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RESUMO

Cassia bakeriana Craib é uma planta pertencente a familia Leguminosae-
Caesalpioideae, nativa da Tailandia e bem adaptada ao bioma Cerrado. O Trabalho
objetivou estudar a composigéao quimica das flores de C. bakeriana Craib, bem como
explorar o potencial antifungico, antibacteriano, antioxidante, antiglicacao, citotoxico e
identificar os constituintes quimicos das amostras mais ativas. A prospecc¢ao quimica
dos extratos e particoes das flores indicou presenca de terpenos, esteroides,
agucares, fendis, flavonoides e antraquinonas. A composi¢cdo quimica da particao n-
hexanica flores (P-HF) foi determinada por CG-EM, possibilitando identificar 11
compostos: cinco ésteres de cadeia longa (5; 45%), dois acidos graxos de cadeia
longa (2; 18%), dois alcanos de cadeia longa (2; 18%) e dois terpenos (2; 18%). Por
meio analise da CLAE-EM-IES, foi possivel identificar no extrato etandlico das flores
(EEF) e nas partigdes hexanica das flores (P-HF), particdo diclorometano das flores
(P-DF), particdo acetato de etila das flores (P-AEF), particdo n-butanol das flores (P-
BF), particdo agua das flores (P-AF) os compostos fendlicos e derivados, flavonoides,
antraquinonas e acidos graxos. Na quantificagdo dos teores de compostos
polifendlicos, foram encontrados os melhores teores para fendis para o extrato
etandlico (123,4+1,2 mg EAG/ gextrato) Seguida da particdo acetato de etila 95,4+0,6
mg EAG/ gextrato, para proantocianidinas com n-butanol (92,9+0,0 mg EC/ gextrato) €
para teor de flavonoides, o extrato etandlico (109,6+0,4 mg EQ/ gextrato), Seguidamente
da particdo acetato de etila com (128,6+0,6 mg EQ/ Qextrato). A avaliagdo antifungica e
antibacteriana foi realizada pelo Método da Microdiluicdo em Caldo, contra as
espécies de Candida e contra bactérias da cavidade bucal, respectivamente. As
particoes mais ativas contra C. tropicalis e C. glabrata foram P-HF, P-DF, P-BF e P-
AF, com valores de CIM variando entre 2,9 a 11,72 uyg ml'. Quanto a atividade
antibacteriana, esta foi considerada moderada para as partigdes P-DF e P-BF, com
CIM de 50 uyg ml' para ambas as particdes, contra a bactéria A. naeslundii. A
avaliacdo da atividade antioxidante foi realizada pelos métodos ORAC, DPPH* e
FRAP. Dentre as particbes, a P-AEF apresentou o melhor resultado (ICso de 9,8 +
0,4ug L"), demonstrando altissima atividade antioxidante em todos os métodos
empregados, com resultados superiores ao controle positivo acido ascérbico (1317,2
1 11,3 uymol Trolox eq/gamostra). NO que se refere a capacidade de inibigdo da glicagao,
novamente a P-AE apresentou maior percentual de inibicdo da glicacéo (ICs0 38,6 +
0,4 pug mL™") igual ao controle positivo (quercetina). O indice de seletividade (IS)
indicou que os extratos e particdes das flores de C. bakeriana nao apresentaram
nenhuma citotoxicidade para células Vero nas concentragbes testadas. Esses
achados sao auspiciosos, uma vez que o uso dessas parti¢cdes ricas em polifendis em
outros ensaios ‘“in vivo” pode ser viavel. Além disso, os dados deste estudo ampliam
0 mapeamento do conhecimento desta espécie vegetal estudada por nosso grupo de
pesquisa, contribuindo para a sua conservagao e prote¢cao no bioma Cerrado.

PALAVRAS-CHAVE: C. bakeriana, extratos de flores, caracterizagdo quimica,
atividade biolégica.



ABSTRACT

Cassia bakeriana Craib is a plant belonging to the Leguminosae-Caesalpioideae
family, native to Thailand and adapted to the Cerrado biome. The work aimed to study
the chemical composition of C. bakeriana Craib flowers, as well as explore the
antifungal, antibacterial, antioxidant, antiglycation, cytotoxic potential and identify the
chemical constituents of the most active samples. Chemical prospection of extracts
and flower partitions indicated the presence of terpenes, steroids, sugars, phenols,
flavonoids and anthraquinones. The chemical composition of the flowers n-hexanic
partition (P-HF) was determined by GC-MS, enabling the identification of 11
compounds: five long-chain esters (5; 45%), two long-chain fatty acids (2; 18%), two
long-chain alkanes (2; 18%) and two terpenes (2; 18%). Through HPLC-EM-IES
analysis, it was possible to identify in the ethanol extract of the flowers (EEF) and in
the hexane partition of the flowers (P-HF), dichloromethane partition of the flowers (P-
DF), ethyl acetate partition of the flowers (P-AEF), n-butanol partition of flowers (P-
BF), water partition of flowers (P-AF) phenolic compounds and derivatives, flavonoids,
anthraquinones and fatty acids. In the quantification of the contents of polyphenolic
compounds, the best contents for phenols were found for the ethanol extract
(123,41+1.2 mg EAG/gextrat) followed by the partition of ethyl acetate 95,4+0.6 mg
EAG/gextract, for proanthocyanidins with n-butanol (92,9+0.0 mg EC/gextract) and for
flavonoid content, the ethanol extract (109,6+0.4 mg EQ/gextract), followed by ethyl
acetate partition with (128,6 £ 0.6 mg EQ / gextract). The antifungal and antibacterial
evaluation was carried out using the Broth Microdilution Method, against Candida
species and against bacteria from the oral cavity, respectively. The most active
partitions against Candida tropicalis and Candida glabrata were P-HF, P-DF, P-BF,
and P-AF with MIC values ranging from 2,9 to 11,72 ug ml'. For the antibacterial
activity, it was considered moderate for the P-DF and P-BF partitions, with a MIC of 50
ug ml' for both partitions, against the bacteria A. naeslundii. The evaluation of the
antioxidant activity was carried out by the ORAC, DPPH* and FRAP methods. Among
the partitions, P-AEF had the best result (ICso of 9,8 + 0,4ug L"), demonstrating
remarkably high antioxidant activity in all tested methods, with results superior to the
positive control ascorbic acid (1317,2 + 11,3 ymol Trolox eq/gsampe). Regarding the
glycation inhibition capacity, again the P-AE presented a higher percentage of
glycation inhibition (ICso 38,6 + 0.4 ug mL-") equal to the positive control (quercetin).
The selectivity index (Sl) indicated that the extracts and partitions of C. bakeriana Craib
flowers did not show any cytotoxicity to Vero cells at the tested concentrations. These
findings are auspicious since the use of this polyphenols-rich fractions in further “in
vivo” assays could be feasible. In addition, the data from this study extends the
mapping of knowledge of this plant species studied by our research group, contributing
to its conservation and protection in the Cerrado biome.

KEYWORDS: C. bakeriana, flower extracts, chemical characterization, biological
activities.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre o uso de plantas com fins medicinais no tratamento de
enfermidades patogénicas é uma das praticas mais antiga da humanidade. E comum
em muitas comunidades, e até mesmo nas grandes cidades, a comercializagao de
plantas medicinais em feiras e mercados populares. Acredita-se que, através da
instintividade e do conhecimento empirico sobre seu uso e eficacia, foi se propagando
por todo mundo uma série de informagdes quanto a sua utilizagao (VEIGA; PINTO;
MACIEL, 2005).

Grande parte da heranga de remédios a base de ervas era empregada pelos
indios, e utilizada por todas as tribos primitivas, para aliviar suas dores. O primeiro
desses papéis foi o de curandeiro. Esse personagem desenvolveu um repertorio de
substancias secretas que guardava com zelo, transmitindo-o, seletivamente, para
futuros herdeiros pajés (SIMOES; SCHENKEL; SIMON, 2001). Costumavam, por
exemplo, mastigar ervas ou enrolavam folhas sobre os ferimentos para cicatrizagao,
pois acreditavam que era a unica forma a ser utilizada para a cura. Mesmo atualmente,
com o desenvolvimento do sistema médico e o surgimento de farmacos, as plantas
ainda sdo uma alternativa no tratamento de doengas pelas comunidades indigenas
(MOHAMMADI; MANSOORI; BARADARAN, 2017; WANGKHEIRAKPAM, 2018).

Ao final da década de 70, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) cria o
Programa de Medicina Tradicional (PMT). A OMS reconhece que grande parte da
populagao dos paises em desenvolvimento depende da medicina tradicional para sua
atencao primaria, tendo em conta que 80% da populacdo mundial utiliza essas plantas
ou preparacdes destas no que se refere & atengdo primaria de saude. A india, por
exemplo, utiliza preferencialmente a medicina tradicional, incluindo recursos vegetais,
excedendo o uso de medicamentos sintéticos (MINISTERIO DA SAUDE, 2006;
NANDI et al., 2016). A cerca dessas informagdes, outro fator importante no uso de
planta € a intoxicagdo. A forma como esses insumos s&o ingeridos de planta
provenientes chas, garrafadas dentre outras formas, € um fator preocupante a saude.
Dados do Sistema Nacional de Informacdes Toéxico-Farmacoldgicas (SINITOX)
revelaram que, dos casos de intoxicagdo em humanos no Brasil, cerca de 1% foi

devido ao uso inadequado de plantas pela automedicacdo (UGALDE; ETHUR, 2019)).
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Historicamente, os produtos naturais (PNs) tém sido uma fonte riquissima de
estudos para diversas areas, tais como a quimica, a biologia e a medicina. Um
trabalho em equipe entre etnobotanicos, etnofarmacologistas, fitoquimicos e médicos
€ essencial para um resultado mais proveitoso da pesquisa de plantas medicinais.
Assim cada um desempenharia um papel mais eficaz no estudo da légica da presenca
de diferentes combinagdes de atividades bioldgicas em plantas medicinais individuais,
bem como nas formulagbes, enquanto o papel do quimico mudara levemente em
direcao a identificagao, isolamento e padronizacado de plantas (GOTTLIEB; BORIN,
2012; KUMAR; WALDMANN, 2018)

Esses compostos detém uma grande variabilidade estrutural e complexa,
gracas a biodiversidade da flora. Estes compostos podem ainda ser usados como
base para obter moléculas farmacologicamente ativas, com recurso a processos de
sintese parcial, com o objetivo de melhorar as propriedades farmacolégicas, ou podem
ser usados como modelos moleculares para a sintese total de novos compostos
bioativos (SIMOES et al., 2017).

E sabido que o desenvolvimento de novos farmacos a partir de PNs, oriundos
da flora, tem origem na informagao etnofarmacolédgica sobre a espécie, passando por
etapas de avaliagdo da atividade biolégica do material biofracionado e purificado, e
finalizando com a caracterizacao estrutural da substancia bioativa e da avaliagao da
toxicidade (MARQUES et al., 2010). Apods a identificagdo do potencial biolégico das
plantas medicinais, parte-se para o isolamento de principios ativos que poderéo ser
empregados como farmacos para a prevengao de doengas e infecgdes (MAJUMDAR,;
SOMANI, 2018; DUTTA et al., 2019), na cavidade bucal e a candidiase.

A evolucdo e desenvolvimento da quimica de PNs se deram mais
especialmente com a descoberta de novas moléculas, como por exemplo a Morfina
(1), isolada do 6pio de Papaver somniferum, entre os anos de 1804 e 1817 (Figura 1),
esta substancia é utilizada como analgésico para o alivio de dores crbnicas agudas
severas (KRISHNAMURTI; RAQO, 2016). A quinina (2), isolada das cascas de espécies
de Cinchona, em 1820, € um importante farmaco antimalarico (BALIRAINE et al.,
2011). A salicina (3), isolada em 1828 da casca do salgueiro (Salix alba) serviu como
modelo para a sintese do acido acetilsalicilico (4) (aspirina), amplamente utilizado
como analgésico mais brando (RAMADHANI; SANTONI; EFDI, 2019). O taxol (5) é
um potente agente antitumoral que foi isolado no inicio da década de 1960 das cascas
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de Taxus brevifolia (LI et al., 2017). A estruturas quimicas destes farmacos estéao

representadas na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura quimica de alguns metabdlitos isolado de plantas importantes
no desenvolvimento de farmacos.
|
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oriundas de PNs uma abertura para descobertas de novos farmacos. Esse episédio
ficou marcado pela concorréncia entre industrias na descoberta de novas classes de
farmacos, que passaram a priorizar ensaios rapidos e de alta produtividade. A triagem
de PNs teve grande importancia para seu periodo, porém descartada, devido as
dificuldades em trabalhar com esses produtos, como acesso, alta complexidade
quimica e indisponibilidade de ferramentas analiticas (HARVEY, 2008; KATZ; BALTZ,
2016; KHAN, 2018). O avango tecnolégico em ferramentas e instrumentagéo
analiticas permitiu melhorias nos métodos para purificacdo de compostos de alta
complexidade, resultando no desenvolvimento de técnicas analiticas sofisticadas
como as Cromatografias Liquidas de Alta Eficiéncia acopladas a Espectrometria de
Massas (CLAE-EM), que proporcionaram maior facilidade na definicdo e
caracterizagao de estruturas quimicas (QUEIROZ et al., 2006)

Estima-se que um quarto de todos os medicamentos aprovados pela Food and
Drug Administration (FDA) e/ou pela Agéncia Médica Europeia (EMA) foi baseado em

compostos isolados de plantas (THOMFORD et al., 2018). Mesmo hoje na medicina
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ocidental, e apesar do progresso na quimica sintética, aproximadamente 25% dos
medicamentos prescritos ainda s&do derivados direta ou indiretamente de PNs
(ROMERO-BENAVIDES et al., 2017). Portanto, é notavel a importancias dos PNs para
toda humanidade, acredita-se que ainda tém a contribuir para o combate a patogénos
resistentes sejam virais, fungicos, parasitarios ou bacterianos.

Outro parametro que enfatiza essas investigag¢des, esta no estudo de Chen e
colaboradores (2020), em que realizaram analises de visualizagao cienciometrica para
toxicologia global e pesquisa farmacoldogica de PNs. Ja outro estudo atual que faz
énfase aos PNs para descobertas de novos farmacos, € relatada no estudo de revisao
de e Newman e Cragg (2020), ao qual aborda os PNs como fontes de novos
medicamentos e desenvolvimento de novos farmacos ao longo de 39 anos. Esse
estudo ressalta ainda mais a importancia dos PNs que vém ganhando forga até os
dias atuais para descoberta de novos farmacos. A revisdo também menciona que de
1981 a 2019, cerca de 49,2% dos 1.881 farmacos existentes sdo guiados por PNs e
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Médica Europeia
(EMA). Em relacdo a revisdo de Newman e Cragg de 2016, observa-se que cerca de
1.562 farmacos foram aprovados, com 51% oriundo de PNs. Quanto as moléculas
pequenas aprovada também neste periodo representam cerca de 67% dos farmacos
espirados de PN'’s.

Ainda a respeito ao estudo da revisdo Newman e Cragg (2020), os farmacos
podem ser classificados de acordo com sua origem, categorias e suas subdivisdes,
bem como, macromolécula bioldgica (B); produto natural inalterado (N); medicamento
botanico (mistura definida) (NB); derivado de um produto natural (ND); farmacos
totalmente sintéticos (S); feito por sintese total, mas o farmacdéforo era de um produto
natural (S*); vacina (V); e produto natural mimetizado (NM). Na Figura 2 é apresentada

a classificagcao dos farmacos produzidos inspirados em PNs.
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Figura 2 - Classificagdo dos farmacos aprovados no periodo de 1981 a 2019
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Fonte: Newman; Cragg (2020).

Esses dados deixam evidente a predominancia dos compostos de PNs, sejam
naturais ou derivados, isto €, de uma forma geral, a maioria dos farmacos sao
aperfeicoados de PNs. Outra ferramenta tem ganhado espago no cenario de plantas
medicinais, a fitoterapia. A grande parte desse sucesso de PNs se deve ao arsenal de
fitoterapicos, que de fato, assumiu um papel alternativo interessante. E notavel, que
houve um crescimento significativo no numero de programas municipais de fitoterapia
no Sistema Unico de Saude (SUS), desde o lancamento da Politica Nacional de
Plantas Medicinais, em 2006 (HASENCLEVER et al., 2017; RIBEIRO, 2019). A
obtencdo dos medicamentos fitoterapicos, passam por algumas analises, tais como
toxicidade, analise farmacoldgica, além da validagdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

As fontes de PNs possuem um arsenal riquissimo de substancias ainda a ser
explorado, assim como seu potencial biolégico. Parte das descobertas de substancias
ativas, passam por atividades antimicrobianas, como por exemplo, a antibacteriana,
antifungica, antiparasitaria e antiviral, (ABDELMOHSEN et al., 2017). A seguir s&o
apresentadas algumas estruturas quimicas de acordo com sua origem, categorias e

seus respectivos agentes infecciosos (Figura 3).
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Figura 3 - Estruturas quimicas de alguns principios ativos de farmacos aprovados
entre 2018 e 2019 e seus agentes infecciosos.
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As plantas do bioma brasileiro tém sido usadas na medicina tradicional pela
populacao local no tratamento de diversas doencas, incluindo aquelas causadas por
agentes infecciosos. A literatura apresenta uma série de estudo de moléculas
biologicamente ativas (Figura 3). Dentre essas atividades destacam-se a
antibacteriana, antifungica, antiparasitaria, antiviral, dentre outras (Tabela 1). Ha de
ressaltar que grande sucesso moléculas ativas, se deve em razdo do potencial

bioldgico desses agentes e ao grande avango na area da quimica.
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Tabela 1- Classes de agentes infecciosos no periodo de 1981 a 2019

Classes de
farmacos B N ND S S/NM  S* S*/NM V  Total
Antibacteriana 4 11 78 36 1 32 162
Antifungica 1 3 27 3 34
Antiviral 17 6 19 9 26 21 87 185
Antiparasitaria 2 7 6 3 2 20
Total 22 13 94 88 12 29 22 121 401

Fonte: adaptado de Newman; Cragg (2020).

O numero de agentes infecciosos da Tabela 1 deixa evidente as descobertas e
os desenvolvimentos de novas moléculas, sejam elas sintetizadas ou ndo, nos ultimos
38 anos. A Tabela 1 ainda destaca os dados estatisticas gerais para esses agentes,
como as contribuicdes dos farmacos “N/ND” e “S*/NM”, podendo ser observadas nas
quatro classes, demonstrando que essas categorias s&o responsaveis por 136
agentes do total de 401 de pequenas moléculas (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Patégenos bacterianos e fungicos desenvolveram numerosos mecanismo de
defesa contra agentes antimicrobianos, e as resisténcias a medicamentos antigos e
recém-produzidos esta aumentando. O crescimento de resisténcia de microrganismos
alertou e intensificou o empenho sobre estratégias para a producdo de novos
farmacos que possam inibir ou até curar doengas patologicas, a partir de PNs. Por
isso, a ratificagdo da alta porcentagem de farmacos com origem de PNs &€ um caminho
propicio na busca de novos medicamentos (YAP et al, 2014; KATZ; BALTZ, 2016;
ANWAR et al., 2018; PHAM et al., 2019). De fato, as doengas infecciosas ainda
continuam a comprometer as conquistas da medicina moderna nas ultimas décadas,
em particular, a resisténcias antimicrobianas aos farmacos, o que impés um grande
fardo a saude.

Com relacao a disponibilidade de material vegetal para estudos de PNs, o Brasil
se destaca por apresentar um papel relevante, pois estima-se que cerca de 20% da
biodiversidade de plantas do planeta esteja em solo brasileiro (GARCEZ et al., 2016;
MACEDO et al., 2018). Como possui uma vasta extensao territorial e uma vegetagao
bem heterogénea, o Brasil é subdividido em 6 grandes biomas, designados por “hot-
spot” de biodiversidade (MARCHESE, 2015), sendo eles: Amazdbnia, Cerrado,
Caatinga, Mata atlantica, Pantanal e Pampa (GARCEZ et al., 2016). A diversidade de
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solos e o clima tropical favorece a grande variedade de vegetagdo. Todavia, esses
biomas s&o fontes promissoras para o interesse de estudos quimicos e biologicos.

Recentes levantamentos realizados por 575 botanicos brasileiros enumeraram
46.097 espécies, em que 43% sao endémicas do territorio nacional. A cada ano séo
identificadas e descritas cerca de 250 novas espécies (FIORAVANTI, 2016). Na
Amazdnia foram listadas 14.035 espécies; no Pantanal 1.518 espécies; na Mata
Atlantica 20.241 novas espécies; no Cerrado 13.488 espécies, e na Caatinga 5.780
espécies (ZAPPI; BFG - THE BRAZIL FLORA GROUP, 2015).

O Cerrado € o segundo bioma do Brasil ocupando cerca de 25% do territério
brasileiro, além de representar 5% de toda diversidade do planeta. Seu territorio
também é composto pelos geraizeiros (norte de Minas Gerais), geraizenses (Gerais
de Balsas/MA), as quebradeiras de coco babagu (Zonas dos Cocais/MA, Piaui e
Tocantins), os veredeiros (veredas do norte de Minas), varjeiros e ribeirinhos (ao longo
dos rios Séo Francisco, Grande e Parana), dentre outros (EMBRAPA, 2020). Segundo
o estudo realizado por Strassburg e colaboradores (2017), o Cerrado ja perdeu 46%
da sua cobertura nativa e, se o cenario tendencial evoluir, nos proximos 30 anos, 1/3
do restante sera perdido.

Das diversas plantas que podem ser encontradas no Cerrado, a Cassia
bakeriana Craib, em especial as flores, objeto de estudo deste trabalho, n&o
apresentam relatos na literatura sobre a sua aplicabilidade na medicina tradicional e
a sua composi¢cao quimica, o que valoriza mais ainda este trabalho.

No geral, tem-se um conhecimento prévio da composi¢cdo quimica do extrato
de flores, podendo ser constituido por classe de flavonoides responsaveis por
expressar o pigmento das cores das flores (BROUILLARD et al., 1990), além de
apresentar, em sua grande maioria, propriedades antioxidantes (RANAWEERA et al.,
2021).

