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RESUMO

A Cassia bakeriana ¢ uma espécie originaria da Tailandia pertencente a familia
Fabaceae e ao género Cassia, que apresenta grande importancia dentro dessa familia. Diversos
metabolitos secundarios (especializados) ja foram isolados das espécies de Cassia, além de
relatos do uso na medicina tradicional de varias partes das plantas para o tratamento da
hanseniase, infec¢des por micose, doengas oftalmicas, de pele e hepaticas. Como a C. bakeriana
possui poucos estudos publicados na literatura, neste trabalho foi avaliada a composi¢do
quimica e as atividades antioxidante e bioldgicas das cascas. Dessa forma, foram preparados os
extratos hexanico (EH) e etanolico (EE) das cascas por maceracao, seguido do fracionamento
via extracao liquido-liquido do EE com solventes de polaridade crescente, obtendo as fragdes
diclorometano (FD), acetato de etila (FAE), n-butanol (FB) e aquosa (FA). Em relacdo aos
ensaios, a capacidade antioxidante foi avaliada pelos métodos da capacidade de absor¢ao do
radical de oxigénio (ORAC) e do sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). No
método ORAC os valores obtidos para o EE e para as FD, FAE e FB foram bem acima dos
valores obtidos para o controle acido ascorbico (2498,50 + 109,60 pmol troloXeq amostra L),
sendo o valor mais expressivo para a FD com 4514,37 £ 176,03 pmol troloXeq Samostra . Em
relagdo ao método DPPH, os valores de Clso ficaram um pouco acima aos observados para o
controle (4,07 £ 1,21 pg mL™") e o melhor resultado foi para a FAE com inibi¢do do radical em
93,30 £ 0,57% e Clso de 25,90 = 3,2 ng mL™!. Também foram avaliadas as atividades
antidiabética através da capacidade dos extratos e fra¢cdes de inibirem as enzimas o-amilase e
a-glicosidase, com o melhor resultado obtido para a inibi¢do da enzima a-amilase pela FAE
com percentual de inibi¢do de 94,00 + 1,13% e Clso de 1,05 £ 0,21 ug mL™'. Em relagdo a
inibi¢do da glicagcdo, a FB apresentou valores promissores com inibi¢cdo de 85,15 +£2,47% e
Clso de 76,95 + 5,87 pgmL™!. Através da espectrometria de massas (EM) foi possivel
identificar os compostos presentes no EE e nas FAE, FD e FB, que foram as mais ativas. As
principais classes de metabolitos identificados foram flavonoides, proantocianidinas e
antraquinonas, que podem ser responsaveis pelas atividades apresentadas. Foi a primeira vez
que as atividades antioxidante e antidiabética foram avaliadas para as cascas e também a
primeira avaliacdo da composi¢do quimica completa do EE e fragdes. Estes resultados
demonstram que os extratos e fragdes das cascas da C. bakeriana sao promissores como fontes

de compostos bioativos, além da contribui¢do para a quimiossistematica do género.

PALAVRAS-CHAVE: Cassia, Cassia bakeriana, DPPH, ORAC, antidiabéticos,

antioxidante, CLAE-IES-EM, proantocianidinas, flavonoides, antraquinonas.



ABSTRACT

Cassia bakeriana is a species found in Thailand and belongs to the Fabaceae family and
the Cassia genus, which has great importance within this family. Several specialized
metabolites have been isolated from Cassia species, in addition to the reports of the use of many
parts of this plant in traditional medicine, for the treatment of hanseniasis, mycoses, eye
infections, skin, and hepatic diseases. As C. bakeriana does not have many studies published
in the literature, in this work, we evaluated the chemical composition, the antioxidant activities,
and the biologic activities of the bark. Then, the hexane extract (EH) and ethanol extract (EE)
were prepared by maceration, and the fractionation by liquid-liquid extraction of the EE with
solvents of increasing polarity, obtaining the dichloromethane fractions (FD), ethyl acetate
(FEA), n-butanol (FB) and water (FA). Regarding the tests, the antioxidant capacity was
evaluated by ORAC and DPPH methods. In the ORAC method, the values obtained for the EE
and for FD, FAE and FB were well above the values obtained for the control (ascorbic acid),
and the best results were FD with 4514.37 + 176.03 pmol troloXeq gsample . Regarding the DPPH
method, the ICso values were slightly above those observed for the control, the best result was
FAE with 93,30% of radical inhibition and ICso de 25.90 + 3.2 ug mL™!. Also, the capacity
inhibitory activities of a-amylase and a-glucosidase enzymes from extracts and fractions were
evaluated. The most important result was the a-amylase inhibition by FEA with 94.00+1.13%
of inhibition and ICsp of 1.05£0.21 ug mL™!. Another activity evaluated was the glycation
inhibitory capacity, with FB showing the most promising value with inhibition of 85.15+2.47%
and ICso of 76.95+5.87 ug mL~'. By Mass Spectrometry (MS) it was possible to identify many
of the compounds in the EE, FEA, FD, and FB, which were the most active ones. The main
classes of the identified metabolites were flavonoids, proanthocyanidins and anthraquinones,
which can be the responsible for the activities shown in the extracts and fractions. It was the
first time that the antioxidant and antidiabetic activities for the bark were evaluated and the first
complete chemical composition for the EE and other fractions. These studies showed that
extracts and fractions on the C. bakeriana are promising sources of bioactive compounds, in

addition to the contribution to the chemosystematics of the genre.

Keywords: Cassia, Cassia bakeriana, DPPH, ORAC, antidiabetic, antioxidant, HPLC-ESI-

MS, proanthocyanidins, flavonoids, anthraquinone.
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13

1.0 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os produtos naturais (PN) podem ser definidos como pequenas moléculas produzidas
por seres bioldgicos, como plantas, microrganismos ¢ animais. Estas moléculas sao
provenientes do metabolismo dos seres vivos e denominadas como metabolitos secundarios,
(numa defini¢do mais recente como metabdlitos especializados), e sdo resultados de anos de
evolugdo e adaptagdes desses seres (BRAZ FILHO, 2010; KRAUSE, TOBIN, 2013;
BERNARDINI et al., 2018; POTT, OSORIO, VALLARINO, 2019).

O uso de PN pelo homem se mostra presente em diversas civilizacdes ao longo da
historia e seu uso se da das mais diversas formas. Tribos indigenas americanas utilizavam
corantes naturais para pintura do corpo e do cabelo, como forma de comunicagdo. Além de
corantes também era comum o uso de plantas como repelentes e odorizadores de ambientes
(VIEGAS JR, BOLZANI, BARREIRO, 2006). Porém, ao longo dos anos o uso mais importante
se da para fins medicinais.

O uso de plantas para fins medicinais acompanha o homem desde a antiguidade, com
relatos de uso desde o Egito antigo, com data de aproximadamente 2900 A.C. Informacgdes
registradas por volta do ano de 1500 A.C. no Eber Papyrus, um documento que relata o uso de
aproximadamente 700 medicamentos a base de plantas, descrevem prescricdes como
gargarejos, infusdes e pomadas. Ha também alguns relatos vindos da Mesopotamia (2600 A.C.)
onde foram encontrados tabletes de argila com escritas indicando 6leos das espécies Cupressus
sempervirens ¢ espécies dos géneros Commiphora, Cedrus entre outros, para tratados
medicinais, plantas que nos dias atuais ainda sdo utilizadas para tratar tosse, resfriados e
inflamagdes. A medicina tradicional chinesa também possui uma série de documentos antigos
que descreve o uso de PN, como o Chinese Materia Media datado de 1100 anos A.C., que
possui 52 prescricdes (NEWMAN, CRAGG, 2010; DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012;
BERNARDINI et al., 2018).

Esse conhecimento popular acumulado e compartilhado entre as civilizagdes, aliado ao
avango da quimica e ao desenvolvimento de técnicas de cromatografia, ressonancia e técnicas
espectroscopicas, possibilitou em séculos mais recentes o isolamento e identificacdo dos
compostos responsaveis pela atividade bioldgica associada a essas plantas (VIEGAS JR,
BOLZANI, BARREIRO, 2006; KABERA et al., 2014).

Vérios sdo os exemplos de compostos que foram isoladas recentemente, porém o uso da

planta com o seu principio ativo vem de civilizagdes bem mais antigas. Um bom exemplo ¢ a
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morfina (1), que ¢ o principio ativo da papoula (Papaver somniferum). O uso de um preparado
dos bulbos da papoula remete aos sumérios (4000 A.C.), havendo na mitologia grega relatos
relacionando a papoula ao Deus grego do sono Morfeu (VIEGAS JR, BOLZANI, BARREIRO,
2006). O isolamento da morfina (1) (Figura 1) s6 ocorreu no inicio do século XIX e ha
controvérsias de quem teria isolado primeiramente o composto, mas ambos os trabalhos sdo do
inicio do século (VIEGAS JR, BOLZANI, BARREIRO, 2006; NEWMAN, CRAGG, 2010;
BERNARDINI et al., 2018). A morfina possui excelentes propriedades analgésicas, e ¢ bastante
utilizada para controle de dores intensas (VIEGAS JR, BOLZANI, BARREIRO, 2006;
BROOK, BENNETT, DESAI, 2017).

Figura 1 — Principio ativo da Papaver somniferum

(1)

Fonte: O autor

Outro exemplo importante do uso do conhecimento da quimica de PN ¢ o acido
acetilsalicilico (2) (AAS), que ¢ derivado da salicina (3), um composto natural isolado da Salix
alba. Assim como a morfina ha também controvérsias de quem seriam os primeiros trabalhos
com os salicilatos, uma vez que Piria em 1839 teria isolado o salicilaldeido (4) de espécies de
Spiraea e preparado o acido salicilico (5). Em 1853, Gerhardt teria sintetizado pela primeira
vez o acido acetilsalicilico, porém sem nenhum teste farmacologico. A Figura 2 mostra a

estrutura do 4cido acetilsalicilico e de seus precursores (NEWMAN, CRAGG, 2010).

Figura 2 - Acido acetilsalicilico e seus precursores
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Fonte: O autor
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Porém, a historia mais conhecida quanto a primeira sintese do AAS, comega com o
isolamento da salicina em 1828 por Johann A. Buchner no Instituto de Farmacologia de
Munique. Varios cientistas entdo passaram a trabalhar na tentativa de melhorar a extracao ou
os efeitos da propria salicina, até que Kolbe juntamente com seus alunos sintetizaram o acido
salicilico e seu sal sddico a partir do fenol. Em 1898, Hofmann ao observar efeitos colaterais
do sal no tratamento de artrite aplicado ao seu pai, sintetizou o AAS que possui menores efeitos
colaterais que o acido salicilico, porém com as mesmas propriedades analgésicas. O AAS
passou entdo a ser comercializado pela Bayer com o nome de aspirina, sendo entao o primeiro
farmaco sintético baseado em um produto natural (VIEGAS JR, BOLZANI, BARREIRO,
2006; NEWMAN, CRAGG, 2010; DIAS, URBAN, ROESSNER, 2012).

Outra substincia com bastante relevancia nos dias atuais, talvez o PN de maior
importancia em aspectos medicinais € o taxol (6) (Figura 3), que ¢ um antitumoral que foi
extraido pela primeira vez das cascas da Taxus brevifolia, porém o rendimento da extracdo ¢
extremamente baixo e a complexidade da molécula dificulta a sintese desse composto. Assim,
uma alternativa foi investir na extra¢ao de percussores, como a bacatina III (7) (Figura 3), e em
seguida submeté-la a uma semissintese para obtengao de maiores quantidades do taxol (DIAS,

URBAN, ROESSNER, 2012; KRAUSE, TOBIN, 2013; LI et al., 2017).

Figura 3 — Farmaco antitumoral extraido originalmente da Taxus brevifolia e precursor
semissintético.

(7

Fonte: O autor

Estes exemplos mostram a importancia do estudo de PN ao longo do tempo, ¢ que
mesmo recentemente continua com bastante relevancia, como também relatam os estudos
realizados por Newman e Cragg (2020), que classificam a origem de farmacos aprovados pelo

FDA (Food and Drug Administration) de 1981 a 2019 (Figura 4).
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Neste estudo, a origem dos farmacos foram classificadas da seguinte forma:
macromoléculas bioldgicas como proteinas ou peptideos (B); produto natural sem nenhuma
modificagdo estrutural, mesmo que semi ou totalmente sintético (N); produto natural “botanico”
(NB); derivado de produto natural, geralmente com modificagdo sintética (ND); farmaco
puramente sintético (S); produzido de forma totalmente sintética, porém com um grupo
farmacoéforico vindo de um produto natural (S*) e vacinas (V), além de duas subcategorias
nomeadas de “NM”, que seriam substancias mimicas de produto natural, foram colocados nessa

subcategoria S/NM e S/NM (NEWMAN, CRAGG, 2020).

Figura 4 - Origem dos farmacos aprovados pela FDA de 1981 a 2019.

ND; 18,90%

S; 24,60%

S/NM; 11,509

S*; 3,20%

. 0,
N; 3,80% S$*/NM; 11,00%

NB; 0,80%
B; 18,40% V; 7,50%

Fonte: adaptado de Newman e Cragg (2020)

O estudo mostra que apenas 24,6% desses farmacos ¢ de origem puramente sintética,
enquanto a porcentagem de farmacos totalmente naturais ou que tem sua origem baseado na
estrutura de produtos naturais ¢ de 49,2%, ndo considerando as macromoléculas biologicas (B)
e vacinas (V) nessas porcentagens. Ao considerar somente moléculas pequenas, tirando assim
as vacinas e macromoléculas biologicas, a porcentagem de puramente sintéticos ¢ de 33,3% e
a de farmacos com alguma ligacdo a quimica de produtos naturais representa os outros 66,7%,
mostrando assim a importancia da quimica de PN nos dias atuais.

Essa importancia também pode ser vista nos estudos da quimica de PN relacionados ao
covid-19, doenca causada por um virus que apareceu na China no final de 2019 e se espalhou

pelo mundo tornando-se uma pandemia. Um estudo de revisao feito por Prasansuklab e outros
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(2020), traz uma série de compostos naturais que vém sendo testados como possiveis fArmacos
para covid-19 e que tiveram algum resultado promissor. Os autores consideraram 24 compostos

promissores, com destaque para o flavonoide quercetina (8) (Figura 5).

Figura 5- Quercetina.
OH

)

Fonte: o autor

Todos esses trabalhos mostram a importancia da quimica de PN e a necessidade da
continuidade desses estudos, uma vez que novas doengas podem aparecer a qualquer momento,
além da possibilidade de mutacdo de microrganismos causadores de doengas conhecidas,
criando resisténcia aos farmacos ja utilizados ou entdo a ocorréncia de efeitos indesejados por
medicamentos empregados.

Neste contexto, o Brasil pode ter um papel de destaque nessa busca por novas
substancias bioativas, visto que o pais possui a maior biodiversidade do planeta, cerca de 20%
das espécies (BIODIVERSIDADE, 2021), tendo aproximadamente 61% do territdrio coberto
por vegetagdo nativa (FLORESTAS, 2021). Em relagdo a flora, o pais possui 43.020 espécies
conhecidas. Devido a esta vasta extensao ¢ a diversidade de espécies, o Brasil ¢ dividido em 6
biomas: Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampas e o Pantanal
(BIODIVERSIDADE, 2021).

Porém, mesmo com essa biodiversidade presente no Brasil, boa parte dos biomas correm
riscos, gracas a destruicao ambiental causada pela agcdo antropogénica.

Um exemplo disso ¢ o Cerrado, o segundo maior bioma da América do Sul sendo
considerado um hotspots mundial de biodiversidade, ou seja, uma area rica em biodiversidade
com grande quantidade de espécies endémicas e com elevado grau de ameaga de degradagao.
E reconhecido como a savana mais rica do mundo, com cerca de 11.627 espécies nativas ja
catalogadas, sendo grande parte endémica. Mesmo com toda essa relevancia, somente 8,21%
desse territério encontra-se legalmente protegido dentro de unidades de conservacdo. Outro

fator preocupante ¢ que aproximadamente 20% das espécies presentes ja ndo ocorrem em areas
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de protegdo, e cerca de 137 espécies estdo ameagadas de extingdo (O BIOMA CERRADO,
2021). Acredita-se que 50% da extensdo do bioma j4 havia sido devastado até o ano de 2010
(GARCEZ et al., 2016).

O risco de uma perda significativa de possiveis agentes bioativos devido a destruicao
causada pelo homem, refor¢a a necessidade do estudo das mais diversas espécies evitando assim

a possivel perda desse conhecimento ainda disponivel na natureza.

