-3’’ 
H-4’’ 

H-1’’ 
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Figura 51- Mapa de contorno HMQC ampliado da região de corelação entre H-

1'' e o C-3 da Fr-D6 (XVII). 

 

Fonte: a autora.  
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Tabela 11- Sinais de RMN do 13C, correlação com 1H e comparação com o canferol-
3-O-ramnosídeo. 

 
 

Posição 

RMN 13C 
100 MHz, 

(DMSO-d6) 
 Fr-D6  

 
 

HSQC 

(RIBEIRO; SILVA; 
BOLZANI, 2002) 

RMN 13C 125 MHz, 
(DMSO-d6) canferol  

(CHANG et al., 
2009) RMN 13C 125 

MHz, (DMSO-d6) 
canferol  

C-2 157,13 - 155,5 158,0 

C-3 134,28 - 134,0 134,9 

C-4 177,65 - 176,0 178,4 

C-5 161,44 - 162,0 161,9 

C-6 99,41 H-6 100,6 99,4 

C-7 161,44 - 162,0 164,1 

C-8 94,22 H-8 95,0 94,3 

C-9 156,88 - 157,1 157,2 

C-10 103,73 - 101,0 104,7 

C-1’ 120,79 - 120,0 121,7 

C-2’;6’ 130,77 H-2’;6’ 130,2 131,3 

C-3’;5’ 115,64 H-3’;5’ 115,4 116,3 

C-4’ 160,21 - 160,2 160,6 

C-1’’ 101,97 H-1’’ 101,6 102,5 

C-2’’ 70,32 H-2’’ 70,1 70,8 

C-3’’ 70,56 H-3’’ 70,3 71,0 

C-4’’ 71,35 H-4’’ 70,4 71,8 

C-5’’ 70,83 H-5’’ 71,2 71,3 

C-6’’ 17,70 H-6’’ 17,5 18,2 
 

 

5.4  ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

O método da microdiluição em caldo permite determinar o valor da CIM que 

corresponde a mínima concentração de amostra necessária para inibir o crescimento 

microbiano. Nesse método, é utilizada a resazurina como agente revelador para 

facilitar a leitura da viabilidade dos micro-organismos (CASTILHO et al., 2015).   

A resazurina é um corante redox que apresenta mudança de coloração na 

presença de atividade metabólica celular. Na forma oxidada a resazurina não é 
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fluorescente e apresenta coloração azul, quando é reduzida para resorufina, a forma 

fluorescente, apresenta coloração rosa (Figura 52) (FAI; GRANT, 2009, VEGA et al., 

2012, ELSHIKH et al., 2016).  

 

Figura 52- Reação da redução da resazurina. 

 
Fonte: adaptado de Elshikh e outros (2016). 

 

Devido à necessidade de busca por novos compostos ou extratos de plantas 

ativos que possam ser utilizados no tratamento de infecções causadas por fungos, os 

extratos e partições foram testados contra espécies de Candida que são a segunda 

maior causa de infecções fúngicas em todo mundo (BROWN et al., 2012). Os 

resultados da CIM apresentado pelos extratos, partições e a anfotericina B utilizada 

como controle positivo encontram-se na Tabela 12. 

 

Tabela 12- Valores de CIM dos extratos e partições da C. bakeriana.  
 

Amostras 
CIM µg mL–1 

Candida albicans 
ATCC 28366 

Candida tropicalis 
ATCC 13803 

Candida glabrata 
ATCC 15126 

EH >3000 >3000 >3000 
EE >3000 >3000 1500 
P-D 375 375 93,75 

P-AE 375 750 187,5 
P-B >3000 >3000 1500 
P-A >3000 >3000 >3000 

Anfotericina B 0,25 0,25 0,12 
 

Pode-se observar que as partições diclorometano (P-D) e acetato de etila (P-AE) 

foram as que apresentaram melhores resultados de CIM. A C. glabrata foi a espécie 

menos resistente em ambas partições. Segundo Kuete (2010), a atividade dos 

extratos de vegetais podem ser considerada como significantes, quando o valor da 

CIM é inferior a 100 µg mL–1; moderados para CIM entre 100 a 625 µg mL–1 e fracos 

quando CIM é superior a 625 µg mL–1. Assim, pode-se considerar que a P-D teve 

significante atividade contra C. glabrata e moderada atividade para as demais 
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leveduras. A P-AE apresentou fraca atividade contra C. tropicalis e moderada 

atividade para as demais espécies de Candida.  

Algumas espécies de Cassia já foram avaliadas contra diferentes tipos de 

Candida. Um exemplo é a C. fistula que foi amplamente estudada. Os extratos 

metanólico e aquoso das folhas apresentaram fraca atividade antifúngica contra C. 

albicans, ambos com CIM de 1560 µg mL–1 (WAR et al., 2014). Já no trabalho de 

Oliveira e outros (2016), o extrato etanólico e frações das folhas foram avaliados para 

as mesmas cepas do presente trabalho, a CIM variou entre 40-320 µg mL–1 

apresentando atividade de forte a moderada. O extrato metanólico da poupa da fruta 

e sementes apresentaram atividade moderada contra as mesmas cepas avaliadas 

nesse trabalho, com valor de CIM 100-150 µg mL–1 e 300-350 µg mL–1,  

respectivamente, sendo identificado a presença da antraquinona reína em ambos 

extratos (IRSHAD et al., 2011). Segundo Pawar e D’ Mello (2011) o extrato metanólico 

das folhas de Cassia tora com CIM de 2000 µg mL–1 contra C. albicans foi considerado 

significante. Em outros estudos, as espécies C. fistula (BHALODIA et al., 2012, SONY 

et al., 2018), C. siamea (PRABHAKAR et al., 2008) e C. alata (SOMCHIT et al., 2003) 

foram avaliadas contra várias espécies de Candida utilizando o método da difusão em 

disco e apresentaram halos de inibição significativos.  

Esses resultados mostraram o potencial antifúngico de vários extratos de Cassia 

o que motivou a avaliação da C. bakeriana para essa atividade. A atividade antifúngica 

dos extratos da C. bakeriana foi considerada fraca, entretanto, o fracionamento do EE 

foi importante para concentrar os compostos com potencial antifúngico, o que 

pronunciou a atividade da P-D e P-AE.  

Diferentes metabolitos especiais mostraram bons resultados contra espécies de 

Candida como terpenos, saponinas, alcaloides, ácidos fenólicos, flavonoides, lignanas 

e taninos (NEGRI et al., 2014, TEODORO et al., 2015, LU et al., 2017).   

Em relação aos compostos identificados na P-D e P-AE, estudos na literatura 

mostra que alguns deles já foram avaliando contra espécies de Candida. A Tabela 13 

mostra o valor da CIM encontrada na literatura para alguns compostos e as espécies 

de Candida para quais foram avaliados.   

Esses resultados mostraram que muitos compostos presentes nas P-D e P-AE 

são ativos contra Candida spp., o que justifica a atividade apresentada por essas 

partições. Os compostos XX e XVII, isolados no presente trabalho, não foram 

avaliados, pois a massa obtida no isolamento foi insuficiente para realizar todos os 
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ensaios biológicos. Mas, foi possível encontrar alguns estudos relacionados a eles na 

literatura. Como pode ser visto na Tabela 13, o canferol (XX) não apresentou valores 

de CIM muito promissores (CIM90 256-512 µg mL–1) quando foi avaliado contra 10 

espécies de isolados clínicos de Candida. Entretanto, quando ele foi avaliado junto 

com o fármaco antifúngico fluconazol, apresentaram valores de CIM90 0,25-32 µg mL–

1. Dessa forma, o composto XX aumentou o efeito antifúngico do fluconazol que 

apresenta resistência em espécie de C. albicans (SHAO et al., 2016). Em outro 

trabalho, o canferol (XX) apresentou bons resultados quando avaliado contra C. 

albicans, C.tropicalis e C.glabrata com valores de CIM 31,2 a > 83 µg mL–1(SALAZAR-

ARANDA et al., 2015). Em relação ao composto (XVII) foi encontrado resultado 

bastante promissor, com valor de CIM 16 µg mL–1 contra C. albicans (TATSIMO et al., 

2012). Dessa forma, pode-se sugerir que os compostos XX e XVII tenham contribuído 

para atividade das P-D e P-AE. 