Na literatura, ha estudos descritos sobre C. bakeriana, envolvendo o
fracionamento bioguiado de extratos de madeira, casca e folhas da C. bakeriana do
cerrado brasileiro (CUNHA et al., 2017); a composi¢ao quimica, atividade antioxidante
e glicacdo ndo enzimatica, in vitro, das folhas de C. bakeriana. Craib (SILVA et al.,
2019).

Outros estudos com diferentes espécies de Cassia como C. absus, C. alata, C.

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



21

Senna, nativas no Brasil e encontradas no Cerrado, ja foram também estudadas e
apresentaram potencial biolégico do género, as quais apresentaram atividades:
antioxidante, hepatoprotetor, anti-hiperuricémico, anti-inflamatéria, anaerdbicas,
antimalarica, antidiabética, anticancer, hipotensora, diurética, laxante, analgésica,
antipirética, ansiolitica, antidepressiva e sedativa (SUDI et al., 2011; CUNHA et al.,
2013a; KAMAGATE et al., 2014; ZHAO et al., 2016; SCHEIDEGGER, 2018;
NASCIMENTO et al., 2020).

O estudo quimico da composicido dos extratos, particdes e fracdes das flores
de Cassia bakeriana tem propdsito de contribuir com o conhecimento sobre esta
espécie de Cassia presente no Cerrado como fonte de compostos biologicamente

ativos.

1.1 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS EXTRATOS E PARTICOES DAS FLORES DE
ESPECIES DE Cassia

1.1.1 Atividade antifungica

Os fungos s&o agentes infecciosos, causadores de infec¢des, atingindo de
formas distintas as areas corporais, como a pele, as unhas e os cabelos. Existem
outras patogenias por fungos, como as incomodas micoses, onicomicose e vaginal.
Partes dessas infec¢gdes sdo causadas por fungos dermotdfitos, incluindo as do
género Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton. Outra principal espécie do
género é a Candida, objeto de estudo neste trabalho. Essas espécies podem causam
irritantes infecgdes nos tecidos mucosos, e também doengas chamadas coletivamente
de candidiase em bebés e individuos imunocomprometidos (CARRIS; LITTLE;
STILES, 2012; MARTINS et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015; ZIDA et al., 2017,
ABOODY; MICKYMARAY, 2020). A Candida albicans é o patdogeno fungico mais
prevalente nos humanos e responsavel por mais de 90% dos casos de infecgdes
fungicas (ZIDA et al., 2017; CAIRNS; NAI; MEYER, 2018).

Embora infecgdes superficiais sejam comuns e geralmente faceis de curar, as
infecgdes invasivas podem causar doencgas potencialmente fatais, em pacientes
imunocomprometidos com HIV/AIDS (virus da imunodeficiéncia humana/ sindrome de
imunodeficiéncia adquirida) ou doengas autoimunes, e naquelas submetidas a

quimioterapia anticancer ou transplante de érgaos (BROWN et al 2012; KIM, 2016;
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ABOODY; MICKYMARAY, 2020). Observa-se que, mesmo com estudos relacionados
a essa patogenia, ainda ha um lento progresso, o que dificulta o avango e
desenvolvimento de novos antifungicos, principalmente aqueles de origens de PNs
mais espeficamente as plantas.

No Brasil, uma estimativa do Ministério da Saude (MS), de 2016, sugeria que
mais de 3,8 milhdes de individuos sofriam de alguma infec¢ao fungica séria. Em 2017,
houve 390 mil casos de aspergilose alérgica broncopulmonar, quase 600 mil de asma
severa afetada por fungos, principalmente Aspergillus sp, 28 mil casos de candidemia,
causada pela presenca de fungos do género Candida no sangue, e 6,8 mil casos de
meningite, (pneumonia por Cryptococcus), representando a segunda maior causa de
infecgdes fungicas em todo mundo (BROWN et al 2012; KIM, 2016; ZIDA et al., 2017,
CAIRNS; NAI; MEYER, 2018; ABOODY; MICKYMARAY, 2020).

Entre as espécies encontradas em individuos saudaveis, estdo presentes os
patdogenos fungicos causadores de invasdes infecciosas: Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Aspergillus
fumigatus e Histoplasma capsulato.

A C. albicans é considerada o patégeno mais comum, e geralmente coloniza
as regides da pele, mas se torna patogénica com crescimento excessivo nas
superficies da pele e mucosas, e invasdao no tecido hospedeiro, sendo o agente
predominante nos casos de infecgdes fungicas invasivas (CARRIS; LITTLE; STILES,
2012; KIM, 2016; ABOODY; MICKYMARAY, 2020). Hofs e colaboradores (2016)
discutem como a interacdo do “host” € mantida e perturbada, bem como os fatores
que podem ser atribuidos a dindmica da interacdo, e as maneiras pelas quais as
bactérias na microbiota interagem com C. albicans, para exercer resultados positivos
ou negativos no potencial de viruléncia.

A espécie C. neoformans € um patégeno humano fungico basidiomiceto que
causa pneumonia fungica e meningite, com risco de vida em pacientes
imunocomprometidos, constituindo-se em importante causa de morbidade e
mortalidade em individuos por todo mundo. Esta espécie € encontrada em fontes
ambientais, incluindo fezes de pombos. Outro patdégeno relacionado é o Cryptococcus
gattii, que infecta individuos imunocompetentes em areas tropicais. No entanto, ha
evidéncias de que o C. neoformans também infecta hospedeiros imunocompetentes
(PANACKAL et al., 2015).
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A C. tropicalis € um patégeno humano com taxas de mortalidade significativas,
particularmente prevalentes em regides tropicais (O'BRIEN; OLIVEIRA-PACHECO;
BUTLER, 2019). O fungo Aspergillus fumigatus é inalado por seres humanos, mas
efetivamente eliminado pelo sistema imunolégico em individuos saudaveis. No
entanto, os esporos iludem o sistema de defesa em individuos imunocomprometidos
e causam a aspergilose invasiva, com risco de vida (KIM, 2016). A espécie
Histoplasma capsulatum é um fungo termicamente dimorfico que cresce em uma
forma de hifa no ambiente, mas existe como um brotamento em hospedeiros
mamiferos. O Histoplasma capsulatum causa histoplasmose pulmonar, que apresenta
caracteristicas clinicas e patogénicas semelhantes da tuberculose (KIM, 2016;
WOODS, 2016; ABOODY; MICKYMARAY, 2020). Neste presente trabalho foram
avaliados os microrganismos fungicos Candida albicans, Candida tropicalis, e
Candida glabrata.

Apesar de atualmente haver uma variabilidade maior de opg¢des de
antifungicos, seja de origem natural ou sintética, como por exemplo, o pré-farmaco
Fosravuconazole I-lysine (Figura 3., p. 18), citado por Newman e Cragg (2020), o
arsenal terapéutico ainda é bastante restrito, e é clara a necessidade de novos
antifungicos mais eficazes e menos toxicos (CARRIS, LITTLE; STILES, 2012; KIM,
2016; WATANABE et al., 2018; ABOODY; MICKYMARAY, 2020).

Assim como todos os agentes patogénicos, o maior desafio dos estudos é a
resisténcia antifungicas e seus mecanismos, diminuindo dessa forma opgdes de
tratamento, uma vez que existe resisténcia em diferentes espécies de Candida e em
todas as classes disponiveis de agentes antifungicos (PIANALTO; ALSPAUGH, 2016;
ZIDA et al., 2017; ABOODY; MICKYMARAY, 2020).

Os agentes antifungicos aprovados s&o divididos em quatro classes principais:
os polienos, como a anfotericina B e nistatina; os azdis como fluconazol, itraconazol,
voriconazol, posaconazol, isavuconazol; as equinocandinas, como a caspofungina,
micafungina, anidulafungina; e os antimetabdlitos, como 5-fluorocitosina (PIANALTO;
ALSPAUGH, 2016; LANGER et al., 2018). A anfotericina-B (um polieno) apresenta
neurotoxicidade devido a ligagao fora do alvo das membranas do hospedeiro. Muitos
azois podem promover alteracbes da condicdo cardiaca, e a 5-fluorocitosina
apresenta toxicidade contra a medula &éssea especialmente na presengca de

insuficiéncia renal. Esses farmacos antifungicos estdo associados a resisténcia
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fungica e seus efeitos adversos (PIANALTO; ALSPAUGH, 2016; LANGER et al., 2018;
ABOODY; MICKYMARAY, 2020).

Na recente revisdao de Newman e Cragg (2020), apenas dois agentes de origem
sintética foram aprovados: o sulfato de isavuconazonio e o fosravuconazol. Existem
também mais dois compostos naturais baseados nos PNs e em ensaios de fase lll,
que podem muito bem ajudar a melhorar a estatisticas de PN em um futuro
relativamente proximo.

Ha diversas espécies de plantas do Cerrado que foram avaliadas contra
Candida spp. (SILVA et al., 2012; ZAMBUZZI|-CARVALHO et al., 2013; E SILVA et al.,
2014; CORREIA et al.,, 2016). Quanto aos compostos fendlicos com atividades
antifungicas, identificados nos extratos deste trabalho, também foram abordados por
Ansari et al., (2013) e Oliveira et al., (2016). Em outro estudo, Alves et al., (2014)
apresentam resultados satisfatorio no estudo da atividade antifungica de compostos
fendlicos identificados em flores de espécies de planta do Nordeste. Ja no Cerrado,
ha estudos com resultados promissores ante o potencial antifungico, abordados por
Rocha et al., (2018); Martins et al., (2019); Nascimento et al., (2020) e Oliveira et al.,
(2020).

1.1.2 Atividade antibacteriana

A descoberta dos agentes antimicrobianos foi de suma importancia para a
humanidade, erradicando diversas infec¢des que acometiam a populagao no passado.
A penicilina, as quinolonas e as sulfonamidas revolucionaram a pratica médica,
reduzindo drasticamente a taxa de mortalidade pelas infecgdes bacterianas (CHIBLI,
2013).

As bactérias, assim como os fungos, sao agentes patogénicos, causadoras de
diversas infecgbes superficiais e internas. As infec¢des bacterianas da pele sdo as
mais comuns. Ocorrem com maior frequéncia apos lesdes prévias, especialmente
quando os ferimentos ndo sao tratados assepticamente. As principais bactérias
associadas a infecgdes da pele sdo a Staphylococci e a Streptococci, consideradas
como as principais causas de morbidade e mortalidade, ocasionando infec¢des
respiratorias e sepse (CHIBLI, 2013; HWANG et al., 2013; PHAM et al., 2019).
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Neste presente trabalho as cepas avaliadas foram as bactérias anaerobicas,
que compreendem o grupo mais numeroso de microrganismo. Nos seres humanos,
esses agentes costumam viver no trato gastrointestinal, podendo ser encontrados em
diversos lugares no corpo, provenientes principalmente do solo e da agua, alimentos
e animais (CORRALES et al., 2015; ALVES et al., 2017). As bactérias avaliadas foram
as Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces naeslundii,
Streptococcus mutans, Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, e a
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Estas bactérias apresentam importéancia e
relevancia global no tratamento de infec¢des bucais, (CORRALES et al., 2015; DIAS;
SILVA; LIMA, 2015; ALVES et al., 2017).

A utilizagao crescente da fitoterapia entre os programas preventivos e curativos
tem estimulado o estudo dos extratos de plantas para o uso na odontologia como
controle do biofilme dental e outras afec¢des bucais, aumentando as pesquisas com
PNs no meio odontolégico nos ultimos anos, com maior atividade terapéutica, com
menor toxicidade e melhor biocompatibilidade, além de apresentarem custos mais
acessiveis a populagcao (FRANCISCO, 2010; MACHADO; OLIVEIRA, 2014; DIAS;
SILVA; LIMA, 2015; BOHNEBERGER et al., 2019; GOMES et al., 2020a).

As infecgdes odontoldgicas mais comuns relatadas na literatura sdo a carie, a
gengivite, a periodontite, estomatite aftosa, herpes simples e problemas de
cicatrizagdo na mucosa bucal. Em recente trabalho, Bohneberger e colaboradores
(2019) abordaram algumas plantas medicinais e fitoterapicos no tratamento de
infeccbes bucais. Ainda neste estudo os autores sugerem que as bactérias orais
podem estar associadas com outras doengas como pneumonia e doengas
cardiovasculares, otite média, rinossinusite, mastoidite, abcessos cerebrais,
paroniquias (infecgdo da pele que rodeia a unha) e abcessos cervicais profundos
(KUMAR, 2013; ALVES et al., 2017). Desse modo, ha a necessidade de mais estudos
no desenvolvimento de novos antibiéticos no combate de infecgdes bucais.

A carie dentaria ainda € uma das doencgas infecciosas de maior prevaléncia da
cavidade oral, atingindo a grande maioria dos adultos nos paises industrializados e
60% a 90% das criangas em idade escolar (WORLD; HEALTH ORGANIZATION,
2012). Esta doenca representa um alto custo em paises desenvolvidos, onde a saude

bucal é responsavel por 5% a 10% de toda a despesa com saude publica e um custo
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que excede a capacidade financeira da maioria dos paises em desenvolvimento
(MICHELON et al., 2016)

A cavidade bucal é colonizada por inumeras espécies de bactérias sejam gram-
positivas ou gram-negativas, formadoras de camada biofilmes, mais conhecida por
placas dentarias (ALVES et al., 2017; BOHNEBERGER et al., 2019), responsaveis
por inumeras infecgdes dentarias em todo mundo. As placas dentarias podem ser
removidas mecanicamente durante a escovacdo dos dentes. Entretanto, outras
ferramentas e estratégias vém surgindo com o uso de produtos antimicrobianos, como
as solugdes removedoras das placas dentarias, a clorexidina e os derivados fendlicos
(DE MEDEIROS NOBREGA et al., 2016).

Diante desses fatos, ha uma grande preocupacédo de relevancia mundial
relacionada a resisténcia desses agentes bacterianos. Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (2010), a resisténcia bacteriana a medicamentos deveria ser vista
ha muito tempo como um problema de saude publica, principalmente no ambito
hospitalar. A clorexidina e hipoclorito de sédio ndo s&do capazes de inativar os
lipopolissacarideos bacterianos, nem de remover totalmente a “smear layer” (camada
da parede dentinaria do canal radicular) (BONAN; BATISTA; HUSSNE, 2011). Em
relagcéo a isto, estudo tem enfatizado que a clorexidina (Figura 4) sofre degradacéao,
formando a p-cloroanilina, que é hematdxico e carcinogénico. Assim, 0 uso
indiscriminado a torna um poluente emergente (ZONG; KIRSCH, 2012; LIMA et al.,
2014). Diante desse contexto, uma alternativa mais plausivel, é de fato, a busca por

antimicrobianos de fontes naturais.

Figura 4 - Estrutura quimica da clorexidina.
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Fonte: o autor.
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Nesta perspectiva, os agentes antimicrobianos de fonte de PNs tém se
mostrado uma fonte promissora contra bactérias orais, ante o aumento da resisténcia
bacteriana devido ao uso excessivo de antibidticos. Na literatura ha estudo
relacionado a fontes naturais com potencial antimicrobiano frente a bactérias
causadoras de infecgdes bucais (SUNTAR et al., 2016). Estudo com extratos das
flores da espécie Cassia javanica mostraram resultados promissores contra bactérias
(MOHAMMED et al., 2019). Ja no Cerrado, estudos de Rocha et al., (2018); Oliveira
et al., (2018) e Martins et al., (2020), mostraram resultados promissores contra esses

microrganismos.

1.1.3. Antiglicagéo e atividade antioxidante

No organismo humano, as reagdes de oxidagdo desempenham um papel
fundamental no processo metabdlico que leva a produgao de energia necessaria para
as atividades essenciais das células (ALVES et al., 2010; HAMEISTER et al., 2019).
Desse modo, as reag¢des de oxidagdes bioldgicas produzem as espécies reativas de
oxigénio (EROs) que contém elétrons desemparelhados, os radicais livres.

Dentre as principais espécies de radicais livres encontram-se os intermediarios
neutros como H202 e espécies carregadas como (ONOO") e que sdo denominadas
espécies reativas (ER). As ER s&o divididas em espécies reativas de oxigénio (EROs)
e espécies reativas de nitrogénio (ERNs). Sdo exemplos de ER: radical hidroxil (OH"),
radicais superéxido (O2), peréxido de hidrogénio (H202), 6xido nitrico (NO*), 6xido
nitroso (N203), peroxinitrito (ONOO") (HAMEISTER et al., 2019). As EROs em excesso
nos processos bioquimicos podem causar sérios danos oxidativos as células e
tecidos, o quais estdo relacionadas a diversas patogenicidade, incluindo cancer,
disturbios inflamatdrios, doencgas cardiovasculares, aterosclerose e, principalmente,
complicagbes diabéticas, uma vez que essas doencgas estdo atribuidas ao estresse
oxidativo (LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA, 2012; HAMEISTER et al., 2019).

Como ja mencionado, a diabetes pode causar doengas microvascular
especifica na retina, no glomérulo renal e nos nervos periféricos, bem como a doenca
macrovascular aterosclerética acelerada (BROWNLEE, 2001; BARBOSA,; OLIVEIRA;
SEARA, 2009; TORRES et al.,, 2018). A hiperglicemia & o fator primario

desencadeador dessas complicagdes micro e macrovasculares, sendo a formacéao
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enddgena dos produtos de glicagdo avangada, também chamados por AGEs
(advanced glycation end-products), um dos principais mecanismos responsaveis
pelos danos celulares e teciduais (MONNIER et al., 2005; BARBOSA; OLIVEIRA;
SEARA, 2009; TORRES et al., 2018).

Os AGEs, além de modificar propriedades quimicas e funcionais das estruturas
bioldgicas, atuam também na geragao de radicais livres, promovendo o estresse
oxidativo, na formacédo de ligagdes cruzadas com proteinas ou interagindo com
receptores celulares, o que contribui para progressdo de complicagbes diabéticas
(BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2009; TORRES et al., 2018).

Compreende-se que a atividade antiglicante € a capacidade de inibir a
formacao dos AGEs e, um dos inibidores pioneiros na formacgao das reagdes cruzadas
foi a aminoguanidina (Figura 5). Entretanto, a busca por novos agentes antiglicantes
que nao apresentem efeitos colaterais ainda continua a ser explorada (TORRES et
al., 2018). Estudos comprovaram que extratos de plantas tem apresentado resultados
promissores na atividade antigligante, como os extratos das flores de Cassia
auriculata que apresentou potencial de inibicdo da glicagdo, sendo esta atividade
atribuida a compostos fendlicos presentes nestes extratos (KUMAR, et al., 2014;
PERERA; EKANAYAKE; RANAWEERA, 2015). A literatura tem ressaltado que
diferentes classes de metabdlitos foram associadas a atividade antiglicante, como os
compostos fenolicos, flavonoides, polissacarideos, carotenoides e os acidos graxos
(MATSUDA et al., 2003; KUERBAN et al., 2017; TORRES et al., 2018).

Figura 5 - Estrutura quimica da aminoguanidina.
NH

Fonte: o autor

Assim, observar-se que os compostos antiglicantes possam inibir a formagéao
de AGEs (BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2009). Isso corrobora com os
desequilibrios associados aos processos fisiolégicos, como o estresse oxidativo,
ocasionando diversas patologias.

O desequilibrio do estresse oxidativo faz as células saudaveis do corpo serem

atacadas, levando a oxidacdo do DNA, proteinas, e enzimas, dentre outras
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macromoléculas. Esse desequilibrio pode causar uma variedade de doencgas crénicas
e degenerativa além do processo de envelhecimento (ALVES et al.,, 2010;
HAMEISTER et al.,, 2019). O préprio organismo contém agentes antioxidantes
enddégenos, que proveem de enzimas superoxido dismutase, catalase, peroxidase,
ascorbato peroxidase e glutationa redutase que s&o os principais antioxidantes
enddgenos, e os exdgenos que provem da alimentag&o, que incluem vitamina C e E,
terpenoides, caratenoides, e compostos fendlicos como acidos fendlicos, flavonoides,
cumarinas, lignanas e taninos (YANG et al., 2011; LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA,
2012; HAMEISTER et al., 2019).

Os agentes antioxidantes exdgenos podem ser sintéticos e naturais. Aqueles
oriundos de plantas, destacam-se pelos compostos especializados de natureza
fendlica, em especial oriundos de flores. Diversos estudos realizados com compostos
fendlicos, da classe de flavonoides, demostram a capacidade de sequestrar radicais
livres, sendo responsaveis pela potente acdo antioxidante (ALVES et al., 2010;
ZHANG et al., 2016), apesar da ampla empregabilidade dos agentes sintéticos, seja
na industria alimenticia, farmacéutica ou cosmética, como o hidroxianisol butilado
(BHA), o hidroxitolueno butilado (BHT), o galato de propila (PG) e a
tercbutilidroquinona (TBHQ). Em contrapartida, estudos tem relatado a possibilidade
desses antioxidantes apresentarem efeitos carcinogénicos e toxicos para o figado e
pancreas (YEHYE et al., 2015; TOZETTO et al., 2017).

Algumas espécies de Cassia foram previamente avaliadas quanto a atividade
antioxidante das flores. Kaisoon e colaboradores (2011) relataram que flores de C.
siameasao fontes de componentes bioativos com altas propriedades antioxidantes, e
que podem ser de interesse dos consumidores e profissionais de saude publica. Kaur
e colaboradores (2006) ainda sugerem que o extrato alcodlico de flores de C. siamea
possui potentes antioxidantes. Ja para Kumaran e Karunakaran (2007), os extratos de
etanol e metanol de flores de C. auriculata apresentaram alta atividade antioxidante
com base no sequestro de radicais livre, devido a presenca de flavonoides e taninos.

Quanto ao estudo com as flores de Cassia bakeriana, objeto de estudo deste
trabalho, ndo foram ainda relatados estudos sobre a atividade antioxidante. Dessa
forma, torna-se importante o estudo desta planta em busca de compostos auxiliadores
nesta atividade, como as classes fendlicas contra o excesso de EROs no processo

fisiologico, bem como o estresse oxidativo.



30

1.2 FAMILIA LEGUMINOSAE

A Leguminosae (Fabaceae s. I.) constitui uma das familias de angiospermas,
juntamente com Orchidaceae e Asteraceae, com distribuicdo subcosmopolita, com
ocorréncia em todos os ecossistemas (LEWIS et al., 2005; ANDRADE et al., 2009;
DRYFLOR, 2016; MENESES; ESSI, 2016; GOMES; SILVA; CONCEICAO, 2017).
Compreende 770 géneros e cerca de 19.500 espécies (AZANI, 2017). A familia pode
ser reconhecida botanicamente pela morfologia de suas folhas compostas, filotaxia
alterna, presencga de estipulas e pulvinos, ovario supero, unicarpelar, placentagao
marginal e fruto do tipo legume (AZANI, 2017; GOMES et al., 2020b).