2.0 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Metabolismo especializado (secundario)

O metabolismo ¢ a forma pela qual os organismos se mantém vivos. Trata-se de uma
atividade celular altamente coordenada onde muitos sistemas enzimaticos (conhecidos por vias
metabdlicas) cooperam para a manutencao da vida do organismo. O metabolismo € responsavel
pela obtencdo de energia, seja captando energia solar ou degradando substancias altamente
energéticas obtidas do meio ambiente. Além da obtencao de energia, o metabolismo também ¢
responsavel pela conversao de nutrientes em moléculas com caracteristicas proprias de cada
c€lula, incluindo precursores de macromoléculas, além de atuar na polimerizacdo destes
percussores em macromoléculas como proteinas. O metabolismo também ¢ responsavel por
sintetizar ou degradar biomoléculas necessarias para fungdes celulares especializadas
(DEWICK, 2002; NELSON, COX, 2015).

Em organismos vegetais o metabolismo costuma ser divido em dois, metabolismo
primario, que em artigos mais recentes vem sendo chamado de metabolismo central, € o
metabolismo secundario, que vem sendo substituido por metabolismo especializado (DEWICK,
2009; BRAZ FILHO, 2010; NELSON, COX, 2014; POTT, OSORIO, VALLARINO, 2019)

O metabolismo primario compreende a producdo de substincias vitais para a
sobrevivéncia dos seres vivos, sendo praticamente o mesmo em todos os organismos, com
pequenas variagdes. E o responsavel por modificar e sintetizar carboidratos, proteinas, acidos
graxos ¢ acidos nucleicos, substancias que sdo encontradas em praticamente todo ser vivo
(DEWICK, 2009; POTT, OSORIO, VALLARINO, 2019)

J& o metabolismo especializado (secundério) possui importantes fungdes ligadas ao
desenvolvimento e crescimento das plantas. Alguns desses metabolitos auxiliam na protegao

das plantas contra agentes externos, sejam herbivoros ou microrganismos, na defesa contra
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estresses abidticos, como exposicdo a raios UV-B, e na comunicagdo da planta com outros
organismos, para atrair polinizadores por exemplo. Ao contrario dos metabdlitos primarios,
esses nao sao encontrados em todos os seres e sao resultados de anos da evolugao dos vegetais,
podendo ser encontrados em algum ser especifico ou em um grupo, sendo uma expressao da
individualidade das espécies e pode ser até¢ fonte de estudos taxondmicos (DEWICK, 2009;
SCHAFER, WINK, 2009; KABERA et al., 2014; POTT, OSORIO, VALLARINO, 2019)

Além da importancia desses metabolitos especializados para a planta, como ja foi citado
no item 1.1, muitos desses metabodlitos possuem importantes usos para o ser humano, como
drogas relaxantes, aromatizantes, corantes e principalmente no desenvolvimento de novos
farmacos ou fitoterapicos (KABERA et al., 2014).

Os metabolitos especializados sdao derivados do metabolismo primario e sao
provenientes de quatro principais intermediarios: a acetil coenzima A (acetil-CoA), o acido
chiquimico, o 4cido mevaldnico e o metileritritol fosfato, tais intermedidrios formam
respectivamente as quatro principais vias metabolicas: a via do acetato; do chiquimato; do
mevalonato ¢ do metileritritol fosfato (Figura 6). Além dessas 4 vias de formagdo de
metabolitos, alguns aminoacidos como triptofano, fenilalanina, lisina e outros, também
participam da constru¢do de alguns metabolitos especializados, sendo derivados da via

glicolitica, do ciclo de Krebs e alguns da via do chiquimato (DEWICK, 2009).
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Figura 6 - Formagao dos intermediarios das principais vias metabdlicas.
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Fonte: adaptado de Dewick (2009)

Esses metabolitos sdo comumente divididos em trés principais classes: alcaloides,
terpenos e compostos fenolicos. Os terpenos sdo sintetizados pelas vias do mevalonato e do
metileritritol fosfato, vias onde sdo produzidos também esteroides. Alcaloides sdo derivados de
aminodcidos, podendo ter também parte de sua estrutura vinda das vias do acetato, chiquimato
ou metileritritol fosfato. J& os compostos fenolicos contemplam uma enorme variedade de
compostos que sao biossintetizados pelas vias do acetato e chiquimato, podendo ser gerados

por uma s6 via ou por ambas, como o caso dos flavonoides (DEWICK, 2009).

2.1.1 Terpenos

Terpenos ou terpenoides sdo a classe de metabolitos secundarios com maior quantidade

e variedade, com aproximadamente 30 mil compostos ja listados. Apesar da enorme variedade
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de compostos, essas estruturas sdo caracterizadas por serem formadas por mondmeros de cinco
atomos de carbonos, o isopentano (2-metilbutano). Essas unidades sdo comumente chamadas
de unidades de isopreno (2-metilbuta-1,3-dieno), pois muitos terpenos se decompdem em altas
temperaturas em gas isopreno (BUCHANAN, GRUISSEM, JONES, 2015).

Assim os terpenos sdo classificados de acordo com a quantidade de unidades de 5
carbonos que compde a estrutura (Tabela 1) (DEWICK, 2009; BUCHANAN, GRUISSEM,
JONES, 2015).

Tabela 1 — Classifica¢do dos terpenos.

Terpeno Unidades de isopreno N° de carbonos
Hemiterpenos 1 5
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40

Nas plantas, os terpenos estdo ligados a diversas fungdes importantes. Terpenos menores
e volateis, como monoterpenos € sesquiterpenos, estdo ligados a interagdes com o ambiente em
que a planta se encontra, atuando na regularizacdo de possiveis estresses abidticos e também
atuando na protecdao contra microrganismos ou mesmo contra herbivoros. Também atuam em
interacdes de mutualismo, por exemplo atraindo seres polinizadores. J& os carotenoides, que
sdo pigmentos e participam diretamente da fotossintese e esteroides sao triterpenos que fazem
parte da composi¢do da membrana celular (KABERA et al., 2014; BUCHANAN, GRUISSEM,
JONES, 2015; THOLL, 2015)

Os terpenos também sdo bastante importantes para o homem, pois muitos desses
compostos sao usados como fragrancias, pigmentos, inseticidas, entre outros. Alguns possuem
importancia nutricional como as vitaminas A, D, E e K, e outros sdo usados no ambito
farmacéutico (BUCHANAN, GRUISSEM, JONES, 2015). A Tabela 2 traz alguns exemplos de

terpenos usados como farmacos.



Tabela 2 — Exemplos de terpenos com uso medicinal.

Substancia Estrutura Espécie extraida Uso medicinal Referéncia
Acido Oleos essenciais de Agente
isovalérico algumas espécies anticonvulsivante (KABERA et
Linalol Oleos essenciais de Antibactericida al., 2014)
algumas espécies
Canabidiol Cannabis sativa Epilepsia e alivio de
dores
Artemisinina Artemisia annua Maléria
(BERGMAN,
DAVIS,
PHILLIPS,
Taxol Taxus brevifolia Antineoplasico 2019)

22
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2.1.2 Compostos fendlicos

Os compostos fenodlicos compdem uma classe bastante variada de metabolitos
secundarios, porém possuem em comum a presenca do grupo hidroxila em um anel benzénico
(um fenol), ou sdo derivados de produtos que possuiam esse grupo em sua estrutura.

Devido a complexidade e variedade desses compostos existem algumas formas de
classifica-los, podendo ser tanto pelo grupo funcional ligado ao anel aromatico ou em relagao
a quantidade de grupos fenodlicos presentes na estrutura. Algumas das principais subclasses
incluem flavonoides, antraquinonas, antocianinas, ligninas, entre outros (HUSSEIN, EL-
ANSSARY, 2019)

Gracas a essa variedade estrutural, os compostos fenolicos também estdo ligados a
diversas funcdes nos organismos vegetais. As ligninas por exemplo fazem parte da estrutura da
parede celular, ja os flavonoides sdo responsaveis pela pigmentacdo de flores e também atuam
na filtragdo de raios UV, entre outras funcdes (KABERA et al.,, 2014; BUCHANAN,
GRUISSEM, JONES, 2015).

Assim como os terpenos, os compostos fendlicos também possuem uma vasta utilizagao
pelo homem, principalmente como farmacos. Varias dessas substancias estdo relacionadas a
atividades bioldgicas como antivirais, antimicrobianos, anticancerigenos, entre outros. A
presenga desses compostos nos alimentos proporciona algumas atividades importantes, como
atividade antioxidante. A Tabela 3 mostra alguns compostos fenolicos e suas respectivas
atividades biologicas (DEWICK, 2009; KABERA et al., 2014; BUCHANAN, GRUISSEM,
JONES, 2015).



Tabela 3 — Exemplos de compostos fendlicos com uso medicinal.

Substancia Estrutura Espécie extraida Uso medicinal Referéncia
Luteolina OH Mentha crispata Antioxidante
OH
"~
OH O
Eugenol _0 Yz Oleo essencial de  Antibactericida usado em
D/\/ cravos odontologia
HO
Gingerol O OH Zingiber officinale Anti-inflamatério
(BUCHANAN,
HO GRUISSEM,
N JONES, 2015)
Rerverastrol OH Casca de uva Melhora na satide do
HO vermelha coracao
OH
Xanthohumol Humulus lupulus Anticancer
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2.1.3 Alcaloides

Alcaloides sdao produtos naturais que contém em sua estrutura um ou mais atomos de
nitrogénio. SAo comumente aminas primarias, secundarias ou terciarias, o que lhes confere, na
maioria dos casos, a carateristica de compostos com carater basico. Porém, ha também
alcaloides neutros ou levemente 4cidos, dependendo da estrutura do composto e das demais
fungdes presentes (DEWICK, 2009; KABERA et al., 2014).

Grande parte desses compostos sdao toxicos para outros seres, como herbivoros, insetos
e microrganismos. Muitos alcaloides possuem fun¢do de defesa dos organismos que a
produzem, a cafeina (9) (Figura 7), por exemplo, ¢ um composto encontrado nos graos do café
(Coffea ardbica) e em algumas folhas usadas para chas como o mate (/lex paraguariensis). Esse
composto possui excelente atividade inseticida protegendo a planta de ataques (BUCHANAN,

GRUISSEM, JONES, 2015; DEBNATH et al., 2018).

Figura 7 - Cafeina.
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Fonte: O autor

Assim como as demais classes de metabolitos especializados, os alcaloides também sdo
bastante utilizados pelas sociedades ao longo da historia para os mais diversos fins. A propria
cafeina descrita acima com propriedade inseticida, ¢ usada pelos seres humanos como
estimulante, sendo provavelmente o mais utilizado no mundo. Outro alcaloide com grande
relevancia ¢ a morfina, como j& exemplificado na sessdo 1.1. A Tabela 4 mostra alguns
alcaloides com seus respectivos usos (DEWICK, 2009; BUCHANAN, GRUISSEM, JONES,
2015; DEBNATH et al., 2018).



Tabela 4 — Exemplos de alcaloides com uso medicinal.

Substancia Estrutura Espécie extraida Uso medicinal Referéncia
Morfina Papaver somniferum Analgésico
Quinina H Cinchona officinalis Antimalarico
(DIAS,
URBAN,
. . ROESSNER
Pilocarpina Pilocarpus jaborandi Glaucoma OESS ’
2012)
Grandisine A Elaeocarpus grandis Analgésico
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Tabela 4 — Exemplos de alcaloides com uso medicinal (continua).

Codeina

Ajmalina

Emetina

Papaver somniferum

Rauwolfia serpentina

Rauwolfia serpentina

Antitussigeno e

analgésico

Antiarritmicos (BUCHANAN,
GRUISSEM,
JONES, 2015)

Amebicida
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Estes compostos possuem uma grande variedade estrutural, o que dificulta sua
classificagdo. Uma possivel classificagdo se da pela origem do nitrogénio presente na estrutura,
como pirrolidina, piperidina, quinolina, isoquinolina, etc. Grande parte dos alcaloides possuem
como precursores aminoacidos (os principais sdo ornitina, lisina, acido nicotinico, tirosina,
triptofano, acido antranilico, histidina, entre outros), levando em sua estrutura final parte do
esqueleto do aminoacido, justamente a que compde a parte nitrogenada. Alguns alcaloides
também podem ter em sua estrutura além da parte do esqueleto vinda de um aminoécido, partes
oriundas das vias metabolica do acetato, chiquimato ou metileritritolfosfato. Ja alguns
alcaloides possuem apenas o dtomo de nitrogénio vindo de um aminoécido e o restante da
molécula vinda de umas das quatro vias metabolicas, estes também sdo as vezes chamados de

pseudoalcaloides (DEWICK, 2009; BUCHANAN, GRUISSEM, JONES, 2015).

2.2 Atividades bioldgicas

2.2.1 Diabetes

O numero de pessoas com diabetes vem aumentando ao longo dos anos segundo o
Diabetes Atlas disponibilizado pela International Diabetes Federation. Em 2019 a
porcentagem de pessoas com diabetes no mundo era estimada em 9,3% da populagdo (463
milhdes de pessoas) e calcula-se que esses numeros irdo aumentar ao longo dos anos, com
previsdao de 10,9% da populacdo em 2045 (700 milhdes de pessoas). Esse aumento estd
relacionado ao envelhecimento da populagdo e a adogdo de estilos de vida ndo saudaveis,
levando a quadros de obesidade (ASCHNER et al., 2021).

O diabetes mellitus ¢ uma doenca cronica caracterizada pela alta concentracao de glicose
no sangue (hiperglicemia), e estd entre as doencas cronicas que mais causam deficiéncias e
mortes. Longos quadros de niveis altos de glicose no sangue levam a vérias complicagdes como
problemas cardiovasculares, retinopatia, envelhecimento e neuropatia (KIM et al., 2019;
ZHANG et al., 2019). Além dos problemas de saude aos portadores da doenca, o diabetes
também gera um gasto alto com seu proprio tratamento € com o tratamento de suas
complicacdes. Estima-se que o gasto mundial seja de 825 bilhdes de dolares anualmente
(FAGHERAZZI, RAVAUD, 2019).

Os riscos atribuidos a essa doenga ficaram evidenciados com a pandemia causada pelo

SARS-CoV-2. Estudos indicam que caso contraia o virus, o risco de hospitalizagdo para uma
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pessoa com diabetes ¢ até trés vezes maior, e que o diabetes associado a obesidade, faz o risco
de hospitalizacdo ser até 4,5 vezes maior em pessoas que ndo possuem essas condigdes
(GIORGINO et al., 2021).

Entre os casos de diabetes, o mais comum ¢ o diabetes classificado como tipo 2, sendo
em torno de 90% dos casos (KIM et al., 2019). O diabetes tipo 1 (dependente de insulina) ¢
causado por reacdes autoimunes em proteinas de células do pancreas, provocando a sua
destruicao, assim levando a uma deficiéncia de insulina. J4 o diabetes tipo 2 (ndo dependente
de insulina) ¢ caracterizada principalmente pela resisténcia a insulina, e ¢ causado pela
diminuic¢ao da sensibilidade dos tecidos alvos a insulina e pode ser provocada ou agravada por
fatores externos, como obesidade, estresse, falta de exercicios fisicos, entre outros
(OZOUGWU et al., 2013; ASMAT, ABAD, ISMAIL, 2016).

A insulina ¢ uma proteina (horménio) produzida no pancreas em resposta a alguns
estimulos, como a glicose. Quando ha a realizagdo de uma refei¢do, a concentracao de glicose
no sangue aumenta, este aumento estimula o pancreas a produzir e secretar insulina, o que leva
ao transporte, biotransformagao e armazenamento da glicose em musculos e tecidos adiposos.
Na auséncia da insulina ou em quadros de resisténcia, reduz-se a captagdo de glicose pelo
tecido, resultando em hipoglicemia intracelular e hiperglicemia extracelular. A hipoglicemia
intracelular causa neoglicogénese levando a degradacdo de gorduras ocasionando a cetoacidose
diabética. Ja a hiperglicemia extracelular, pode levar a coma hiperglicémico e diérese osmotica
(OZOUGWU et al., 2013; ASMAT, ABAD, ISMAIL, 2016).

Como foi mostrado, o alto nivel de glicose no sangue traz complicagdes para a satde
dos portadores de diabetes, com isso a busca por novas formas de tratamento para essa doenga
se faz necessario. Para o diabetes tipo 2, que ¢ a mais comum, a maior parte dos tratamentos se
dao pela tentativa de diminuir a concentracao de glicose no paciente (VEELEN et al., 2020).
Uma forma de diminuir essa concentragao ¢ interferir na absorcao da glicose através da inibigao
das enzimas a-amilase e a-glicosidase (THILAGAM et al., 2013; HUI et al., 2020).