Os ácidos fenólicos podem ter contribuído para a atividade antifúngica das 

partições, uma vez que, a atividade desses compostos contra espécies de Candida 

assim como de extratos ricos nesses compostos tem sido reportada na literatura 

(GUZMAN, 2014, MARTINS et al., 2015, TEODORO et al., 2015, LU et al., 2017). Com 

relação ao mecanismo de ação dos ácidos fenólicos, o ácido clorogênico já foi 

estudado e promoveu alterações na permeabilidade da membrana citoplasmática de 

Candida spp., levando a uma mudança na hidrofobicidade e carga da superfície 

celular causando vazamento de íons e outros materiais (SANG SUNG; GUN LEE, 

2010). Derivados do ácido caféico inibiram a síntese da 1,3-β-D-glucanosintase que é 

uma enzima essencial para síntese do 1,3-β-glucano da parede celular do fungo (MA 

et al., 2010). 
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Tabela 13- CIM de alguns compostos presentes na P-D e P-AE. 
Composto CIMa µg mL–1 Candida spp. Referência  

Ácido 
p-cumárico 

40 C. albicans (ŠILER et al., 2014) 

Ácido ferúlico 20 C. albicans (ŠILER et al., 2014) 
Ácido ferúlico 40 

20 
C. albicans 

C. glabrata 

(CANTURK, 2018) 

Ácido 
protocatecuico 

500 
400 

C. albicans 

C. tropicalis 

(PRETTO JULIANA et al., 
2004) 

Ácido 
protocatecuico 

156 C. albicansb (KUETE et al., 2009) 

Ácido sinápico >250 
>250 
>250 

C. albicans 

C. glabrata 

C. tropicalis 

(LIMA et al., 2016) 

(-)-Catequina  11,72 
2,83 

187,5 

C. albicans 

C. glabrata 

C. tropicalis 

(OLIVEIRA et al., 2018)    
 

Quercetina >250 
>250 
>250 

C. albicans 

C. glabrata 

C. tropicalis 

(LIMA et al., 2016) 

Quercetina >83 
7,8-15,6 

>83 

C. albicans 

C. glabratab 

C. tropicalisb 

(SALAZAR-ARANDA et al., 
2015) 

Quercetin-3- 
O-glicosídeo 
(isoquecetina)c 

2,5 
 

C. albicans 

 

(YUN et al., 2015) 

Isoquercetina >250 C. albicans (LIMA et al., 2016) 
Luteolina >83 

3,9-7,8 
>83 

C. albicans 

C. glabratab 

C. tropicalisb 

(SALAZAR-ARANDA et al., 
2015) 

canferol 256-512c C. albicansb (SHAO et al., 2016) 

canferol >83 
>83 
31,2 

C. albicans  

C. tropilalisb 

C. glabratab 

(SALAZAR-ARANDA et al., 
2015) 

canferol-3- 
O-ramnosídeo 

16 
 

C. albicans 

 

(TATSIMO et al., 2012) 

Reína 50 C. albicans (AGARWAL et al., 2000) 

Note: amétodo da microdiluição em caldo; bisolados clínicos cMIC90. 

Os flavonoides em geral, tem apresentado efeito anti-Candida e esta atividade 

em muitos extratos, foi relacionada com a presença desses compostos (MARTINS et 

al., 2015, LU et al., 2017, SELEEM; PARDI; MURATA, 2017, ZACCHINO et al., 2017). 
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No trabalho de Oliveira e outros (2018), a fração contendo os glicosídeos quercetina-

3-O-ramnosídeo, canferol-3-O-ramnosídeo, quercetina-3-O-(2’’-galoil)-ramnosídeo, 

quercetina-3-O-(3’’-galoil)-ramnosídeo e o canferol-3-O-(2’’-galoil)-ramnosídeo 

apresentou forte inibição da C. albicans, C.glabrata e C. tropicalis com valores de CIM 

5,86, 5,86, 23,43 (μg ml−1). Em relação ao mecanismo de ação, assim como o ácido 

clorogênico, o flavonoide isoquercetina induziu alterações na membrana celular, 

aumentando a permeabilidade, modificando a concentração de íons dentro e fora da 

célula, resultando posteriormente na morte celular (YUN et al., 2015). No estudo de 

Rajasekharan e outros (2015) o canferol e a quercetina quando combinados com 

butirato de sódio reduziram a formação de biofimes de C. tropicalis. A antraquinona 

emodina inibiu o crescimento de C. albincas em concentrações maiores (15-35 μg 

ml−1) utilizando ensaio calorimétrico (KONG et al., 2009). Os esfingolipídios XXVI, 

XXVII também podem ter contribuído para atividade da P-D uma vez que essa classe 

de composto tem sido considerada um bom alvo para novas drogas antifúngicas 

(ROLLIN-PINHEIRO et al., 2016)      

Outra classe de compostos identificada na P-D de C. bakeriana, foram os ácidos 

graxos e derivados que podem ter contribuído para a atividade antifúngica 

apresentada pela P-D uma vez que esses compostos têm sido relatados devido a 

especificidade como antifúngicos (POHL; L F KOCK; THIBANE, 2011). O estudo de 

Thibane e outros (2012) avaliou o mecanismo de ação de diferentes ácidos graxos 

saturados, monoinsaturados e poli-insaturados contra biofilmes de C. albicans e C. 

dubliniensis, o composto mais eficaz foi o C18:4 n-3 que induziu a morte celular devido 

a apoptose.  

Dessa forma, pode considerar que a C. bakeriana é uma fonte de compostos 

com potencial antifúngico.  

 

 

5.5  ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

O estresse oxidativo tem sido o principal mecanismo na progressão das 

complicações macro e microvasculares do diabetes. O acúmulo de glicose e ácidos 

graxos nos músculos, tecidos adiposos e nas células pancreáticas leva ao aumento 

da produção de espécies reativas. Além disso, a patogênese do diabetes tem sido 

associada ao estresse oxidativo, uma vez que as espécies reativas provocam 
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diminuição da sensibilidade à insulina e destrói células produtoras de insulina no 

pâncreas (JR WRIGHT; SCISM-BACON; GLASS, 2006, YANG et al., 2011, ASMAT; 

ABAD; ISMAIL, 2016).  

Dessa forma, a atividade antioxidante da C. bakeriana foi avaliada nesse 

trabalho, utilizando o método “Oxygen radical absorbance capacity” (ORAC) e o 

método do sequestro do radical DPPH●.  

O método ORAC consiste na medida da perda de fluorescência do indicador 

fluoresceína pela atividade do radical peroxil (ROO•). A decomposição térmica do 2,2’-

azobis-(2-amidinopropano) di-hidrocloreto (AAPH) gera um produto com carbono 

radicalar que reage com oxigênio atmosférico gerando os ROO•, que reagem com o 

indicador fluoresceína para formar um produto não fluorescente (ALVES et al., 2010, 

LITESCU et al., 2014). As substâncias antioxidantes presentes na amostra reagem 

com o radical peroxil inibindo a perda da intensidade da fluoresceína (ALVES et al., 

2010). 

No método ORAC essa reação ocorre através do mecanismo de transferência 

de átomos de hidrogênio (HAT) do inglês “hydrogen atom transfer” em que o ROO• 

abstrai um átomo de hidrogênio do antioxidante (ArOH) resultando na formação de 

um radical antioxidante estável (ArO•) (OU et al., 2002, APAK et al., 2013). A Figura 

53 mostra as reações envolvidas no processo de formação do ROO• e sua reação com 

o indicador fluoresceína e com a substância antioxidante.  
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Figura 53- Formação do radical peroxil e sua e reação com a fluoresceina e a 
substância antioxidante. 