Conforme a literatura, a familia Leguminosae esta distribuida em trés
subfamilias tradicionais: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae. Uma nova
proposta bem abrangente, baseada em estudos taxonémicos e moleculares, foi
apresentada e estabelece seis subfamilias: Caesalpinioideae (onde foi circunscrita a
antiga Mimosoideae); Cercidoideae; Detarioideae; Dialioideae; Duparquetioideae e
Papilionoideae (SELEGATO et al., 2017; LPWG, 2017).

Segundo Yahara e colaboradores (2013), as leguminosas sao culturas
alimentares importantes por serem fontes altamente nutritivas de proteinas e
micronutrientes, que podem beneficiar a saude e os meios de subsisténcia,
particularmente nos paises em desenvolvimento.

No Brasil, € a maior familia botanica, reconhecida por 222 géneros e 2.849
espécies e presentes em todos os dominios fitogeograficos, com maior diversidade
no Cerrado, com aproximadamente 1.524 espécies endémicas (FINGER; FINGER,
2015; STRASSBURG et al., 2017; GOMES; SILVA; CONCEICAO, 2017; FREITAS et
al, 2019; FLORA DO BRASIL, 2020).

Estas espécies sao encontradas na maioria das regides e distribuidas por
quase todas as formacdes vegetacionais (ZAPPIl; BFG - THE BRAZIL FLORA
GROUP, 2015). Também apresentam grandes indices de diversificagdo, bem como
sua ecologia e morfologia, com habito de grandes arvores as ervas (LEWIS et al.,
2005).

1.3 ASPECTOS QUIMICOS E BIOLOGICOS DO GENERO Cassia
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O género Cassia € composto por mais de 600 espécies, incluindo arbustos,
arvores e ervas, distribuidas em regides tropicais por todo mundo (DAVE; LEDWANI,
2012). Recentes revisdes apresentaram mais informagdes sobre a importancia e
aplicabilidade das espécies em questdo. No Brasil, observa-se a utilizacao dessa
planta de forma ornamental, pela beleza das flores e, também, na medicina popular,
para tratamentos de varias patogenias como laxante, purgativo, antimalarico,
cicatrizante de ulceras, antidiabético, hepatoprotetor, nefroprotetor, antitumoral. Esta
espécie também é usada no tratamento de infeccdes de pele e febre periddica em
toda a regiao tropical e subtropical (HAFEZ et al., 2019). No quadro 1 estao descritas

algumas espécies de Cassia e suas respectivas utilizagdes medicinais.

Quadro 1 - Espécies de Cassia e suas respectivas utilizagbes na medicina
tradicional (contiua).

Espécies de Uso medicinal
Cassia
Dor de cabega, dor de dente, doengas gastrointestinais,
Cassia vermifugo, doencas venéreas, pneumonia, complicagoes
abbreviata no utero, malaria, laxante (SCHMELZER; GURIB-FAKIM,

2008).

Cassia absus

Tumores, asma, constipagdes (DAVE; LEDWANI, 2012)

Cassia

angustifolia

Agentes laxantes, analgésicos e antifungicos para tratar

micose e outras infeccdes

(NASCIMENTO et al., 2020).

fungicas da pele

Cassia alata

Laxante, febrifuga, micose, herpes, doengas do figado,
problemas gastrointestinais (PARVEEN; SHAHZAD, 2015)

Cassia

auriculata

Atividade antioxidante (KUMAR et al., 2014; PRASATH et
al., 2019).

Cassia fistula

Laxante, malaria, intoxicagdo sanguinea, diarreia, lepra,
tuberculose, reumatismo, doencas de pele, pedra no rim,
vermifugo, ulcera (SCHMELZER; GURIB-FAKIM, 2008,
NAGPAL et al., 2011).
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Quadro 1 — Espécies de Cassia e suas respectivas utilizacdes na medicina
tradicional. (Concluséo).
Anemia, doengas no figado, coceiras, micose, malaria,

Cassia dores de barriga, gripes, febres, infec¢cdes gerais,
occidentalis | disturbios hepaticos e do estbmago, diurético, tuberculose
(DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Cassia Problemas de pele e menstruais, antitérmico, diurético,
reticulata picada de cobra (DI STASI; HIRUMA-LIMA, 2002).

Cassia Ulcera, diarreia, gonorreia, hemorroidas, lepra, disenteria
sieberiana (SCHMELZER; GURIB-FAKIM, 2008).

Cassia Artrite, asma, cancer, diabetes, antidiurético (MONDAL;

sophera RAJALINGAM; MAITY, 2013.).
Cassia tora | Doencas de pele, caspa, constipacdo, tosse hepatite,

febre, hemorroidas (BHALERAO et al., 2013).
Fonte: adaptado de Viegas Junior et al., (2006); Sundaramoorthy et al., (2016); Hafez et al., (2019).

Recentemente, o uso etno-botanico e tradicional de compostos naturais,
especialmente de origem vegetal, recebe muita atengado, pois sdo bem testados
quanto a sua eficacia e geralmente considerados seguros para uso humano
(SENTHAMILSELVI; MURUGANANTHAM; SOLOMON, 2016).

Estudos de Cassia tem apresentado pela literatura por suas indicagdes
etnofarmacoldgicas (Quadro 1). Por exemplo, as flores da Cassia Surattensis Burm
apresentaram atividade antidiabética significante (RAMESH PETCHI; VIJAYA;
DEVIKA, 2011). A Cassia auriculata apresentou atividade anti-ulcera, antidiabética
(KUMAR et al 2014; ADIKAY; SANTHOSHINI 2017; NAMBIRAJAN et al., 2018). A
Cassia uniflora apresentou atividades anti-inflamatéria, analgésica e anti-Ulcera
(CHAUDHARI; CHAUDHARI; CHAVAN, 2012). A Cassia spectabilis mostrou-se
efetiva contra filmes de Candida albicans (TOREY et al., 2016). Cassia fistula indicou
atividade analgésica e anti-inflamatoria significante (SRIVIDHYA et al.,, 2017). A
Cassia glauca mostrou atividade antifungica excelente (SUMATHY et al., 2014).

Outro exemplo, a Cassia tora apresentou atividade antioxidante,
hepatoprotetora, anticancer e antimicrobiana, sendo o extrato rico em polifendis e
acidos graxos, tais como, palmitico, linolénico, margarico e melissico que foram
identificados em maiores quantidades (DHANASEKARANA; IGNACIMUTHU;
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AGASTIAN, 2009; SHUKLA et al.,, 2018). Uma avaliagdo e investigagao de trés
espécies de Cassia, nomeadamente Cassia alata Linn., Cassia occidentalis Linn, e
Cassia sieberiana apresentou as classes de metabdlitos alcaloides, flavonoides e
saponinas, através da prospecgéo fitoquimica (AWOMUKWU et al.,2015). Em outro
estudo, foram identificados compostos como a flavan-3-ol, flavona, flavonodis
glicosilados, dimeros de proantocianidinas e trimeros de proantocianidinas
(NASCIMENTO, et al., 2020)

Em outro trabalho recente com as folhas de Cassia bakeriana, o fracionamento
levou ao isolamento de dois flavonoides: canferol-3-O-ramnoside e canferol (SILVA et
al., 2019). A Tabela 2 apresenta alguns compostos isolados dos extratos de flores de
espécies de Cassia e suas atividades biolégicas. Na Figura 6 estédo representadas as
estruturas desses compostos. A partir destas informacgdes, cresceu a importancia de

estudar as flores de Cassia bakeriana.
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1.4 Cassia bakeriana Craib: ASPECTOS MORFOLOGICOS, QUIMICOS E
BIOLOGICOS.

A planta estudada neste trabalho é a Cassia bakeriana Craib, pertencente a
familia Leguminosae-caesalpioideae, popularmente conhecida como cassia-rosea e
cassia-bakeriana, originaria da Tailandia, e representada na Figura 7.

Essa espécie de origem tropical e umido, tolera as condigbes subtropicais de
inverno ameno das regides sul e sudeste do Brasil. Essa arvore frondosa tem como
caracteristicas gerais atingir 12-15 m de altura, com tronco robusto, cascas pardo-
acinzentada e lisa (Figura 7). Possui ramagem longa recurvada e forte, dando origem
a uma copa ampla e arredondada. As folhas possuem forma semi-deciduas, com 12-
15 pares de foliolos opostos que se perdem na época seca, de 2-4 cm de
comprimento. As flores sdo grandes com cinco pétalas ovaladas e réseas, formadas
de novembro a janeiro. Os frutos de coloragdo marrom, sdo do tipo vagem (legume),
nao se abrem apds a maturacéo, sdo lenhosos, cilindricos, quebradicos, de 20-30 cm
de comprimento, e com sementes castanhas de formato ovalado. A arvore é
adequada para uso paisagistico, arborizagao de largas avenidas, e composi¢ao de
vegetal de parques e grandes jardins, possuindo rapido crescimento (LORENZI et al.,
2003).

Figura 7 — Fotografias de arvore e flores de Cassia bakeriana na Universidade
Federal de Uberlandia - MG, Campus Santa Ménica.

Arvore com flores

Flor
Fonte: o autor
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A literatura aborda alguns estudos com a Cassia bakeriana em relagao a seu
potencial bioldgico. Por exemplo, Cunha e colaboradores (2013b) determinaram a
composi¢cao quimica, a avaliacdo da atividade antimicrobiana e a citotoxicidade do
oleo essencial da madeira, cascas e folhas. O oOleo essencial das folhas e cascas
apresentaram elevada atividade antimicrobiana com Concentragéo Inibitéria Minima
(CIM) entre 62,5 e 125 ug mL~" frente a microrganismos aerdbios e anaerdbios, sendo
rico em acidos graxos. As cascas e as folhas identificaram alcoois, aldeidos e acidos
graxos como principais fung¢des presentes. O efeito citotdxico foi maior para o 6leo da
madeira e menor para o 6leo das folhas (93 e 153 ug mL~", respectivamente).

Segundo Cunha e colaboradores (2017), a atividade antimicrobiana de extrato
e fragdes das cascas e folhas de C. bakeriana foi avaliada contra bactérias aerobias
e anaerodbias da cavidade bucal. A fracdo diclorometano das cascas apresentou
elevada atividade antibacteriana. O fracionamento bioguiado dessa fragao levou ao
isolamento da antraquinona Reno (do aleméao “Rhein”) (Figura 8).

Este composto se mostrou altamente ativo contra microrganismos anaerdbios,

com valores de CIM variando entre 3,12 uyg mL~" e 25 yg mL-".

Figura 8 - Estrutura quimica do composto Reno isolado da fragédo diclorometano das
cascas C. bakeriana
OH O OH

g ' ‘ CO,H
O

(34)

Fonte: Cunha e colaboradores (2017).

Silva e colaboradores (2019) determinaram a composi¢cao quimica, atividade
antioxidante e capacidade inibitéria a-amilase, a-glucosidase, lipase e glicagédo néo
enzimatica in vitro, das folhas de Cassia bakeriana. Em sua composi¢ao quimica foi
possivel identificar diversos compostos presentes no extrato etandlico e nas parti¢oes,
tais como acidos fendlicos, flavonoides, acidos graxos e derivados, antraquinonas,
esfingolipidios, norisoprendide megastigmano, cianina e proantocianidinas. O

fracionamento da particdo diclorometano (P-DF), permitiu o isolamento dos
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flavonoides: canferol-3-O-ramnosideo (35) e canferol (36) representados na (Figura
9). O canferol (36) apresentou alta atividade inibit6ria contra a a-amilase (ICso = 1,5 +
0,14 uyg mL ~"). Os compostos (35) e (36) mostraram inibigao da glicagéo (ICso = 84,27
+ 11,38 € 64,16 + 1,53 ug mL™", respectivamente).

Figura 9 - Compostos canferol-3-O-ramnosideo (35) e canferol (36) isolados das
folhas C. bakeriana

Fonte: Silva e colaboradores (2019).

2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

e Estudar a composicdo quimica das flores de Cassia bakeriana Craib, bem
como explorar o potencial antifungico, antibacteriano, antioxidante,

antiglicagao, e a citotoxicidade dos extratos e partigdes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o extrato hexanico e etandlico por maceracao de flores coletadas e

identificadas da Cassia bakeriana;

e Particionar o extrato etandlico por extracao liquido-liquido com solventes de
polaridades crescentes;

e Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos e particbes das flores;

e Determinar o teor de fendis, proantocianidinas e flavonoides dos extratos e

particdes das flores;
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Identificar e quantificar por CG-EM os compostos apolares presentes na
particdo hexanica das flores por cromatografia gasosa;

Identificar a composigéo quimica das partigdes mais ativas por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas com ionizag&o por electrospray
(CLAE-ESI-EM);

Avaliar a atividade antifungica dos extratos e particdes frente espécie de
Candida pelo método da microdiluicdo em caldo;

Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos e particbes frente os
microrganismos da cavidade bucal, pelo método da microdiluigdo em caldo;
Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e particdes pelo método ORAC,
DPPH®* e FRAP;

Avaliar o potencial inibitorio de glicacdo dos extratos e partigdes;

Avaliar a atividade citotdxica dos extratos e particdes.

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 INSTRUMENTAGCAO

Banho de aquecimento FISATOM modelo 550;
Balanga analitica SHIMADZU modelo AUW220D;

Balanca de luz infravermelha para determinacdo da umidade Quimis modelo

Kett FD-600;

Evaporador rotatério IKA modelo RV 10;
Espectrofotobmetro Genesyis 10S UV-Vis;

Liofilizador TERRONI modelo LS3000;

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

Lavadora ultra-s6nica modelo USC-750 Unique;

3.2 SOLVENTES E REAGENTES

Solventes utilizados para a extragado e cromatografia: hexano, etanol, acetato

de etila, n-butanol, diclorometano e metanol foram de marcas diversas: Synth, Vetec,
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Merck, Neon. O hexano, etanol e acetato de etila foram destilados para maior grau de
pureza.

Anidrido acético e os acidos acético, sulfurico e férmico também foram de
marcas diversas: Synth, Merck e Vetec;

Reagentes quimicos: nitrato de bismuto (Isofar), iodeto de potassio
(Chemicals), difenilboriloxietilamina NP (Sigma-Aldrich). O polietilenoglicol 400 (PEG-
400), o cloreto de aluminio, e o sulfato cérico pentahidratado foram da marca Vetec;
Metanol HPLC usado foi da Sigma- Aldrich e J. T. Baker;

3.3 COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

As flores de Cassia bakeriana foram coletadas nos meses de outubro e
novembro de 2019, dentro do campus Santa Ménica da 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 UFU pelos Professores Dr. Glein Monteiro de Araujo e Dr. lvan
Schiavini. A exsicata do espécime foi depositada no Herbario da UFU, campus
Umuarama, com o numero 63584.

Posteriormente a coleta, as flores foram levadas para Nucleo de Pesquisa em
PNs (NUPPeN), no Instituto de Quimica da UFU, e colocadas em uma incubadora
B.O.D. 441 D, com circulagao de ar a 35-40 °C, para secagem. O teor de umidade das
flores foi determinado pelo método gravimétrico, por meio de uma balanga de luz
infravermelha. Cerca de 1,0 g das flores foi monitorada a uma temperatura de 105 °C,
por 15 mim, até que o teor de umidade permanecesse constante. As flores foram
retiradas da incubadora quando apresentaram 7,4 % de umidade, e em seguida foram

trituradas. O preparo do material vegetal esta apresentado na Figura 10.
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Figura 10 — Fotografias do preparo do material vegetal.

Flores frescas Incubadora Balanga de luz Flores secas trituradas
infravermelho

Fonte: o autor

3.4 PREPARO DOS EXTRATO BRUTO E EXTRACAO LIQUIDO-LIQUIDO

O extrato das flores foi obtido através do processo de maceragdo em que 604,6
g das flores trituradas foram colocadas em contato com o hexano (2,5 L), utilizando
um garrafdo de 10 L por 48 horas a temperatura ambiente e protegido da luz. (Figura
11a). Apos esse tempo, o solvente foi filtrado e concentrado utilizando um evaporador
rotatério a pressao reduzida e banho a 40 °C. O procedimento foi realizado cinco
vezes com o solvente hexano e obtido o extrato hexanico das flores (EHF).
Posteriormente, foi obtido o extrato etandlico (EEF), adicionando-se 2,5 L de etanol
ao remanescente da extragdo em hexano, e repetido o mesmo procedimento por cinco
vezes. Apos a remogao dos solventes, foi obtido o residual etandlico das flores e o
extrato etandlico das flores (EEF), que posteriormente foi congelado e liofilizado para
remocao de agua. A massa obtida do extrato etandlico das flores (EEF) é de (163,2
g).

Para a realizagdo da extracdo liquido-liquido com solventes de polaridade
crescente, foram pesadas 40 g do EEF seco, e solubilizadas em 100 mL (9OHCHs
metanol: 1H20 agua), filtrado e adicionadas em um funil de separagdo. Em seguida,
foi colocado hexano (5 x 200 mL), a mistura agitada e a fase hexanica foi extraida e
rotoevaporada até obter a particdo hexanica das flores (P-HF) (Figura 11b).

Posteriormente adicionou-se diclorometano (5 x 200 mL) ao remanescente da
particdo em hexano. Em seguida, o solvente foi rotoevaporado, obtendo-se a particdo

diclorometano das flores (P-DF).
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Logo apds, foi obtida a particdo acetato de etila das flores (P-AEF) adicionando-
se acetato de etila (5 x 200 mL) ao funil de separacdo onde estava contido o
remanescente da particao diclorometano, seguindo o mesmo procedimento anterior.
O remanescente da particdo em acetato de etila foi submetida a uma nova extragao
com n-butanol (5 x 200 mL), em que o procedimento foi transcorrido como o anterior,
até obter a particdo n-butanol das flores (P-BF) e o ressuspendido em agua (particao
agua). A particdo agua das flores (P-AF) foi a ultima a ser obtida, onde ressuspendido
em agua foi rotaevaporado até obte do mesmo a presséao reduzida, banho a 40 °C. A
Figura 11 apresenta a primeira extragdo (EHF) e liquido-liquido (P-HF).

(o

Figura 11 — Fotografias da extracdo hexanica (EHF) das flores (a
particdo hexanica (P-HF) das flores de Cassia bakerian

~—

tencado da

2

~—"

L T : "
Extracdo EHF (a) Particao liquido-liquido P-HF (b)

Fonte: o autor

O Esquema na Figura 12 apresenta o procedimento da preparagao dos extratos

e das partigdes.
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Figura 12 — Esquema da obtengao dos extratos brutos, particdes e rendimentos.

‘ 604.6 g de flores secas e frituradas ‘

1- Hexano (5x 2.5 L)
2- Concentrado (5 x) e rotaevaporador

Extrato Hexano Flores (EHF) Remanescente

829 (1.3%
20(1.3%) 1- Etanol (5 x 25 L)

Residual etandiico .2_ Concentrado (5 x ) e rotaevaporador

Extrato Etandlico Flores (EEF)
163,2 g (26.9%)

1- 40,00 g solubilizado em metanol: dgua (9:1)
2- Hexano (5 x 200 mL)
Particio n-Hexdnica Flores (P-HF) 3- Concentrado (5 x) e rotaevaporador

6.1g(15,3%)

Remanescente
1- Diclorometano (5 x 200 mL)
Particdo Diclorometano Flores (P-AEF) 2- Concentrado (5 x) e rotaevaporador
4.1g(10,4%)
Remanescente
— : 1- Acetato de etila (5 X 200 mL)
Particiio Acetato de etila Flores{P-BF) 2- Concentrado (5 x) e rotaevaporador
53g(13.2%)
Remanescente
— 1- n-butanal (5 X 200 mL})
Particéo n-butanel Flores (P-BF) 2- Concentrade (5 x) e rotaevaporador
14,7 g (36.9%)

| 4- Ressuspendido em agua

1- rotaevaporador e
2- Concentrado
Particio Agua Flores (P-AF)
489 (12%)

Fonte: o autor.

3.5 PROSPECCAOQ FITOQUIMICA DOS EXTRATOS E PARTICOES

Para analise das classes de compostos presentes nos extratos e partigdes,
estes foram solubilizados em metanol com concentracédo 1 mg/mL e aplicadas em
placas comerciais de CCD. Foram utilizados 3 sistemas de fases movel para
desenvolvimento das placas cromatograficas. A fase mével 1 - hexano: acetato de
etila (4:1) - utilizada para o extrato hexanico e particdo hexéanica; a fase movel 2 -
acido féormico: acetato de etila: metanol, nas proporgdes (0,8:8:1) — utilizada para o,
extrato etandlico, particdes n-butanol, acetato de etila, diclorometano. A fase mével 3
— acetato de etila: metanol: acido formico (5:1:0,5) — utilizada para a particdo agua.
Abaixo é descrita a metodologia proposta por Wagner; Bladt (1996) utilizando os

seguintes reveladores:
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a) Detecgéo de alcaloides:

Reagente de Dragendorf: foi preparada uma solugédo A, a partir da dissolugao
de 0,85 g de nitrato de bismuto em 10,0 mL de acido acético glacial e adicionou-se
40,0 mL de agua destilada sob aquecimento; e uma solugdo B a partir da dissolugéo
de 8,0 g de iodeto de potassio em 30,0 mL de agua. As solugbes A e B foram
misturadas na mesma propor¢cdo produzindo uma solucdo estoque. A solugao
reveladora foi preparada com 1,0 mL da solugao estoque; 2,0 mL de acido acético
glacial e 10,0 mL de agua. A placa foi revelada e observada a colorag&o laranja
amarelada na presenca de alcaloides.

Reagente lodocloroplatinado: foi preparada uma solugdo A contendo
hexacloroplatinico (IV) 5% em agua (m/v) e uma solugdo B contendo iodeto de
potassio 10% em agua (m/v). A solugao reveladora foi preparada com 1,0 mL da
solugéo A, 9,0 mL da solugdo B estoque e 10,0 mL de agua. A placa foi borrifada e

observada a coloragédo marrom na presenca de alcaloides.

b) Detecgéo de flavonoides:

Reagente NP/PEG: foi preparada uma solugdo A, contendo
difenilboriloxietilamina (NP) 1% (m v') em metanol; e uma solugdo B, contendo
polietilenoglicol-4000 (PEG4000) 5% (mv'') em etanol. A solugdo reveladora foi
preparada com 10,0 mL da solugcdo A e 8 mL da solugdo B e aplicada na placa.
Posteriormente, a placa CCD foi observada em camara de luz UV.