A o-amilase catalisa a hidrolise da ligacao glicosidica de polissacarideos, como o amido,
transformando-os em carboidratos menores como maltose (10) e maltotriose (11) (Figura 8)
(SOUZA, 2010; DEVECI et al., 2021). Ja a a-glicosidase catalisa a hidrolise da ligacao
glicosidica de oligossacarideos, transformando-os em monossacarideos absorviveis no final do

processo de digestao (YOSHIMIZU et al., 2008; DEVECI et al., 2021).
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Figura 8§ - Carboidratos resultante da hidrélise de polissacarideos catalisada pela enzima

a-amilase.
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Fonte: O autor

Hé alguns farmacos usados para inibir a a¢ao destas enzimas no tratamento do diabetes,
entre eles os mais usados sdo a acarbose (12) e o miglitol (13) (Figura 9), porém ambos possuem
alguns efeitos colaterais, como por exemplo desordens gastrointestinais (DEVECI et al., 2021).
Com isso hé a necessidade de se buscar novas substancias ou até mesmo extratos vegetais que
possam ser usados no tratamento do diabetes. O caminho pelo uso de PN pode ser interessante,
devido a quantidade de espécies relatadas na literatura com atividades inibitdrias para essas
enzimas, € também pela possibilidade de uma menor toxicidade dessas substancias quando sao

provenientes ou baseadas em PN (RIOS, FRANCINI, SCHINELLA, 2015; HUI et al., 2020).

Figura 9 - Substancias utilizadas no tratamento de diabetes como inibidores das enzimas
digestivas.
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Na literatura ha alguns estudos com PN para a inibi¢do de ambas as enzimas, como o
descrito por de Souza (2012), que traz a atividade inibitoria de algumas espécies do Cerrado
contra as duas enzimas. Algumas espécies como a Eugenia dysenterica, Stryphnodendron
adstringens, Pouteria caimit, entre outras, mostraram boas atividades inibitorias, quando

comparados com os controles positivos utilizados.
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Algumas espécies de Cassia, género o qual pertence a espécie estudada neste trabalho,
também demonstraram boa atividade inibitoria. Extratos das sementes das espécies
C. auriculata e C. angustifolia apresentaram boa atividade para ambas as enzimas, para a o-
amilase os valores de Clso foram de 149,6 + 0,21 e 228,8 + 1,25 pg mL™! respectivamente, ja
para a o-glicosidase os valores foram de 134,9 + 0,54 ¢ 170,53 £ 0,59 pg mL™! respectivamente
(NANUMALA, TULASI, SUJITHA, 2015). Extratos das cascas da C. abbreviata inibiram a
enzima a-glicosidase com Clso de 600 ng mL™' (SHAI et al., 2010).

A propria C. bakeriana foi avaliada recentemente no trabalho de Costa Silva (2019), em
relag@o a atividade inibitdria das enzimas a-glicosidase e a-amilase dos extratos e fragdes das
folhas. Para a a-amilase o extrato etanolico foi o mais ativo com Clso de 5,00 = 0,85 uygmL ! e
para a a-glicosidase a fragio diclorometano foi a mais ativa com Clsode 359,55 £2,90 pgmL ™.
Esses resultados promissores despertam interesse para a avaliagao da atividade de outras partes

da planta, bem como o estudo da composi¢ao quimica.

2.2.2 Atividade antioxidante

Na secdo anterior foram mostrados os problemas de saude atrelados ao diabetes, e
muitos estudos tém relacionado algumas complicagdes oriundas dessa doenca como o acidente
vascular cerebral, neuropatia, retinopatia e nefropatia ao estresse oxidativo (EO) (ASMAT,
ABAD, ISMAIL, 2016).

O EO ¢ causado por uma falta de equilibrio entre a formagao de radicais livres ou
espécies altamente reativas, e a remocdo das mesmas. Essas espécies no corpo humano
normalmente sdo de dois tipos. As espécies reativas de oxigénio (ERO), incluem radicais livres
como o superoxido ('O2’), o radical hidroxil ("(OH) e até espécies neutras reativas como o
peroxido de hidrogénio (H202). O outro tipo sdao espécies reativas de nitrogénio (ERN), e
incluem radicais livres como o oxido nitrico "NO, o diéxido de nitrogénio ("NO>"), entre outras
espécies (JOHANSEN et al., 2005; KANG, YANG, 2020)

Esse desbalango redox pode ser causado pelo excesso da formagdo das espécies
radicalares e, esse excesso, pode ser causado por exposi¢do a radiagdo UV e estilo de
alimenta¢do, como consumo de alimentos processados, excesso de gordura ou agucar, além de
habitos ndo saudaveis, como consumo de bebidas alcoodlicas, cigarro, entre outros fatores
(VATNER et al., 2020). No caso de pessoas com diabetes, o quadro de hiperglicemia também

contribui para a formagao de espécies radicalares. A glicose pode sofrer autoxidagao gerando
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espécies radicalares "OH e o excesso de metabolismo de glicose pode levar a geragcdo de
espécies ‘O2. Além disso, outro fator associado a hiperglicemia que contribui para o aumento
do EO ¢ a formagao de produtos de glicagao avancado (AGEs). Durante o processo de formagao
dos AGEs ha a geracao de algumas ERO, contribuindo para o EO (JOHANSEN et al., 2005).

O corpo humano possui formas de neutralizar essas espécies formadas, algumas sdo
endogenas como enzimas antioxidantes, tais com a superéxido dismutase, catalase, glutationa,
peroxidase, entre outras. Também podem ser neutralizados por metais quelantes na forma de
proteinas e por algumas moléculas pequenas, como acido urico, acido alfalipoico, entre outros.
Esse processo também pode ser feito por antioxidantes exdgenos, que sdo adquiridos via
alimenta¢do ou suplementacdo, como vitaminas A, C e E, carotenoides e compostos fendlicos.
Como ja falado, quando hé excesso de formacao ou falha em algum desses mecanismos, ocorre
o estresse oxidativo (KANG, YANG, 2020; PISOSCHI et al., 2020; NANDA, MADAN, 2021).
Além de estar ligado diretamente as complicagdes do diabetes, o EO também esta relacionado
a varias outras patologias, como cancer, Alzheimer, asma, bronquite cronica, entre varias outras
(ASMAT, ABAD, ISMAIL, 2016; PISOSCHI et al., 2020).

Assim, uma forma de se combater os problemas relacionados ao EO pode ser pela
ingestao de substancias antioxidantes para restabelecer o equilibrio no corpo. Essas substancias
sdo capazes de inibir a oxidagdo, eliminando as espécies reativas transformando-as em espécies
menos reativas (NANDA, MADAN, 2021).

Na industria, principalmente alimenticia, o uso de antioxidantes ¢ bem comum,
principalmente em alimentos ricos em gordura que podem facilmente se oxidar, sendo este
efeito combatido por alguns antioxidantes sintéticos, como o hidroxitolueno butilado (BHT)
(14) e o hidroxianisol butilado (BHA) (15) (Figura 10). Ha estudos que mostram a possibilidade
desses antioxidantes possuirem alguns efeitos toxicologicos, como efeito carcinogénico. Assim
o uso desses antioxidantes sintéticos vem sendo substituido por antioxidantes naturais ou
baseados em produtos naturais (RAMALHO, JORGE, 2006; LOBO et al, 2010;
DAWIDOWICZ, OLSZOWY, JOZWIK-DOLEBA, 2015). J& os naturais seriam aqueles
encontrados em vegetais como frutas, folhas, verduras, raizes e chas, como por exemplo
vitaminas (C, E), carotenoides, flavonoides e compostos fenolicos em geral (YADAV et al.,

2016; PISOSCHI et al., 2020; SIDDEEG et al., 2021).
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Figura 10 - Antioxidantes sintéticos.

OH OH
(CH3)sC C(CH3); C(CH3);
CH, CH,
(14) (15)

Fonte: O autor

2.2.3 Produtos de glicacdo avancadas

Como discutido nas segdes anteriores, o diabetes leva seus portadores a algumas
complicagdes de saude e muitas dessas complicagdes sdo relacionadas ao aumento do EO em
quadros de hiperglicemia. A formagao dos produtos de glicagdo avancada (AGEs do inglés
Advance Glycation end Products) ¢ um dos processos que levam ao aumento desse EO
(JOHANSEN et al., 2005; KANG, YANG, 2020). Além de levar ao aumento do EO, os AGEs
também causam danos nas estruturas das proteinas prejudicando assim seu funcionamento, o
que leva a problemas cardiovasculares, neuropatia, retinopatia, entre outros (KANG, YANG,
2020; KHAN et al., 2020).

Os AGE:s sao produtos formados por reacdes de Maillard ndo enzimaticas, que ocorrem
entre carboidratos redutores com aminodacidos, lipidios ou acidos nucleicos, € ocorre em trés
etapas (Figura 11) (RABBANI, THORNALLEY, 2018; KHAN et al., 2020). Na primeira etapa
0 acucar reage com um grupo amino livre de uma molécula de proteina, formado um composto
instavel derivado de base de Schiff, que posteriormente sofre um rearranjo formando um
intermediario chamado produto de Amadori. Esse intermediario sofre uma quebra podendo
formar alguns tipos de produtos diferentes, como glioxal, metilglioxial ou 3-desoxiglucosona,
que sdo os exemplos mais comuns (Figurall). Posteriormente na fase final da reacdo de
Maillard, que ¢ uma etapa irreversivel, hd a formagdo de produtos coloridos de baixo peso
molecular, chamado de produtos de glicagdo avangada. Na Figura 11 sdo mostrados alguns
exemplos desses produtos formados a partir dos 3 intermediarios. Apds a formacao desses
AGEs, podem ser criadas ligagcdes cruzadas com proteinas modificando assim sua estrutura

(NIEDOWICZ, DALEKE, 2005; KHAN et al., 2020).
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Figura 11 - Formacao dos produtos de glica¢do avancada formados através da reagdo de

Maillard.
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Fonte: Adaptado de Niedowicz e Daleke (2005)

Assim, inibir a forma¢ao desses AGEs se mostra bastante importante. H4 algumas

substancias usadas para esse fim, algumas delas sintéticas, como a aminoguanidina que foi a

primeira utilizada. Esta substincia atua capturando os percussores dos AGEs, o glioxal,

metilglioxial ou 3-desoxiglucosona, impedindo assim a formagdo dos AGEs. Ha outros

produtos comerciais sintéticos utilizados para esse fim, porém esses compostos possuem alguns

efeitos colaterais, como enfraquecimento do figado, anemia, vOmito, diarreia, entre outros.

Dessa forma a busca por novas substancias para esse fim se faz necessario (KHAN et al., 2020).
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Na literatura encontra-se alguns trabalhos onde extratos de plantas mostraram boa
atividade anti-glicacdo, assim como o trabalho de revisdo feito por Khan e outros (2020), que
trazem varias espécies que tiveram bons resultados de inibigdo anti-glicacdo. Além das
propriedades de inibicao apresentados por varios extratos, o trabalho também traz uma série de
compostos encontrado em plantas que possuem boa atividade anti-glicante, mostrando assim

que a utilizagdo de produtos naturais pode sim ser um caminho vidvel.

2.3 Aspectos da familia e do género da Cassia bakeriana

A Cassia bakeriana Craib pertence ao género Cassia, que por sua vez ¢ pertencente a
familia Fabaceae (antiga Leguminosae), que ¢ a terceira maior entre as angiospermas, com 751
géneros e 19500 espécies. O género Cassia ¢ um dos maiores da familia, sendo constituido por
mais de 600 espécies, incluindo arbustos, arvores e ervas, possuindo espécies distribuidas em
regides tropicais e subtropicais por todo o mundo (VIEGAS JUNIOR et al., 2006; GROUP et
al., 2013a; GROUP et al., 2013b; BRANDAO-COSTA, ARAUJO, PORTO, 2018).

Trata-se de um género bastante importante dentro dessa familia por possuir uma
variedade de espécies com uso na medicina popular ha anos, principalmente em paises da Africa
e Asia (VIEGAS JUNIOR et al., 2006; ZHAO et al., 2016). No Brasil também ha relatos de
usos de algumas dessas espécies para fins medicinais, como a espécie C. leiandra, que ¢ uma
espécie nativa da Amazonia, e € utilizada pelos povos da regido para tratamento de micoses
(ARAUIJO et al., 2019). Na Tabela 5 é descrito alguns exemplos de espécies de Cassia usadas

na medicina popular.

Tabela 5 — Cassias usadas na medicina popular com seus respectivos usos.

Espécie Usos na medicina popular Referéncias

C. absus Infecgdes na pele, cicatrizagdo de feridas, (AHMAD et al.,
hipertensao, tlcera péptica. 2019)

C. fistula Febre, problemas no coragdo, hemorragias, (SHARMA,
ulceras, laxante, problemas de pele, dores KUMAR,
abdominais JAITAK, 2020)

C. grandis Anemia, ulceras na pele, diabetes, expectorante. =~ (PRADA et al.,

2020)




Tabela 5 — Exemplos de espécies de Cassia usadas na medicina popular com seus
respectivos usos (continua).

C. leiandra

C. italica

C. obtusifolia

C. occidentalis

C. siamea

C. singueana

C. sieberiana

C. sophera

C. tora

Tratamento de micose.

Infecgdes de pele, constipagdo, edemas,

expectorante, laxante.

Doengas oftalmicas, dor de cabega, hipertensao,

constipacao.

Disenteria, diarreia, constipagdo, febre, cancer,

doencas venéreas, maldria, asma, leprose,

diabetes.

Maléria, diabetes, problemas de pele, problemas
intestinais,

Febre, malaria, conjuntivite.

Reumatismo, artrite, malaria, diabetes, dor de
dente, gengivite.

Analgésico, anti-inflamatoria, asma.

Constipagdo, anti-inflamatoéria, asma, problemas

intestinais, asma, expectorante.

(ARAUJO et al.,
2019)
(AL-HAIDARI,
AL-OQAIL,
2020)

(DEORE,
MAHAIJAN,
2018; FENG et
al., 2018)
(SHARMA et
al., 2014;
SHUKLA et al.,
2020)

(TANTY,
PERMAL, 2021)
(OTTU,
ATAWODI,
ONYIKE, 2013)
(MACEDO et
al., 2021)
(SUNDARAM
OORTHY et al.,
2016)
(CHETHANA et
al., 2017; LEE et
al., 2019)
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Devido ao expressivo uso dessas espécies na cultura popular, muitas delas foram

estudadas ao longo dos anos e tiveram seus extratos e 6leos essenciais de vdrias partes das

plantas testadas para as mais diversas atividades biologicas. Um estudo de revisdo feito por

Sundaramoorthy e outros (2016), mostra espécies de Cassia que ja foram avaliadas para algum

tipo de atividade biologica (Tabela 6).



37

Tabela 6 — Espécies de Cassia com atividades biologicas atestadas.

Espécie Atividades bioldgicas
C. auriculata Antibactericida, antifingica, antioxidante.
C. australis Antiviral.
C. fistula Antibactericida, antidiabética, anti-inflamatoria, antioxidante,

hepatoprotetora, antitumoral e antifungica.

C. javanica Antidiabética.

C. nigricans Diversas atividades antimicrobianas frente patdgenos comuns.
C. nodosa Antioxidante.

C. tora Antifungica.

C. sophera Larvicida, antioxidante.

O extrato das folhas da espécie C. augustifolia foram testados em ratos no tratamento
de diabetes e apresentaram bons resultados quanto a diminui¢ao de complicagdes metabolicas
associadas a hipoglicemia (JANI, GOSWAMI, 2020). O extrato metandlico das folhas da
espécie C. auriculata também apresentou boa atividade antidiabética ao ser testado em ratos
(KHADER et al., 2017), patologia esta que sera estudada nesse trabalho.

Como sao plantas com bastante estudos publicados, tendo bons resultados para os mais
diversos tipos de atividades, o isolamento de alguns de seus metabolitos bioativos também foi
bem estudado, e muitos desses compostos também foram testados para diversas atividades
bioldgicas. A tabela 7 mostra alguns compostos isolados de algumas espécies de Cassia e
algumas atividades biologicas atribuidas a eles, quando for o caso, e as Figuras 12 e 13 trazem

as estruturas desses compostos.