 
Nota: FLH= fluoresceína; ArOH = fenol 

Fonte: adaptado de Litescou e outros (2014). 
 

O método do sequestro do DPPH●, consiste na avaliação da atividade 

sequestradora do DPPH● que possui coloração roxa, absorvendo em comprimento de 

onda de 517 nm. Pela ação de um composto antioxidante, o DPPH●  é reduzido 

formando 2,2-difenilpicrilidrazina (DPPH-H) de coloração amarela e assim, 

desaparecendo a banda de absorção (Figura 54) (OLIVEIRA et al., 2009). 

As reações entre o DPPH● e os compostos antioxidantes  também podem ocorrer 

pelo mecanismo de transferência de átomos de hidrogênio (HAT) ou pelo mecanismo 

de perda sequencial de próton na transferência de elétron (SPLET) do inglês 

“sequential próton loss electron transfer” (Figura 55) (LIU, 2010). 
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Figura 54- Espectros de absorção UV-VIS do radical DPPH e do composto DPPH-H. 

 

Fonte: adaptado Perez e Aguilar (2013). 

 

Figura 55- Mecanismo de reação dos compostos fenólicos com DPPH●. 

 

Nota: ArOH = fenol 
Fonte: adaptado Liu, (2010). 

 

A estabilidade dos radicais antioxidantes se deve a deslocalização do radical 

através das estruturas de ressonância como acontece nos compostos fenólicos. A 

Figura 56 mostra as estruturas de ressonância do radical fenoxila.  

 

Figura 56- Estruturas de ressonância do radical fenoxila. 

 

Fonte: a autora. 

 

Os resultados da atividade antioxidante da C. bakeriana pelo método ORAC 

foram expressos em µmol de equivalente do antioxidante trolox por grama de 
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extrato/partição (µmol ET/gamostra) assim, quanto maior o valor maior é a atividade 

antioxidante. Em relação a atividade antioxidante no método do DPPH●, inicialmente 

foi calculado o percentual de DPPH● sequestrado (%) e para as amostras que 

apresentaram percentual superior a 80%, foi calculado a IC50 que é a concentração 

necessária para sequestrar 50% do DPPH● assim, quanto menor esse valor, maior a 

atividade antioxidante. Os resultados dos extratos, partições, os compostos isolados 

XX e XVII e o controle positivo (ácido ascórbico), encontram-se na Tabela 14.  

 

Tabela 14- Atidade antioxidante apresentada pelos extratos, partições e compostos 
isolados da C. bakeriana pelos métodos ORAC e DPPH●. 

Amostra ORAC DPPH● 
(µmol ET/gamostra) (%) sequestro* (IC50 µg L–1) 

EH 1464,9 ± 320,0a 18,5 ± 3,0a – 

EE 4360,4 ± 98,7 b 90,1 ± 0,2bc 52,7 ± 15,1ab 

P-D 4618,0 ± 83,4 b 87,8 ± 0,4be 31,7 ± 10,9abc 

P-AE 4400,4 ± 89,6 b 93,5 ± 1,1cd 21,9 ± 4,3abc 

P-B 4305,0 ± 302,7 b 95,3 ± 1,2d 21,7 ± 3,2abc 

P-A 4080,2 ± 394,5 b 85,0 ± 0,0e 64,6 ± 23,1a 

XX 4198,0 ± 42,6 b 97,8 ± 0,1d 10,2 ± 0,1bc   

XVII  4153,6 ± 3,8 b 21,7 ± 0,1a – 

Ácido ascórbico 2498,5 ± 109,6 c 97,9 ± 0,6d 4,1 ± 1,2c 

Nota: *Concentração dos extratos e partições 250 µg mL–1 e 25 µg mL–1 para os isolados; – : não 
obtido; Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferença estatística significativa (p < 0.05). 

 

O EH apresentou baixa atividade antioxidante em ambos ensaios, sendo menor 

que o que o controle positivo (ácido ascórbico) no ensaio ORAC e com baixo 

percentual de sequestro no ensaio DPPH●. Já o EE e as partições mais polares 

apresentaram elevada atividade antioxidante, que pode estar atribuída aos compostos 

fenólicos previamente identificados nessas amostras. No método ORAC o EE, 

partições e os compostos XX e XVII apresentaram elevada atividade antioxidante 

sendo superior ao controle positivo. No ensaio do DPPH●, o EE e as partições 

apresentaram elevado percentual de sequestro do DPPH●. As P-AE e P-B 

apresentaram menores valores de IC50 21.9 ± 4.3 e 21.7 ± 3.2 µg L–1, respectivamente. 

Entretanto esses resultados não apresentaram diferença estatística significante com 

o EE, P-D e P-A, podendo assim, considera-se que todas essas amostras 
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apresentaram elevada atividade antioxidante. Em relação aos compostos isolados, o 

composto XX apresentou elevada atividade antioxidante com valor de IC50 10.2 ± 0.1 

µg L–1. Já o canferol-3-O-ramnosídeo (XVII) apresentou baixo percentual de sequestro 

do DPPH● e a IC50 não foi determinada. Segundo Procházková e outros (2011) , a 

glicosilação possui efeito supressor na atividade antioxidante, pois a retirada do H em 

C-3 impede a formação da ligação de hidrogênio com a cabonila C-4 (Figura 57, p.  

122). Dessa forma, as agliconas são antioxidantes mais potentes que seus 

glicosídeos, porém, esse perfil só foi observado no método DPPH●. Esse resultado 

instigou o interesse pelo estudo mais detalhado de como a glicosilação na posição C-

3 afeta a atividade antioxidante do flavonoide, uma vez que o composto XVII perdeu 

apenas um dos seus H necessários para apresentar atividade e teve sua atividade 

totalmente comprometida, trabalhos futuros serão realizados para melhor 

compreensão desse resultado.   

O método ORAC foi utilizado para avaliar a atividade antioxidante do extrato 

enriquecido de polifenóis da Senna reticulata que pertence à mesma subfamília 

(Caesalpinioideae) do gênero Cassia. A S. reticulata apresentou atividade 

antioxidante inferior ao EE e partições da C. bakeriana com 2680,0 µmol 

Etrolox/gextrato. Dentre os compostos identificados no extrato de S. reticulata, os quais 

foram sugeridos como responsáveis pela atividade antioxidante, estão os ácidos p-

cumárico, ferúlico e protocatecuíco, os flavanol catequina e epicatequina e 

proantocianidinas que também foram identificados nas partições de C. bakeriana 

(NAVARRO et al., 2017).  

O método mais utilizado na literatura para avaliar a atividade antioxidante das 

espécies de Cassia foi através do sequestro do DPPH●. Diferentes espécies 

apresentaram atividade antioxidante por exemplo, o extrato metanólico das folhas de 

C. tora apresentou valor de IC50  86,48 μg mL–1 e 57,81% de inibição a 100 μg mL–1  

(CHETHANA et al., 2017). O extrato etanólico das partes aéreas de C. auriculata 

apresentou valor de IC50 38,80 ± 3,50 μg mL–1  e o extrato em acetato de etila 

apresentou valor de IC50 13,65 ± 0,45 μg mL–1. O fracionamento do extrato em acetato 

de etila levou o isolamento dos flavonoides quercetina, luteolina, canferol e canferol-

3-O-rutinosideo, os quais apresentaram forte atividade antioxidante (IC50  4,77 ± 0,53, 

10,75 ± 0,85, 17,25 ± 1,15 e 28,5 ± 1,2) (JUAN-BADATURUGE; HABTEMARIAM; 

THOMAS, 2011). Esses resultados estão de acordo com os apresentados neste 

trabalho em que o canferol foi mais ativo que o glicosídeo. Outa espécie de Cassia 



121 
 

  

que teve a atividade antioxidante avaliada pelo método do DPPH● foi a C. glauca, o 

extrato etanólico das folhas, enriquecido com polifenóis apresentou valor de IC50 23,77 

± 2,9 μg mL–1 (VEERAPUR et al., 2017). O extrato das cascas rico em 

proantocianidinas de C. abbreviata também apresentaram elevada atividade 

antioxidante com valor de IC50 6.2±0.5 μg mL–1 (SOBEH et al., 2018).  