Reagente Cloreto de aluminio: foi preparada uma solugdo contendo AICIs 1%
(m v~') em metanol. A placa CCD foi borrifada com o revelador e observada na cdmara
de luz UV.

c) Deteccéo de antraquinonas:
Solucao alcoodlica de KOH, (reagente Borntrager): hidréxido de potassio 5% em

etanol. As antraquinonas revelam-se com coloragao vermelhas. Na camara de luz UV

é possivel identificar antronas (amarela) e cumarinas (azul).
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d) Detectores universais: deteccdo de terpenos fenilpropranoides, esteroides,

saponinas, flavonoides e proantocianidinas.

Solucédo de Sulfato Cérico: 2,1 g de Ce(S0O4)2.5H20 foram dissolvidos em 15
mL de H2S0O4 concentrado e adicionado a 800 mL de agua (CHAVES, 2001). A mistura
foi aplicada na placa e os compostos revelados apresentaram coloragcdo marrom.

Reagente de Liebermann-Burchard: foram adicionados 5,0 mL de anidrido
acético e 5,0 mL de &cido sulfurico concentrado a 50,0 mL de etanol absoluto, sob
banho de gelo. A placa foi borrifada com a solugao e aquecida a 100 °C, por 5 a 10
min, e os compostos revelados apresentaram coloracéo colorida na placa.

Reagente de Vanilina Sulfurica: foram preparadas uma solugédo A contendo
vanilina 1% em etanol (m/v) e uma solug¢édo B contendo acido sulfurico 5% em etanol
(v/v). A placa CCD foi borrifada com a solu¢do A seguida da B e aquecida a 100 °C,
por 5 a 10 min, podendo observar os compostos revelados de diversas cores. Trata-

se de um revelador geral, mas muito utilizado para detecgao de triterpenos.

3.6 ANALISE DA PARTICAO HEXANICA DAS FLORES DE Cassia bakeriana POR
CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CG-
EM)

A P-HF foi dissolvida em diclorometano (5 mg m L"), filtrados em cartucho Sep-
Pak de silica C18. Desta solucao foi retirado 1 uL, o qual foi injetado no CG-EM. As
analises foram realizadas em equipamento CG-EM equipado com coluna capilar OV-
5 serial 121345, d.i. 0,25 mm THICKNESS: 0,25 uym, 30 m. Foi usado gas Hélio como
carreador, a fluxo constante de 1,02 mL min-'; a temperatura do injetor foi de 246°C
(modo Split 1:20 para as fragdes e 1:5 para os extratos em n-hexano); a temperatura
do detector de 220 °C; a temperatura do injetor foi programada para aquecer de 60 a
246 °C com velocidade de 3 °C min ' mantendo-se nessa temperatura por 38 minutos.
O tempo total de analise foi de 100 minutos. A energia do feixe da fonte de ionizagao
por elétrons foi de 70 eV. Assim, os espectros de massas foram analisados pelo indice
de similaridade (acima de 88%) resultante da comparacdo entre os espectros de
massas mostrados pelas bibliotecas do software (WILEY, NIST e SHIMATSU) e
espectro de massa do composto analisado.
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Posteriormente, foi realizado o calculo de parametro chamando de indice
aritmético (IA) que correlaciona o tempo de retencdo do composto analisado de
alcano. Nesse mesmo propodsito é considerado o numero de carbonos dos alcanos
que apresentam tempos de retengao proximo ao do composto analisado. O |A foi
calculado através da (1), utilizando o tempo de reten¢gdo do composto analisado e dos
padrdes previamente de alcanos injetados utilizando a mesma metodologia. Onde: C
€ o tempo de retencdo em min; C € o numero de carbonos; x € composto analisado;
(Pz) € o alcano apresentam o tempo de retengéo anterior a x; Pz + 1 € 0 alcano com
tempo de retencao posterior a x. No apéndice A se encontram os tempos de retengao

dos padrdes de alcanos (Cs-Cso) empregados nos calculos do IAs.

IA(X)=1OOC(PZ)+1OOK Tr () = Tr(Pz )l (1)

Tr(Pz+1) — Tr(PZ)

O IA calculado é comparado com o de compostos isolados, tabelados por
Adams, (2017). Além disso, o |A calculado também foi comparado com a biblioteca
NIST (2014), nas mesmas condi¢des utilizadas para a analise em CG-EM, com

diferenga maxima de 15 unidades.

3.7 ANALISE POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS (CLAE-EM-IES)

O EEF, e as demais P-HF, P-DF, P-AEF, P-BF e P-AF das flores de Cassia
bakeriana foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia a
espectrometria de massa com fonte de ionizagéo por electrospray (CLAE-EM-IES),
destacando-se todas as particbes P-HF, P-DF, P-AEF, P-BF e P-AF pois foram as
particoes mais ativas nas analises biolégicas realizadas. As analises de CLAE-EM-
IES EM foram realizadas no Laboratério de Nanobiotecnologia do Instituto de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia (IGEB-UFU), utilizando
em um cromatografo liquido (marca Agilent modelo Infinity 1260) acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugao, tipo Q-TOF, da marca Agilent® e modelo
6520 B, com fonte de ionizagdo por electrospray (IES). Os parametros
cromatograficos para analise dos extratos e particdes foram: coluna Agilent modelo
Poroshell C18, com 2,1 mm de diametro interno; 10 cm de comprimento, particulas de
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2,7 um; a fase movel utilizada foi: agua acidificada com acido formico (0,1% v v=') (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 ionizagao foram: pressdo 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.

As analises de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) foram realizadas
em diferentes energias de colisdes para os modos negativo e positivo para cada ion
precursor. A partir das analises dos fragmentos e da massa de alta resolugéo foi
possivel propor a estrutura quimica dos compostos das amostras bioativas. A formula
molecular proposta de cada composto foi selecionada de acordo com uma lista
sugerida pelo Software MassHunter®, seguindo a mais baixa diferenga entre a massa
experimental e a massa exata erro em ppm, (2), a equivaléncia de insaturagdes e a
regra do nitrogénio. A confirmagao das possiveis estruturas quimicas foi proposta de
acordo com outros trabalhos na literatura, além da biblioteca Metlin e bancos de dados
(Pubchem), analisando sistemas de solventes, tempos de retencédo e espectro de

massas.

massa experimental — massa exata
Eppm = x10 (2)
massa exata

3.8 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS POLIFENOLICOS
3.8.1 Determinagéo do teor de fendis totais

Utilizando-se a metodologia proposta por Morais e colaboradores (2008), o teor
de fendis totais foi determinado para os extratos brutos e partigbes das flores.
Inicialmente, em um tubo de ensaio, foram adicionados 0,5 mL de solu¢gao metandlica
dos extratos brutos e partigoes (CA = 150 ug mL™"), com 2,5 mL de solugido aquosa
do reagente de Folin-Ciocalteu 10% (v v'') e 2,0 mL de uma solugdo recém preparada
de carbonato de sodio 7,5% (m v'). A mistura foi mantida por 5 min, em banho a 50
°C. Todas as absorbancias foram medidas em um espectrofotdmetro, em 760 nm, € o
experimento foi realizado em triplicata. Para obtenc&o do branco, foi utilizado 0,5 mL
de metanol e 2,5 mL da solugdo aquosa do reagente Folin-Ciocalteu mais 2,0 mL da
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solugédo de carbonato de sodio. O resultado foi expresso em mg de equivalente de
acido galico (EAG) por grama de extrato, que foi obtido e calculado conforme a
Equacao (3).

CAG (3)
— 3
EAG = —+10

Em que;
CAG - a concentragdo em equivalentes de acido gélico em pug mL",

CA - a concentragdo da amostra em ug mL™".

Para obtenc&do da concentracdo da amostra em fungédo do acido galico, uma
solugdo metandlica de acido galico foi reagido com o Folin-Ciocalteu em variadas
concentragdes (5 a 50 ug mL"), com 0,5 mL da solugdo metandlica de acido galico,
2,5 mL da solugédo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteu e 2,0 mL da solugao de
carbonato de sodio e assim, construida uma curva analitica da absorbancia obtida
versus concentragao de acido galico (y=0,0161x + 0,0799) utilizada. O coeficiente da
reta foi determinado por R? = 0,995. A partir dessa equacao da reta obteve-se o valor
da concentragdo (x) em equivalente de acido galico (CAG) expresso em mg mL"' e

obtida (y é absorbancia medida).

3.8.2 Determinagéo do teor de proantocianidinas

Utilizando-se a metodologia proposta por Morais e colaboradores (2008), o teor
de proantocianidinas foi determinado para os extratos brutos e particdes das flores.
Inicialmente, em um tubo de ensaio, foram adicionados 2,0 mL de solugdo metandlica
dos extratos brutos e particées (CA = 150 ug mL-") e 3,0 mL de solugéo de vanilina
(10 mg mL") em &cido sulfdrico 70% (m m). A mistura foi mantida por 15 min em
banho, a 40 °C. Todas as absorbancias foram medidas em um espectrofotbmetro em
500 nm e o experimento foi realizado em triplicata. Para obtencdo do branco, foi
utilizando 2,0 mL de metanol e 3,0 mL da solucéo de vanilina. O resultado foi expresso
em mg de equivalente de catequina (EC) por grama de extrato e calculado conforme

a Equacéo (4).
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cc (4)

Em que,
CC - a concentragdo em equivalentes de catequina em ug mL™",

CA - a concentragdo da amostra em ug mL".

Para obtencdo da concentracdo da amostra em funcdo da catequina, uma
solugdo metandlica de catequina foi reagida com a solugédo de vanilina sulfurica em
variadas concentragées (1 a 20 yg mL'), com 2,0 mL da solugdo metandlica de
catequina e 3,0 mL da solugéo da solugéo de vanilina e assim, construida uma curva
analitica da absorbancia obtida versus concentracdo de catequina (y=0,0342x +
0,1067) utilizada. O coeficiente da reta foi determinado por R? = 0,997. A partir dessa
equacao da reta obteve-se o valor da concentragao (x) em equivalente de catequina
(CC) expresso em pug mL" e (y é absorbancia medida).

3.8.3 Determinagéo de teor de flavonoides

Utilizando-se a metodologia proposta por Woisky; Salatino (1998); Aryal e
colaboradores (2019), o teor de flavonoides foi determinado para os extratos brutos e
particdes das flores. Inicialmente, em um tubo de ensaio foram adicionados 2,0 mL de
solugdo em metanol dos extratos brutos e particbes (CA = 150 uyg mL"), 1,0 mL de
solugdo em metanol de AICI35% (m v') e 2,0 mL de metanol. A mistura foi deixada
em repouso por 30 min, a temperatura ambiente. Todas as absorbancias foram
medidas em um espectrofotbmetro em 425 nm e o experimento foi realizada em
triplicata. Para obtenc¢ao do branco, o mesmo procedimento foi realizado substituido
a amostra por metanol. O resultado foi expresso em mg de equivalente de quercetina
(EQ) por grama de extrato, obtido e calculado conforme a Equacgao (5).

CQ 3
EQ— a* 10

Em que,
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CQ - a concentragdo em equivalentes de quercetina em pg mL-",

CA - a concentragdo da amostra em ug mL".

Para obtencdo da concentracdo da amostra em fungao da quercetina, uma
solugdo metandlica de quercetina foi reagida com uma solugdo em metanol de AICIs
5% (m v'), em variadas concentragées (1 a 30 ug mL"), contendo 2,0 mL de
quercetina e 4,0 mL de metanol e 1,0 mL de solugdo em metanol de AICI35% (m v).
Em seguida, foi construida uma curva analitica da absorbancia obtida versus a
concentragdo de quercetina (y=0,0281x + 0,0373, R? = 0,988). A partir dessa equagao
da reta obteve-se o valor da concentragédo (x), em equivalente de quercetina (CQ)

expresso em ug mL™" (y é absorbancia medida).

3.9 DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
3.9.1 Método do sequestro do DPPH*

As analises da atividade antioxidante de C. bakeriana foram realizadas no
Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto de Biotecnologia da UFU,
com a colaboragao do professor Dr. Foued Salmen Espindola. Este procedimento foi
realizado segundo a metodologia proposta por Yildirim et al., (2001) modificado,
utilizando o radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH®). Os extratos e particbes
foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO). A reacéo foi iniciada adicionando-se 250
ML dos extratos e parti¢cdes, solubilizados em 750 uL de solugdo metandlica do radical
DPPH (0,06 mmol L~"). A mistura foi incubada a 30° C, na auséncia de luz, durante 20
min. Através de um espectrofotdmetro (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA), foi
possivel medir a reducdo da absorbancia da mistura em 517 nm. O controle foi
realizado substituindo o extrato e particbes por metanol. O branco foi realizado
substituindo a solugao do radical DPPH por metanol. O acido ascérbico foi usado
como controle positivo. Para calcular a porcentagem de atividade antioxidante (AA)
que corresponde a porcentagem dos radicais DPPH eliminados, foi utilizado a
Equacgéo (6).

.. .. Abs —(Abs —Abs
Atividade antioxidante (%) = “2Scontrole_(AbS amostra branco ¥ 100 (6)
ADS controle
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Onde: Abs controle € @ absorbancia da solugao metandlica do radical DPPH, Abs
amostra € @ absorbancia da mistura (DPPH® + amostra), Abs branco € @ absorbancia da
amostra em metanol. O ensaio foi realizado em duplicata e a concentracgao inibitéria
(ICs0) (do inglés “inhibitory concentration”), que €& a concentragdo de amostra
necessaria para sequestrar 50% do DPPH¢®, foi determinada com diferentes

concentracdes dos extratos e parti¢oes.

3.9.2 Método da capacidade de absorbéancia de radical de oxigénio ORAC

Método da capacidade de absorg¢ao de radicais de oxigénio (ORAC), do inglés
“Oxygen radical absorbance capacity”, a analise se baseia na inibicdo da oxidagao
induzida pelo radical peroxil, iniciada pela decomposi¢ao térmica do composto 2,2’-
azobis-(2-amidinopropano) di-hidrocloreto (AAPH), sendo utilizada a fluoresceina
como sonda fluorescente. A perda da fluorescéncia foi avaliada ao longo do tempo,
na auséncia e presenga de compostos antioxidantes (PRIOR et al., 2003). Os extratos
e as particdes foram solubilizados em DMSO: agua (1:1), na concentragao de 20 ug
mL-'. Todos os reagentes utilizados no ensaio foram preparados em tampao fosfato
(75 mmol L=, pH 7,4). Inicialmente, 25 uL dos extratos e particdes foram adicionados
a 150 pL de fluoresceina (0,085 mmol L") e incubados a temperatura ambiente, por
15 mim. Em seguida foram adicionados 30 uL da solugcao de AAPH para dar inicio a
reacdo. A intensidade de fluorescéncia foi medida, a 37 °C, em um
espectrofluorimetro, com excitagdo (ex) a 485 nm e emissao (em) a 528 nm e a
intensidade foi verificada a cada 1 mim e 30s, durante 90 mim. 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
concentragdes conhecidas do acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico
(Trolox). O branco foi realizado substituindo os extratos e particbes por tampéo
fosfato. O acido ascérbico foi utilizado como controle positivo. Todas as analises foram
realizadas em triplicata e os resultados foram expressos como pmol equivalente de

Trolox por grama de amostra.
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3.9.3 Método do poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

Para realizagcdo do experimento, preparou-se uma solugao tampao acetato de
sodio (pH= 3,6) e uma solugéo de cloreto férrico 20 mmol L-'. Também foi preparado
uma solugdo de HCI 40 mmol L', e uma solugdo de 2,4,6-tris(2-priridil)-s-traizina
(TPTZ) 10 mmol L' em HCI. O preparo do reagente de FRAP é realizado misturando-
se na proporgcao 10: 1: 1 as solucdes tampao acetato, TPTZ acido e cloreto férrico.
Para a quantificacdo se faz necessario uma curva analitica que foi realizada com
Trollox. Acido ascérbico foi usado como controle positivo. Um branco foi realizado com
as amostras / controles para reduzir a contribuicdo da cor para a absorbancia.

Na microplaca transparente reagiram-se 10 puL amostra, 1 mg mL™" (ou Trollox
em diferentes concentragbes conhecidas) + 25 yL agua + 250 yL do reagente de
FRAP e, essa mistura foi deixada incubada por 6 minutos, a 37 °C. A absorbancia foi
medida a 593 nm no espectrofotdbmetro e a atividade antioxidante foi determinada
usando uma curva analitica, em umol de equivalente de trollox por grama de extrato
(umol ET g') (ZHONG; SHAHIDI, 2015).

4.10 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIGLICAGCAO

Os extratos e particbes foram diluidos em DMSO: agua (1:1) e adicionados a
albumina sérica bovina (BSA) (50 mg mL-") diluida em tampao fosfato (200 mmol L,
pH 7,4). Em seguida a mistura foi incubada a 37 °C, por 72 horas, na auséncia de luz.
Ap0ds esse periodo, foi adicionado 1,6 mL de acido tricloroacético 20% (m v-') em cada
tubo. Em seguida foram centrifugados a 10000 xg por 10 mim e o pellet foi
ressuspendido em 1,6 mL de tampao fosfato (200 mmol L-', pH 7,4). A reducéo da
fluorescéncia especifica da BSA, quando se liga ao agucar (frutose), foi avaliada em
um espectrofluorimetro (350 nm (ex) / 420 nm (em) (Perkin-Elmer LS 55,
Massachusetts, USA) (SRI HARSHA; LAVELLI; SCARAFONI, 2014). O controle foi
realizado substituindo os extratos e particoes por DMSO. O branco foi realizado
substituindo a frutose por tampao fosfato (200 mmol L-', pH 7,4), e os extratos e
particbes por DMSO. A quercetina foi usada como controle positivo. A Equacgéo (7)

apresenta a o calculo da porcentagem de Inibicdo da Glicagao (I1G):
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(IF amostra — IF branco) (7)

I.G. (%) = 100 — 100
G- (%) 0 (IF controle — IF branco) * 10

Sendo: /F amostra a intensidade de fluorescéncia na presenca dos extratos e
particdes, /F branco a intensidade de fluorescéncia na auséncia de frutose, extratos e
particoes, e IF controle a intensidade de fluorescéncia na auséncia de extratos e
particdes. Vale ressaltar que todas as analises foram realizadas em duplicata para

determinacao da ICso.

4.11 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para os ensaios da atividade antimicrobiana dos extratos brutos e particdes
foram determinadas de acordo com as Concentrac¢des Inibitérias Minimas (CIM). As
analises foram realizadas no Laboratorio de Ensaios Antimicrobianos (LEA) da
Universidade Federal de Uberlandia campus Umuarama, com a colaboracéo do Prof.
Dr. Carlos Henrique Gomes Martins, seguindo o método da microdiluigdo em caldo
contra leveduras de diferentes espécies de Candida, e contra bactérias bucais
aerObias e anaerobias, utilizando cepas padrdao provenientes da “American Type
Culture Collection” (ATCC).

4.11.1 Atividade antifungica dos extratos e particées frente a leveduras da Candida

Na realizagdo dos ensaios antifungicos foram utilizadas as seguintes cepas
padrao provenientes da “American Type Culture Collection” (ATCC): Candida albicans
(ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida glabrata (ATCC 15126).

Inicialmente solugdes de estoque foram preparadas, dissolvendo os extratos e
particdes em dimetilsulféxido (DMSQ), na concentragdo de 192000 pug mL~'. Em
seguida, foram realizadas diluigbes com as solugbdes de estoque, usando o caldo
“‘Roswell Park Memorial Institute” (RPMI) 1640 (meio de cultura), tamponado em pH
7,2 com acido 3-N-morfolinapropanosulfénico (MOPS), até a concentragdo de 12000
pug mL~'. A determinagdo da CIM foi realizada em placas de microdiluigdo com 96
pocos, onde foram feitas as diluicdes seriadas com concentragcées de 3000 a 1,46 ug

mL-" dos extratos e particdes. Cada pogo recebeu 100,0 uL da suspensao do inéculo,
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sendo o volume final de cada pog¢o de 200 uL. Para o controle positivo (Anfotericina
B) foi realizado o mesmo procedimento com concentragdes entre 0,031 e 16,0 ug mL~
. O método espectrofotométrico foi utilizado para preparar o indculo a 530 nm, e as
medidas comparadas com a escala 0,5 Mc Farland para obter uma concentracdo de
6,0. 108 UFC (Unidades formadoras de col6nias). Diluigdes em caldo RPMI foram
realizadas até que a concentracgao final testada em cada pogo foi de 1,2. 103 UFC mL-
' (Unidades formadoras de coldnias por mL). Controles de esterilidade do meio de
cultura (caldo RPMI 1640), do inoculo, dos extratos, particdes e do solvente (DMSO)
também foram realizados. O controle do solvente foi preparado nas concentragdes de
1% a5 % em v v~ e ndo influenciou no crescimento das leveduras. Para validagao
dos ensaios, o controle positivo anfotericina B foi testado frente as cepas de referéncia
Candida krusei (ATCC6258) e Candida parapsilosis (ATCC22019), com
concentragdes entre 0,25 a 2,0 uyg mL~", respectivamente. Valores de CIM dentro
deste intervalo para estas leveduras validam a metodologia e os resultados para as
demais leveduras, segundo o CLSI M27-A3 (CLSI, 2008). Todos os testes foram
realizados em triplicatas. Apés a montagem das microplacas, essas foram incubadas
por 48 h, a 37 °C e, posteriormente, foi determinada a CIM utilizando o revelador
resazurina (0,02 % m v~'). A leitura foi realizada a partir da mudancga de coloragdo da
resazurina (de coloragao azul para coloragao vermelha), se houver crescimento das
leveduras. A CIM correspondeu a menor concentragao dos extratos e particdes capaz
de inibir o crescimento das leveduras.

A resazurina € um revelador redox que, irreversivelmente, muda coloragao na
presenca de atividade metabdlica celular (de azul para rosa). Essa mudanga também
é estrutural em nivel molecular (ELSHIKH et al., 2016; MATSUURA et al., 2019), como
ilustrado na Figura 13.