Tabela 7 — Compostos isolados de espécies de Cassia e atividade biologica.
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Espécies Composto isolado Atividade bioldégica Referéncias
C. absus 5,7,4'-tri-hidroxi-8,3'-dimetoxiflavona-5-O-a-L-raminopiranosil-7-O- Antibactericida e
- xilopiranose-(1— 4)-O-B-galactopiranosideo (16) antifingica (YADAVA,

3,5,7,4'-tetra-hidroxi-2',5'-dimetoxiflavona (17)
Luteolina (18)

VISHWAKARMA, 2013)

C. auriculata 4-(2,5-diclorobenzil)-2,3,4,5,6,7-hexa-hidro-7-(4-ctoxifenil) Anticancer contra cancer (ESAKKIRAJAN et al.,
benzo[h][1,4,7] triazecin-8(1H)-one (19) do colo do utero 2014)
C. fistula Reina (20) Larvicida e inseticida (DURAIPANDIYAN,
IGNACIMUTHU,
Anti-inflamatoéria PAULRAJ, 2011)
(ANTONISAMY et al.,
2019)
C. garrettiana Crisofanol (21) --
Piceatannol (22) Anti-HIV (BUNLUEPUECH,
Aloe-emodina (23) -- WATTANAPIROMSAKUL,
Emodina (24) -- TEWTRAKUL, 2013)
Cassigarol E (25) Anti-HIV
C. nigricans Emodina (24) Antimicrobiana (AYO, AMUPITAN, ZHAO,
2007)
C. occidentalis Acido cicloocidentalico C (26) Anti HIV (SHI-FEI, SHUN-LIN, 2017)
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C. occidentalis

cycloccidentaliside VI (27)

(SHI-FEI, SHUN-LIN, 2017)

Emodina (24) Antibactericida (CHUKWUJEKWU et al.,
2006)
C. obtusifolia Toralactona-9-O--D-gentiobioside (28) Hepatoprotetora (SEO et al., 2017)
Aurantioobtusina (29) -- (TANG et al., 2015)
Crisoobtusina (30)
Rubrofusarina (31) Antioxidante (LUO et al., 2019)
Toralactona (32) Antioxidante (LUO et al., 2019)
e inibigdo de
a-glicosidase
Crisofanol (21) inibicao de (LUO et al., 2019)
a-glicosidase
Physicon (33) inibicao de (LUO et al., 2019)

Crisofanol-10,10’-biantrona (34)

Obtusifolina (35)

a-glicosidase
inibig¢ao de

a-glicosidase

(LUO et al., 2019)

C. roxburghii

Emodina-1-0-B-D-glucosideo-(2-> 1)glucopiranosideo (36)
Aloe-emodina-8-0-B-D-glucosideo-(6-> 1)glucopiranosideo (37)

Quercetina-3-0-a-L-raminosideo (38)

Antioxidante

(EL-TOUMY et al., 2012)
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C. siamea Siamalkaloid A (39) Antiviral TMV
(Tobacco mosaic virus)
Siamalkaloid B (40) Antiviral TMV
Siamalkaloid C (41) Antiviral TMV (WU et al., 2016)
Cassiarina A (42) Antiviral TMV
Siaminina A (43) Antiviral TMV
Cassiarina H (44) Antiviral TMV
C. sophera Rametina (45) Anti-inflamatéria (MONDAL,
RAJALINGAM, MAITY,
2013)
Stigmasterol (poriferasterol) (46) -- (BRAHMACHARI et al.,
2017)
2,7-di-hidroxi-4-metil-6 H-benzo[c]cromo-6-one (47) -- (BRAHMACHARI et al.,
2,7-dihidroxi-9-metil-6-0x0-6H-benzo[c]cromona-1-carboxilato (48) -- 2019)
C. spectabilis (-)-espectalina (49) Antifungica, analgésica (VIEGAS JUNIOR et al.,
periférica 2006)
3-acetilleptofilina-A (50) Antifingica
3-O-acetilespectalina (51) Analgésica periférica
C. tora 6-metoxiciclo-hexano-1,2,3,4,5-pentaol mono-hidratado (52) Anti-inflamatorio (ANTONISAMY et al.,

2017)
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Figura 12 - Estruturas de composto isolados de espécies de Cassia
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Figura 13 - Estruturas de composto isolados de espécies de Cassia
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A partir desse levantamento realizado, fica mais evidente a importancia do género. Sao
inimeros compostos ja isolados das mais variadas classes, como flavonoides, terpenos,
antraquinonas, alcaloides, cromonas, entre outros. Além da variedade de classes de compostos,
tem-se uma boa variedade de atividades biologicas atribuidas a alguns deles, como atividade
anti-HIV, antidiabética, anticancer, antifiungica, antibactericida, anti-inflamatoria, entre outras.

A C. bakeriana ¢ uma espécie originaria da Tailandia, conhecida popularmente como
cassia-rosea ou cassia-bakeriana, e trata-se de uma arvore frondosa, bastante florifera e que
pode alcancar de 12 a 15 metros de altura. Por ser bastante florifera, essa espécie ¢ bastante
utilizada na arborizacdo de avenidas, parques e etc (LORENZI, 2003).

Nao ha na literatura relatos de uso popular dessa espécie para fins medicinais, porém
trata-se de uma espécie pertencente a um grupo que possui inimeras espécies com uso na
medicina popular para as mais variadas enfermidades, muitas delas com atividades biologicas
ja testadas, além de compostos bioativos isolados como mostrado no item anterior. Além disso,
¢ uma espécie pouco estudada, principalmente quando relacionado a todos os 6rgaos da planta,
tendo poucos trabalhos sobre a sua composi¢do quimica e poucos trabalhos de avali¢ao
biologica.

No trabalho por Cunha e outros (2013) foi avaliado a composi¢ao quimica do o6leo
essencial das folhas, cascas e madeira. Também foi avaliado a atividade antibactericida desses

6leos contra bactérias aerobicas e anaerdbicas da cavidade bucal. Em outro trabalho por Cunha
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e outros (2017), foi feito um estudo bioguiado dos extratos das cascas, onde a fracdo
diclorometano apresentou melhor atividade frente as bactérias aerdbicas e anaerobicas da
cavidade bucal. O estudo quimico da fragdao levou ao isolamento da antraquinona reina (20)
(Figura 12), que apresentou bons resultados para alguns microrganismos anaerébicos, como a
espécie P. nigrescens que apresentou um MIC de 3,12 ug mL™%.

Em outro trabalho descrito por Nascimento e outros (2020), os extratos etandlicos das
folhas e flores da C. bakeriana tiveram sua atividade antifingica testada contra trés espécies de
Candida e também contra bactérias aerobicas e anaerdbicas da cavidade bucal, tendo melhores
resultados contra a espécie Candida glabrata, com CIM de 23,4 pg mL! para os extratos das
flores € 46,9 ug mL™! para as folhas.

No estudo realizado por Costa Silva e outros (2019) foi feito a avaliagdo quimica e
biologica dos extratos das folhas da C. bakeriana. Foram testadas atividades inibitorias
enzimaticas contra as enzimas o-amilase, a-glicosidase e a-lipase, além de atividade anti-
glicagdo e antioxidante. Para as atividades enzimaticas, os melhores resultados foram frente a
enzima a-amilase, onde o extrato etandlico exibiu uma inibi¢ao de 92,82%, com Clso de 5,00
ug mL! e frente a enzima a-lipase, onde o extrato hexanico inibiu a atividade em 79,25%, com
Clso de 25,27 ug mL™'. Os extratos e fragdes também apresentaram valores de atividade
antioxidante promissores € boa inibi¢do anti-glicagdo. Neste trabalho também foi realizada a
identificagdo por espectrometria de massas do extrato etandlico e fragdes diclorometano e
acetato de etila, além do isolamento dos flavonoides canferol (53) e canferol-3-O-ramnosideo

(54) (Figura 14).

Figura 14 - Compostos isolados da C. bakeriana.

(83) (54)
Fonte: O autor

Dessa forma, observa-se que a espécie apesar de possuir poucos estudos, tem alguns

trabalhos com resultados promissores, mostrando que a planta possui potencial a ser explorado
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e que ha a necessidade de estudos quimicos mais completos de outras partes da planta, como as
cascas, flores, galhos e raizes, que ainda ndo foram amplamente relatados na literatura.

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho foi realizar um estudo dos extratos das
cascas da espécie Cassia bakeriana Craib. Como demonstrado a espécie faz parte de um
importante género e os poucos estudos publicados ja demonstraram um potencial bioldgico para
a espécie, porém em relagdo as cascas da espécie, hd poucos estudos, tanto quimicos quanto
biologicos. Além disso, como mostrado no item 1.1, ha o risco de uma perda significativa de
possiveis agentes bioativos devido a destruicdo causada pelo homem, refor¢ando assim a
necessidade do estudo das mais diversas espécies evitando assim a possivel perda desse
conhecimento ainda disponivel na natureza.

Assim o presente trabalho propde o estudo quimico dos extratos das cascas da
C. bakeriana, e avaliagdo do seu potencial bioldgico quanto a inibi¢ao das enzimas a-amilase,

a-glicosidase, a capacidade de inibi¢ao da glicacdo e a capacidade antioxidante.

3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem por objetivo geral estudar a composi¢ao quimica das cascas da Cassia
bakeriana Craib, e avaliar as atividades antioxidante e biologicas relacionadas com o diabetes

ou de possiveis complicagdes dessa patologia.

3.2 Objetivos especificos

e Realizar o fracionamento do extrato etanolico das cascas de C. bakeriana por extragao
liquido-liquido com diferentes solventes.

e Realizar a prospecc¢ao fitoquimica dos extratos e fragdes;

e Avaliar a atividade antioxidante dos extratos ¢ fracoes;

e Avaliar a atividade inibitdéria de a-amilase e a-glicosidase dos extratos e fragdes das
cascas de C. bakeriana;

e Avaliar a capacidade de inibicao da glicacdo dos extratos e fragodes;

e Identificar os compostos presentes nas fragdes ativas por espectrometria de massas.
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4.0 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Intrumentos e reagentes

4.1.1 Intrumentacdo

Banho de aquecimento FISATOM modelo 550;

Balanga analitica SHIMADZU modelo AUW220D;

Balanga de luz infravermelha para determinagdo de umidade Quimis modelo Kelt FD-600;
Evaporador rotativo IKA modelo RV 10;

Liofilizador TERRONI modelo LS3000;

Incubadora B.O.D. Nova Etica modelo 411/FDP 155L;

Lavadora ultra-sonica modelo USC-750 Unique;

Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Agilent, modelo Infinty 1260, acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolucao do tipo Q-TOF (Quadrople Time of Fligh) da

marca Agilent, modelo 6520 B, com fonte de ionizacao por eletrospray (IES).

4.1.2 Reagentes

Os solventes utilizados para a extragdo e nas cromatografias foram: hexano, etanol, acetato
de etila, n-butanol, diclorometano e metanol das marcas diversas Synth, Vetec, Merck e
Neon. O hexano, etanol e acetato de etila foram destilados para maior grau de pureza;
Anidrido acético, acido sulfurico, acido féormico, acido hexacloroplatinico acido acético
das marcas Synth, Merck e Vetec

Reagentes quimicos: nitrato de bismuto (Isofar), iodeto de potassio (Chemicals),
difenilboriloxietilamina NP (Sigma-Aldrich), polietilnoglicol 400 (Vetec), cloreto de

aluminio (Vetec), sulfato cérico pentahidratado (Vetec);
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4.2 Preparo dos extratos e fracoes

Para o preparo dos extratos, inicialmente as cascas da Cassia bakeriana foram coletadas
na Universidade Federal de Uberlandia (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 Uberlandia pelos
Professores Dr. Glein Monteiro de Araujo e Dr. Ivan Schiavini. A exsicata do espécime foi
depositada no Herbario da UFU com numero 63584 e foi consultada para coleta das cascas.

Posteriormente as cascas foram encaminhadas para o Nucleo de Pesquisa em Produtos
Naturais (NuPPeN) no Instituto de Quimica UFU e colocadas em estufa a 35 °C até que a
umidade ficasse abaixo de 10%. A umidade foi determinada em uma camara de infravermelho
pelo método gravimétrico, onde 1 g das cascas foram monitoradas a uma temperatura de
105 °C por 15 mim. Quando a umidade estava em 9,5%, as cascas foram retiradas da estufa e
trituradas utilizando um multiprocessador. O extrato hexanico foi preparado pelo processo de
maceragdo, onde 550 g das cascas secas foram colocadas em um erlenmeyer e acrescentado
1,2 L de hexano. A cada dois dias o hexano foi filtrado e destilado em um evaporador rotatdrio,
obtendo assim o extrato hexanico (EH). Esse processo foi realizado 6 vezes. O extrato etanolico
(EE) foi obtido da mesma forma que o EH, onde ao material vegetal remanescente da extragao
com hexano foram adicionados 1,2 L de etanol e o processo de extracao foi repetido 6 vezes.
Os extratos foram liofilizados para remogao residuos de agua. A Figura 15 mostra o esquema

de preparo o material.

Figura 15- Fluxograma de preparo dos extratos.

550 g de cascas

R w— 13T, e ctancl

Extrato hexanico (EH) Extrato etanoclico (EE)

Fonte: O autor



47

Através da extragdo liquido-liquido foram obtidas as fragcdes com solventes de
polaridade crescente. Para isto, foram utilizados 100,15 g do EE das cascas da C. bakeriana
onde foi adicionado 500 mL de uma solu¢do metanol:agua (9:1). A solugdo foi filtrada e
transferida para um funil de separacao, onde foi feita a extragdo com diclorometano (250 mL),
O solvente foi evaporado no evaporador rotatdrio a pressao reduzida com banho a 40 °C. O
processo foi repetido 5 vezes, obtendo assim, a fragao diclorometano (FD).

Posteriormente foi feita a extragao com acetato de etila, obtendo a fracao acetato de etila
(FAE), o processo foi 0 mesmo realizado para a FD. A fragdo metanol:agua remanescente foi
concentrada e solubilizada em 4gua e na sequéncia adicionado o n-butanol. O processo de
extracdo foi repetido obtendo a fragdo n-butanol (FB) e a fracdo aquosa (FA). As fragdes foram
submetidas ao liofilizador para a remog¢ao de agua. A figura 16 traz um esquema do preparo das

fracoes.

Figura 16 - Preparo das fragdes via extrag¢ao liquido-liquido.

Extrato etandlico (EE)

Solubilizado em
metanol:agua (9:1)
Fracdo

250 mL de diclorometano (FD)

diclorometano

Fracdo
hidrometanélica

—— Fracdo acetato
de etila (FAE)

N

250 mL de acetato
de etila

)
Concentrado e
ressuspendido
en agua

Fragao
~ " n-butanol (FB)

250mL de n-butanol

Fragdo aquosa
(FA)

Fonte: O autor

4.3 Prospeccao fitoquimica

A prospec¢ao fitoquimica foi realizada a fim de estabelecer as possiveis classes de
compostos presentes nos extratos e fragdes. Foi utilizada cromatografia em camada delgada
(CCD) onde as amostras desenvolvem pela cromatoplaca e posteriormente, sao usados

reveladores quimicos caracteristicos para as principais classes de compostos presentes no
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metabolismo das plantas. As placas de CCD utilizadas foram de silica gel 60 com indicador de
fluorescéncia (UVas4) e 0,20 mm de espessura (Macherey-Nagel). Para realizacdo da
prospeccao, os extratos e as fracdes foram solubilizados em metanol com concentracao de
1 mg mL! e utilizadas duas fases moveis como eluente, uma composta de hexano:acetato (5:1)
(fase utilizada apenas para o EH) e a outra fase, composta por acetato:metanol (5:1) e 0,5 mL
de 4cido formico, que foi usada para o EE e para as demais fragdes. Os reveladores utilizados
sao listados a seguir, todos foram preparados segundo as metodologias propostas por Wagner

e Bladt (1996).

4.3.1 Reveladores para flavonoides

NP/PEG: foram preparadas duas solugdes, uma solugdio 1% (m v!) de
difenilboriloxietilamina (NP) e uma solu¢do de 5% polietilenoglicol-4000 (PEG4000) em
etanol. Posteriormente foram misturados 10 mL de solugdo de NP ¢ 8 mL da solucao de
PEG4000, o revelador foi borrifado sobre a placa e o aparecimento de manchas coloridas sob a

luz ultravioleta indica a presenca de flavonoides.

4.3.2 Reveladores para alcaloides

TIodocloroplatinado: foram preparadas duas solugdes, uma solugdo 5% (m v'!) de 4acido
hexacloroplatinico em agua e uma solucido de 10% (m v'!) de iodeto de potassio em 4gua. A
seguir foi misturado 1,0 mL da solu¢do de acido hexacloroplatinico e 9,0 mL da solugdo de
iodeto de potassio, juntamente com 10 mL de agua destilada. O revelador ¢ borrifado sobre a

placa e o aparecimento de manchas marrons indica a presenca de alcaloides.

Dragendorff: foram preparadas duas solugdes, denominadas A e B. A solugdo A foi
preparada dissolvendo 0,85 g de nitrato de bismuto em 10 mL de 4cido acético e em seguida
foi adicionado 40 mL de agua destilada sob aquecimento. A solu¢do B foi preparada
dissolvendo 8,0 g de iodeto de potassio em 30 mL de dgua destilada. As duas solu¢des foram
misturadas em proporgdes iguais para o preparo de uma solugdo estoque; dessa solugao estoque
foi retirado 1,0 mL e adicionado 2,0 mL de 4cido acético glacial e 10 mL de dgua destilada. O
revelador € borrifado sobre a placa de CCD e o aparecimento de manchas de cor laranja indica

a presenca de alcaloides.
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4.3.3 Reveladores para antraquinonas, antronas e cumarinas

KOH: foi preparada uma solugio de hidréxido de potassio 5% (m v'") em etanol. O
revelador ¢ aplicado sobre a placa de CCD, o aparecimento de manchas vermelhas indica a
presenga de antraquinonas. Ja a presenca de antronas ou cumarinas ¢ evidenciada com o auxilio
de luz UV, onde o aparecimento de manchas amarelas indica a presenca de antronas e azuis a

de cumarinas.