Em diversos estudos, a atividade antioxidante de espécies de Cassia foi atribuída 

a presença de compostos fenólicos nos extratos (BHATNAGAR et al., 2010, ARYA et 

al., 2011, BHALODIA; ACHARYA; SHUKLA, 2011, DESHPANDE; KEWATKAR; 

PAITHANKAR, 2013, KOLAR et al., 2018).  

Entre os compostos fenólicos, os ácidos fenólicos têm sido relatados por 

apresentarem atividade antioxidante, entre eles estão o ácido protocatecuico, ferúlico, 

p-cumárico, gálico, sinápico, caféico e rosmarínico (SOARES, 2002, BREWER, 2011). 

No trabalho de Kim e outros (2006), o extrato do farelo de trigo rico em ácidos fenólicos 

apresentou maior atividade antioxidante que os compostos isolados, sendo os mais 

ativos: ácidos ferúlico, vanílico e seríngico. 

 Os ácidos hidroxicinâmicos apresentam maior atividade antioxidante que os 

ácidos hidroxibenzóicos, isso se deve a presença do grupo (CH═CHCOOH) que 

garante maior habilidade de estabilizar os radicais por ressonância do que o grupo 

(COOH) dos ácidos hidroxibenzóicos. A atividade antioxidante dos ácidos fenólicos 

depende do número e a posição de grupos hidroxila (OH) em relação ao grupo 

carboxila. Por exemplo, os ácidos monohi-droxibenzoicos com OH na posição orto ou 

para não apresentaram atividade antioxidante, mas o OH na posição meta foi ativo. A 

atividade antioxidante dos ácidos fenólicos aumenta com o aumento do número de 

OH, como ocorre com o ácido gálico tri-hidroxilado (hidroxibenzoico) (RICE-EVANS; 

MILLER; PAGANGA, 1996). Na Cassia bakeriana foi identificado apenas um ácido 

hidroxibenzoico, o ácido protocatecuico (I) e três ácidos hidroxicinâmicos: (VII), (IX), 

(XI) (Figura 27 p.88). 

Outra classe de compostos fenólicos reportados como antioxidantes são os 

flavonoides, esses apresentam capacidade de eliminar os radicais livres e quelar íons 

de metais de transição impedindo a formação de radicais hidroxila através de reações 

Fenton. Os flavonoides apresentam estrutura favorável para a atividade antioxidante, 

sendo a principal característica estrutural necessária para a eliminação dos radicais 

livres, a dupla ligação entre C-2-C-3 conjugada com a carbonila C-4, que fornece a 

possibilidade de descolocar os elétrons através de ressonância. A presença dos 
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grupos OH no anel B nas posições C-3’ e C-4’ ou apenas em uma são determinantes 

para a AA. As hidroxilações nas posições C-5 e C-7 também contribuem para AA dos 

flavonoides luteolina, canferol, quercetina e apigenina (PROCHÁZKOVÁ; BOUŠOVÁ; 

WILHELMOVÁ, 2011, KUMAR; PANDEY, 2013, WANG; LI; BI, 2018). Além disso, a 

hidroxilação na posição C-3 contribui com a atividade antioxidante devido a 

possibilidade de formar ligações de hidrogênio como o grupo oxo C-4 (BORS et al., 

1990, PIETTA, 2000). A Figura 53 mostra as principais características estruturais dos 

flavonoides para proporcionar atividade antioxidante.  

 

Figura 57- Características estruturais que favorecem atividade antioxidante dos 
flavonoides. 

 
Nota: (A) O-di-hidroxi (catecol), (B) ligações de hidrogênio, (C) dupla ligação conjugada com 

carbonila. 
Fonte: adaptado Procházková e outros (2011). 

 

A quercetina (XVII), que foi identificada no EE e partições P-D e P-AE é um dos 

flavonoides antioxidantes mais eficazes, sua estrutura (Figura 27, p.88) apresenta 

todas as características que favorecem a atividade antioxidante (OZGEN; KILINC; 

SELAMOGLU, 2016). No estudo de Grzesik e outros (2018) foi avaliada a atividade 

antioxidante de vários flavonoides, derivados da catequina e alguns ácidos fenólicos. 

Entre eles, a catequina, (-)-epicatequina galato e (-)-epigalocatequina galato  

apresentaram melhores atividades nos diferentes ensaios.  

Dessa forma pode-se considerar que a atividade antioxidante apresentada pela 

C. bakeriana está relacionada com os compostos isolados XX e XVII isolado na P-D, 

mas que existe outros compostos presentes na espécie e que podem ter contribuído 

para sua atividade.   

 

5.6  ATIVIDADE INIBITÓRIA DAS ENZIMAS α-AMILASE E α-GLICOSIDASE  
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A inibição enzimática da α-amilase foi determinada através do método cinético 

em que o substrato Gal-G2-α-CNP na presença da enzima α-amilase é hidrolisado em 

2-cloro-4-nitrofenol (CNP) e o galactopiranosilmaltosídeo (GaL-G2), como mostra a 

reação na Figura 58 (MORISHITA et al., 2000).  

Figura 58- Reação do substrato Gal-G2-α-CNP catalisada pela enzima α-amilase. 
 

 
Fonte: a autora. 

 

No método utilizado para determinar a inibição enzimática da α-glicosidase, o 

substrato p-NPG é hidrolisado na presença da α-glicosidase, formando D-glicose e p-

nitrofenol, como mostra a reação na Figura 59 (QURRAT UL et al., 2017).  

 

Figura 59- Reação do substrato p-NPG catalisado pela enzima α-glicosidase. 

 
Fonte: a autora. 

 

Os mecanismos clássicos de hidrólise da ligação glicosídica promovido pelas 

enzimas α-amilase e α-glicosidase ocorrem através da inversão ou retenção da 

configuração do carbono anomérico. No mecanismo de inversão da configuração, o 

substrato e uma molécula de água são ligados simultaneamente em uma única etapa 

da reação. Um dos resíduos catalíticos atua como ácido e outro como base, a 

protonação do oxigênio glicosídico ativa a clivagem da ligação glicosídica que é 

acompanhada pelo ataque do nucleófilo HO– obtido através da desprotonação da 

molécula de água pela base residual (Figura 60-A). A retenção da configuração 

emprega um mecanismo de duplo deslocamento em que um dos resíduos catalíticos 
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atua como nucleófilo e outro como ácido/base. No primeiro passo o resíduo 

ácido/base protona o oxigênio glicosídico e concomitantemente ocorre o ataque 

nucleofílico no carbono anomérico. No segundo passo, o resíduo ácido/base 

desprotona uma molécula de água e o nucleófilo HO– ataca o carbono anomérico, 

eliminando o grupo residual e retendo a configuração inicial (Figura 60-B) (KURIKI; 

IMANAKA, 1999, GLOSTER; DAVIES, 2010, KALLEMEIJN et al., 2014) 

 

Figura 60- Mecanismos de hidrólise da ligação glicosídica. (A) Inversão da 
configuração; (B) Retenção da configuração. 

 
Fonte: adaptado Gloster e Davies (2010).  

 

Os inibidores das hidrolases de glicosídeos apresentam grande importância para 

o tratamento do diabetes tipo 2. Eles podem retardar a absorção de glicose pelo 

organismo uma vez que não haverá quebra de ligações glicosídica que formam as 

unidades de glicose diminuído assim, a hiperglicemia pós-prandial.  

Os fármacos utilizados como inibidores das hidrolases glicosídica apresentam 

efeitos adversos indesejáveis (item 2.2.3 p. 41 ) tornando necessária a busca de novos 

agentes para o tratamento do diabetes. Em contrapartida, medicamentos à base de 

plantas têm sido amplamente utilizados para o tratamento do diabetes e estudos tem 

investigado a ação e a eficácia de plantas como inibidora das enzimas α-amilase e α-

glicosidase (TUNDIS; LOIZZO; MENICHINI, 2010, SOUZA et al., 2012, GAJBHIYE; 

GANAPATHY; JAISANKAR, 2018).     