Figura 13 - Reacédo redox da resazurina
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Fonte: adaptada de Matsuura e colaboradores (2019)
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4.11.2 Atividade antibacteriana dos extratos e particbes frente as bactérias bucais
anaerobicas e aerobicas

As seguintes cepas padrdes proveniente da colecao “American Type Culture
Collection” (ATCC) foram testados nos ensaios antibacterianos: bactérias anaerébicas
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277); Fusobacterium nucleatum. (ATCC 25586),
Actinomyces naeslundii (ATCC 19039), e bactérias aerdbicas Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus sanguinis (ATCC
10556) e Agreggatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717).

A atividade antibacteriana foi determinada utilizando o Método da Microdiluicdo
em Caldo, de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para os
microrganismos anaerobios (CLSI, 2012a) e aerdbios (CLSI, 2012b). A analise da
atividade antibacteriana foi realizada em microplacas contendo 96 pocgos. O inéculo,
o caldo, e a amostra foram adicionados em cada poco, obtendo-se um volume final
de 100,0 yL para as bactérias aerdbicas e 200,0 uL para as anaerdbicas. O volume
de inéculo adicionado nos orificios da microplaca foi de 20,0 pL para os testes com
bactérias aerdbicas, e 40,0 uL para os testes com bactérias anaerébicas. O método
espectrofotométrico foi utilizado para preparar o indculo a 625 nm, e as medidas
comparadas com a escala 0,5 Mc Farland. A concentracao final testada para cada
microrganismo foi de 5,0. 10° UFC mL-! (Unidades formadoras de coldnias por mL).
As concentragbes das amostras testadas frente as bactérias aerdbias e anaerdbias
foram de 0,195 ug mL-' a 400,0 ug mL-". As concentragdes do controle positivo testado
para as aerodbias (dicloridrato de clorexidina) foram de 0,115 uyg mL-' a 59,0 ug mL".

Metronidazol foi utilizado como controle positivo no intervalo de concentragdes
0,0115 ug mL" a 5,9 yg mL-" frente as cepas Bacteroides fragilis (ATCC 25285) e
cepas Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 2974), para validagao do método. Como
controle negativo foi utilizado o dimetilsulféxido (DMSO) (concentragado de 5,0% a
1,0% v/v). Foram ainda realizados os controles de esterilidade do controle positivo, do
meio de cultura e das amostras.

Para os microrganismos aerdbios, as microplacas foram incubadas em
microaerofilia pelo sistema chamalvela, a 37 °C, por 24 h. Apdés o periodo de
incubacéao, foram adicionados 30,0 puL do indicador resazurina (0,01% m\v) em cada

orificio. Os microrganismos anaerdbios foram incubados por 72 h, em camara de
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anaerobiose (atmosfera contendo: 5 - 10% de H2, 10% COz2, 80-85% N2), a 36 °C,
sendo revelado com o mesmo indicador. A coloragao azul resultante ap6s a adicdo do
indicador representa a auséncia de crescimento bacteriano, enquanto a coloragao
rosa indica a presenca do crescimento bacteriano. Todos os testes foram realizados

em triplicatas para segurancga e precisédo dos resultados.

4.12. DETERMINAGAO DA CITOTOXICIDADE E iNDICE DE SELETIVIDADE

O ensaio da atividade citotdxica foi realizado utilizando-se o método de diluigao
em microplaca de 96 pogos. O meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) foi
preparado e suplementado com 10 % (v v-') de soro fetal bovino, L-glutamina (2 mM),
D-glicose (4500 mg L™"), bicarbonato de sédio (2000 mg L-"), HEPES (2380 mg L),
piruvato de sodio (1100 mg L"), penicilina (60 mg L"), gentamicina (40 mg L") e
estreptomicina (10 mg L-").

A cultura celular Vero ATCC CCL 81 (fibroblastos de rim de macaco verde
africano) foi mantida em meio DMEM suplementado, a 37 °C, em atmosfera umida
com 5% de COz. Preparou-se uma solugéo contendo 1 x 10° células em 10,0 mL de
meio DMEM suplementado. As amostras dos extratos e particbes foram dissolvidas
em metanol e diluidas com DMEM suplementado para formar uma solugédo estoque
de 640 ug mL~". A concentragéo final de metanol da solug&o estoque ndo excedeu 3%
(v v"). Para permitir que as células aderissem ao fundo do pogo da microplaca, 100
ML de solugéo de células foram transferidos para cada pogo e incubados por 6 h, a 37
° C, em uma atmosfera umida com 5% de CO2 em ar. Posteriormente, o meio de
cultura de cada pocgo foi retirado e as solugbes dos extratos e particdes foram
adicionadas nas concentragdes testadas (1024 ug mL~" a 4 ug mL~"). O volume final
de cada poco foi de 100 uL e a quantidade de células presentes em cada poco foi de
1 x 10%. Apos preparada, a placa foi incubada por 48 horas, a 37 °C, em atmosfera
umida com 5% de CO2 em ar. Em seguida, 10 uL de uma solugéo de resazurina (3
mM) em tamp3o fosfato-salino (PBS) foram adicionados (ROLON et al., 2006). Mais
uma vez, a placa foi incubada nas mesmas condicdes durante 24 horas, e os valores
de absorbancia foram medidos a 595 nm num espectrofotdmetro de microplacas. O

controle positivo utilizado foi a anfotericina B. O ensaio foi realizado em triplicata.
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A viabilidade celular foi calculada com valores de absorbancia em relagao ao
controle de crescimento. Um grafico dose-resposta com regressao nao-linear foi
construido para o calculo da concentragao citotdxica (CCso), que é a concentragéo
que representa 50% de viabilidade celular (PILLAY et al., 2007).

A partir dos valores de CCso e dos valores de ICso (ou CIM) obtidos nas
atividades bioldgicas, foi possivel calcular o indice de Seletividade (IS) de cada
amostra, através da Equacéo (8) (CASE et al., 2006).

IS= CC50 (amostra) (8)

log
ICSO ou CIM (amostra)

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 EXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO E RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Os extratos das flores foram obtidos por meio da maceracdo de 604,6 g de
flores, em temperatura ambiente e pressdo atmosférica. Acredita-se que nessas
condigdes as estruturas dos compostos sejam preservadas, sem alguma interferéncia
externa. O extrato n-hexano (EHF) foi o primeiro a ser obtido, para remog¢ao dos
compostos apolares presentes nas flores, como por exemplo os acidos graxos.
Posteriormente foi obtido o extrato etandlico das flores (EEF). Pelo fato da constante
dielétrica do n-hexano ser bem menor (1,9) do que a constante dielétrica do etanol
(24,6) e, portanto, o n-hexano ser menos polar do que o etanol, substancias de
distintas polaridade foram extraidas nestes dois solventes (MEDEIROS; KANIS,
2010). A seguir sdo apresentados os rendimentos dos extratos EHF e EEF, conforme
a Tabela 3.

Tabela 3 - Rendimento (%) obtido dos extratos EHF e EEF das flores de C.

bakeriana.
Amostra Massa obtida Rendimento
de extrato (g) (%)
Hexano 8,2 1,3
Etandlico 163,2 26,9

Fonte: o autor.
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De acordo com os dados da Tabela 3 o EEF apresentou maior rendimento com
relagcdo ao EHF, isso porque foi extraido em solvente com carater polar (etandlico)
extraindo assim os compostos mais polares presentes nas flores.

Os resultados de rendimento obtidos da particao liquido-liquido, a partir do EEF

(40 g), estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Rendimento das particdes liquido-liquido realizada a partir do extrato

etandlico.
Partigcoes Massa obtida da Rendimento (%)
particao (g)
P-HF 6,1 15,3
P-DF 4,1 10,4
P-AEF 53 13,2
P-BF 14,7 36,9
P-AF 4,8 12,0
Total 35,1 87,9

Nota: P-HF — particdo n-hexanica das flores; P-DF — particao diclorometano das flores; P-AEF — particao
acetato de etila das flores; P-BF — particdo butanol das flores; P-AF — particdo agua das flores; Fonte:
o autor

Observa-se que o P-BF apresentou maior rendimento em relagdo a todas as
particdes, indicando que a maior parte dos compostos polares do extrato estido
presente nesta particdo. Em contrapartida, a particdo P-DF apresentou menor
rendimento dentre as demais partigbes (10,4%). Esse baixo valor deve estar
associado a polaridade intermediaria que o solvente (diclorometano) exerce sobre os
compostos presentes no extrato. Outro fator, pode estar relacionado a metodologia de
extragao utilizada, em que grande parte dos compostos apolares foram extraidas pelo

EHF, influenciando a composig¢ao da P-DF.

5.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A prospeccéo fitoquimica permitiu rastrear as principais classes de constituintes
quimicos que compdem os extratos e particdes das flores de C. bakeriana. Os

resultados estido na Tabela 5.
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Tabela 5 - Prospeccao fitoquimica do extrato e particoes de C. bakeriana.

Flavonoides? Alcaloides® Antraquinonas,| Terpenos, esteroides, saponinas,
antronas, acgucares, fendis, taninos,
Amostra cumarinas® flavonoides?
lodocloro- |Dragen- Liebermann | Sulfato Vanilina
NP/PEG | AICI3 | platinado |dorff KOH Buchard Cérico Sulfurica
EHF - - - - - + + +
EEF ++ ++ - - +++ +++ +++ +++
P-HF + + - - - - - -
P-DF +++ - - - ++ ++ + ++
P-AEF +++ - - - +++ +++ +++ ++
P-BF - - - - - - - +
P-AF - - - - - - - +

Revelador; aNP/PEG, AICls3; Plodocloro-platinado, Dragendorff; °KOH; dLiebermann-Buchard,
Anisaldeido, Sulfato Cérico, Vanilina Sulfurica; Nota: -: ndo identificado; ++: intenso; +++: muito intenso;
Fonte: o autor.

Conforme os resultados da Tabela 5, o extrato etandlico e as particbes P-DF e
P-AEF indicaram, em geral, forte intensidade quando revelados com Liebermann-
Buchard, NP/PEG, solugao alcodlico KOH, sulfato cérico e vanilina sulfurica, indicando
a presenca de terpenos, esteroides, saponinas, acucares, fendis, taninos, flavonoides,
antraquinonas. A presenca de flavonoides foi fortemente identificada no extrato EEF,
e nas particobes P-AEF e P-DF, no comprimento de onda 365 nm, bem como
evidenciada por machas amarelas e verdes por CCD. A presenca de alcaloides nao

foi identificada em nenhuma amostra.

5.3 IDENTIFICACAO E~QUANTIFAICAQAO POR CG-EM DOS COMPOSTOS
PRESENTES NA PARTICAO n-HEXANICA DAS FLORES

A partigdo n-hexénica das flores foi analisada por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM), a fim de identificar compostos mais

apolares. O cromatograma da particdo n-hexanica encontra-se na Figura 14.
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Figura 14 - Cromatograma de CG-EM da particdo n-hexanica (P-HF) das flores de C.
bakeriana.

800e3]
700e3—f
600e3]
500e3]

400e3]

300:33E ‘ J
E ool My ..L l " " A,

Fonte: o autor.

Os compostos presentes na particido P-HF das flores de C. bakeriana foram
identificados pelo indice de similaridade (IS) resultante da comparag¢ao dos espectros
de massa obtidos com a biblioteca NIST, Wiley e SHIM (Figura 14). Os indices
aritméticos (IA) calculados para os compostos identificados foram comparados com a
literatura (Adams, 2017). Foram identificados pela primeira vez, na particdo n-
hexénica das flores de C. Bakeriana, 11 compostos (Tabela 6): cinco ésteres de
cadeia longa (5; 45%), dois acidos graxos de cadeia longa (2; 18%), dois alcanos de
cadeia longa (2; 18%) e dois terpenos (2; 18%). Observa-se que os ésteres, acidos
graxos, alcanos, e principalmente terpenos, foram identificados nesta amostra.

Os componentes identificados na particdo n-hexanica das flores de C.
bakeriana ja se mostraram bastante eficazes para algumas atividades bioldgicas. Por
exemplo, o neofitadieno, e o esqualeno e o acido palmitico apresentaram atividades
antioxidante, e antifungica, (PSOMIADOU et al.,, 1999; ESTEVAM, et al., 2005;
SANTOS, 2014a; PERES et al., 2012; KADOWAKI; IWAMOTO; YAMAUCHI, 2012;
ELFIKY et al., 2020).
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Tabela 6 - Compostos identificados por CG-EM na P-HF das flores de C. Bakeriana

Craib.
Composto proposto Trmin) IS Alcaiculado  Al* Art?a do
pico

Acido metacrilico? 21.434 93 1279 NI 72172
Palmitato de metilad 45.321 90 1942 1927 100886
Acido palmitico® 46.910 89 1955 1960 1069193
Palmitato de etila® 47.657 94 1953 NI 842896

Neofitadieno? 51.410 89 2152 2056 96082
Acido linolénico® 52.398 92 2154 2143 834741
Acido linolénico® 52.618 91 2168 2143 435797
Linolenato de etilad 52990 91 2170 2150 981197
Linoleolato de etilad 53.214 94 2173 2150 877700
Estearato de etila® 53.877 92 2174 NI 131538
Dotriacontano' 56.896 87 2189 3200 173949
Triacontanof 62.448 93 2455 NI 550173
Esqualeno? 75.597 91 2869 2832 153858

Nota: Al*: valor tedrico; IS: indice de similaridade; Tr (min): Tempo de retengao; NI: ndo identificado;
d¢steres de cadeia longa (5; 35%), ¢acido graxo de cadeia longa (3; 21%), falcanos de cadeia longa (3;
21%), sterpenos (2; 14%); éter de cadeia longa (1; 7%) Fonte: o autor.

A composicdo quimica de alguns extratos de espécies de Cassia ja foi
determinada, como por exemplo, para a C. alata (OGUNWANDE et al., 2010), a C.
fistula (TZAKOU; LOUKIS; SAID, 2007), a C. nigricans, (AYO et al., 2007; GEORGES
et al., 2008). A maioria dos compostos encontrados nestas diferentes espécies de
Cassia se assemelha com os encontrados na C. bakeriana, como o acido palmitico, o
esqueleno, o Linoleato de metila, o tetracosano, o hexacosano, o heptacosano e o
linolenato de etila.

No estudo das folhas de C. bakeriana abordado por Cunha e colaboradores
(2017), os compostos identificados se assemelham com os compostos encontrados
nas flores do presente trabalho, como por exemplo o acido palmitico, o tetracosano,
dentre outros. A Figura 15, apresenta os compostos identificados na P-HF das flores

de C. bakeriana.
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Figura 15 — Estruturas de compostos identificados por CG-EM na P-HF das flores C.

bakeriana.
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Fonte: o autor.

5.4 PROPOSTA DE IDENTIF~ICAQAO DOS COMPOSTOS PRESENTES NO
EXTRATO EEF e NAS PARTICOES P-HF, P-DF, P-AEF, P-BF e P-AF POR CLAE-
IES-EM/EM

O extrato EEF e as partigées P-HF, P-DF, P-AEF, P-BF, P-AF das flores de C.
bakeriana apresentaram resultados satisfatério em todos os ensaios biologicos, que
sao discutidos nos topicos (5.5 a 5.9) (pg. 86 a 102). As amostras foram analisadas
por CLAE-IES-EM/EM. Os cromatogramas das particoes bioativas encontram-se na
Figura 16. A Tabela 9 mostra a proposta de identificagdo dos compostos. Os espectros
de EM/EM dos compostos encontram-se no Apéndice, e as estruturas dos compostos
identificados sdo mostradas na Figura 17.

A analise dos espectros de massas em alta resolugdo no modo negativo
permitiu observar nas amostras diversas compostos, como por exemplo acido

carboxilico (como por exemplo o ion m/z 135.0300) detectados comumente em todas
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as amostras. Outros compostos importantes, como os &acidos fendlicos, foram
identificados nas particbes P-DF, P-AEF, P-BF e no extrato EEF. Destaca-se também
o acido 4-hidroxi-O-glucosideo benzoico (ion m/z 299.0772). Ao acido seringico (ion
m/z 197.0457) é atribuido diversas atividades biologicas, entre elas as atividades
antioxidantes e antibacterianas (SRINIVASULU et al., 2018). Podemos levar em
consideracao também a presenca de dois compostos pertencentes a classe de acido
jasmanico, o m/z 225.1135 e m/z 305.0700 identificados pela primeira vez nas flores
de C. bakerina, mais que podem atuar em diversos processos biologicos importantes
como na resisténcia a herbivoros, indutora, sinalizadores contra patogenos,
senescéncia, processos de desenvolvimento e respostas de defesa da planta (GIDDA
et al.2003; DELKER et al., 2006).

Destacam-se os ions precursores da classe de flavonoides que também foram
encontrados comumente em quatro amostras, como a catequina (ion m/z 289.0719),
a quercetina-3-O-beta-D-glucoside (ion m/z 463.0883), a quercetina-3-0O-
rhamnosideo (ion m/z 447.0933), o kaempferol-3-O-rhamnosideo (ion m/z 431.0984)
e o kaempferol (ion m/z 285.0408) praticamente presentes em todas as particdes, com
excecgao da P-AF. classe de compostos fendlicos também foi observada e revelada
na prospeccao fitoquimica (Tabela 5).

Outro fato a ser discutido e observado € que, a grande parte dos compostos
identificados nas particbes P-HF, P-DF, P-AEF e P-BF também foi comumente
identificada no extrato EEF. Este fato pode estar associado aos compostos com menor
massa molecular, distribuidos dentre as articbes e o extrato etandlico. Contudo, este
fato n&o foi observado no estudo de Silva e colaboradores (2019) com as folhas de C.
bakeriana. Foi observado que a presenca destes compostos no extrato tinha sido
menos evidenciada por ser uma amostra mais complexa, com um numero maior de
compostos e que, portanto, nao se ionizaram adequadamente para serem detectados
(SILVA et al., 2019).

Os derivados de acidos graxos também foram detectados o (ion m/z 327.2176),
o acido trihidroxi-octadecendico (ion m/z 329.2335), o acido dihidroxi-hexadecanoico
(ion m/z 287.2228), o acido linolénico (ion m/z 277.2172), o acido hidroxi-
hexadecanoico (ion m/z 271.2277), e o acido octadecadienadico (ion m/z 279.2329) no
extrato etandlico (EEF), na matriz mais complexa. Estes acidos graxos de cadeia
longa também foram identificados na particdo P-DF, que € uma amostra com carater
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de polaridade intermediaria. Essa classe de compostos foi relatada também no
trabalho de Cunha e colaboradores (2013b), na composigdo do oleo essencial de
diferentes partes da C. bakeriana. Os acidos graxos também sdo conhecidos por
possuirem atividade antibacteriana, antimalarica e antifungica (POHL; KOCK;
THIBANE, 2011; PINTO et al., 2017).

Alguns compostos presentes nas flores de C. bakeriana ja foram identificados
e caracterizados previamente nas espécies C. javanica, C. siamea, C. auriculata,
Cassia alata, C. nodosa, C. hirsute, C. laevigata, C. petersiana, e C. renigera (ZHAO
et al., 2016). A presenca dos compostos catequina (ion m/z 289.0719), acido ferulico
(ion m/z 193.0504), naringinina (ion m/z 271.0617), luteolina (ion m/z 285.0406),
apiginina (ion m/z 269.0454), a reina (ion m/z 283.0250), a apigenina (ion m/z
269.0454) e o acido linolénico (ion m/z 277.2172) foi identificada e quantificada nas
flores de cinco espécies de Cassia: (C. siamea, C. fistula, C. occidentalis, C.
auriculata, e C. uniflora) (CHANDRA et al., 2015).

O acido protocatecuico (ion m/z 153.0194) encontrado nas partigdes P-DF, P-
AEF e EEF esta relacionado as atividades antibacteriana, antifungica e,
principalmente, pela forte relagcdo com a atividade antioxidante (TANAKA; TANAKA,;
TANAKA, 2011; KAKKAR; BAIS 2014). Ainda Kakkar e Bais (2014) enfatizam que,
dentre as diversas atividades do acido protocatecuico, destacam-se fortemente as
propriedades farmacoldgicas antibacteriana e antioxidante.

A taxifolina (ion m/z 303.0514) detectado nas particbes P-DF, P-AEF e EEF
detém potente atividade antioxidante, com capacidade de reducgao, eliminacdo de
radicais, atividade citotdxica e antiglicante (TOPAL et al., 2015; MURAMATSU et al.,
2019).

As flavonas luteolina e apigenina foram identificadas nas particées P-DF, P-
AEF e EEF, e ja foram descritas por apresentar atividade antiglicante
(CHINCHANSURE et al., 2015; RONSISVALLE et al., 2020). A flavanona naringenina
(ion m/z 271.0617) detectada na particido P-DF é reportada por apresentar forte
atividade antifungica (DANELUTTE et al., 2004). Outra flavona identificada abordada
foi a diosmetina (ion m/z 299.0562), detectada nas P-DF e P-AEF. Este composto
possui atividade antioxidante e antibacteriana contra as espécies de Candida (PATEL
et al., 2013; WEIDENBORNER; JHA, 1997). Podemos destacar também o é&cido

linolénico (ion m/z 277.2172), presente na particao P-HF e no extrato EEF, detectado
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nas duas cromatografias estudadas (CG e CLAE). Este composto tem sido associado
atividade de antiglicagdo (PRASANNA; SARASWATHI 2017).

Neste presente trabalho também foi detectada a classe de antraquinonas na
particdo P-DF: a emodina (ion m/z 269.0454), a quinalizarina (ion m/z 271.0248) e um
isbmero da reina (ion m/z 283.0250). A classe de antraquinonas esta relacionada com
atividades antibacteriana e antifungica (COOPOOSAMY; MAGWA, 2006; FRIEDMAN
et al., 2020).

O estudo com flores de diversas espécies de plantas é bem menos relatado
quando comparado com estudos com outras partes de plantas, por exemplo as folhas.
Este fato esta relacionado com a época da floragao, uma vez que as floragdes ocorrem
uma vez por ano, na sua maioria, e isto acontece também com a C. bakeriana.
Entretanto, alguns estudos com flores da espécie Cassia identificaram o alanonal e o
B-sitosterol-B-D-glucosidio (SATYENDER; YADAV, 2013; FATMAWATI, et al., 2020).
Além destes compostos, foi identificado o 5-O-metil-quercetin-3-0O-(3-acetil)-d-
galactosidio também presente nas flores de C. alata (SENTHAMILSELVI;
MURUGANANTHAM; SOLOMON, 2016). Na investigagao de Kumar e colaboradores
(2006) foram identificados os compostos kaempferol-3-O-rhamnoside (ion m/z
431.0984) e quercetina-3-O-B-D-glucosideo (ion m/z 463.0883) nas flores de C.
nodosa, presentes também neste trabalho.