4.3.4 Reveladores universais (Terpenos, esteroides, saponinas, agucares, fendis, taninos,

flavonoides

Liberman-Burchard: foram adicionados 5,0 mL de acido sulftrico e 5,0 mL de anidrido
acético em 50 mL de etanol absoluto, a solugdo foi preparada sob banho de gelo. O revelador ¢
borrifado sobre a placa de CCD e a placa ¢ aquecida por 5 a 10 minutos, com temperatura de
100 °C. O aparecimento de manchas coloridas indica a presenga de compostos das classes
citadas.

Sulfato cérico: foi dissolvido 2,1 g de Ce(S0O4)2.5H20 em 15 mL de 4cido sulftirico
concentrado e depois foram adicionados 800 mL de 4dgua destilada (CHAVES, 1997). A solugao
¢ aplicada sobre a placa de CCD e o aparecimento de manchas marrons indica a presenca de
compostos das classes citadas.

Vanilina sulftrica: foram preparadas duas solugdes, uma solucdo 1% (m v'!) de vanilina
em etanol (solugdo A) e uma solugdo 5% (v v'!) acido sulfirico em etanol (solugdo B). A
solucdo A ¢ borrifada na placa seguida da solucao B, a placa ¢ aquecida por 5 a 10 minutos,
com temperatura de 100 °C; o aparecimento de manchas coloridas indica a presenca de

compostos das classes citadas.

4.4 Analises biologicas

4.4.1 Andlise inibitoria das enzimas a-amilase e a-glicosidase e inibicdo da glicacdo

Todas as analises de inibicdo enzimatica, assim como as analises de inibi¢do de glicagao

e as atividades antioxidantes pelos métodos DPPH*® e Orac, foram realizadas no Laboratério de
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Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Biotecnologia da UFU, com a colaboracao do

professor Dr. Foued Salmen Espindola.

4.4.1.1 Inibicdo de a-amilase

A analise de inibicdo de a-amilase foi feita através do método cinético (Gal-G2-a-CNP)
modificado. Neste método ¢ utilizado o substrato a-(2-cloro-4-nitrofenil)-f-1,4-
galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2-a-CNP) e uma fracao enriquecida da enzima o-amilase
(f-AS) (DA SILVA SANTOS et al., 2012; GOUVEIA et al., 2013).

O preparo da f-AS foi realizado a partir da coleta de saliva humana pelo método do cuspe,
a saliva coletada foi armazenada por 48 horas a 20 °C (parecer do comité de ética n.° 407.597).
ApOs esse prazo, a saliva foi descongelada e centrifugada a 1200 xg pelo tempo de 1 minuto a
20 °C. O sobrenadante foi entdo fracionado em uma coluna de troca idnica QSepharose; a fase
mével utilizada foi um tampao contendo 50 mmol L™ de Tris-HCI (pH 8,0), 10 mmol L! de
EDTA e 10 mmol L™! de EGTA. O volume de exclusio da coluna de Q-Sepharose foi dialisado
em tampdo de bicarbonato de aménio (50 mmol L', pH 7,0), liofilizado e solubilizado em
50 mmol L' de tampao 4cido 2-(N-morfolino)-etanossulfonico (MES), contendo 5 mmol L™
de cloreto de calcio 140 mmol L™ detiocianato de potassio e 300 mmol L' de cloreto de sédio
(pH 6,0).

As amostras de extratos e fra¢cdes foram solubilizadas em DMSO:4gua (1:1) e incubadas
com a f-AS numa propor¢ao de 1:10, o periodo de incubacdo foi de 30 minutos a temperatura
de 37 °C. A reagdo foi iniciada pela adicdo de 320 pL do substrato GAL-G2-aCNP
(12 mmol L) e os valores de absorbancias foram medidos a 405 nm, durante 3 mim, com
intervalo de 1 mina 37 °C. O controle foi realizado substituindo os extratos e fragcdes por tampao
MES. Como controle positivo foi utilizada a acarbose. Os ensaios foram feitos em duplicata e
o resultado foi apresentado como porcentagem de inibicdo da a-amilase; o resultado foi
calculado através da equagdo 1. As equacdes 2 e 3, determinam a atividade enzimética em

Uml! e em % respectivamente, ambas foram usadas para calcular a inibi¢do na equacio 1.

Inibicao a — amilase (%) = 100 — (atividade de a — amilase em %) equagéo 1

(AA.bS)Vf.Fd
Atividade de a — amilase Uml™! = | m‘(”VSI equacao 2
Atividade de a — amilase (%) = Wamostra) 4 equagdo 3

(A contole) *
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Onde: A44bs/min = [(Abs3-Absi)/2] ¢ a diferenca de absorbancia por minuto
(Abs = absorbancia; 1 e 3 = minutos); Vr¢é o volume total da reacdo (328 uL); Vs € o volume de
amostra (extratos, fracdes e enzima a-amilase, 8 pul); Fd ¢ o fator de diluicdo da saliva (50); &
¢ o coeficiente de absortividade do 2-cloro-p-nitrofenol; / ¢ o comprimento do percurso da luz
(0,97); A controle ¢ a atividade da a-amilase e A amostra ¢ a atividade da a-amilase na presenca
dos extratos e fracdes.

Também foi determinado o valor de Clso, que ¢ a concentracdo minima de amostra
necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica. Para isso foram usadas concentragdes de
30,0; 10,0; 5,5; 3,0; 1,0; 0,55; 0,33 ¢ 0,1 mg mL™! de amostra. Com os valores obtidos foi
tracado um grafico de porcentagem de inibi¢do versus concentragao e, através da equacdo da

reta, foi possivel obter o valor de Clso.

4.4.1.2 Inibi¢do de o-glicosidase

Para analisar a inibi¢do de a-glicosidase foi utilizado o método modificado com o
substrato 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG) e uma fragdo enriquecida de a-glicosidase
f-AG (Sigma Aldrich 1-1630) (TOMA et al., 2014). Para a preparagdo da f-AG, foram
dissolvidos 200 mg de po6 cetonico de intestino de rato em 3 mL de solugdo aquosa de cloreto
de sodio (0,9 m v'!). A solugio foi centrifugada a 1200 xg por 30 minutos e o sobrenadante foi
utilizado no ensaio. As amostras a serem testadas foram dissolvidas em DMSO:4gua (1:1) e
foram incubadas com a f-AG e 1,5 mmol L' de glutationa reduzida, diluida em tampao fosfato,
(50 mmolL!, pH 6,8) durante 20 min a 37 °C. A reacdo se iniciou com a adi¢io do substrato
p-NPG (4 mmol L) em tampio fosfato de sédio (50 mmol L', ph 6,8), foram entio medidos
valores de absorbancia em 405 nm, durante 30 minutos em intervalos de 5 minutos, a 37 °C. O
controle dos testes foi realizado utilizando somente o tampao fosfato e, para controle positivo
foiutilizado, a acarbose. Para a determinacao do Clso foram utilizadas as mesmas concentragdes
que nos testes da a-amilase. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. Para esse teste a

porcentagem de inibi¢do ¢ calculada através da equagao 4.

ASC controle—AS amostra

inibicao de o — glicosidase = ( ) .100 equacgdo 4

ASC controle

Onde: ASC controle ¢ a area sob a curva na auséncia dos extratos e fragoes, e ASC amostra

¢ a area sob a curva na presenga dos extratos e fragdes.
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4.4.1.3 Inibigao de glicagdo

Para este ensaio, as amostras foram primeiramente diluidas em DMSO:agua (1:1) e
adicionadas a albumina sérica bovina (BSA) com concentragio de 50 mg mL™! e solucdo de
frutose 1,25 mol L!; todas solugdes foram diluidas em um tampao fosfato (200 mmol L™, pH
7,4). Posteriormente a mistura foi incubada por 72 horas a 37 °C, na auséncia de luz. Apds o
periodo de incubagio, foi adicionado 1,6 mL de 4cido tricloroacético 20% m V! em cada
amostra. As amostras entdo foram centrifugadas a 1000 xg por 10 minutos e o pellet foi
ressuspendido em 1,6 mL de tampdo fosfato (200 mmol L', pH 7,4). A BSA possui uma
fluorescéncia especifica conforme ela se liga a frutose, essa redu¢do na fluorescéncia foi medida
em espectrofluorimetro (350 nmex)/420 nmeem)) (Perkin-Elmer LS 55, Massachusetts, USA)
(HARSHA, LAVELLI, SCARAFONI, 2014). Como controle, os testes foram realizados
substituindo a frutose pelo tampao fosfato e as amostras por DMSO, e para controle positivo
foi utilizado a quercetina. Para a determinagdo do Clsp foram utilizadas as mesmas
concentragdes que nos testes da a-amilase. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. A

porcentagem de inibi¢do foi calculada através da equagao 5:

(IF amostra—I branco)

IG (%) = 100 — [ 100] equacio 5

(IF controle—IF branco)

Onde: IF amostra a intensidade de fluorescéncia na presenca dos extratos e fragdes, IF
branco a intensidade de fluorescéncia na auséncia de frutose ¢ extratos e fragoes, e IF controle

a intensidade de fluorescéncia na auséncia de extratos e fragoes.
4.5 Atividade antioxidante
4.5.1 Método do sequestro do DPPH*

Para a determinar a atividade antioxidante dos extratos e fracoes, foi utilizada a
metodologia proposta por Yildirim, Mavi e Kara (2001), modificada utilizando o radical livre
2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH). As amostras foram solubilizadas em DMSO e a reagdo
foi iniciada adicionando 250 pL das amostras em 750 uL de uma solugdo metandlica do radical
DPPH (0,06 mmol L). A mistura foi incubada por 20 minutos, na auséncia de luz, a 30 °C.

Apos o periodo de incubagdo, a queda na absorbancia em 517 nm foi entdo medida com o
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auxilio de espectrofotometro (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA). Para a realizagdo do
branco, substitui-se a solu¢ao do radical DPPH por metanol e o 4cido ascorbico foi usado como
controle positivo. Todos os ensaios, assim como os de Clso foram realizados em duplicata. Para
calcular a atividade antioxidante (AA), que nesse caso corresponde a quantidade de radicais

DPPH eliminados foi utilizado a equagao 6:

[Abs controle—(Abs amostra—Abs branco)

AA (%) = 1.100 equagio 6

Abs controle

Onde: Abs controle ¢ a absorbancia da solugao metanolica do radical DPPH, Abs amostra

¢ a absorbancia da mistura (DPPH + amostra), Abs branco é a absorbancia do branco.

Para a obtencao do Clso, foram utilizadas diferentes concentracdes das amostras a fim de

se obter a concentrag¢do que sequestra 50% do radical DPPH®.
4.5.2 Método do sequestro do radical de oxigénio ORAC

O método ORAC (do inglés oxygen radical absorbance capacity), consiste na inibi¢ao
da oxidagdo induzida pelo radical peroxil, iniciada pela decomposi¢do térmica do composto
2,2’-azobis-(2-amidinopropano)-di-hidrocloreto (AAPH) (PRIOR et al., 2003), utilizando a
fluoresceina como sonda fluorescente. A perda de fluorescéncia com o passar do tempo €
avaliada na presenca e auséncia de compostos antioxidantes. Para isso, foram preparadas
solugdes das amostras a serem avaliadas em DMSO:agua (1:1), em concentracdo de
20 ug mL!. Todos os reagentes foram preparados em tampdo fosfato (75 mmol L™, pH 7,4).
Uma aliquota de 25 pL de cada amostra foi adicionada a 250 pL de fluoresceina (0,085
mmol L) e entdo foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente
adicionou-se 30 uL. de AAPH as amostras para que se desse inicio a reagdo. A intensidade de
fluorescéncia foi medida a 37 °C em um espectrofluorimetro, com excitagdo (ex) a 485 nm e
emissao (em) a 528 nm, sendo verificada a cada 1 min e 30s durante 90 min. A perda da
fluorescéncia foi medida calculando a area sobre a curva de decaimento da fluorescéncia da
amostra pelo tempo, comparada com uma amostra sem antioxidante. A capacidade antioxidante
foi determinada a partir da curva analitica construida com concentra¢des conhecidas do acido
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico  (Trolox). O branco foi realizado

substituindo as amostras por tampao fosfato e o acido ascorbico foi utilizado como controle
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positivo. Todas as analises foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos como

umol equivalente de Trolox por grama de amostra.

4.6 Analise por espectrometria de massas

Como o EE e as fragdes FD, FAE e FB obtiveram resultados bioldgicos promissores
para algumas das analises feitas neste trabalho, e como também nao ha na literatura um trabalho
com uma identificagdo dos compostos quimicos presentes nos extratos das cascas desta espécie,
o extrato e as fragdes foram submetidos a uma andlise de espectrometria de massas (EM), para
analisar a composi¢ao quimica das cascas.

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia hifenado ao espectrometro de
massas (CLAE/EM), foram realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU), em um CLAE (marca
Agilent modelo Infinity 1260) hifenado ao espectrometro de massas de alta resolugao do tipo
Q-TOF, da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizagdo por electrospray (BEN
SAID et al.). Os parametros cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Poroshell; 2.1 mm
de diametro interno; 10 cm de comprimento; particulas de 2,7 um. A fase modvel: agua
acidificada com &cido formico (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 parametros de ionizag¢do foram: pressao
do nebulizador de 20 psi; gas secante a 8L/min a uma temperatura de 220 °C, e no capilar foi
aplicado uma energia de 4,5KV.

Foram entdo obtidos espectros em alta resolugdo no modo negativo e os espectros de
massas sequencial (EM/EM) em diferentes energias de colisdo. Com os valores de m/z (razao
massa carga) obtidas nos espectros e seus respectivos espectros de fragmentagao, foi possivel
propor a estrutura para alguns compostos presentes no extrato e nas fragdes. As possiveis
estruturas foram propostas comparando os valores de m/z obtidos em alta resolucdo e os
espectros de fragmentacdo com trabalhos encontrados na literatura, em bibliotecas online como
o Metlin e bancos de dados (Chemspider, Pubchem e Massbank). Além disso, também foi
levado em consideragao a equivaléncia de duplas, regra do nitrogénio e o erro em ppm do m/z
em alta resolucdo (equacdo 7), com valores de erro aceitos entre 0 a + 5 ppm. Para o calculo do

erro, a massa teorica considerada foi baseada nos valores obtidos pelo software ChemDraw®.

E _ (massa experimental-massa exata

opm ) x10° equacdo 7

massa exata
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimentos dos extratos

O preparo dos extratos ¢ uma etapa importante no estudo da quimica de produtos naturais,
pois um bom rendimento possibilitard um melhor estudo dos metabolitos da planta e também
das atividades que serdo testadas posteriormente. A extracdo foi realizada por maceragdo ¢ a
escolha de preparar primeiramente o extrato hexanico ¢ para a retirada de substancias com
carater apolar como clorofilas. Posteriormente, a escolha pelo etanol se da pela sua capacidade
de extracdo de diferentes classes de metabdlitos (MEDEIROS, KANIS, 2010). A Tabela 8
mostra o rendimento dos extratos preparados. Como esperado, a extracdo com etanol foi mais

efetiva, tendo um maior rendimento que a extragdo com hexano.

Tabela 8 — Rendimento dos extratos das cascas da Cassia bakeriana.

Massa das cascas (g) Extrato Massa de extrato Rendimento
obtido (g)
550 Hexanico 4,6 0,8%
Etanolico 137,3 25,0%

Outra etapa importante € o fracionamento através da extracdo liquido-liquido, essa etapa
proporciona uma primeira separagdo dos compostos por afinidade aos solventes utilizados na
extracdo, facilitando assim a separagao dos compostos. A Tabela 9 apresenta os rendimentos

obtidos para as fragdes a partir de 100,15 g do EE.

Tabela 9 — Rendimentos das fracdes obtidas por extracdo liquido-liquido.

Fracao Massa obtida na Fracao (g) Rendimento (%)
FD 9,5 9,5
FAE 33,8 33,7
FB 31,9 31,9
FA 14,3 14,3
Total 89,9 89,8
Material particulado no 5,2

papel de filtro
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As fragdes mais polares foram as que apresentaram maiores rendimento, n-butanol (FB)
e acetato de etila (FAE), indicando que a planta possui mais compostos com caracteristicas
polares, porém o etanol ainda foi capaz de extrair compostos com menor polaridade ja que a
fracdo diclorometano apresentou um rendimento, em torno de 10%. Outro fator dessa maior
quantidade de compostos polares, ¢ a retirada de parte dos compostos apolares pela primeira

extragdo com hexano.