Dessa forma, a capacidade de inibição da α-amilase e α-glicosidase dos 

extratos, partições e compostos isolados das folhas de C. bakeriana foram avaliadas. 

Inicialmente foi determinada a porcentagem de inibição das enzimas. As amostras que 

apresentaram maiores percentuais de inibição foram submetidas novamente ao 
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ensaio para determinar a IC50. Os resultados do percentual de inibição e a IC50 dos 

extratos, partições, compostos isolados e controle positivo, encontram-se na Tabela 

15.   

Tabela 15- Percentual de inibição (%) e IC50 da α-amilase e α-glicosidase 
apresentado pelos extratos, partições, compostos isolados das folhas de  C. 

bakeriana e controle positivo. 
 

Amostras 

α-amilase α-glicosidase 

% de inibição1 IC50 (µg mL–1) % de inibição2 IC50 (µg mL–1) 

EH 5,40 ± 3,68ae – 35,59 ± 8,11ac – 

EE 92,85 ± 1,06b 5,00 ± 0,85a 54,23 ± 0,92bc 442,55 ± 37,83ab 

P-D 46,05 ± 9,69c – 57,20 ± 0,73bc 359,55 ± 2,90a 

P-AE 91,50 ± 0,28b 18,55 ± 0,07b 60,74 ± 4,88bce 550,15 ± 52,82bc 

P-B 93,25 ± 0,07b 21,05 ± 0,64c 57,68 ± 0,31bce 607,50 ± 4,24c 

P-A 36,50 ± 6,36ce – 46,85 ± 7,93c – 

XX 71,35 ± 1,6d 1,5 ± 0,14d 26,15 ± 2,90a – 

XVII 20,4 ± 3,4e – 0,50 ± 0,71d – 

Acarbose 99,50 ± 0,71b 0,05 ± 0,01d 74,40 ± 0,85e 3,4 ± 0,6d 

Nota: 1Concentração das amostras foram 1000 µg mL–1 e dos compostos isolados foi 10 µg mL–

1;2Concentração dos extratos e partições foi 625 µg mL–1 e dos compostos isolados foi 25 µg mL–1; – : 
não obtido; Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferença estatística significativa (p < 

0.05).  
 

O EH apresentou baixo percentual de inibição em ambos ensaios. Os resultados 

mostraram que o EE e as P-AE e P-B apresentaram elevado percentual de inibição 

da α-amilase, sendo superior a 90%. Em relação a IC50 que corresponde a 

concentração necessária para inibir 50% da atividade enzimática, o EE apresentou 

atividade bastante promissora com valor de IC50 5,0 ± 0,85 µg mL–1 seguido da P-AE 

e P-B com valores de IC50 18,55 ± 0,07 e 21,05 ± 0,64 µg mL–1, respectivamente. 

No ensaio de inibição da α-glicosidase assim como no controle, as amostras 

apresentaram menores percentuais de inibição e maiores valores de IC50. Isso se deve 

ao fato que a enzima utilizada no ensaio não é pura e seria necessário utilizar 

concentrações maiores de amostra para o cálculo do percentual de inibição. 

Entretanto, isso implicaria também em um aumento nos valores de IC50. O EE, a PD, 

P-AE, P-B e P-A não apresentaram diferença estatística significativa no percentual de 

inibição. Entretanto, a P-D e o EE apresentaram maiores inibição com valores de IC50 

359,55 ± 2,90 e 442,55 ± 37,83 µg mL–1, respectivamente. 
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A P-D apresentou baixo percentual de inibição a α-amilase, entretanto o canferol 

(XX) isolado dessa partição apresentou elevado percentual de inibição da α-amilase 

com valor de IC50 1,5 ± 0,14 µg mL–1 o qual não apresentou diferença estatística 

significativa para o controle positivo (acarbose). A presença de outros compostos na 

P-D pode ter interferido a atividade do composto XX, pois a forma com que as 

moléculas estão distribuídas e a quantidade na amostra, influencia na inibição do sitio 

ativo da enzima. Já na P-AE em que o composto XX também foi identificado, o mesmo 

efeito não foi observado. O canferol-3-O-ramnosídeo (XVII) apresentou baixo 

percentual de inibição da α-amilase. No ensaio da α-glicosidase os compostos XX e 

XVII também apresentaram baixo percentual de inibição e a IC50 não foi determinado. 

O canferol já foi avaliado em relação a inibição dessas enzimas. No trabalho de Sheng 

e outros (2018), o canferol (XX) apresentou inibição da α-amilase e α-glicosidase, com 

valores de IC50 2,33 e 52,95 µg mL–1, respectivamente, sendo melhor inibidor da α-

amilase. No trabalho de Peng e outros (2016), o composto XX exibiu notável inibição 

da α-glicosidase com valor de IC50 11,6 µmol L–1 sendo superior a acarbose utilizada 

como controle.  A avaliação do mecanismo de ação in silico, indicou que o canferol se 

ligou ao sítio ativo da α-glicosidase por ligações de hidrogênio e forças de Van der 

Waals, alterando a conformação da enzima e inibindo sua atividade. No trabalho de 

Phan e outros (2013) o composto XX apresentou inibição da α-glicosidase com valor 

de IC50 18,6 µmol L–1. Não foram encontrados estudos avaliando o potencial de 

inibição das hidrolases glicosídicas para o composto XVII.   

Diversas espécies de Cassia são utilizadas na medicina popular para o 

tratamento do diabetes. Estudos tem avaliado o potencial de inibição das enzimas α-

amilase e α-glicosidase desse gênero. Na Tabela 16 estão representadas algumas 

espécies de Cassia e os resultados apresentados de inibição da α-amilase e α-

glicosidase que foram considerados promissores. 
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Tabela 16- Espécies de Cassia avaliadas contra α-amilase e α-glicosidase. 
 

Espécie 
Extrato/parte 

da planta 
α-amilase 

IC50 

 (µg mL–1) 

α-glicosidase 
IC50  

(µg mL–1) 

 
Referência 

C.auriculata etanólico/ 
sementes 

149,60 134,90 (NANUMALA; 
TULASI; 
SUJITHA, 2015) C. angustifolia etanólico/ 

sementes 
228,00 170,53 

C. abreviata acetona/ 
casca do caule 

– 600,00 (SHAI et al., 
2010) 

C. auriculata metanólico/ 
folhas 

– 23,00 (ABESUNDARA; 
MATSUI; 
MATSUMOTO, 
2004) 

Nota: –: não determinado. 

 

Em alguns estudos, foi determinado apenas o percentual de inibição das 

hidrolases glicosídicas de espécies de Cassia. Extratos com diferentes polaridades 

das folhas de C. fistula apresentaram de 10,0 (isopropanolico) a 29,2% (metanólico) 

de inibição da α-amilase (SUDHA et al., 2011). No estudo de Jyothi e outros (2013) 

os extratos aquoso e benzênico das folhas da mesma espécie, apresentaram 28 e 

58% de inibição da α-amilase, respectivamente. A fração n-butanol das sementes de 

C. abus apresentou 70,23% de inibição da α-amilase (HUSSAIN; SHAHID; JAVED, 

2016).   

A partir desses resultados, pode-se considerar que a C. bakeriana apresenta 

potencial para o tratamento do diabetes, principalmente como inibidora da α-amilase.  

Em relação aos compostos identificados no EE, P-D e P-AE da C. bakeriana 

estudos tem demonstrado a relação dos compostos fenólicos como inibidores das 

hidrolases glicosídicas (SALES et al., 2012, ALI ASGAR, 2013, GAJBHIYE; 

GANAPATHY; JAISANKAR, 2018, KALITA et al., 2018). 