No estudo de Silva e colaboradores (2019) com folhas de C. bakeriana foram
identificados a epicatequina (ion m/z 289.0719), a astilbin (ion m/z 449.1092), o
kaempferol (ion m/z 285.0408), o acido malico (ion m/z 133.0143), também
identificados neste trabalho, e o acido 2,3-dihidroxibenzoico (acido hipogalico). No
estudo de Cunha e colaboradores (2017) com cascas da C. bakeriana foi identificada
a antraquinona reina. Foi também identificada a classe de derivados de acidos graxos
de cadeia longa, comumente encontrada em espécies de Cassia, principalmente no
oleo essencial de diferentes partes de C. bakeriana (CUNHA et al., 2013a). Vale
ressaltar que todas as classes discutidas aqui, foram evidenciadas e reveladas pela
prospecc¢ao fitoquimica (Tabela 5). Ainda ndo ha estudos da composigéo quimica das
flores da C. bakeriana. Desta forma, foram identificados 50 compostos nas particbes

avaliadas, pela primeira vez nas flores de C. bakeriana.



69

9l st Vi €1 zL

Jojne o :8juo4

(unw) swiy uomISINDOY “SA SIUNOD
r z

(Uiw) owi | uomISINbOY “SA SIUNOD
zL LE oL 6 8 3 9 s v € z L

A A v M AR

433

[ o, 6 8 9 s v € z L
N ————— — - ~ ——— —
— _ _ - -5z
Fso
Fs.0
-
FszL
=
e
rz
rszz
rsz
L

ro

Fscz

e 4v-d

Fsie

-z
-
=
8L
re
Fzz

L

L
P'SWBSNONUBI AO'SLL=bRI4 UBdS OdE IST-| g 01X P'SIWBONSHUC AQ'GLL=0E1 UedS Odd IST-| 5 0bX
(UI) BWi | UoNISINbOY "SA SIUNOD (UIW) WL UoISINbOY 'SA SIUNOD
9t st vi €t zL N oL 6 8 z 9 s v € z 1 9L st v €L 2L [ or [ 8 L 9 s v € z 1
ro ro
rszo Fszo
Fso =
Fsco Fszo
Ly FL
Lozt FszL
Loy =
ey Fso
- re
Lozz Fszz
Loz Fsz
Loz FsLe
Le e
rsze =
49-d 43v-d
L ifrsce L Hsce
P'SWBONPIUEI NO'GLL=BE1d UedS Odg IST-| 5 01X P'SWBeNENUEY NO'SLL=BeI4 UedS Odg IS3-| 5 OLX
(UIW) w1 UoNISINDIY “SA SIUNOD (sueas) swi) uoISINbIY *SA SIUNOD
9L st [ €L zL Ly oL 6 8 L 9 s v € z L 0001 526 096 526 006 S/8 098 528 008 SLL 0SL SZL 0QL S£9 099 529 009 SLS 0SS S¢S 00 SLV 0S¥ Sgv 00V GLE OSE SZE O0F SLZ 092 S22 00Z SLk 0GL GZL 00L SL 05 ST
o 0
Lo zo
0
Fr
90
=i 80
- L
Loz z1
v
e
91
ree 8L
Ly 2
Loy T
4a-d B 4H-d
L L - 9z
P SWBSNZIUEH AO'SLL=Beid URDS Odd IS3-| g OLX P'SWBONLIUEY A0'GLL=0eId UEdS Od IST-| 5 01X

"OAljebau opow ou ‘S3-NF-IVTO

Jod sOpNo 437 0JenIxd 0p & 4y-d ‘dd-d ‘43V-d ‘40-d ‘dH-d S90diued sep NI/W3-STI-Iv 10 9p seweibojewos) - 9| einbi-



0L

£00¢

21NN oy umapy VAX)oq 09102USGIXOIPIN-d ORY  0%HLD 99 ‘GL ‘€6 ‘A8 0L 00  VWZOLEL  PZOLEL  9EE
BS102 (AIX) ;011 8L LIPL 801 . . . .
“le1o HyQI3y-nNgy  ooluen opg op ospysoxay (os)) O MO ez gy zg) a9y pe gz B0 848006CE biBOGCE  EcE
95102 "B 18 (nx) ool Fal ‘Jel - . . .
YOGy o WO 1 00IBULISS OpIos op ospisoxey  “OYHTO  €ZL'€GL28L L6LIASOL 80" ¥B60'6SE  1860'6SE 06
- (5 IN °0°HO0 821 ZEL '6VL €61 A0l V0~ 8V20€ee  I¥20€ee  G8¢
BG10C (1I1x) 50 68 LIvL 801 . . . .
“le 1o HYQIFy-NGY  0oolueAopg ap oopjsoxey (0s)) O MO ‘ez 'gel'zgl 9 :pe0p 00 BeBOGCE BIB0GCE St
0Z0Z "B 1 A
: y IX) (091n983e3030.1d OpIOY) ‘a1l ‘epL ‘ALl - : : : :
NISHOW ‘9510Z “[e 10 X oo P YOPHO  16'80L°60L°0LL:A®OL 90  €6L0°EGL ¥BLOESL  STT
. J'> g 0I0ZUBIXOIPIUIP-}'E OPIOY
HvaIZd-nay ‘o unew ;
ag10z ),
R HYAITINGY ooooomopoe op ssoxey “OHPO 801601 ZGL'ESLIAS0Z €0~ 2ZL0GLE  LZLOGLE  0LT
1102 “1e 18 N3HO
0 U X1),  091Ug101uEd 0Py SONEHO 17788 9% A0 0 70 _ ve0181Z Ge01 81z 01
(0 U (1) ; - 0ouEIN/B OpY "OPHSD 691/ 2866 €VLAB0F 00 _ 0GE0EL  0SE0LEL S8l
6L0Z" [ 10 V]OHVD
“YNOVINV ‘002 (IA) g0 0I0ZUBGIXOIPIY-d OPDY  EO9HLD 99 ‘G ‘€6 60} :A° 0 00  ¥WZOLEL  PZOLEL  09')
“1239 NNS ‘(0 UKW
BG10T (A) s :p2q0010ZUBQ et eyl - . . . .
810 Hote ey copIsonB-0-xoip-p opioy  "O°HO €6 “LEL 'GLL A8 Ol 00  Z/L066Z Z/L066Z Gv'L
3 A>—v J'po ¢ ¢ ‘ ‘ . . . . .
@WOUDANG 0 UBW o6 e oipi-g oproy  “OVHPO 266566101 'SVLA90L - SSKO'LOL  €SKO'LOL L)
- Low IN = 011 921 75 281 A® 0L - = 1190Zv2__ 80
0 UIeN (1) > 001U}99NS OpRY "O°H"D 65 ‘€L G8 66 A8 0C 00 €610Z1) _£6L0ZL, 90
85107 ‘e o) ) el . . . .
5 VI o LB (1) ;75 g OOIIEW OpIOY SOSHYD 66 'G9‘LL'ZL'68'GLLA®OZ L0  ZPLOEEL EYLOEEL  L6D
9002
“Ie 19 ONVM ‘7002 (1) o p-oq e O}RUORI | SOPHYD  9G‘6G‘GL'68°LLLASOL L0  66Z0°GEL  00EO'SEL 080
“1e 19 I0AV ‘o UIBeW
sel|ouala)ey oeSesiyuapl ap eAjejud | 1e[nasjo SIN sojuswbBely (wdd) — ejexa [H-Wl  ulwp
i A G : e|nwIo4 z ou3 essep : :

(enunuoo) "euelsyeq O
ap Sal0|} Sep 433 0jesxd 0p @ ‘4v-d ‘49-d ‘43V-d ‘4a-d ‘4H-d Sse0died sep sojsodwoo sop oedealjuapl ap eysodold - / ejeqe



(AIXX)

L0z e 1 TOTvE OO opoy  TOPHAO 65 ‘€1 ‘591 A8 0T €1 zelsee  Selsz 89y
= JafN_ 70" 2666 201 020 §6L AP0, 20 _ 25h0GEL  €5h0GEL  GEV
- (5ol N TORHID €VZ 628 1LE A0 0L 207150y €0VLS0v G
610Z "1 18 VATIS BSL0Z —
“[e 10 HYQIFY-NGY ‘8002 o oUnoaoudg) | POHSO  SZLGLLSYZ'LIZ'682°A90L €0 BLIOGSZ  6LL0GST  OF
“le 10 WOHLSAS ‘o Uk e _
90202 e 1@ VINMVHS 8256 901 121 . . . .
: . . q 00IBuLIeS OpID SQO+He ol ‘acl ‘a0l ‘ral -
00 e N ey XX q0oBuses opy  somHeD o, 8L SO 0L MEE Do gevouel  ssvosel  sey
- [oTN TOTHD - 20 6216y 862LGey WY
= oI TOTHID 68101 682 6vE ABOZ GO~ £26L'G6E 1264 G6E 90
- soI'N DOEHLD  68°L9L ‘68T ‘6VE A 0 00  €261°G6€ €26L°G6E  06°€
k. m m
00 NS oang  (XX);q00lIUBAODY  *OPHED GO 'L6°80L'€ZL'ZGL'APOL 1L 0GE0'U9L  ZGEOU9L  0GE
. G160 ‘€L €9l . . . .
- “ ¢ 9NOLH VL
yoalN ovHny Lo G 00 S B9 . 00 Sovo'eiZ  Sovo'RiZ  buE
@WYdAnd ‘ Ullen PO opud | O°HO S9°1°16°Z6°86°1ZhiAG0L 80 S620LTL  96Z0NTL  LUE
0202 "IE18 NGSHOW 95102 (IAX) , 091w L . . . .
G O ey s o opios i oapraoxou "OPHO 611 ‘€91 :A° 01 €0  6260'GZ€ 0S60GZE  LLE
= B OZHZD 101 06} 626 €WV ABGL 8- £z6Levh  GleL ey 19¢
6102 "B 18 VATIS 85107
“le10 HYQIFY-NGY 8002 (IAX),p0qBUMDSIED  SOPHSIO  GZL '6LL°SYZ LT '682°A90L €0  8LL0GSZ  6LL0GST  ¥S'E

"B 18 INOYLSAS -(n UIRBIN

‘(Bnunuod) “eueusxeq O
ap Salo|} Sep 433 0}eljxd 0p @ ‘4V-d ‘49-d ‘43V-d ‘4Ad-d ‘4H-d seodied sep sojsodwod sop oedeolynuapl ap eysodold - / ejage |

1L



6L0Z "B 18 VAIS -BeS102

(AXXX) j07qe

LGl /2T ‘GST '¥8C 'S8¢

LLO0ZH e . . . .
“le 10 HYQIY-NGY ‘o UROW__ oopisoxay-o-oseydweey OO ‘oog ‘yog sze uppopegy 00 EEB0ULWY EEGOUVY 059
(020zZ “Ie 1@ NISHOW ‘a5102 (AXXX) ol ‘el 77 e ¢
“le 1o HyQIF¥-NaY ‘6002 ypoqoOPISOUWRYY  wouizg  MOY KR OeF ECC BEC LIS g0 egeouvy  eec0uby €9
“Ie 19 DINOZ¥d) ‘o UIBeW -0-g-euneosoNy .
- TAIXXX) ; < - 09P]SOULE] Gzl 151 2S) 621 081 . . . .
e1e : oLoleyLe A6k vatb c¢al bil -
6102 “1210 VATIIS e oiduwoonompn | COHIO(JCH SR GO Sk 8L 90~ ezil'eey  9zil'eey 619
- : (XXX) ;09
m w . 13 3 13 . . . - .
T TS UGy ® 09PISOIOEIED [ 9pISOONIB  TOHIZD 6L °LIZ'00E WOEASOL 2O 28B0°€9Y  €8B0EIY L6
* 0 -g-e1eg-Q-¢ unsalenp
(xxx)
£00Z “1819 NNS (oo1101fES OpIOY), £0%HLO 59 ‘€6 ‘6 ‘5L :A° Ol L0 vRZOLEL  SPTOUEL  9LS
g 0010ZUa(qIX0JpIy-0 opIdy
6102 "8 - ez Gz 15} 61} S61 . . . .
BYATS s e ovng  (XXX) e EUIGISY 0BHIZD o oo SV O SO 20 LeoLevy  zeoLeby €9
(XXX) ; o BUIIOBIN] \ZL
110Z “1810 NIHO Op 09PISOXOU-00PISOXSY  BORHID o\ o lohe 00  L9YL'609  L9VL'B09  0S'G
T 1010,3 1000, ¥82 'S8 ‘62 ‘609 A 0Z
= o TN = |€Z 162 296 €6€ A9 0L - - 0Z81 657 926
020z "TE 18 VHIIATIS
610 1€ 19 VATIS ‘8102 (XIXX) 4 0OINIS} OPIOY  YOOHOLD  PEL ‘6L 09L ‘8LLASOL  O'b-  90S0°€6L  YOSO'E6L  0Z'G
WIZOOHN ‘IISMONYLIOM
. (IMAXX) ;5 Szl ‘1Sl 611 . . . .
e lo LLOZZH e
€102 B10 STVUVNING oo s Goncoxoyy "OTHO  ion anrJar ose ooz 00 MEOLEYY  L6OLBYY  SL'S
GL0Z "B 18 TDIVA N P Gzl L1 11T . . . .
932002 “1818 NS ‘o umepy UWAXX) s o g BUIIOXE L OUHED | o ecra,7 ‘68z NG OL o 0LG0'€0E  ¥LGO'€0E  GO'G
40202 A A_>vocQ v
3 , 0q(00LUBWNO-d 0PIOE)  £OPHED) 59 ‘€6 ‘611 A9 G 2L LOVO'€9L  €OVO'EIL  S8'Y
1210 VWHVHS 0 WO 0 L0107 opioy
£00Z ‘I 10 YaaIo o, SIOPHZD 66 ‘96 ‘GOl ‘SZZ A° 07 00 00060  00L0°G0E  08'%

;» OJJINS 021UQJagN) 0PIy

4]

‘(enunuod) -euelieyeq
"0 9p S8I0j} Sep 433 0}elixd op d ‘4V-d ‘49-d ‘43V-d ‘4Ad-d ‘4H-d sep soysodwod sop oedeoyijuspl ap ejsodold - / ejaqe



0202 “le 1@ NISHOW

(IATX) ;9 (001pIBINY

'020Z 1219 OLLSYN '0L0Z  '0¢) QOIQUAIPBOBPEIOO.  SOWHIID . i e B g0 uu1zuze eunzize v
“[e Jo O¥INON-ZINOD -IXOIpIYL} OPIOY .
- ;25N - L€V 6y LV 68V /O S = = 186c€es 118
40202 "2 18 VIWIVHS 6102 N i 12h . . . h
1B 10 VAHVMINYS (o upepy  ANTX)y0qBUBSWSOIQ  SOTHD L o)) 0o 00s e aa gl €0 1960662 2950662 LIS
q0Z02 "I 16 EWIeyS 20} "L} 6vL . . .
. . 2 q BUIUBOId SQOHHS! ‘ . . . ‘ . .
210z 1010 buep tp upeyy NX)ioqPUOBINY  SOMHED 6y ) gy 0z 'Gzz o0z S0 ESY0'89C vavO'eec
6102 "B 1 VATIS 7102 20} 'SEL ‘151 '69) 'S8l . . .
. . pia d 9Q0HHS! . _ . _ _ . .
183 NIDINONLTd (o umowy XD ypogloleldWaR) — SONHSID ) rherricaz oz ‘sgz N0 0z 0L 0v0'see  80v0'sse 8
610C e 10
VATIS 'BGL0Z “IB 18 HYaITY | ol et | s b . . . .
o ooy b o (MX)oqll BUISOIOND  1OOHSID  1ZL V6L '6LL ‘622 '€LZA°0L 90 YSEO'LOE  9SE0LOE LS
Y102 "I 10 OVHZ ‘o UIReW
- TN E0%HD 61 151 79I A8 0C S0 OveL 66l LVEL66L  ISL
40202 T8 10 VINEVHS 20} €€} 1S} . . . .
, 9020 | o BUIOBIN OOHND ., i POk EEL VSV
1002 “12 18 NAS ‘0 U (I1X), - qeUO9M O%HED o)) aa1 /12 “LbZ ‘€2 NS 0Z €0 S0¥0'G8C  90v0'S8Z V'L
200Z "€ 18 NNS ‘0402 "I 10 20} 641 . . . .
) «q euluabuue SQZHHSH . . . ‘ ‘ .
OUINOU-ZINOD (o upow  (X)aBUSDUUEN — SOMHID o)« waoy yy) tezzpe 0z 00 4MOO0HZ L0 vl
6102 "B
10 VATIS PL0Z "8 10 OLIME  (XIXXX),0qBUIROIBND  LO0HSYD Lzl ‘LSL ‘6L 622 '€LZ:A20L 90 YSEO'LOE  ZSEOLOE  bL'Z
Y102 “[E 1@ OVHZ ‘o UIROW
610Z "le (IMAXXX) 0 q e
10 VATIS {8107 ‘Y3ZOOHN  (BUIBZE) 0BPISOUWBY!  OIORHIZD /2T 'SST 'S8T ‘LZE A° 0L 00  ¥860'LEF  ¥BBO'LEF 6’9
‘SMONY.LFOM -0-¢-10s0)dwioey
~ — N L0} 611 N N . .
yp N Lol 6L L L e o oL 88YZ'6LY 699
, (HAXXX) ;5 q cr oy ) 2CC,
0202 “2 1 NASHOW OOUHED  ‘SSZ ‘VBZ 'S8T ‘662 LZE AP 0Z O [Z80°LLY  8Z80LLy €90

apisojuad-O-josajdwaey

122 '¥8C 'S8 ‘6ZE 'LLY N8 G

€L

‘(enunuod) “euelisyeq
"0 9p $210J} SEp 433 0}eJixd Op @ ‘4Y-d ‘49-d ‘43V-d ‘4Ad-d ‘4H-d sep so}sodwod sop oedeoynuapl ap ejsodoid - / ejaqe |



*Jo)ne 0 :91i04 ‘OIBas J|dWIS=]juajuodbd,,dyd abed bBuipue|npa SAdauds UllowW,/-SOny

( ‘p1oe-oljjiueA/punodwod/A0B yiu-wjurigqouwayogndy/:sdny () AIJoW0050S-SSEN=UON0oSH#OPAUOP|eZUSGAXOIPAH
F/PUNodWod/A0D JIu WU gou- Wwayoqnd;/-SAny ) ‘SIN-D 1=UOII08SH|0JNDa|\/PUNOdUW0d/A0D iU WU IGoU Wayogqnd;//-Sany (s) :Wa [oAjuodsip

aul|uo B09)0I|gIg {S9J0J} SEp 02]|QUE)D OJelIXd 433, ‘salojy sep esonbe oediled (4y-d » :SI0)} Sep eodljoueing-u oediued :4g-d » ‘e[i}e ap ojejaoe oedied 143y
-d - ‘s210]} Sep ouejawolooIp oedied :4g-d q ‘S8Joj) sep eoluexay oedinied :4H-d e ;,:OpPICO OBU :-- ‘OpEOlIIUSpI OBU :I'u ‘(wiw) oedusial op odwa] ] :eJoN

- sI'N - LLZT '€1G A8 0T - - 0119/88 629l
- y9l’N - ‘0v9 2L/ ‘082 ‘928 A2 0L - - G/25'928 18'SL
- yal’N - 99¥ ‘2€ES ‘€¥9 TLL ‘A8 0T - - y0¥S9'8G.  89'GlL
- sal'N - 09% 'S/G A8 0C - - L9EY'LC9  8¥GL
- 1al'N - L1Z 'SYE "€1SG 'v.G A8 0L - - L0ZY'6l9 €67l

A1 (0onjwied opioy)

0107 "I2 10 OMIWONZINOD  goduoospevay opy  “O°H™D 89 °ZLL ‘0L ‘A9 GL 00 06€2'552  0€€Z'SSz 19Tl
(A7) , (oo1910UY)
0 UINOW 0B) OOIQUAIPEOBPEIOD  ZOZEHEND) 991 ‘L9Z ‘612 :A® 0T €0-  0£€T6lZ  62€T6LT  8TT)
-Z1'6 OpIoY
(1) ;g (conywied
0 UINOW 0B) 00IOUEOEPEXSY £0ZEHOD €22 ‘S22 €5T :A\9 07 €0-  8/TTVIZ  LITTVIT 80T)
-IX0JPIY-9]. OPIOY
0L0Z “I2 1e ONaNOY-Zawoo Ui (odueroul opoeg) -y, o, - € 0- €IVZLIT  TLTLIZ  88'LL
0010UBLJEDOPEJI0 OPIOY
€10z "8 18 NIHO ‘0 UIoN (DI SOOHSD 181 '/6) ‘S22 LvZ 692 AP 0Z  £0-  SSY069Z  ¥Sr069Z  vv oL
10 ATIvAVa e (DIaCUEEIRUND OO o) o e g peg, 00 BVEDME  BYIOMT 496
1102 5 0 YHNND o UmE (XITX) s o BUIY °0PHO €81 °LLZ OVZ 662 ‘GSZAOGL L0 8v20'€8T  0SZ0'E8T S
A A___>._%
. ) ,q e (0ON)WIEd-IX0IPIYIP Lyl _ . . _
0L0Z “e 10 OMANONZANOD 5, od (PR OBHRD g ke oo €0 1222182 8TTT 18T 106
IXOIPIYIP OPIOY
(A1) . . .
0L0Z “[€ 10 OMINOH-ZINOD  ;q - 0JIOUSOBPEO0 sorenery . LEb LZL €8l 100 90 CEET6ZE  GEET6ZE 6.8
oL ooy L1Z ‘622 ‘S62 ‘L LE '62E :A° G

‘(oesnjouo9) “eueusyeq -9
ap Sal0|} 9p Salo|} Sep 433 0}exd 0p @ ‘4V¥-d ‘49-d ‘43V-d ‘4d-d ‘4H-d sep sojsodwod sop oedeoijuapl ap eysodold - / ejeqe

172



*Jojne 0 :89juo

(nxx) HO
IO\:
o OH
HO
HO
(Ax) HO
(AXx) Q Ho HO,

Joueae|4

(4 HO
HO, w0 OH
. - o o OH
» SO
H <o

HO=%4='4 (1NX)
HO=%4 (AINX)
£HOO=%4 ‘HO="d (ATX)

euoueae|q

oap)sojoe|eB-0-g-eunaoiand

09pIsoon|B-O-¢-BUB2IaN]
P! IB-O-¢€: 19) HO HO o Ho

HO HO

(nxxx)

“OH
HO

seuone|y

HO=24 (N1x)
HO=24="y (Inx)

HO (IAXXx)

MAXXX) HO, OH
HO. 2 N HO=%4="d (XIXXX)
- o
o o HO
0.
HO '
sipuone|q

EHO=%4 'HO="Y (1)
HO="¥=24 (1)

xxx)
M ~OH
HO ¢}

£HOO="4=2Y (I1xX)
£HD0=Y (XX)

(MAXX) Q Ho HO=¥ (IX)
"o HOO0O='d (X17X) (AX)
y A

HO
HU, o OH oY
2y

HO

HO (AIXX)

HO
[¢]
siououene|d
[o}

(x1)

)

NIRRT OH

() Q

IO/\/\/\/\/\/\/\/\:/
OH

(ImAIX) HO

HO.
J.K/\/\/\/\F\/\/\/OI

o
mAax)  HO
HO.
E{f\é
o HO HO
HO aA1x)
OH
/\/>‘\F\/‘\/>>\/ﬁj
HO HO o

soxeub soploy

"eueLIBYRq "D Bp Salo|)
sep 4v-d ‘49-d ‘43Vv-d ‘4a-d ‘4H-d seodiied seu 8 (433) 021joue)a O)eJ1Xe Ou sopedliuspl soijsodwoo sop einniisg - /| elnbid

S.