5.2 Prospeccao fitoquimica

Como ja mencionado a prospeccao fitoquimica permite verificar as possiveis classes de
metabolitos presentes nos extratos e fracdes, com o intuito de facilitar as analises que serao
feitas na sequéncia, visando a separagao dos metabolitos. A Tabela 10 traz os resultados obtidos

para a prospecgao realizada.



Tabela 10 - Prospecc¢do fitoquimica dos extratos e fragdes das cascas de Cassia bakeriana.
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Flavonoides Alcaloides Antraquinonas,

Antronas, cumarinas

Terpenos, esteroides, saponinas, acuicares,

fenois, taninos, flavonoides

Amostras

NP/PEG Iodocloroplatinado ~ Dragendorff KOH Liebermann- Sulfato  Vanilina

Burchard Cérico  Sufurica

EH - - - - + +++ ++
EE + - - + ++ ++ ++
FD + - - ++ + ++ -+
FAE + - - - ++ ++ +++
FB + - - - + + et
FA - - - - - - -

Nota: —: ndo identificado, ++: intenso, +++: muito intenso.
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Conforme mostrado na tabela, nenhum extrato ou fra¢do indicou a presenca de
alcaloides. Para flavonoides, somente O EH e a FA apresentaram resultados negativos, o que
era esperado para o FH com caracteristica de extrair substancias apolares e no caso FA por
extrair substancias muito polares. Todas as fracdes foram reveladas ao serem expostas na
camara de UV em 365 nm. O EE e as fracdes apresentaram uma mancha laranja com mesmo
RF; as FD e FAE apresentaram também uma mancha de cor azul; e a FD além dessas duas
manchas, apresentou uma outra mancha laranja, indicando assim que ha pelo menos 3
flavonoides diferentes presentes.

No teste com KOH a CCD apresentou uma mancha rosa no EE e na FD, sendo que na
FD a mancha se mostrou mais intensa. Manchas rosa com KOH indicam a presenca de
antraquinonas o que era um resultado esperado, uma vez que no trabalho realizado por Cunha
e outros (2017) foi isolada a antraquinona reina (20). As outras fragdes apresentaram somente
um rastro com coloragdo levemente marrom.

A vanilina sulfurica para o EH apresentou manchas roxas e azuladas e para todas as
outras fracdes, com excecao da FA, apresentaram manchas rosas bastante intensas por toda a
plaquinha, indicando a presenga de proantocianidinas.

O sulfato cérico para o EH apresentou manchas com diferentes tons de marrom, e com
boa intensidade. J& para as demais fragdes apresentaram manchas marrons, porém bem menos
intensas e por se tratar de um revelador mais geral, esse resultado indica que algumas das classes
mencionadas na tabela podem estar presentes nos extratos e fragdes. A FA nao revelou com
sulfato cérico.

Para o revelador Liebermann-Burchard a CCD apresentou manchas marrons e roxas
para o EE e para a FAE, ja para as FD e FB somente manchas marrons. O EH apresentou
manchas marrons claras e uma mancha azul, também bastante clara. A FA ndo revelou com

este revelador.

5.3 Atividades biologica

5.3.1 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos e fragdes foram avaliadas por dois métodos: o

método do DPPH e pelo método ORAC.
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O método DPPH se baseia na capacidade de um possivel antioxidante neutralizar o
radical livre estavel 1,1-difenil-2-picril-hidrazil. Este radical possui colora¢do purpura ou
violeta-escuro, variando de acordo com o solvente utilizado (normalmente se utiliza metanol
ou etanol, nesse experimento foi utilizado metanol) e conforme o radical ¢ neutralizado, ele
perde sua coloragdo passando para violeta claro ou amarelo palido. Desta forma ¢ possivel
avaliar a neutralizacdo desse composto, monitorando a perda de coloragdio com um
espectrofotometro UV/visivel. A neutralizagao ocorre através da doacao de um elétron ou um
hidrogénio pela substancia antioxidante (OLIVEIRA, 2015). A figura 17 mostra a reagao do

DPPH por transferéncia de hidrogénio.

Figura 17 - Reagdo entre o DPPH® ¢ uma substancia antioxidante.

2,0 0,0

+ AH — NH + A-
O,N NO, O,N NO,

NO, NO,

Fonte: adaptado de Oliveira (2015)

Ja no método ORAC, o composto di-hidrocloreto de 2,2’-azobis-(2-amidinopropano)
(AAPH) se decompde termicamente em radicais livre peroxil que, na presenca de oxigénio,
gera os radicais livres que sdo capazes de interagir com substancias fluorescentes; a queda na
fluorescéncia indica a presenca desse radical, (nesse experimento foi utilizado a fluoresceina).
Sendo assim, na presenca de substancias antioxidantes, o radical reage com o antioxidante e
ndo se observa a queda da fluorescéncia (LITESCU et al., 2014). A figura 18 traz todas as
reagdes envolvidas no experimento, ¢ na Tabela 11 sdo mostrados os resultados obtidos para

ambos os métodos.



Figura 18 - Reagdes envolvidas no experimento ORAC

NH,
H,N N Ny 37°C
———> 2 UHNT Y + N

NH

NH, O NH, OH
0] + — .
HN)\ﬁ Al HN%\ﬁO oA

Nota: F = composto fluorescente; AH = composto antioxidante

Fonte: adaptado de Litescu (2014)

Tabela 11 — Avaliagao da atividade antioxidante pelo método ORAC e DPPH
para os extratos e fragdes das cascas da C. bakeriana.

Amostra ORAC DPPH (%) DPPH Clso
(nmol troloXeq Gamostra ) (ug mL™)

EH 1589,55 + 52,26 26,05 + 2,05

EE 4363,50 + 136,08° 95,15+ 0,49° 30,30 + 5,9
FD 4514,37 + 176,03° 93,30 +1,56° 26,50+ 1,17
FAE 4457,90 + 216,79° 93,30 +£0,57° 25,90 + 3,22
FB 4388,13 + 283,22° 94,05+ 0,49* 54,70 = 7,9
FA 2698,93 +293,49¢ 24,65 + 5,44 -

Ac. Ascérbico 2498,50 + 109,60° 97,87 £0,64° 4,07+ 1,21°

Nota: --: ndo avaliado; Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferenga estatistica

significativa (p < 0.05).
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Em relagdo a atividade antioxidante, com exce¢do do EH e da FA as demais amostras
apresentaram elevada atividade antioxidante. O método ORAC apresentou valores bem
superiores ao controle utilizado (acido ascorbico), onde a FD obteve um valor de 4514,37 umol
troloXeq Zamostra |, €nquanto o controle obteve 2498,50 pmol troloXeq Eamostra . J4 pelo método
do DPPH, o EE, FD, FAE e FB apresentaram percentual de inibicdo bem proéximos ao controle
sem diferenca estatistica significante com o controle. O EE, FD e FAE apresentaram valores de
Clso de 30,30; 26,50 € 25,90 ug mL™!, respectivamente e controle foi de 4,07 ug mL™!. Os valores
foram maiores que o controle, mas ainda promissores. O EH e a FA apresentaram baixo
percentual de inibi¢do, por isso o valor de Clso ndo foi determinado.

Os dois métodos utilizados para mensurar a capacidade antioxidante se baseiam em
quanto a amostra analisada consegue reagir com o radical, diminuindo assim a capacidade
oxidante dela. Os compostos fenodlicos sdo conhecidos por normalmente possuirem elevada
capacidade antioxidante, e essa capacidade esta ligada justamente ao grupo fenol. A hidroxila
ligada ao anel benzénico estabiliza a espécie formada apds o composto reagir com um radical,
pela prospeccao fitoquimica ¢ esperado a presenca de compostos fendlicos nas amostras que

tiveram os melhores resultados.
5.3.2 Inibicao de a-amilase e a-glicosidase

Foram avaliadas a capacidade de inibigdo frente a enzima a-amilase para os ambos os
extratos (EH e EE) e para todas as fragdes (FD, FAE, FB e FA). O método utilizado para
determinar a inibi¢do a-amilase foi pelo método cinético (Gal-G2-a-CNP) modificado,
utilizando como substrato o a-(2-cloro-4-nitrofenil)-p-1,4-galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2-
a-CNP) e uma fracao enriquecida da enzima a-amilase (f-AS).

Neste método o substrato Gal-G2-0-CNP ¢ hidrolisado pela acdo da enzima a-amilase
produzindo o composto colorido 2-cloro-4-nitrofenil e o fragmento f-1,4-
galactopiranosilmaltosideo (Gal-G2) (Figura 19). Assim, ¢ possivel verificar a inibi¢do da

enzima na auséncia da liberagcdo desse composto colorido através da medida da absorbancia.

Figura 19 - Reagdo entre a enzima a-amilase e o substrato Gal-G2-a-CNP.

0Gal-G2 Cl NO,
O,N Cl

HO
Fonte: adaptado de Liang e outros (2015)
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J& para a enzima o-glicosidase, foi utilizado o método modificado utilizando como
substrato o 4-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG) e uma fracdo enriquecida de o-
glicosidase. A enzima a-glicosidase ao entrar em contato com o substrato o hidrolisa em 4-
nitrofenol e a-D-glicose (Figura 20). O 4-nitrofenol ¢ um composto amarelado, assim a inibi¢ao
da enzima pode ser monitorada pela auséncia deste composto através da absorbancia. A Tabela

12 apresenta os resultados de inibi¢ao para as enzimas a-amilase e a-glicosidase.

Figura 20 - Reagdo entre a enzima a-glicosidase e o substrato p-NPG

OGli NO,
/©/ — > /©/ + D-Glicose
O,N HO

Fonte: adaptado de Eertmans e outros (2014)

Tabela 12 — Atividade inibitoria para as enzimas a-glicosidase e a-amilase para os extratos e
fracdes das cascas da C. bakeriana
Inibi¢io de  Clso (ug mL™')  Inibiciode  ClIso (ug ml")

a-amilase (%) a-glicosidase
(%)

EH 13,6 + 1,56 -- 34,99 + 2,99 -
EE 93,65+0,35°  4,15+0,21° 60,70 £ 3,84°% 556,05+ 41,51%
FD 71,15+ 1,63 2445+2,90° 43,18 + 2,87 -
FAE 94,00 + 1,13 1,05+ 021 61,56 +2,14%% 537,85+ 25,952
FB 91,15+0,35>  4,80+1,56*°  53,58£3,17% 632,10 +22,20°
FA 22,00 + 6,22° - 51,86 + 1,34 -
Acarbose 99,5 + 0,70° 0,05+ 0,012 74,40 + 0,85f 3,40 + 0,6°
Nota: --: ndo avaliado; Letras diferentes na mesma coluna apresentaram diferenca estatistica
significativa (p < 0.05).

Os melhores resultados obtidos foram para a inibi¢ao de a-amilase. A FAE foi a que
apresentou o melhor percentual de inibigdo, com valor préximo ao valor obtido pelo controle
utilizado (arcabose), seguidos pelo EE e pela FB. Além de ter o melhor percentual de inibigdo,
a FAE também foi a que mostrou o menor Clso entre todas seguida pelo EE e a FB, mas nao
havendo diferenga estatistica significante com o controle nos percentuais de inibicao e também

nos valores de Clso.
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Para a enzima a-glicosidase os resultados ndo foram tdo promissores quanto para a o-
amilase, apresentando os melhores valores de inibi¢do para a FAE e o EE, com o melhor valor
de Clso obtido também para a FAE.

Algumas espécies de Cassia ja tiveram seu potencial inibitério avaliado para as enzimas,

a Tabela 13 mostra algumas dessas espécies com os valores de Clso reportados para elas.

Tabela 13 — Clso para inibi¢ao das enzimas a-glicosidase e a-amilase por espécies de Cassia.

a-amilase a-glicosidase Parte da planta Referéncia

(ngmL™") (pgmL™)

C. abbreviata -- 600,00 casca do caule (SHAI et al., 2010)
C. angustifolia 228,00 170,53 semente (NANUMALA,
TULASI,
SUJITHA, 2015)
C. auriculata 149,60 134,90 semente (NANUMALA,
TULASI,
SUJITHA, 2015)
C. auriculata 182,75 200,06 botdo da flor (NAMBIRAIJAN et
al., 2018)
C. auriculata 249,30 232,05 flores (NAMBIRAIJAN et
al., 2018)
C. bakeriana 1,05 537,85 cascas Trabalho presente

Pelos os dados mostrados em relacao a inibi¢ao da enzima a-amilase, o EE e fracdes
das cascas da C. bakeriana apresentaram valores superiores a outras espécies de Cassia ja
reportadas. Ja para a enzima a-glicosidase a espécie apresentou valores proximos aos obtidos
por outras espécies do mesmo género.

Em relacao aos resultados apresentados para as folhas no trabalho de Da Costa Silva e
outros (2019), os resultados obtidos para as cascas foram melhores para a enzima a-amilase. O
melhor resultado para as folhas foi para o EE com 92,85% de inibicdo com Clso de 5,00
ug mL!, j4 para as cascas a FAE apresentou um percentual de inibicdo bem proximo de 94%,
com um Clso menor (1,05 ug mL™"). Em relagfio a a-glicosidase, os resultados foram inferiores
aos das folhas com melhor resultado para a FD das folhas com percentual de inibi¢ao de 57,20%

e Clso de 359,55 ug mL™!, enquanto para as cascas o melhor resultado foi novamente para a
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FAE com percentual de inibigdo proximo ao obtido para as folhas com 61,56%, porém um Clso
maior de 537,85 pg mL™".

Com esses valores obtidos, comparando com o controle utilizado ¢ com outros
reportados para o género, ou até mesmo os ja reportados pra espécie, € possivel afirmar que os
extratos das cascas da C. bakeriana possuem bom potencial como inibidor enzimatico para as

enzimas relacionadas ao diabetes, principalmente em relagdo a a-amilase.

5.3.3 Atividade de inibicao de glicacdo

A capacidade de inibicdo das amostras foi feita avaliando a capacidade dos extratos e
fragdes em inibir a glicagdo da frutose com a albumina sérica bovina (BSA). Esse estudo ¢ feito
com a BSA por possuir bastante similaridade com a albumina do soro humano. A frutose ¢
usada como glicante, pois ela ¢ sintetizada no corpo humano em 6rgaos onde a via do sorbitol
¢ ativa, como nas lentes oculares e em nervos periféricos. Além disso, em quadros de
hiperglicemia (diabetes), ha um acimulo de frutose nesses 0rgdos, assim como em vasos
sanguineos € em globulos vermelhos; além da glicacdo via frutose ser até 10 vezes mais rapida
do que pela glicose (WANG et al., 2011). A Tabela 14 mostra os resultados obtidos para os

extratos e fragdo.

Tabela 14 — Atividade inibigdo de glicacdo para os extratos e fracdes das cascas da C.
bakeriana.

Amostra Inibicio (%) Clso (ng mL™)
EH 27,15 +2,62° --
EE 79,45 + 0,64° 91,40 + 1,98°
FD 61,45 + 4,88 --
FAE 82,60 +3,11° 109,25 + 0,07°
FB 85,15 +2,47° 76,95 + 5,87
FA -- --
Quercetina 97,50 + 0,70° 12,30 + 2,404
Nota: --: ndo avaliado; Letras diferentes na mesma coluna apresentaram

diferenca estatistica significativa (p < 0.05).

As amostras que apresentaram maiores percentuais de inibi¢ao foram selecionadas para

determinagdo da Clso. As amostras que obtiveram os melhores resultados foram o EE e as FAE
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e FB, sendo que a FB teve a maior percentual de inibicdo com 85,15 %, com um valor de Clsg
de 76,95 ug mL!, valores um pouco abaixo do apresentado para o controle, porém ainda
promissores.

Muitos estudos tém relacionado a capacidade antioxidante de compostos fendlicos com
a capacidade de inibir a formacdo de AGEs, e alguns estudos mostraram que estes compostos
diminuem a concentracdo de glioxal ao impedirem a oxidacdo de lipidios, o que faz os
resultados obtidos in vitro serem promissores, uma vez que, tanto o EE como as fragdes tiveram
Otima atividade antioxidante. Além dessa associacdo com a capacidade antioxidante, esses
compostos também tém a capacidade de “capturar” os intermediarios de AGEs, principalmente
os mais comuns em humanos (glioxal e metilglioxial). Eles conseguem se ligar nesses
intermediarios com mais facilidade que a lisina e arginina, que sdo os aminoacidos que mais

comumente reagem no processo de glicacao (KHAN et al., 2020).