No trabalho de Lo Piparo e outros (2008) a inibição da α-amilase foi avaliada 

para várias classes de flavonoides, entre os que foram identificados em C. bakeriana 

está a quercetina (IC50 21,4 µg mL–1). No mesmo estudo foi investigado as interações 

dos flavonoides com a enzima α-amilase em ensaios in sílico. Eles mostraram que a 

potência da inibição está correlacionada com o número de hidroxilas no anel B do 

flavonoide e que a interação com a enzima ocorre por meio de ligações de hidrogênio 

entre os grupos hidroxilas e os sítios ativos da enzima. A presença do grupo carbonila 

na posição C-4 forma um sistema condensado planar com um sistema π conjugado 



128 
 

  

estável que contribui para o aumento do potencial de inibição enzimático dos 

flavonoides. 

A revisão de Yin e outros (2014) mostrou que vários flavonoides já foram 

avaliados em relação ao potencial de inibição da α-glicosidase e que esses compostos 

podem ser eficazes. A quercetina e isoquecitrina apresentaram IC50 8,86 e 240 µg mL–

1, respectivamente. Outro flavonoide presente nas partições de C. bakeriana é a 

catequina que apresentou inibição da α-amilase e da α-glicosidase com IC50 = 160 e 

31 µg mL–1, respectivamente (YILMAZER-MUSA et al., 2012).  

O estudo in silico de Rasouli e outros (2017) mostrou que vários flavonoides e 

ácidos fenólicos podem inibir as enzimas α-amilase e α-glicosidase. A atividade 

inibitória dos ácidos fenólicos também já foi avaliada in vitro (OBOH et al., 2014, YIN 

et al., 2014) O ácido ferúlico por exemplo inibiu a α-glicosidase IC50 = 450 µg mL–1 

(ADISAKWATTANA et al., 2009).  

Dessa forma, sugere-se que esses compostos sejam os responsáveis pela 

atividade apresentada pela espécie. Embora o canferol (XX) tenha apresentado 

elevada inibição α-amilase, o EE também apresentou resultado promissor, que pode 

estar relacionado com o efeito sinérgico entre os compostos. Uma vez que a atividade 

inibitória de extratos ricos em polifenóis como 3ácidos protocatecuico, caféico, 

seríngico, gálico e elágico, quercetina, canferol, catequina naringerina apigenina, 

trimeros de catequina e outros é relatada (ANI; NAIDU, 2008, SHOBANA; 

SREERAMA; MALLESHI, 2009).   

 

5.7  ATIVIDADE DE INIBIÇÃO DA LIPASE PANCREÁTICA  

 

No método utilizado para determinar a capacidade de inibição da lipase 

pancreática o substrato p-NPP é hidrolisado na presença da lipase formando p-

nitrofenol (p-NP) de coloração amarela e o ácido palmítico (Figura 61). A quantidade 

de p-NP liberada é monitorada utilizando um espectrofotômetro (410 nm) sendo essa, 

influenciada pela extensão da inibição da lipase (SILVA; CARMONA-RIBEIRO; 

PETRI, 2014, ZAID et al., 2017). 

 



129 
 

  

Figura 61- Representação da do p-NBP catalisada pela pela lipase obtendo-se o p-
NP e o ácido butírico. 

 
Fonte: Silva e outros (2014). 

 

Como abordado na seção 2.3.2, a lipase intermedeia à absorção de gorduras 

pelos tecidos e as células através da hidrólise das ligações dos ésteres em 

triglicerídeos formando ácidos graxos livres que são absorvidos pelo organismo. Por 

isso torna-se necessária a busca por novos agentes inibidores da lipase pancreática 

(LP) a fim de impedir o acúmulo de ácidos graxos que causam obesidade e também 

estão relacionadas com o diabetes devido resistência à insulina ocasionada pela 

hiperlipidemia. 

Os extratos e partições das folhas de C. bakeriana foram avaliados em relação 

a capacidade de inibição da lipase pancreática. A porcentagem de inibição das 

enzimas foi determinada e as amostras que apresentaram maiores percentuais de 

inibição foi determinado a IC50. Os resultados do percentual de inibição e a IC50 dos 

extratos, partições, compostos isolados e controle positivo, encontram-se na Tabela 

17.  

Tabela 17- Percentual de inibição (%) e IC50 da lipase pancreatica apresentado 
pelos extratos, partições, compostos isolados das folhas de  C. bakeriana e controle 

positivo. 
 

Amostras 
Lipase pancreática  

% de inibição1 IC50 (µg mL–1) 
EH 79,25 ± 9,38ab 25,27 ± 8,78a 

EE 76,85 ± 14,92ab 1309,50 ± 127,99b 

P-D 84,15 ± 1,91a 968,60 ± 44,69c 

P-AE 76,85 ± 23,83ab 393,25 ± 5,30d 
P-B 40,35 ± 11,81bc – 
P-A 31,20 ± 0,71c – 
XX 12,90 ± 3,11c – 

XVII 21,65 ± 0,92c – 

Orlistat 97,00 ± 4,24a 0,17 ± 0,05a 

Nota: 1Concentração dos extratos e partições foi 2000 µg mL–1 e dos compostos isolados foi 100 µg 
mL–1; – : não obtido; Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferença estatística 

significativa (p < 0.05). 
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A P-D apresentou elevado percentual de inibição da lipase pancreática sem 

diferença significativa com o percentual de inibição do EH, EE a P-AE e o controle 

positivo, quando foram avaliadas em alta concentração (2000 μg mL–1). Entretanto, no 

cálculo de IC50, o EH apresentou maior inibição com valor de IC50 25,27 ± 8,78 µg mL–

1 sendo menor que as outras amostras. Estes resultados também podem ser 

justificados considerando a disposição, distribuição e quantidade das moléculas na 

amostra que podem influenciar a inibição do sítio ativo da enzima. Cada extrato ou 

fração tem um comportamento diferente na forma como ele inibe, e isso depende 

muito dos constituintes da amostra. 

Em relação as espécies de Cassia já avaliadas, o extrato aquoso das folhas de 

C. angustifólia inibiu a lipase pancreática com valor de IC50 810 µg mL–1 

(ADISAKWATTANA et al., 2012). O extrato aquoso rico em taninos das partes aéreas 

de C. mimosoide apresentou IC50 100 µg mL–1 para inibição da lipase pancreática 

(YAMAMOTO et al., 2000). O extrato diclorometano das folhas da C. simea 

apresentou 42,88% de inibição da LP (MANGAL et al., 2017), já o extrato acetato de 

etila da raiz da mesma espécie apresentou forte inibição da lipase pancreática (74,3%) 

e o fracionamento bioguiado levou o isolamento de algumas antraquinonas, entre elas, 

a cassiamin A  apresentou maior inibição da lipase pancreatica (IC50 41,8 µmol L–1) 

(KUMAR et al., 2013).  

No trabalho de Habtemariam (2013) o extrato etanólico das partes aéreas da C. 

auriculata apresentou valores muito promissores de inibição da lipase pancreática 

(IC50 6,0 µg mL–1). O fracionamento do extrato levou o isolamento dos flavonoides 

canferol-3-O-ramnosídeo, quercetina, luteolina, rutina (IC50 1,7; 43,9; 76,5; 91 µg mL–

1, respectivamente) e o canferol que não foi ativo na concentração de 250 µM. 

Observa-se que o canferol  não apresentou boa atividade de inibição da lipase 

pancreática nesse estudo, mas que o canferol-3-O-ramnosídeo apresentou atividade 

promissora, o que não corrobora com o resultado apresentado nesse trabalho.  

Embora os compostos fenólicos tenham sido bastante reportados na literatura 

como inibidores da lipase pancreática (BIRARI; BHUTANI, 2007, MOHAMED et al., 

2014, PARIKH; PARIKH; KOTHARI, 2014, WOON; TOH, 2014, BUCHHOLZ; MELZIG, 

2015, SINGH et al., 2015), os compostos isolados XX e XVII, as partições ricas em 

compostos fenólicos e o EE não apresentaram bons resultados de inibição da lipase 

pancreática. Para maior compreensão da atividade apresentada pelo EH sua 

composição química será determinada em trabalhos futuros.  
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Esses estudos demostraram que o gênero Cassia é uma fonte promissora de 

extratos com compostos que podem ser utilizados para o desenvolvimento de 

medicamentos para tratamento da obesidade. 