HO

w 9
;o:\@\F
N OH
(e}

HO="d (X)
£HD0="Y (11X ‘AIX)
HO

. HO
u
Q °d & Ho,
&S|
HO
HO™ o Ho

euouinbenuy

HO  (Imx)

(mxx) WOH Ho,, OH
HO HO.
o HO
o o
~© o< Iy
H o
Ho” o
Ho” o

SOPEALISP 8 SO21|0Ud} SOPIdY
O}BjINS 001UQIAQN} OPIOY

HOOD
HO (Axx)
=
HO,,. WOH
(Axxx) o
o

. Heos—O
HO* o Ho

O.
O O (x) O °HQ ofH
O o oH :o\__/\/zi\o:
N
HO H
HO

|ouoaeyoipna
2]
1030:
o ‘u o

(IAXX) OH
H
OJ)\@\
o
Ho="d ()
OH
(x1xx) )
HO N o 'y )
1
o £HD IOJX/\FOI
o
HO
HO o

091]1x0qJeD OpIoY

£HO=24 ‘HO="Y (A1)
(7]

o MAX) HO




76

5.4.1 Proposta de fragmentac¢éo do acido protocatecuico e da taxifolina

De forma ilustrativa apresentamos uma proposta de fragmentagcado do acido
protocatecuico e da taxifolina. Uma vez que o acido protocatecuico (ion m/z 153.0194,
um acido fendlico) e a taxifolina (ion m/z 303.0514, um flavonoide) foram identificadas
nas particdes P-DF e P-AEF apresentam atividades antibacteriana, antifungica,
citotoxica, antiglicante e antioxidante (TANAKA; TANAKA; TANAKA, 2011; KAKKAR;
BAIS 2014). Assim propostas de fragmentagdes desses dois compostos foram
realizadas. As Figura 18 eFigura 20 mostram o EM-IES (-) em alta resolugao do acido
protocatecuico e da taxifolina e seus respectivos EM/EM-IES e tempo de retencao. As
Figura 19 eFigura 21 apresentam as propostas de fragmentagdo para o acido
protocatecuico e a taxifolina identificados por EM/EM-IES (-) nas particbes P-DF e P-
AEF das flores de C. bakeriana.

O acido protocatecuico (m/z 153.0194; Tr 2.25. min), (Figura 19) apresentou 2
fragmentos como os principais sinais (Figura 19), incluindo o pico base de ion m/z
109, de maior intensidade, e o ion m/z 91, caracteristicos do acido protocatecuico
(KAKKAR; BAIS, 2014). O ion fragmento de m/z 109 é formado através da eliminagao
neutra de 44 u (eliminagdo de CO2), que ocorre através da descarboxilagdo. Quanto
a formacéao do ion fragmento m/z 91, pode ser justificado pela eliminagdo neutra de
18 u (DEMARQUE et al., 2016) referente a eliminagdo de H20, formando um
heterociclo altamente tensionado (Figura 26).

Ja a taxifolina (Tr 5.05 min) apresentou o pico referente ao ion precursor [M —
H] ~ em m/z 303.0514 (Figura 21) (MURAMATSU et al., 2019). Quando este sinal foi
submetido a espectrometria de massa sequencial no modo negativo (Figura 20) foi
observado ion fragmento m/z 285, este apresentou maior intensidade (pico base). A
formacgao deste ion ocorre através da eliminagao neutra de 18 u (correspondente a
H20). A formagéo do ion em m/z 177 foi atribuido a clivagem do anel C através de um
mecanismo retro-Diels-Alder (RDA) (DEMARQUE et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018).
O ion fragmento de m/z 275 é formado por meio da eliminagdo neutra de 28 u
(eliminagao de CO, que ocorre através da clivagem heterolitica da ligagdo entre C3 e
C4. Quanto a formagéo dos ions m/z 125, m/z 259 e m/z 241, a principio ocorre
clivagem heterociclica no anel C para a formagao do ion fragmento m/z 125, seguida

de eliminagao neutra de 178 u. Ja a formagao do ion 259, levou a eliminagao neutra
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de 44 u (que corresponde ao CO2), através da descarboxilagdo. Os ions fragmentos
m/z 241 e m/z 199 foram obtidos através da eliminacido neutra de 18 u, que
corresponde novamente a H20, formando desta forma novo heterociclo, altamente
tensionado (DEMARQUE et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018; NASCIMENTO et al.,
2020). A formacéao do ion fragmento m/z 217 ocorre através da contracédo do anel B,
através da eliminacdo neutra de 58 u, formando assim novamente um novo

heterociclo altamente tensionado.

Figura 18 - Espectros de EM-IES (-) em alta resolucéo do acido protocatecuico (a,b)
e seus respectivos EM/EM-IES

x10 3 |-ESI Scan (rt: 2,252 min) Frag=175,0V frank2NegMS.d

5
45/ [M-H] -
153.0194
4
3,54
3

2,5+
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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2,54 153.0190
-

1+ 91.0182

0.5 58.3442 /45551 126.0629

| . i
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Fonte: o autor.

Figura 19- Proposta de fragmentagao para o acido protocatecuico identificado por
EM/EM-IES (=) nas particdes P-DF e P-AEF das flores de C. bakeriana

0Z_0 S}
o) 4.
-CO2 —C02 OH -HZO o
(44 u) r OH (44 u) (18 u)

0> ‘OH m/z 91
m/z 109 m/z 153 m/z 109

®o

Fonte : o autor.



Figura 20 — Espectros de EM-IES (-) em alta resolucao da taxifolina (c,d) e seus
respectivos EM/EM-IES.
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5.4.2 Andlise do teor de fendis totais

A quantificagado do teor de fendis totais foi estabelecida através do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, que é realizado por meio da redugédo do
reagente de Folin, consistindo na mistura dos acidos fosfomolibidico (HsPMo012040) e
fosfotungistico (HsPW12040). Na presenca dos compostos fendlicos, ha a formacgao de
um complexo azul, cuja intensidade aumenta na mesma propor¢ao, de acordo com a
concentracdo das substancias observadas a 760 nm. O molibdénio de cor amarela
presente no reagente de Folin, também é encontrado no estado de oxidagéo +6. Essa
reacao, transcorrente em meio basico, no qual ocorre a desprotonacgao e formacgao de
anions fenolatos, formando complexos de molibdénio-tungsténio, os quais
apresentam estado de oxidagcdo que podem variar entre +5 e +6. O complexo de
molibdénio-tungsténio corresponde a cor azul, conforme a reagdo mostrada na Figura
22 (OLIVEIRA et al., 2009; ARYAL et al., 2019).

Figura 22 - Reacgao entre o acido galico e o ion molibdénio, componente do reagente
de Folin-Ciocalteau.

COOH fele)e)
Na,COj3 .
+ + H
HO OH HO OH c02
OH OH
Acido galico Anion fenolato, amarelo
ololo N coo
+ 2Mo®* — +  2Mo®™ + 2HT
HO OH e} OH
OH o)
Anion fenolato, amarelo Azul

Fonte: Oliveira et al., (2009).

Para quantificar o teor de fendis totais foi construida uma curva analitica com
padrdes de acido galico, que se encontra no apéndice B. Assim, o teor de fendis totais
foi expresso em (mg EAG/ gextrato). Na Tabela 8 encontram-se os resultados para os

extratos brutos e particoes das flores de C. bakeriana.
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Tabela 8 - Teores de fendis totais dos extratos brutos e particdes das flores de C.

bakeriana.
Fendis totais
Amostras (mg EAG/ gextrato * média e
desvio padrao)
Extratos n-Hexano 28,8+2,6
Etandlico 123,4+1,2
Hexanica 39,5181
Diclorometano 95,4+0,6
Particoes Acetato de etila 56,3+0,2
n-butanol 73,3145,0
Agua 57,8+1,4

Fonte: o autor.

Observa-se que o extrato etandlico bruto apresentou maior conteudo de fendis
totais do que o extrato hexano e as demais particdes analisadas. Esse alto conteudo
era esperado devido ao elevado rendimento do extrato bruto (Tabela 3),
correlacionando com a intensidade forte da presenga de compostos fendlicos na
prospeccao fitoquimica (Tabela 5) e os compostos da classe de flavonoides
previamente identificados por CLAE-EM-IES nesta amostra.

Em outro estudo, porém, com o extrato etandlico das flores de C. auriculata,
Prasath e colaboradores (2019) relataram que o teor de fendis totais se constituiu de
262,31 £ 3,01 mg, valor 2,1 vezes maior do que o extrato etandlico da C. bakeriana.
Os autores ainda mencionam que este valor pode estar relacionado a presencga de
compostos fendlicos e flavonoides.

Segundo Kaisoon e colaboradores (2011) o extrato etandlico das flores de
Cassia siamea apresentou conteudo fendlico de 88 mg EAG/ gextrato, Valor 30% inferior
ao reportado pelo atual trabalho. No estudo de Luximon-ramma e colaboradores
(2002), o extrato etandlico das flores de Cassia fistula apresentou teor fenélico de 32
1 2.4 mg EAG/ gextrato, cOnteudo este 68% inferior ao abordado no presente trabalho.

De acordo com Tabela 8, o extrato hexano bruto e a particdo n-hexanica de C.
bakeriana apresentaram menor conteudo de fendis totais em relagdo aos estudos
relatados anteriormente, quando comparado ao extrato bruto etandlico e suas
particdes. Este fato € esperado uma vez que, a medida que a polaridade do solvente

da particdo aumenta, maior teor de compostos fendlicos sera extraido.
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Em contrapartida, dentre as particdes avaliadas, a diclorometano indicou maior
quantidade do teor de fenois totais (95,4+0,0 mg EAG/ gextrato) N@ sua composi¢cao
quimica, valor esta cerca de 1,1 vez maior do que encontrado na Cassia siamea e
cerca de 3,0 vezes maior do que encontrado na Cassia fistula. Esse alto teor esta
relacionado com presencga dos compostos fendlicos identificados nesta amostra, por
CLAE-EM-IES, além de outros compostos com carater apolar e polar, ainda nao
identificados.

Subramanian e Venugopal (2011), avaliaram o teor de fendis das particées das

flores de C. auriculata e C. siamea. Os resultados estdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Teor de fendis totais nas flores de C. auriculata e C. siamea
Espécies Teor de fenois (ug mL™")
I Il 11 \Y% \
C. auriculata 20 31,43 52,92 59,92 48,06
C. siamea 18 27,51 38,14 46,22 31,38

Nota: | — Particao hexanica; Il - Particao cloroférmica; Ill - Particdo acetato de etila; IV - Particdo
metandlica; V - Partigdo agua. Fonte: Subramanian e Venugopal (2011).

Observando os valores das duas Cassias estudadas, fica nitido o baixo
conteudo de fendis totais para ambas as espécies, quando comparada ao do atual

trabalho.

5.4.3 Analise do teor de proantocianidinas

A quantificagao do teor de proantocianidinas presentes nos extratos brutos e
particdes foi baseada no método da vanilina sulfurica. Nesse método, a vanilina em
meio acido reage com moléculas de taninos condensados, formando um composto
vermelho observado em 500 nm, com o aumento da contracdo (GUIMARAES-
BEELEN et al., 2006). A reagao de vanilina sulfurica com um monémero de tanino

condensado esta representada na Figura 23.
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Figura 23 - Reagao da vanilina sulfurica com tanino catéquico, em que R é o
mondmero de tanino condensado.

OH

0 = OH
H4CO
° D)LH ., HO o @ Hr
HO @ c

OH

Vanilina OH R
Tanino catéquico

Composto vermelho

Fonte: adaptado de Schofield, Mbugua e Pell (2001).

Nesse parametro, o teor de proantocianidinas foi expresso em miligramas de
equivalentes de catequina por grama de extrato (mg EC/ gextrato). Na quantificacdo do
conteudo de proantocianidinas foi construida uma curva analitica com padrdes de
catequina, e que se encontra no apéndice B. Os resultados para teores de
proantocianidinas dos extratos brutos e particdes de C. bakeriana encontram-se na

Tabela 10.

Tabela 10 - Teores de proantocianidinas dos extratos brutos e particdes das flores
de C. bakeriana.
Teor de proantocianidinas

Amostras (mg EC/ gextrato + média e desvio padrao)
Extratos Hexano 49,61£2,0
Etandlico 59,2+0,7
n-Hexanica 74,5+0,6
Diclorometano 63,215,1
Particoes Acetato de etila 83,9+1,2
n-butanol 92,9+1,0
Agua 83,9+1,2

Fonte: o autor.

De acordo com resultados obtidos da Tabela 10, o extrato etandlico bruto
apresentou maior teor de proantocianidinas comparado ao extrato hexano. Esse fato
€ observado também nos teores de fenois totais, e o teor esta linearmente associado
ao rendimento obtido. Vale ressaltar que ja foram previamente identificados diversos
compostos de proantocianidinas em flores de outras espécies de Cassia. De acordo
com o estudo realizado por Luximon-ramma e colaboradores (2002) o extrato
etandlico das flores de C. fistula possui 14+2,1 mg EC/ Qgextrato do teor de

proantocianidinas, valor bastante inferior (24%) do que valor encontrado neste
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trabalho. Dentre as particbes, destacam-se a particao n-butandlica (92,9+1,0 mg EC/
Jextrato) ONnde apresentou moderado teor de proantociadinas identificado por CLAE

neste trabalho.

5.4.4 Analise do teor de flavonoides

A quantificacdo do teor de flavonoides baseou-se no método utilizando uma
solugao de AICI3z (WOISKY e SALATINO 1998; ARYAL et al., 2019). Nesta analise o
cation aluminio (AI**) forma complexos estaveis com os flavonoides, como lustrado na
Figura 24. O complexo formado apresenta absorgdo em comprimento de onda maior
que o flavonoide ndo complexado. Desta forma, o monitoramento desta complexacgao

€ realizado em espectrofotométrico de absorgdo em 425 nm.

Figura 24 - Reacao de complexacédo de uma estrutura de flavonoide AICls.

/CI

Fonte: Mabry; Markham; Thomas, (1970).

O teor de flavonoides foi calculado através de uma curva analitica com padrbes
de quercetina e apresentada no apéndice B. Para quantificar o teor de flavonoides foi
utilizada a mesma curva obtida da reacdo entre a quercetina e o AICI3 versus a
concentragao de quercetina. O resultado foi dado em mg de equivalente de quercetina
(mg EQ gextrato) € por grama de material vegetal seco (mg EQ/ Qextrato). Este ultimo
considera o rendimento de extragdo. Quanto maior esse valor maior o teor. Os

resultados para o teor de flavonoides encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Teores de flavonoides dos extratos brutos e particdes das flores de C.
bakeriana.
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Amostras Teor de flavonoides
(mg EQ/ gextrato £+ média e desvio padrao)
Extratos Hexano 72,8£3,5
Etandlico 109,6+0,4
n-Hexanica 54,0+0,0
Particbes  Diclorometano 73,1£0,5
Acetato de etila 128,6%0,6
n-butanol 18,41+6,9
Agua 0,9+0,5

Fonte: o autor.

O extrato etandlico indicou maior teor de flavonoides do que o extrato hexano.
Este resultado ja era esperado, assim como ja destacado e discutido para os teores
de fendis totais e proantocianidinas nas amostras polares. Novamente esse alto teor
no extrato etandlico (109,6+0,4 mg EQ/ gextrato) € observado na prospeccéo fitoquimica
(Tabela 5), que também é correlacionada com flavonoides previamente identificados
por CLAE-ESI-EM nesta amostra.

A investigacdo de Prasath e colaboradores (2019) com o extrato etandlico das
flores de C. auriculata indicou um valor de teor de flavonoides de 262,31 + 3,01 mg,
valor 2,4 vezes maior do que o valor encontrado neste trabalho. O extrato etandlico
das flores de C. siamea apresentou o maior teor de flavonodides (68,9 mg EQ / gextrato)
(Tabela 11). Kaisoon e colaboradores (2011) observaram um conteudo abaixo
(68,9%) do valor do extrato etandlico neste presente trabalho (109,6 mg EQ / gextrato),
e que resultou numa baixa atividade antioxidante das flores de C. siamea. Outro
estudo com o extrato etandlico das flores de C. fistula Luximon-ramma e
colaboradores (2002) apresentou teor de 8,0 + 0.3 mg EQ/ Qextrato, teor bem abaixo
(7,0%) do encontrado no atual trabalho (109,6+0,4 mg EQ/ Qextrato).

Quanto as partigbes, o maior conteudo de flavonoides é apresentado pela
particdo acetato de etila (128,6+0,0 mg EQ/ gextrato). O alto teor desta particdo estar
associado a prospeccao fitoquimica (Tabela 5), e confirmada na analise de CLAE-EM-
IES. Seguidamente, a particdo diclorometano apresentou o segundo conteudo de
flavonoides (73,1+0,0 mg EQ/ gextrato), correlacionado também com a prospecgéo
fitoquimica (Tabela 5).

O baixo teor de flavonoides na partigdo n-butanol 18,4+0,0 mg EC/ gextrato pode
estar relacionado a retengao dos compostos com maior polaridade contida na particao

acetato de etila e diclorometano, e de acordo com a prospecgéo fitoquimica.
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Subramanian e Venugopal (2011) avaliaram também o teor de flavonoides das

particdes das flores de Cassia auriculata e C. siamea, apresentado pela Tabela 12.

Tabela 12 - Teor de flavonoides nas particdes das flores de C. auriculata e C.
Siamea.
Espécie Teor de flavonoides (ug mL")
I Il 1] v Vv
C. auriculata 93,5 109,65 140,72 156,88 121,11
C.siamea 77,6 80,36 117,45 143,08 86,15

Nota: | — Particao hexanica; Il - Particao cloroférmica; Ill - Particdo acetato de etila; IV - Particdo
metandlica; V - Particdo agua. Fonte: Subramanian; Venugopal, (2011).

As particoes das flores da C. auriculata e da C. siamea apresentaram valores
de flavonoides maiores do que aqueles encontrados nas particbes das flores de C.
bakeriana, que apresentou valores significativos de flavonoides somente na particéo
acetato de etila (128,6 mg EQ/ gextrato).

5.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Para a avalicdo da atividade antifungica foi empregado o método da
microdiluicdo em caldo, a qual permite determinar o valor da concentracéo inibitéria
minima (CIM), que é considerada como a minima concentracdo de amostra capaz de
inibir visivelmente o crescimento dos microrganismos (CAVLING ARENDRUP et al.,
2014; APAK et al., 2013). O agente revelador utilizado neste método para fazer a
leitura da viabilidade dos microrganismos foi a resazurina (CASTILHO et al 2015;
NEPOMUCENO et al.,2017; MATSUURA et al., 2019). Os resultados das CIM’s para

extratos e particbes estao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Atividade antifungica dos extratos e particdes das flores de C. bakeriana

Craib.
CIM (ug mL™)
Amostra
C. albicans C. tropicalis C. glabrata

EHF 375,0 375,0 375,0
EEF 750,0 11,7 11,7
P-HF 46,9 59 59
P-DF 93,8 59 11,7
P-AEF 375,0 187,5 23,4
P-BF 1500,0 59 5,0

P-AF 1500,0 5,9 2,9
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Anfotericina B 0,25 0,25 0,12
Fonte: EHF — extrato hexanico flores; EEF- extrato etandlico flores; P-HF- particdo n-hexanica flores;
P-DF- particdo diclorometano flores; P-AEF- particdo acetato de etila flores; P-BF- particdo n-butanol
flores; Leveduras utilizadas para controle da metodologia segundo o protocolo M27-A3 CLSI (2008):
Candida krusei (CIM 1 ug mL-") e Candida parapsilosis (CIM: 0.25 ug mL-").

De acordo com Kuete (2010), a atividade antifungica dos extratos de vegetais

pode ser considerada como significante quando o valor da CIM € inferior a 100 ug mL-
: moderados para CIM entre 100 e 625 ug mL~" e fracos quando a CIM é superior a
625 ug mL-".

Tendo em vista este indicativo de atividade antifungica, observou-se que o
extrato EEF e particbes apresentaram significativa atividade antifungica, notadamente
contra as cepas C. fropicalis e C. glabrata. Com relacado a levedura C. albicans, as
particobes P-HF e P-DF apresentaram significativa atividade, a P-AEF apresentou
moderada, enquanto que o EEF e as particbes P-BF e P-AF evidenciaram fraca
atividade.