5.4 Identificacao dos metabolitos especializados

Foi realizada uma proposta para a identificacdo dos compostos presentes no EE e nas
fragdes FAE, FD e FB, através da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas com fonte de ionizagdo por electrospray (CLAE- IES-EM). O EE e
as fracdes foram escolhidos porque apresentaram as melhores atividades bioldgicas. Além
disso, nao ha descrito na literatura um trabalho mais completo de identificagao da composi¢ado
quimica das cascas da C. bakeriana. Foram obtidos espectros no modo negativo com os
respectivos valores de razao massa carga m/z € o erro em ppm atribuido para esses compostos.
A Tabela 15 mostra as propostas de identificacdo e a Figura 21 traz o cromatograma obtido em
alta resolucao do EE (1), da fragcdo diclorometano (2) e acetato de etila (3). Nos espectros estdo
identificados os picos referentes as substancias identificadas e o espectro da fragdao n-butanol
estard somente no material suplementar (juntamente com os espectros de EM/EM dos
compostos identificados), pois ndo apresenta nenhuma substancia nova em relagdo aos demais

espectros, € na Figura 22 estéa representada as estruturas desses compostos identificados.
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Figura 21 - Cromatogramas em alta resolu¢do no modo negativo do extrato etandlico (EE) (1),
da fracdo dicloromentano (FD) (2) e da fragdo acetato de etila (FAE) (3).
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Tabela 15 — Propostas de identifica¢do do extrato etandlico e das fragdes das cascas da Cassia bakeriana.

tR(min) [M-H] Massa Erro Fragmentos MS? Férmula Composto Fracéo Referéncias
exata (ppm) molecular
0,706 377,0857  377,0856 0,26 5eV: 341,179,161, Ci2H22011 Sacarose + Cloro (I) EE, FD, (DARTORA et al., 2011)
119,113, 101 FAE
0,706  341,1092 341,1084 234  5eV: 179,161,143, Ci2HaOn Sacarose (II) EE,FD, (SMITH etal., 2005; JIN et al.,
131,119, 113, 101 FAE, FB 2018)
4,104 577,1352  577,1351 0,17 10eV: 451, 425, C30H26012  (epi)catequina-(epi)catequina (III) EE, FAE, (DE SOUZA etal.,2008; TALA
407, 289, 245, 125 FB etal., 2013; GE et al., 2016a)
4,604 1105, 1105, -1,45 20eV: 849, 815, CeoHs0021  (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina- EE (GE et al., 2016a)
2756 2772 561, 543,425,407 (epi)afzelequina-
289,271, 164, 125 (epi)catequina (IV)
5.034 561,1403  561.1402 10 eV: 435, 407, C30H26011  (epi)afzelechin-(epi)catechin I (V) EE, FD, (GU et al., 2003a; COSTA
289,271, 245, 164, FAE, FB SILVA etal., 2019)
125
5,170 289,0719  289,0718 1,38 10 eV: 271, 245, Ci5H1406 (epi)catequina (VI) EE, FD, (ABU-REIDAH et al., 2015b;
221,205, 203, 179, FAE, FB BEN SAID etal., 2017; DA
165, 151, 137, 125, COSTA SILVA etal., 2019)
109
5,336 545, 1450  545,1453 0,55 5eV:419,409,391, CsoH26010 (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina I EE, FD, (GE etal., 2016a; DA COSTA
312,273,271, 164, (VID) FAE, FB SILVA etal., 2019)
125
5,517 817,2145  817,2138 0,85 15eV: 681, 561, C45H38016  (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina- EE, FD, (GE et al., 2016a)
543,419, 289, 273, (epi)afzelequina I (VIII) FAE, FB

271, 164, 125
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5,669 545,1450  545,1453 1,10 5eV: 419,409,289, CsoH26010  (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina EE, FD, (GE etal., 2016a; DA COSTA
287,273,271, 164, 11 (IX) FAE, FB SILVA etal., 2019)
125
5,669 273,0777  273,0768 3,29 5eV: 255,229,205, CisHi40s (epi)aflzelequina (X) EE, FD, (SMITH et al., 2005; SOBEH et
189, 187, 137 FAE,FB al,2018; DA COSTA SILVA et
al., 2019)
5,816 817,2144  817,2138 0,73 15:eV: 543, 289, C45H38015  (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina- EE, FD, (GE et al., 2016a)
273,271, 164, 125 (epi)afzelequina III (XI) FAE, FB
6,002 1089,2818 1089,2823 0,46 15eV: 951, 833, CeoHs0020  (epi)aflzelequina-(epi)afzelequina- EE, FAE (GE et al., 2016a)
815, 543, 407, 289, (epi)aflzelequina-(epi)afzelequina
271, 164, 125 (XII)
6,157 833,2083  833,2087 -0,48 15 eV: 543, 289, C45H38016  (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina- EE, FD (GU et al., 2003b; DE SOUZA
273,271, 164, 125 (epi)catequina (XIII) et al., 2008; GE et al., 2016a;
DA COSTA SILVA et al., 2019)
6,164 543,1297 5eV: 273,271 N.I FB
6,197 609,1480 25eV: 446, 283, 255 N.L FB
6,240 243,0677 - 15eV: 201, 173, 159 N.L FD
6,316 545,1456 545,1453 0,55 5eV:419,409,312, CsoH26010  (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina EE, FAE (GE etal., 2016a; DA COSTA
273,271,164, 137, I (XIV) SILVA et al., 2019)
125
6,382 817,2139 817,2138 0,12 15 eV: 543, 419, C45H38016  (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina- EE, FAE, (GE et al., 2016a)
409, 289, 273, 271, (epi)afzelequina III (XV) FB
164, 125
6,490 505,2107 15eV: 463, 331, N.I FD
273,257, 161
6,523 555,1721 15eV 289 N.L FD




6,552  671,2072 15¢V: 443,315, NI EE, FD, FB
289,273, 271, 255,
231
6,582 561,1400 561,1402 -0,36 10eV: 435, 407, C30H26011 (epi)aflzelequina-(epi)catequina II EE, FAE (GU et al., 2003b; DA COSTA
289, 271, 245, 164, (XVD) SILVA et al., 2019)
125
6,706 287,0567 287,0561 2,1 5eV: 259, 243, 201, Di-hidrocanferol (XVII) FD (MBAKIDI-NGOUABY et al.,
151,125 2018)
6,801 525,1368 SeV: 231 N.L EE, FD,
FAE, FB
6,985 545,1464 545,1453 2,01 5eV:419,409,312, CsoH26010  (epi)aflzelequina-(epi)aflzelequina EE, FD, (GE etal., 2016a; DA COSTA
273,271, 164, 149, IV (XVIII) FAE SILVA etal., 2019)
137,125
7,417 447,0923  447,0933 -2,24 25eV: 284,255, C21H20011 Canferol-hexoside (XIX) EE, FD, (ABU-REIDAH et al., 2015b;
227,151 FAE, FB COSTA SILVA etal., 2019)
8,804 285,0411  285,0405  -2,10 25eV: 255, 239, Ci5H1006 Canferol (XX) FD (SMITH et al., 2005; ABU-
227,211, 187, 145, }S{g\?ilgtilfliozlgl)sa; cosTA
135,117, 108
407, 0751 20eV: 271, 258, N.L FD
244,227,
10,402 283,0249  283,0248 0,35 10eV: 239, 211, 183 CisHsOs Reina (XXI) FD (SMITH et al., 2005; CUNHA et
al., 2017; DA COSTA SILVA et
al., 2019)
13,415  591,4102 5eV: 546, 471, 453, NI EE, FAE

397,379

Nota: EE extrato etanolico; FD fraciao diclorometano; FAE fracio acetato de etila; FB fracao n-butanol; NI: nao identificado
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Figura 22 - Compostos identificados no EE, e nas fragdes FD, FAE e FB das cascas da Cassia

bakeriana
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Fonte: O autor

Tanto o EE quanto as fragdes mostraram uma predominancia de taninos condensados,
mais especificamente proantocianidinas. Foi identificado uma série desses compostos na forma
de dimeros, trimeros e tetrameros. Era esperado o aparecimento de compostos dessa classe, pois
na prospec¢ao fotoquimica ao revelar com a vanilina sulfirica houve o aparecimento de
manchas rosas, que sdo caracteristicas desse tipo de classe.

Os compostos dessa classe apresentaram fragmentacao semelhante, assim sera melhor
explicado a fragmentacdo para o dimero formado por duas unidades de (epi)catequina (IIT) (m/z
577, 1352), e as fragmentagdes para todas as proantocianidinas identificadas estdo
representados na Figura 23.

A quebra da ligacao entre as duas unidades de proantocianidinas formam os fragmentos
m/z 289 e 287, nesse experimento o fragmento m/z 287 ndo foi observado, mas para outras
proantocianidinas a formag¢ao desse fragmento foi observada, por exemplo o fragmento m/z 271
obtido a partir do dimero de (epi)afzelequina m/z 545.1450 (VII). O fragmento m/z 425 ¢
formado por um mecanismo de retro Diels-Alder (RDA) no anel C, a partir do fragmento 425,
com a perda de uma molécula neutra de agua (H20), ha a formagado do fragmento m/z 407. Os

fragmentos m/z 451 e 125 sdo formados a partir de um mecanismo de heterocyclic ring fission
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(HRF), primeiro ocorre a quebra da ligacdo C-O no anel C e posteriormente ocorre uma
migracdo de H e a quebra da ligagdo entre os carbonos C4 e C5. O fragmento m/z 245 ¢ formado
a partir do fragmento m/z 289, com a liberagdo de um enol neutro (C:H40) (DEMARQUE et
al., 2016; GE et al., 2016b; DE MOURA MARTINS et al., 2020).
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Figura 23 - Proposta de fragmentag@o para as proantocianidinas identificadas nas cascas da C. bakeriana.
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Outra classe de compostos que era esperada pela prospecc¢ao fotoquimica e que também
foi identificada, foi a dos flavonoides. A fracdo diclorometano foi a que teve maior presenga
desses compostos, o que também era esperado pois na prospeccao foi a fragdo que mais revelou
para essa classe. Os flavonoides identificados foram o canferol (XX) (m/z 285,0411), o di-
hidrocanferol (XVII) (m/z 287,0567) e o canferol-hexosideo (XIX) (m/z 447,0923). O canferol
foi isolado nas folhas no trabalho por Da Costa Silva e outros (2019).

Vale ressaltar que por (—)-IES-EM/EM nao foi possivel distinguir se o composto com
m/z 447,0923 se tratava do canferol-hexosideo ou da luteolina-hexosideo que sdao isdmeros de
posi¢do, porém, como no extrato e fracdes foi identificado a aglicona canferol além de ter sido
isolado nas folhas, foi adotado o m/z 447, 0923 como canferol-hexosideo.

Em relagdo a fragmentacdo do di-hidrocanferol (XVII), o fragmento m/z 259 ¢ formado
a partir de um mecanismo de descarboxilagdo com a liberacdo de uma molécula neutra de
monoxido de carbono (CO). O fragmento 243 ¢ formado a partir da liberagdo de um enol neutro
(C2H40), onde primeiramente ocorre a quebra da ligagdo C3-C4 do anel C promovendo a
abertura do mesmo, apoOs essa abertura a condensacdo dos trés anéis ¢ favorecida com a
liberacao do enol. O fragmento m/z 151 ¢ formado via mecanismo de RDA, e o fragmento m/z
125 ¢ formado de maneira similar ao mecanismo ja explicado para as proantocianidinas, através
de um mecanismo de HRF.

Para o canferol (XX), o fragmento m/z 255 ¢ formado através da liberagdo de uma
molécula neutra de formaldeido (CH20) em duas etapas, primeiro ocorre a quebra da ligagao
C3-C4 levando a abertura do anel com a formagao de um aldeido na estrutura, posteriormente
ha a formagao de um epoxido com a liberagdo de CH»O, a partir do fragmento m/z 255 com a
perda de uma molécula neutra de CO forma-se o fragmento m/z 227. O fragmento m/z 239 ¢é
formado a partir do fragmento m/z 257, esse fragmento ¢ esperado para essa molécula, porém
nao foi observado nesse experimento, o fragmento m/z 257 ¢ formado a partir da perda de uma
molécula neutra de CO do fragmento m/z 287, posteriormente com a perda de uma molécula
neutra de H>O, ha a formagao do fragmento m/z 239. O fragmento m/z 211 também ¢ formado
a partir do fragmento m/z 257 em duas etapas, na primeira etapa ocorre a perda de uma molécula
neutra de CO, seguido de uma eliminacao de uma molécula neutra de H>O. O fragmento m/z
187 ¢ formado a partir do fragmento m/z 243, o fragmento m/z 243 é formado de maneira similar
ao di-hidrocanferol e posteriormente com a liberagdo de duas moléculas neutras de CO, ha a
formacdo do fragmento m/z 187. A figura 24 traz uma representacdo das propostas de

fragmentacao para os dois flavandis.
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Figura 24 - Proposta de fragmentagdo para os flavanois identificados nas cascas da C. bakeriana.
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Quanto ao canferol hexosideo (XXI) o fragmento m/z 284 ¢ formado a partir de uma
quebra homolitica da ligagdo entre a unidade hexose e a aglicona canferol (Figura 25), os

demais fragmentos sdo correspondentes aos fragmentos do canferol.

Figura 25 - Proposta de fragmentagado para o canferolhexosideo.
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m/z 284
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Ainda sobre os flavonoides, ha mais dois dessa classe, mais especificamente dois flavan-
3-ol, a catequina (m/z 289, 0719) e afzelequina (m/z 273, 0752), que nao revelam com o
revelador NP/PEG, pela auséncia de uma carbonila na sua estrutura. Assim como os taninos
formados por mondmeros desses dois flavan-3-ol, a complexag@o ocorre quando ha a presenga
da carbonila e um grupo hidroxila nas posi¢des 3 ou 5. A Figura 26 mostra o complexo formado

entre o revelador e um flavonoide.

Figura 26 - Reagao entre o revelador NP/PEG e um flavonoide.
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Adaptado de Kartnig e Gobel (1996)

Em relacdo a fragmentacao da catequina (VI), o fragmento m/z 271 é formado a partir
da perda de uma molécula de H,O do m/z 289. O fragmento m/z 165 ¢ formado a partir do m/z
167 (ndo observado), em trés etapas, na primeira etapa ocorre um mecanismo de HRF,

promovendo a quebra da ligagdo C-O no anel C, posteriormente ocorre a quebra da ligacao
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entre os carbonos C2 e 3, seguido de um rearranjo de hidrogénio formando o fragmento m/z
167, que sofre a perda de uma molécula neutra de hidrogénio (Hz), formando assim o fragmento
m/z 165. O fragmento m/z 205 ¢ formado a partir de um mecanismo similar a uma RDA, no
anel B, com a liberagdo de dois alcinos neutros, a partir do fragmento m/z 205 com a liberagao
de uma molécula neutra de H> tem-se o fragmento m/z 203. Os fragmentos m/z 179 e 109 sao
formados a partir da quebra da ligagdo entre os anéis B e C. Os fragmentos m/z 151 e 137 sdo
formados via mecanismo de RDA no anel C. Os fragmentos m/z 245 e 125 ja foram explicados
para as proantocianidinas. Os fragmentos observados para a afzelequina (XI) sdao formados de
maneira similar a catequina. A figura 27 traz as propostas de fragmentagdo para os dois flavan-

3-ol identificados.



Figura 27 - Proposta de fragmentagdo para os flavan-3-6is identificados nas cascas da C. bakeriana.
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Outra classe esperada e que também teve um composto identificado ¢ a classe das
antraquinonas. Na prospec¢ao, a fragdo diclorometano revelou positivo para essa classe com o
revelador KOH e foi identificado a antraquinona reina (XXI) (m/z 283,0249), composto ja
isolado no trabalho de Cunha e outros (2017).

A reina apresentou 3 fragmentos, o fragmento m/z 239 ¢ formado com a perda de uma
molécula neutra de didéxido de carbono (CO»), através de um mecanismo de descarboxilagao.
Do fragmento m/z 239 com a perda de uma molécula neutra de CO, tem-se o fragmento m/z
211 e com uma perda consecutiva de CO, forma-se o fragmento m/z 183 (DEMARQUE et al.,

2016). As propostas de fragmentagdo se encontram na Figura 28.

Figura 28 - Proposta de fragmentacao para a reina.
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Além desses compostos, também foi identificado um dissacarideo, a sacarose, que foi
identificado tanto na sua forma ionica, com a perda de um atomo de hidrogénio (I) (m/z
341,1099), quanto na forma de um aduto de cloro (II) (m/z 377,0866), o que ¢ comum para
sacarideos segundo Dartora e outros (2011). Outra evidéncia da formacao do aduto de cloro ¢
o pico m/z 379 presente no espectro de EM (figura A3), esse pico € correspondente ao isdtopo
37Cl, com aproximadamente 25% de intensidade, o que corresponde a proporgio desse is6topo
do cloro na natureza (FIETZKE et al., 2008).