 

5.8  ATIVIDADE DE INIBIÇÃO DA GLICAÇÃO  

 

A capacidade inibitória dos extratos e partições de C. bakeriana sobre a glicação 

da albumina sérica bovina (BSA) foi avaliada devido a necessidade de novos 

inibidores da glicação que previnem a formação de AGEs, uma vez que eles estão 

relacionados com as complicações do diabetes, bem como a produção de espécies 

reativas. A BSA foi escolhida como proteína alvo devido sua disponibilidade e a 

variedade de sítios que ela pode ser glicada (WAUTIER; GUILLAUSSEAU, 1998). 

 Os resultados do percentual de inibição e o IC50 dos extratos, partições e 

compostos isolados das folhas de C. bakeriana juntamente com o controle positivo 

encontram-se na Tabela 18.  

 

Tabela 18- Percentual de inibição (%) e IC50 da inibição da glicação apresentado 
pelos extratos, partições, compostos isolados das folhas de  C. bakeriana e controle 

positivo. 
 

Amostras 
Inibição da Glicação  

% de inibição IC50 (µg mL-1) 
EH 10,85 ± 2,75a – 
EE 99,90 ± 0,14b 101,35 ± 2,62 ad 
P-D 91,50 ± 3,54b 37,85 ± 0,49b 

P-AE 99,95 ± 0,07b 53,25 ± 11,24bc 
P-B 91,40 ± 4,38b 115,80 ± 4,38a 

P-A 75,15 ± 0,35c – 
XX 45.07 ± 0.94d 64,16 ± 1,53cd 

XVII 39,01 ± 1,31d 84,27 ± 11,38d 

Quercetina 97,50 ± 0,71b 12,30 ± 2,40e 

Nota: 1Concentração dos extratos e partições foi 625 µg mL–1 e dos compostos isolados foi 62,5 µg 
mL–1; – : não obtido; Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferença estatística 

significativa (p < 0.05). 
 

Assim como nos ensaios enzimáticos, a IC50 foi determinada para as amostras 

que apresentaram maior percentual de inibição. Pode-se observar que, com exceção 

do EH e a P-A, todas as amostras apresentaram elevado percentual de inibição acima 

de 90%. A P-D e P-AE apresentaram os melhores resultados sem diferença estatística 

significativa com menores valores de IC50 37,85 ± 0,49 e 53,25 ± 11,24 µg mL-1, 
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respectivamente. Em relação aos compostos isolados XX e XVII, os resultados foram 

inferiores aos apresentados pelas P-D e P-AE com IC50 64,16 ± 1,53 e 84,27 ± 11,38 

µg mL-1, respectivamente.  

Pode-se considerar que os resultados de inibição da glicação apresentado pela 

C. bakeriana são bastante promissores. Outras espécies de Cassia já foram 

avaliadas, por exemplo o extrato aquoso das folhas de C. alata apresentou percentual 

de inibição da glicação de 30,08% (1000 µg mL-1) (SOMPONG; ADISAKWATTANA, 

2015). A fração n-butanol das sementes de C. absus apresentou 60,21% de inibição 

da glicação (HUSSAIN; SHAHID; JAVED, 2016). Os extratos etanólico das folhas e 

cascas de C. fistula apresentaram potencial antiglicação (IC50 500 e 100 µg mL–1) 

(DZIB-GUERRA et al., 2016). 

Em relação aos compostos identificados na P-D e P-AE, o estudo de Jang e 

outros mostrou que as antraquinonas emodina e obtusifolina isoladas do extrato das 

sementes de C. tora apresentaram atividade antiglicação (IC50 = 118,0 e 28,9 µM 

respectivamente) (JANG et al., 2007). A emodina (XXVIII) foi identificada na P-D da 

C. bakeriana. A própria quercetina utilizada como controle no ensaio, foi identificada 

na P-D e P-AE, sugerindo que ela possa ter favorecido a atividade dessas partições.  

Estudos tem demostrado à relação entre capacidade antiglicação e o conteúdo 

de compostos fenólicos como os ácidos fenólicos e flavonoides presentes nos extratos 

de plantas (ODJAKOVA et al., 2012, KHANGHOLI et al., 2015, GRZEGORCZYK-

KAROLAK et al., 2016).  

O ácido ferúlico, por exemplo, pode prevenir a formação de AGEs atuando como 

agente antioxidante, aglutinando grupos amino, inibindo a auto oxidação do açúcar e 

a degradação dos produtos de reação de Maillard (SILVÁN et al., 2011). No trabalho 

de Chen e outros (2016), os ácidos fenólicos: ácido protocatecuico, ácido ferúlico, 

ácido di-hidroferúlico, ácido p-cumárico, ácido p-hi-droxibenzoico e ácido salicílico 

tiveram a atividade inibitória dos AGEs comprovadas. 

Diversas classes de flavonoides já foram avaliadas e apresentaram potencial 

inibitório da formação de AGEs (CHI-HAO; GOW-CHIN, 2005, JUNG et al., 2015, 

KHANGHOLI et al., 2015, YEH et al., 2017). O canferol apresentou maior percentual 

de inibição da glicação que os derivados glicosilados e a catequina (YANG et al., 

2018). No estudo de Matsuda e outros (2003) a relação da estrutura com a atividade 

antiglicação de 62 flavonoides foi avaliada, entre os que apresentaram maior que 50% 
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de inibição estão a quercetina e catequina que foram identificadas na P-D de C. 

bakeriana. 

A estrutura desses compostos afeta a atividade antiglicação da seguinte 

maneira: a hidroxilação nos anéis A e B melhora a atividade enquanto a hidroxilação 

no anel C diminuiu a atividade; a hidrogenação da dupla C-2-C-3 enfraqueceu pouco 

a atividade antiglicação; e a glicosilação de hidroxilas diminuiu a atividade embora 

esses resultados tenham sido contraditórios para alguns flavonoides, nesse trabalho 

foi possível constatar essa relação em que o glicosídeo XVII foi menos ativo que  a 

aglicona XX. Em relação à estrutura dos ácidos fenólicos, a presença de múltiplas 

hidroxilas aumenta a atividade contra a formação de AGEs (XIE; CHEN, 2013).   

No que se refere ao mecanismo de ação desses compostos, eles podem 

controlar o metabolismo da glicose, diminuindo seus níveis no sangue. Podem inibir a 

aldose redutase impedindo a formação da frutose que é mais reativa que a glicose na 

formação de AGEs. Atuam como antioxidantes, quelante de metais e aprisionando 

compostos dicarbonílicos reativos, impedindo a formação de AGEs (KHANGHOLI et 

al., 2015).  

 

 

5.9 ATIVIDADE CITOTÓXICA  

 

Os extratos e partições da Cassia bakeriana foram avaliados quanto a 

viabilidade celular em células Vero (ATCC CCL 81). Como pode ser observado na 

Tabela 19, o EH, EE e as partições P-AE, P-B e P-A não afetaram a viabilidade celular, 

apresentando concentração citotóxica (CC50) superior a 512 μg mL–1. A P-D foi a única 

fração que apresentou alguma citotoxicidade nas concentrações avaliadas (CC50 

203,24 ± 27,23 μg mL–1). O índice de seletividade (IS) foi calculado de acordo com a 

Equação 9 (p. 77) para os ensaios antioxidante no método do DPPH●, inibitório das 

enzimas α-amilase, α-glicosidade, lipase pancreática, antiglicação e antifúngico 

(Tabela 20). Resultados de IS maiores que 1 indicam maior seletividade da amostra 

para a atividade biológica do que citoxicidade para as células Vero (ALMEIDA et al., 

2014). Em relação à atividade antioxidante pelo método DPPH●, as partições mais 

ativas P-D, P-AE e P-B apresentaram boa seletividade com valores de IS > 1. O 

mesmo perfil foi observado no ensaio da α-amilase para o EE e as partições P-AE e 

P-B. No ensaio para inibição da α-glicosidade em que a partição mais ativa foi a P-D, 
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o índice de seletividade mostrou que a partição é mais citotóxica (IS 0,56). O EH foi 

mais ativo para a inibição de lipase pancreática e apresentou IS mais ativo do que 

citotóxico. No ensaio da glicação as partições P-D e P-AE que foram as mais ativas, 

também apresentaram boa seletividade com valores de IS > 1. Em relação a atividade 

antifúngica, a P-D, embora tenha apresentada atividade moderada para C. albicans e 

C. tropicalis¸ foi seletiva apenas para C. glabrata em que atividade antifúngica foi mais 

significativa. A P-AE foi mais seletiva para C. albicans e C. glabrata e mais citotóxica 

para C. tropicalis. De modo geral, os extratos e partições das folhas de C. bakeriana 

evidenciaram maior seletividade para os ensaios avaliados do que citotoxicidade para 

células Vero.  

 

Tabela 19- Valores de Concentração Citotóxica (CC50) e Índice de Seletividade (IS) 
apresentado pelos extratos e partições da C. bakeriana. 

 
Amostras 

 
CC50 

(µg mL–1) 

Índice de seletividade  
DPPH● α-amilase  α-glicosidase  Lipase  Glicação 

EH >512 – – – > 20,3 – 

EE >512 >16,1 > 102,4 > 1,1 > 0,39 > 5,0 

P-D 203,24 ± 27,23 6,4 –  0,56  0,21 5,4 

P-AE >512 > 23,4 >27,6 > 0,93 > 1,3 > 9,6 

P-B >512 > 23,6 >24,3 > 0,84 – > 4,4 

P-A >512 > 7,92 – – – – 

 
Amostras 

Índice de seletividade antifúngico  

C. albicans  C. tropicalis C. glabrata 

EH > 0,17 > 0,17 > 0,17 

EE > 0,17 > 0,17  > 0,34 

P-D 0,54 0,54 2,16 

P-AE > 1,36 > 0,65 > 2,7 

P-B > 0,17 > 0,17 > 0,34 

P-A > 0,17 > 0,17 > 0,17 

Nota: –: não obtido. 
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6.0  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os extratos e partições das folhas de C. bakeriana foram avaliados pela primeira 

vez em relação a composição química e o potencial biológico. A prospecção 

fitoquímica apresentou resultado positivo para uma diversidade de compostos 

fenólicos e os alcaloides não foram detectados.  

Através da CLAE-EM-IES foi possível identificar os compostos presentes no EE 

e nas partições mais ativas para a maioria dos ensaios realizados. Foram identificados 

ácidos fenólicos, flavonoides, ácidos graxos e derivados, antraquinonas, 

esfingolipídios, megastigmano, cianina e proantocianidinas.  

O fracionamento da P-D por CLAE-DAD levou o isolamento do canferol (XX) e 

seu derivado glicosilado canferol-3-O-ramnosídeo (XVII), que tiveram suas estruturas 

confirmadas por CLAE-EM/IES e RMN. 

As P-D e P-AE foram as mais ativas contra espécies de Candida avaliadas e os 

resultados foram justificados pelos compostos identificados nas partições, uma vez 

que a atividade antifúngica de muitos já foi avaliada. 

O EE e as partições apresentaram elevada atividade antioxidante no método 

ORAC e DPPH●, a qual foi justificada pela presença dos compostos fenólicos 

identificados. 

A folhas de C. bakeriana apresentou melhor atividade de inibição da enzima α-

amilase do que para enzima α-glicosidase. O EE apresentou resultado bastante 

promissor de inibição da α-amilase (IC50 5,00 ± 0,85 µg mL–1) seguido da P-AE e P-B. 

Em relação a inibição da lipase, o EH apresentou boa atividade de inibição com 

valor de IC50 25,26 ± 8,77 µg mL–1 e sua composição química será identificada em 

trabalhos futuros. 

O EE e as partições apresentaram elevado percentual de inibição da glicação. A 

P-D foi a que apresentou melhor IC50 37,85 ± 0,49 µg mL–1. 

Os compostos isolados XX e XVII apresentaram elevada atividade antioxidante 

pelo método ORAC e no método do DPPH● apenas o composto XX foi ativo. O 

composto XX apresentou elevada inibição da α-amilase, entretanto ambos os 

compostos não inibiram a α-glicosidase e a lipase pancreática. Os compostos XX e 

XVII inibiram a glicação, entretanto, os resultados foram inferiores aos apresentados 

pela P-D e P-AE.  
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De forma geral, o índice de seletividade indicou que o EE e as partições das 

folhas de Cassia bakeriana são mais seletivos do que citotóxico para células Vero. 

Assim, os estudos realizados no presente trabalho mostraram que a C. bakeriana é 

uma fonte promissora de compostos com atividades antifúngicas e antidiabéticas.  
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APÊNDICE  

 

 

Espectro EM/EM do composto I, [M – H]– 153,0194 obtido da P-AE.  

 

 

Espectro EM/EM do composto II, [M – H]– 561,1401obtido da P-AE.  

 

Espectro EM/EM do composto III, [M – H]– 289,0715 obtido da P-D. 
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Espectro EM/EM do composto IV, [M – H]– 431,1924 obtido da P-D.  

 

 

Espectro EM/EM do composto [M – H]– 465,1376 obtido da P-AE. 

 

Espectro EM/EM do composto V, [M – H]– 545,1456 obtido da P-AE. 

 

Espectro EM/EM do composto VI, [M – H]– 273,0767 obtido da P-AE. 
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Espectro EM/EM do composto VII, [M – H]– 833,2081 obtido da P-AE. 

 

Espectro EM/EM do composto VIII, [M – H]– 163,0402 obtido da P-D. 

 

Espectro EM/EM do composto IX, [M – H]– 193,0505 obtido da P-D. 

 

Espectro EM/EM do composto X, [M – H]– 609,1462 obtido da P-AE. 
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Espectro EM/EM do composto XI, [M – H]– 223,0616 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto XII, [M – H]– 449,1091  obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto XIII, [M – H]– 287,0562  obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto XIV, [M – H]– 463,880 obtido da P-D. 
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Espectro EM/EM do composto XV, [M – H]– 433,1150  obtido da P-D.  

 

Espectro EM/EM do composto XVI, [M – H]– 447,0936 obtido da P-D. 

 

Espectro EM/EM do composto XVII, [M – H]– 431,0992 obtido da P-D. 

 

Espectro EM/EM do composto XVIII, [M – H]– 301,0358 obtido da P-D. 
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Espectro EM/EM do composto XIX, [M – H]– 315,0515 obtido da P-D. 

 

Espectro EM/EM do composto XX, [M – H]– 285,0407 obtido da P-D. 

 

Espectro EM/EM do composto XX, [M + H]+ 346,2584 obtido da P-D. 

 

Espectro EM/EM do composto XXI, [M – H]–  227,1285 obtido da P-D. 
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Espectro EM/EM do composto XXII, [M – H]–  327,2178 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 387,1800 obtido da P-AE. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 840,3953 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 836,3638 obtido da P-D. 
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Espectro EM/EM do composto XXIII, [M – H]–  329,2335 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 822,3854 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M – H]–  564,2969 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 550,3178 obtido da P-D. 
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Espectro EM/EM do composto XXIV [M – H]–  283,0252 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 594,3426 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto XXV, [M – H]–  309,074 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto XXVI [M + H]+ 316,2849 obtido da P-D. 

 



179 
 

  

Espectro EM/EM do composto XXVII [M + H]+ 318,3002 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 267,1727 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto XXVIII, [M – H]–  269,0450 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto XXIX [M + H]+ 277,2162 obtido da P-D. 
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Espectro EM/EM do composto XXX, [M – H]–  293,2125 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto XXX, [M – H]–  295,2275 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 363,2203 obtido da P-D. 

 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 520,3400 obtido da P-D. 
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Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 496,3413 obtido da P-D. 

Espectro EM/EM do composto [M + H]+ 536,4159 obtido da P-D. 