Em relacdo a fragmentacdo, os fragmentos para a sacarose desprotonada (I) (m/z
341,1099) e para o aduto de cloro (II) (m/z 377,0866) foram os mesmos, com excecao da perda

do ion cloro na forma de uma molécula neutra de HCI, formando o fragmento m/z 341, que ¢
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correspondente a sacarose desprotonada. O fragmento m/z 179 corresponde a unidade de glicose
ou de frutose, e ¢ formado através da quebra da ligacdo glicosidica. O Fragmento m/z 161 pode
ser formado através da quebra da ligagao glicosidica ou pela perda de uma molécula neutra de
H>0 do fragmento m/z 179. Do fragmento m/z 161, com a perda de uma molécula de H>O, tem-
se o fragmento m/z 143, que com uma perda sucessiva de uma molécula neutra de formaldeido
(CH20) resulta no fragmento m/z 113. O fragmento m/z 101 é formado a partir do fragmento
m/z 161 através de um mecanismo de RDA. Os fragmentos m/z 119 e 131 sdo explicados através
do fragmento m/z 179, correspondente a unidade de frutose, com duas perdas sucessivas de
CH>O forma-se o fragmento m/z 119, e com uma perda de CH>O seguida de uma perda de H>O
tem-se o fragmento m/z 131 (TAYLOR et al., 2005). As propostas de fragmentacdo se

encontram na Figura 29.

Figura 29 - Proposta de fragmentagdo para a sacarose.
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Assim, as principais classes de compostos identificados no EE e nas fragdes foram:
flavonoides, antraquinonas, proantocianidinas e sacarideos; sendo a classe de proantociadinas

com maior quantidade de moléculas identificadas e presentes em todas as amostras analisadas.



80

5.5. Biossintese das principais classes de compostos fenolicos identificados nas cascas da

Cassia bakeriana

Em relagdo a biossintese dos compostos identificados, a composi¢ao do EE e fragdes ¢
majoritariamente de compostos fenolicos, com predominancia de flavonoides e principalmente
de proantocianidinas, que sdo taninos condensados formados pela juncdo de mondémeros de
uma subclasse de flavonoides, os flavan-3-ol (epi)catequina e (epi)afzelequina.

Os flavonoides sdo compostos constituidos de um esqueleto de 15 carbonos, distribuidos
em 3 anéis, sendo dois anéis benzénicos (A e B), conectados por um terceiro anel (C),
comumente representados como compostos C¢-C3-Ce (Figura 30) (BALASUNDRAM,
SUNDRAM, SAMMAN, 2006; NABAVI et al., 2020).

Figura 30 - Estrutura geral de um flavonoide e sua respectiva numeragao.

Fonte: O autor

O anel B ¢ formado pela via do chiquimato e o anel A ¢ formado por reacdes de
condensagdo de moléculas de malonil-CoA vindas da via do acetato, formando assim uma
estrutura chamada de chalcona. A partir dessa estrutura, com o fechamento do terceiro anel
(anel C) forma-se uma flavanona, uma subclasse de flavonoides, que sera precursora das demais
subclasses dos flavonoides.

A reacdo se inicia com a condensagdo de 3 moléculas de malonil-CoA, com uma
molécula de 4-hidroxicinamoil-SCoA. Em seguida ocorre a formagao do anel A através de uma
reacdo de Claisen levando a formagdao de um anel com 3 grupos cetonas, que ao sofrerem
enolizagao, formam o anel benzénico, tendo assim a chalcona formada. Por fim, através de uma
reacdo de Michael, a flavanona ¢ formada. Note que durante algumas etapas pode ocorrer
redugdo das cetonas presentes no anel A, levando a uma flavanona com apenas uma hidroxila

no anel A. A Figura 31 mostra de forma resumida a formacao dessas flavanonas.
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Figura 31 - Biossintese das flavanonas.
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Fonte: Adaptado de Dewick (2009)

A partir da flavanona, tem-se a formacao das demais subclasses pertencentes a classe
dos flavonoides, através de reacdes como redugdes, oxidacdes, hidratagdes, hidrolises, entre
outras. Lembrando que a maioria dessas reagdes sdo catalisadas por enzimas. A Figura 32
mostra de forma resumida a formag¢do das principais subclasses de flavonoides
(BALASUNDRAM, SUNDRAM, SAMMAN, 2006; DEWICK, 2009; BUCHANAN,
GRUISSEM, JONES, 2015; NABAVI et al., 2020).
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Figura 32 - Biossintese das principais classes de flavonoides.
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5.6. Relacio entre os compostos identificados e as atividades biolégicas avaliadas

As atividades bioldgicas apresentadas para os extratos e fracdes das cascas de C.
bakeriana podem estar relacionadas a alguns dos metabolitos especializados identificados. Em
relacdo a atividade antioxidante, o extrato e as fracdes que tiveram as maiores capacidades
antioxidante sdo constituidas praticamente de compostos fenolicos, alguns flavonoides e uma
série de proantocianidinas. Esses metabolitos normalmente possuem mais de um grupo fendlico

e também outras caracteristicas em sua estrutura que facilitam a estabilizagdo do radical
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formado, como grupos hidroxilas vizinhas no anel B. O flavonoide miricetina (55) (Figura 33)
possui trés hidroxilas no anel B e possui melhor atividade antioxidante que a quercetina (8),
que possui duas hidroxilas; outra caracteristica presente em algumas classes de flavonoides que
também favorecem a atividade, ¢ a presenca da carbonila na posi¢ao 4, conjugada com dupla
entre as posi¢des 2 € 3. A conjuga¢do de uma hidroxila na posi¢do 3’ com a uma hidroxila na
posicdo 3, também favorece o aumento da capacidade antioxidante, além de outras

caracteristicas. (OLSZOWY, 2019).

Figura 33 - Estrutura dos flavonoides miricetina e quercetina

Fonte: O autor

Alguns compostos identificados nas cascas possuem algumas dessas caracteristicas,
como a catequina, que possui duas hidroxilas no anel B, além das proantocianidinas que
possuem um monomero de catequina em sua estrutura. O canferol s6 possui uma hidroxila no
anel B, porém possui a conjugac¢do da carbonila com a dupla no anel C, que também intensifica
a atividade, tal composto foi inclusive testado no trabalho de Costa Silva e outros (2019) e
apresentou atividade antioxidante tanto no método ORAC, quanto no DPPH. Assim, essa
atividade antioxidante apresentada pelas amostras pode ser atribuida a presenca de todos esses
compostos com caracteristica que favorecem a estabilizagdo dos compostos radicalares.

Em relacdo a atividade antiglicante, alguns estudos também tem relacionado compostos
fenolicos a essa capacidade, e para o caso de flavonoides, alguns estudos t€ém mostrado que
algumas caracteristicas na estrutura dos flavonoides podem aumentar a atividade antiglicante,
assim como ocorre na AA. A presenga de hidroxilas vizinhas no anel B aumentam essa
capacidade e nas cascas de C. bakeriana foi identificado a (epi)catequina com essa
caracteristica. Outra caracteristica que aumenta a atividade antiglicante ¢ a conjugacao da
carbonila na posicao 4 com a dupla nas posi¢des 2 e 3, caracteristica presente no canferol que

também foi identificado nas cascas (KHANGHOLI et al., 2016).
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Em um trabalho por Wang e outros (2011), a catequina apresentou boa atividade
inibitoria frente a glicagdo da frutose com a BSA com 81% de inibi¢do. Fracdes ricas em
proantocianidinas também apresentaram boa atividade antiglicagdo, € nas cascas foram
identificados varios compostos dessa classe. Este trabalho também avaliou a capacidade de
inibir a glicagdo do intermediario de formacao dos AGEs metilglioxial com a arginina e com a
BSA. A catequina apresentou boa inibi¢do do metilglioxial com a BSA, mas ndo tdo boa com
a arginina. As fragdes ricas em proantocianidinas mostraram valores intermediarios para ambos,
1sso mostra que essa classe de compostos tem capacidade de inibir tanto a glica¢do, como a
parte final da formacao de AGEs, “capturando” os intermediarios que levam a formagao desses
produtos.

Para as atividades inibitdrias das enzimas digestivas alguns compostos isolados também
ja demonstraram potencial para inibir essas enzimas, em um trabalho por Zhang e outros (2020),
fragdes ricas em proantocianidinas extraidas dos frutos da Lepisanthes alata mostraram baixos
valores de Clso para ambas as enzimas, para a a-amilase, a fracdo rica em proantocianidina
extraida dos frutos maduros apresentaram Clso de 1,19 + 0,02 pg mL™! e para a a-glicosidase o
melhor resultado também foram para as fragdes vindas dos frutos maduros com Clso de
4,1 0,2 pg mL™!. Os flavanoides catequina e canferol, que foram identificados nas cascas da
C. bakeriana, também ja mostraram boa atividade para inibi¢ao da enzima a-amilase, o canferol
foi isolado nas folhas da espécie e mostrou bom Clso para a inibi¢do da enzima com valor de
1,5 £ 0,14 75 ug mL™!, e a catequina em um trabalho por Yilmazer-Musa e outros (2012)

apresentou inibi¢o com um Clso de 160 + 67,75 ng mL".
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6.0 CONCLUSOES

Utilizando o método de extracdo por maceracdo foi possivel preparar os extratos
hexanico (HE) e etandlico (EE) das cascas da Cassia bakeriana. Através do fracionamento do
EE por extragdo liquido-liquido foi possivel obter as fracdoes FD, FAE, FB e FA.

A prospeccdo fitoquimica que foi realizada via CCD com a utilizagdo de reveladores
especificos para as principais classes de metabdlitos especializados, possibilitou a identificacdo
de algumas classes de metabdlitos especializados presentes nas amostras como flavonoides,
antraquinonas e proantocianidinas. Posteriormente através de CLAE-(—)-IES-EM foi possivel
confirmar e identificar os principais metabolitos presentes nelas. Da classe das antraquinonas
foi identificada a reina (XXI); da classe dos flavonoides foram identificados o canferol (XX),
di-hidrocanferol (XVII), entre outros, e para as proantocianidinas foram identificados dimeros,
trimeros e tetrameros formados pelas unidades dos flavan-3-ol (epi)catequina (VI) e
(epi)afzelequina (X). A reina ja havia sido isolada das cascas e o canferol das folhas, porém
alguns compostos identificados sdo inéditos na espécie, como o dimero formado por
(epi)catequina (IIT), e os dois tetrameros identificados (IV e XII), essas duas proantocianidinas
sdo inéditas também no género Cassia.

Através da avaliacdo de atividades biologicas relacionadas ao controle do diabetes, o
EE e suas fracdes apresentaram resultados promissores. A FAE foi a mais promissora, ela
apresentou Otima atividade inibitoria para a enzima a-amilase com inibi¢ao de 94,00 + 1,13%
e Clso de 1,05 = 0,21ug mL™!, sem diferenca significativa com o controle. Para a atividade
inibitoria de a-glicosidase a fracdo FAE também apresentou os melhores resultados com
percentual de inibi¢do de 61,56 + 2,14%e Clsode 537,85 + 25,9521 ug mL™'. A FAE também
apresentou O0timos resultados para a atividade antioxidante em ambos os métodos testados, no
método ORAC a fracdo obteve valores de sequestro de radical bem superiores ao controle
(4457,90 £ 216,79 pumol troloXeq Zamostra '), € para o método DPPH os valores de inibi¢do do
radical foram proximos ao controle (93,30 + 0,57%), apresntando valores de Clso promissores
(25,90 £ 3,2 ug mL"). O EE e a FD também apresentaram boa atividade antioxidante, sendo os
valores obtidos bastante promissores ao comparar com o controle utilizado. A FB apresentou
valores promissores para a inibi¢cao de glicacdo com percentual de inibi¢cdo de 85,15 +2,47% e

Clso de 76,95 + 5,87 pg mL™!, seguido pela fragdo FAE e pelo EE.
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Como perspectivas futuras para o grupo, sera realizado o fracionamento da FAE e as
fragdes serdo analisadas na tentativa de isolamento das moléculas responsaveis pelas atividades

avaliadas.
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Figura A1 - Cromatograma em alta resolu¢do no modo negativo da fragdao n-butanol
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Figura A2 - (-)-EM do composto 1 (m/z 377, 0856 [M + CI]).
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Figura A4 - (-)-IES-EM/EM do composto 1 (m/z 377, 0856 [M + CIJ").
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Figura AS - (-)-EM do composto 2 (m/z341,1092 [M - H]")
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Figura A7 - (-)-EM do composto 3 (m/z577, 1352 [M - H])
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Figura A8 - (—)-IES-EM/EM do composto 3 (m/z577,1352 [M - H]")
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Figura A1l - (-)-EM do composto 6 (m/z 561,1403 [M - H]")
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Figura A12 - (-)-IES-EM/EM do composto 6 (m/z 561,1403 [M - H]")
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Figura A13 - (-)-EM do composto 5 (m/z289,0719 [M - H]")

x10 4
3,54
289.0719

24 579.1559

112.9837
04 d. . . . A w1 .
0 T T T T T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T
80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

325.0545 ‘ 379.‘1105 431.0967 ‘ ‘
u R SR A AR L

Figura A14 - (-)-IES-EM/EM do composto 5 (m/z289,0719 [M - H]")
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Figura A15 - (—)-EM do composto 7 (m/z 545,1450 [M - H]")
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Figura A16 - (—)-IES-EM/EM do composto 7 (m/z 545,1450 [M - H]")
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Figura A17 - (-)-EM do composto 9 (m/z 817,2145 [M - H]")
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Figura A18 - (—)-IES-EM/EM do composto 9 (m/z 817,2145 [M - H]")
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Figura A19 - (-)-EM do composto 10 (m/z 545, 1450 [M - H]")
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Figura A20 - (—)-IES-EM/EM do composto 10 (m/z 545, 1450 [M - H]")
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Figura A21 - (-)-EM do composto 11 (m/z273,0777 [M - H]")
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Figura A22 - (-)-IES-EM/EM do composto 11 (m/z273,0777 [M - H]")
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Figura A23 - (—)-EM do composto 12 (m/z 817,2144 [M - H])
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Figura A24 - (-)-IES-EM/EM do composto 12 (m/z 817,2144 [M - HJ")
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Figura A25 - (-)-EM do composto 13 (m/z 1089,2818 [M - H]")

x10 4
1,84

164 1089.2818
144
1,24

0,8
0,6

817.2145

0.4

0,21 1033.9812
‘ A | 965.9917 | “ 12252767
o4t L b o1 PR ol iy m u [ .

700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950 975 1000 1025 1050 1075 1100 1125 1150 1175 1200 1225 1250 1275 1300 1325
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura A26 - (-)-IES-EM/EM do composto 13 (m/z 1089,2818 [M - HJ)
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Figura A27 - (-)-EM do composto 14 (m/z 833, 2083 [M - H]")
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Figura A28 - (—)-IES-EM/EM do composto 14 (m/z 833, 2083 [M - H]")
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Figura A29 - (-)-EM do composto 15 (m/z 545, 1456 [M - H]")
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Figura A30 - (—)-IES-EM/EM do composto 15 (m/z 545, 1456 [M - HY")
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Figura A31 - (-)-EM do composto 16 (m/z 817, 2139 [M - H]")
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Figura A32 - (—)-IES-EM/EM do composto 16 (m/z817,2139 [M - H])
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Figura A33 - (-)-EM do composto 17 (m/z 561, 1400 [M - H]")
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Figura A34 - (-)-IES-EM/EM do composto 17 (m/z 561, 1400 [M - HJ")
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Figura A35 - (-)-EM do composto 18 (m/z 287, 0567 [M - H]")
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Figura A36 - (—)-IES-EM/EM do composto 18 (m/z 287, 0567 [M - H])
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Figura A37 - (-)-EM do composto 19 (m/z 545, 1464 [M - H]")
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Figura A38 - (—)-IES-EM/EM do composto 19 (m/z 545, 1464 [M - H]")

273.0768

0,8

06+ 125.0237
041 164.0099
5451420
312.0577 09098 457 001 *
04 TR " w.\“h‘h YT | A YN TR ‘u...‘.‘i‘ Y TR U.‘M\. h. bl wn
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

0,2

h 228.0374
. ‘\ L s

Figura A39 - (—)-EM do composto 20 (m/z447, 0923 [M - H]")

x10 3
6,5
6- 447.0023
5,5
5<
4,5
44
3,5
34
2,5
24
1,5

14 2010372 583.2018 7.2254

0,5 225.0010 289.0665 545.1426 625.4140 663.1973
od_t R | | | |- [N [ -
180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)




108

Figura A40 - (—)-IES-EM/EM do composto 20 (m/z 447, 0923 [M - HY")
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Figura A41 - (-)-EM do composto 21 (m/z 285, 0411 [M - H]")
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Figura A42 - (—)-IES-EM/EM do composto 21 (m/z 285, 0411 [M - HY]")
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Figura A43 - (-)-EM do composto 22 (m/z 283, 0249 [M - H]")
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Figura A44 - (-)-IES-EM/EM do composto 22 (m/z 283, 0249 [M - HJ")
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