Ja o extrato EHF das flores de C. bakeriana apresentou uma atividade
moderada, com CIM de 375,0 ug mL-" para todas as cepas avaliadas. Ja a parti¢éo
P-HF também apresentou altissima atividade antifungica, com CIM variando de 5,9 a
46,9 uyg mL~'. Este fato deve estar associado aos possiveis biocompostos mais
apolares presentes nas flores, como os terpenos (RAO et al., 2010; POLONI et al.,
2020), que podem penetrar as membranas das hifas, por serem mais lipossoluveis.

Estudos tem reportado que a classe de flavonoides € também um potente
agente antifungico (RAO et al., 2010; YADAV et al., 2010; ZHAO et al., 2016;
ZACCHINO et al., 2017; ERECEVIT; KIRBAG, 2017; FATMAWATI et al., 2020).

As particobes P-DF e P-BF apresentaram também altissima atividade
antifingica, com valores de CIM’s 5,9 ug mL-! contra os fungos C. tropicalis e C.
glabrata. Esta altissima atividade antifungica se deve, possivelmente, a seus altos
teores de compostos fendlicos (Tabela 8,Tabela 10Tabela 11), e identificados por
CLAE-EM-IES (Tabela 7), e ja amplamente relacionados com esta atividade na
literatura (SIMONETTI et al. 2020; PERES, 2012; ZIDA et al., 2017).

Os flavonoides e terpenos, em geral, tem apresentado efeito anti-Candida, e
esta atividade em muitos extratos foi relacionada com a presenca desses compostos
(ERECEVIT; KIRKBAG, 2017; ZACCHINO et al., 2017;).

Outra classe de compostos identificada na particao P-HF e P-DF (Tabela 7) nas

flores de C. bakeriana, foram os derivados de acidos graxos e os flavonoides, que



88

podem ter contribuido para a atividade antifungica apresentada nas amostras, uma
vez que esses compostos tém sido reportados pela literatura como antifungicos
(MARTIN et al., 2006; PERES et al., 2012; ZACCHINO et al., 2017).

Outro ponto a ser destacado € a mesma potencialidade das particobes P-DF e
P-AEF das flores foi também encontrada nas folhas da mesma planta com CIM’s 93,75
e 187,5 yg mL-1, respectivamente, apresentando os melhores resultados contra C.
glabrata (SILVA et al., 2019). Em contrapartida, as particdes P-BF e P-AF das flores
de C. bakeriana apresentaram fraca atividade (CIM de 1500,0 uyg mL™") contra C.
albicans.

Algumas espécies de Cassia ja foram avaliadas contra diferentes espécies de
Candida (Tabela 14). A C. fistula, mais conhecida popularmente como Cassia imperial
e chuva de ouro, destaca-se por inumeros estudos e pela diversidade existente por
todas as regides do Brasil. Na investigagdo de Duraipandiyan e Ignacimuthu (2007),
os extratos em hexano, cloroférmio, acetato de etila, metanol e agua, obtidos das
flores de C. fistula foram avaliados frente ao fungo C. albicans. Todos os extratos
avaliados apresentaram CIM de 5000 pug mL™', concentragdo bem maior do que as
usadas neste presente trabalho.

Segundo Abubacker e colaboradores (2008), o extrato aquoso das flores de C.
alata apresentou excelentes resultados frente a fungo C. albicans, com valores de CIM
entre de 5,75 a 8,00 mg mL-', o que é considerado significativo. Os extratos das flores
de C. javanica também foram avaliadas contra C. albicans com diferentes extratos
(Tabela 14). O extrato aquoso apresentou uma zona de inibicdo com diametro de 18.6
mm, seguidamente do extrato benzénico, cloroférmico, etandlico, acetato de etila, com
zonas de inibicdo de diametro de 11.6 mm, 158 mm, 182 mm, 21.3 mm,
respectivamente (BHUVANESWARI; GOBALAKRISHNAN, 2015).

Outro estudo recente com flores de distintas subfamilias de Cassia é destacado
no trabalho de Nascimento e colaboradores (2020). O extrato etandlico de flores da
S. macranthera exerceu efeito antifungico significativo, com valores de CIM variando
de 59 a 234 pyg mL"' (Tabela 16). Ainda, no trabalho de revisdo de Hafez e
colaboradores (2019), foi estudada a composi¢cé&o quimica e a atividade farmacolégica
de diversas espécies do género Cassia. Destaca-se nesta revisao trabalhos com

diversos extratos de flores com atividade antifugica.
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No trabalho relatado por Silva e colaboradores (2019) a particdo P-AE das
folhas de C. bakeriana apresentou CIM de 187,5 yg mL-', 375 yg mL"", 750 ug mL""’
contra os fungos C. glabrata, C. albicans e C. tropicalis, respectivamente. No mesmo
trabalho de Silva e colaboradores (2019) as particées de folhas mais ativas para a C.
glabrata foi a diclorometano (P-D) e a acetato de etila (P-AE), com CIM de 93,75 e
187,5 ug mL-", respectivamente (Tabela 13).

A Tabela 14 a seguir apresenta de forma resumida os CIM's e os DI’s
(diametros inibitdrios) para extratos e particdes das flores e folhas da espécie de

Cassia.
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As flores de C. bakeriana evidenciaram relevante atividade antifungica, uma
vez que o extrato etandlico e particdes apresentaram valores de CIM abaixo de 100

hug mL-' e também mais baixos que outros estudos da literatura.

5.6 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antimicrobiana dos extratos e particbes das flores de C. bakeriana
foi determinada frente aos microrganismos bucais aerébicos e anaerobicos, sendo os
resultados dado em Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), correspondente a
concentracdo mais baixa de um composto, particdo ou extrato capaz de inibir o
crescimento de um microrganismo (CLSI, 2012a). Os resultados da atividade
antimicrobiana estdo apresentados na Tabela 15.

Segundo Holetz e colaboradores (2002), valores de CIM, abaixo de 100 ug mL"
', indicam que a atividade antimicrobiana é considerada boa; valores de 100 e 500 ug
mL-" € moderada; valores entre 500 e 1000 ug mL"" é fraca; valores acima de 1000 ug
mL" é considerada inativo. Estevam e colaboradores (2016), salientam que, os
valores da CIM abaixo de 100 ug mL"' podem ser consideradas atividades
promissoras. Considerando os valores na Tabela 15, de forma geral, os extratos e
particbes apresentaram moderada atividade antibacteriana para todas as bactérias
testadas (CIM’s de 400 ug mL"), sejam anaerdbicas ou aerdbicas. As particdes de P-
DF e P-BF indicaram os melhores valores, ambos com CIM de 50 ug mL-" frente a A.
naeslundii. Assim como foi discutido na atividade antifungica, a atividade
antibacteriana encontrada, pode também estar associada aos teores de fendis totais
obtidos e aos possiveis compostos fendlicos previamente identificados nestas

amostras por CLAE-EM-IES, apresentados na Tabela 7
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Tabela 15 - Atividade antibacterina dos extratos e particbes das flores da C.
bakeriana contra bactérias bucais aerobicas e anaerdbicas.
Extratos e particbes de flores de C. bakeriana
Microrganismos Concentragao inibitéria minima (MIC) - ug mL""
EH EE P-HF P-DF P-AEF P-BF P-AF CDH

S. mutans? 400 400 400 400 400 400 400 0.92

(2]
g S. mitis? 400 400 400 400 400 400 400 3.68
% S. sanguinis? 400 400 400 400 400 400 400 0.92
< i -
A.actinomyce- 44, 400 400 400 400 400 400  7.37
temcomitans
o P gingivalis’ 400 400 400 400 400 400 400 3.68
Q
~'§ F. nucleatum’ 400 400 400 400 400 400 400 1.84
()
®
& A naeslundi’ 400 400 400 50 400 50 400 1.84

Nota: EHF- extrato hexanico flores; EEF- extrato etandlico flores; P-HF- particdo hexano flores; P-DF-
particao diclorometano flores; P-AEF- particdo acetato de etila flores; P-BF- particdo n-butanol flores 1.
Bactéria Gram-negativa; 2. Bactéria Gram-positiva; Controle positivo: CDH (dicloridrato de clorexidina);
Bactérias controle da metodologia segundo o protocolo M11-A7 CLSI (2012b): Bacteroides fragilis (CIM
= 0.7 uyg mL-") e bacteroides thetaiotaomicron (CIM = 1.5 ug mL-"). Fonte: o autor.

Na literatura, estudos com flores do género Cassia tém demostrado resultados
significativos frente a agentes antibacterianos, Gram-positivo e Gram-negativo. A
revisdo de Hafez e colaboradores (2019) traz estudos da composi¢cdo quimica e
atividade farmacoldgica de diversas espécies do género Cassia, relatando diversas
atividades bioldgicas, inclusive potencial antibacteriano. Vale destacar que muitos
valores expressos em miligramas por mililitro sao superiores aos resultados
encontrados neste estudo com as flores da C. bakeriana.

Ainda segundo Nascimento e colaboradores (2020), o extrato etandlico das
flores S. macranthera apresenta também atividades antimicrobianas moderadas, com
CIM'’s variando entre 200,0 e 400,0 ug mL~" para todas as bactérias bucais testadas.
No estudo de Daniyan e colaboradores (2011), ao investigar as flores de C.
occidentalis, os autores encontraram valor de CIM de 55 mg mL" para os extratos
frente ao microorganismo Klebsiela pneumoniae. Ja no estudo de Duraipandiyan e
Ignacimuthu (2007), os extratos em n-hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol
obtidos das flores de C. fistula foram avaliados frente as bactérias Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Bacillus subtilis e todos os extratos avaliados

apresentaram atividade diametros de inibigcdes variando de 8 a 23 mm. Em outro
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estudo, Bhuvaneswari e Gobalakrishnan (2015), encontraram que os extratos das
flores de C. javanica contra as bactérias Escherichia coli, Bacillus subtilis, e
Streptococcus pyogenes apresentaram atividade com didmetros de inibicao
variarando entre 8.4 a 24.1 mm.

No estudo com a espécie C. bekeriana, de Cunha e colaboradores (2013a), os
Oleos essenciais das folhas apresentaram consideravel atividade antibacteriana, com
CIM de 62,5 ug mL™! para a maioria das bactérias bucais, incluindo Streptococcus
mutans. Em outro estudo de Cunha e colaboradores (2017) com folhas da C.
bakeriana, o extrato etandlico e particoes das folhas mostraram um efeito
antibacteriano significativo, com valores de CIM’s variando de 12,5 a 100 ug mL™" para
a maioria dos microrganismos testados.

Vale ressaltar que alguns dos compostos aqui identificados, por CLAE-ESI-
EM/EM previamente, nas particdes P-DF e P-BF das flores da C. bakeriana foram
reportados pela literatura como anti-inflamatério, antialérgico, antiviral, antitumoral e,
principalmente, pela atividade antibacteriana, exemplo a diosmetina, a naringenina e
a quercetina-3-O-ramnosideo, (PATEL et al., 2013; CHERRAK; MERZOUK;
MOKHTARI-SOULIMANE, 2020), entre outros. Abaixo sdo apresentados os valores
de CIM’s e DlIs dos extratos e das particdes das flores, folhas e dleos da espécie de
Cassia (Tabela 16).
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Conclui-se, portanto, que as flores de Cassia bakeriana também possuem
consideravel atividade antibacteriana contra bactérias bucais aerdbicas e

anaerdbicas.

5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Uma vez que extratos e particoes das flores de C. Bakeriana apresentaram, de
forma geral, moderado teor de compostos fendlicos (Tabela 8Tabela 10 eTabela 12),
a atividade antioxidante de cada amostra foi analisada por diferentes métodos. Os
compostos fendlicos apresentam elevada atividade antioxidante por reagir com
espécies sequestradoras de radicais. A estabilidade destes compostos fendlicos
ocorre pela deslocalizagdo do radical que se forma durante a reagdo com espécies
radicalares, através de estruturas de ressonancias (Figura 25).

Figura 25 - Estruturas de ressonancia do radical fenoxila.

:'c')J Ho} o kb':
N\ /‘(-
2 .
7 I

Fonte: o autor

Os compostos fendlicos sdo grupos fitoquimicos que inclui familias distintas de
metabdlitos aromaticos, especializados em plantas. Esses compostos fendlicos séo
uma fonte eficiente de agao antioxidante na preveng¢ao do envelhecimento precoce,
diabetes e doengas degenerativas relacionadas aos danos causados ao organismo
humano, pelos radicais livres, como cancer, doengas cardiovasculares, disfuncbes
cerebrais, e responsaveis pelo estresse oxidativo. Estes danos também tém sido o
principal responsavel na progressao das complicagbes do diabetes, que é causado
pela glicose e acidos graxos nos musculos (LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA, 2012;
ZHONG; SHAHIDI, 2015; ASMAT, ABAD, ISMAIL, 2016; HAMEISTER et al., 2019).

Deste modo, a atividade antioxidante de extratos e particbes de flores da C.
bakerina foi avaliada, nesse trabalho, por trés métodos: Capacidade de Absorbancia
de Radical Oxigénio ou “Oxygen radical absorbance capacity” (ORAC), método do



97

sequestro do radical DPPH®*, e o Poder Antioxidante Redutor Férrico ou “Total radical-
trapping antioxidant parameter’ (FRAP) (QUARESMA et al. 2020).

O método ORAC baseia-se na perda de fluorescéncia do indicador fluoresceina
pela atividade do radical peroxil (ROO*). Neste ensaio, o radical peroxil, gerado pela
reagao do 2,2’-azobis (2-amidinopropano di-hidrocloreto) (AAPH) com o radical peroxil
que gera um produto com carbono radicalar, que reage com oxigénio atmosférico,
gerando dessa forma o radical ROO* que reage com o indicador fluorescente (ALVES
et al., 2010; LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA, 2012; ZHONG; SHAHIDI, 2015;
ZYGULA et al., 2018).

O mecanismo de reagdo no método ORAC (Figura 26) consiste na
transferéncia de um atomo de hidrogénio (HAT, do inglés “hydrogen atom transfer”),
em que o ROQO® abstrai um atomo de hidrogénio do composto antioxidante (ArOH),
resultando na formagdo de um radical antioxidante estavel (ArO’) (LOPEZ-
ALARCONA; DENICOLA, 2012; LITESCU et al., 2014; ZYGULA et al., 2018; ZHONG;
SHAHIDI, 2015; HAMEISTER et al., 2019).

Figura 26 - Formacgéao do radical peroxil e sua e reagao com a fluoresceina e a
substancia antioxidante.

HN N NH 37 °C
N’/ %LNHZ . 2 HN . + N2

NH2 NHZ
AAPH
HN. HNﬁ)(
2 + 20, — = 2 0-0
NH, NH,

Radical peroxil

HN\\T/% HN ,
o+ — 0. +OFL
0-0 FLH OH

NH, NH;
Radical peroxil Produto nao flourescente
HN HAT HN% ,
0-0 *+ ArOH Oson + A0
NH; Antioxidante NH

Radical peroxil

Nota: FLH= fluoresceina; ArOH = fenol
Fonte: Litescu e colaboradores (2014).
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O método do sequestro do radical DPPH* & bastante empregado para a analise
da capacidade antioxidante de compostos fendlicos por ser preciso, rapido e simples.
Consiste na avaliacdo da atividade sequestradora do DPPH* que possui coloracao
roxa, absorvendo em comprimento de onda de 517 nm. Assim, o composto
antioxidante (o DPPH?*) é reduzido, formando 2,2-difenilpicrilidrazina (DPPH-H) de
coloragéo amarela (LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA, 2012; LITESCU et al., 2014;
ZHONG; SHAHIDI, 2015; HAMEISTER et al., 2019).

A Figura 27 ilustra as reagdes entre o DPPH*® e os compostos antioxidantes,
que também podem ocorrer pelo mecanismo de transferéncia de atomos de
hidrogénio (HAT) ou pelo mecanismo de perda sequencial de préton, na transferéncia
de elétron (SPLET, do inglés “sequential préton loss electron transfer’; LOPEZ-
ALARCONA; DENICOLA, 2012; ZHONG; SHAHIDI, 2015; HAMEISTER et al., 2019).

Figura 27 - Reacao do radical DPPHs com BHT.

L A
|
N CH3 NH CH3
O,N NO, O2:N NO,
+ +
C4Hs C4Ho C4Hg C4Hg
DPPH" BHT DPPH-H
. Amarelo
Violeta

Fonte: Oliveira e colaboradores (2009).

O método de FRAP baseia-se na medida da capacidade de redugao do ion
ferro da forma férrica para a ferrosa (Fe*® a Fe*?, respectivamente), quelado com a
molécula 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), formando o complexo TPTZ-Fe*2. Esse
complexo, quando formado, desenvolve uma coloragdo azul bem intensa, com
maxima absorcao em 593 nm. Nesse ensaio, as moléculas de TPTZ se quelam ao ion
férrico, formando o complexo férrico, o regente de FRAP. Entdo, o poder antioxidante
das amostras ¢ medido pela capacidade em que ele tem de se reduzir o ion a Fe?*.
(LOPEZ-ALARCONA; DENICOLA, 2012; ZHONG; SHAHIDI, 2015; ZYGULA et al.,
2018).
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Os resultados da atividade antioxidante de C. bakeriana pelo método ORAC e
FRAP foram expressos em umol de equivalente do antioxidante trolox por grama de
extrato/particdo (umol ET/g amostra). Portanto, quanto maior o valor, maior é a
atividade antioxidante. Quanto ao método do DPPH?*, foi calculado o percentual de
DPPH* sequestrado (%), e para as amostras que apresentaram percentual superior a
80%, foi calculado a ICso0 que € a concentracdo necessaria para sequestrar 50% do
DPPHe*. Deste modo, quanto menor esse valor, maior a atividade antioxidante (Tabela
17).

Tabela 17 - Atividade antioxidante apresentada pelos extratos, particbes de C.
bakeriana pelos métodos ORAC, DPPH*® e FRAP.

ORAC DPPH* FRAP
Amostra (umol trolox eq/g) (%) sequestro (ICso, ug L")  (umol trolox eq/g)
EHF 2021 +£759 0,0+£0,0 - 279+114
EEF 2039,6 + 396,9 91,8+0.2 59,9+5,3 516,5+47,0
P-HF 924,0£79,9 88,5+29 75,2+55 337,3+£29,3
P-DF 1728,8 £ 241,6 91,1+0,3 53473 518,8 + 36,5
P-AEF 3982,9 £ 67,8 92,8+0,5 9,8+04 1403,2 + 150,7
P-BF 1312,8 £ 41,7 846+49 1183+125 387,5+443
P-AF 478,0 £ 120,5 885+29 64,8+14,2 310,0+£ 21,0
Ac. Ascérbico 4165,3 + 1294 93,7+0,2 24+0,0 1317,2 + 11,3
Nota: Concentracéo dos extratos e particdes 250 ug mL-'; -: ndo obtido. Acido ascérbico: controle

positivo. EHF= extrato hexano das flores; EEF= extrato etanolico das flores; P-HF= particdo hexanica
das flores; P-DF = particao diclorometano; P-AEF=particao acetato de etila; P-BF= particdo butanol das
flores; P-AF=particdo aquosa das flores

O EHF apresentou menor atividade antioxidante para todos os ensaios
testados, sendo menor que o controle positivo (acido ascorbico), nos ensaios ORAC
e FRAP, além de apresentar percentual nulo de sequestro no ensaio DPPH?*, resultado
pelo qual ja era esperado, devido aos baixos teores obtidos de fendis,
proantocianidinas e flavonoides nesta amostra (Tabela 8Tabela 10Tabela 11). Em
contrapartida, o EEF apresentou alta atividade antioxidante, o que pode ser também
relacionado aos teores de compostos polifendélicos, previamente identificados nesta
amostra.

As partigdes P-HF e P-AF, seguida da P-BF, apresentaram nos métodos ORAC
e FRAP atividades antioxidantes moderadas, e percentuais bons de sequestro do
radical DPPH®*. Este fato esta associado as mais altas concentracées de compostos

fendlicos presentes nestas particdes (Tabela 8 Tabela 10Tabela 11) e identificados por
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CLAE-EM-IES. Estudos epidemioldgicos tém mostrado que os compostos fendlicos e
flavonoides tem potente atividade antioxidante e estdo associados a uma menor
incidéncia de doencas cardiovasculares, cancer, diabetes e doencas
neurodegenerativas (ADEBOOYE; VIJAYALAKSHMI; SINGH, 2008). As principais
caracteristicas estruturais da classe de flavonoides que proporcionam a atividade
antioxidante estao ilustradas na Figura 28.

Figura 28 - Caracteristicas estruturais que favorecem a atividade antioxidante dos
flavonoides.

Nota: (A) O-di-hidroxi (catecol), (B) ligacdes de hidrogénio, (C) dupla ligagdo conjugada com
Carbonila. Fonte: adaptado de Prochazkova e colaboradores (2011).

Neste ensaio de DPPH®, destaca-se a particdo P-AEF, com o valor de
porcentual de sequestro de 92,8 + 0,5, bem proximo do controle acido ascorbico (93,7
+ 0,2) e ICs0 de 9,8 + 0,4ug L', demonstrando altissima atividade antioxidante por
este e, também, pelos demais métodos estudados. Dentre os métodos empregados,
DPPH* e ORAC sao os mais utilizados para avaliar a atividade antioxidante de
extratos. O extrato metandlico de flores da Cassia Siamea Lam, neutralizou 96% dos
radicais DPPH® a uma concentragéo de 0,25 mg mL-! (KAUR et al., 2006; KAMAGATE
et al., 2014). O estudo de Panichayupakaranant e Kaewsuwan (2004) mostrou que o
extrato etandlico das flores de Cassia alata apresentou menor poder oxidante (ICso de
175.36 + 2.07 ug mL™"), valor superior (cerca de trés vezes) ao ICso para o EEF (59,9
pg mL") no presente trabalho.

O método DPPH®* também foi utilizado no estudo de Kumaran e Karunakaran,
(2007), que investigaram o extrato etandlico das flores de C. auriculata, e que
apresentou ICso de 55.45+1.34 mg mL-'. Portanto, atividade antioxidante semelhante
ao presente trabalho, que apresentou ICso 59,9 + 5,3 ug L-'. Ainda Kumaran e
Karunakaran, (2007), também avaliaram o extrato metandlico das flores de C.



101

auriculata, e encontraram ICso de 52.41+1.78 mg/mL, valor muito inferior ao
encontrado neste trabalho.

Outro estudo que ressalta ainda a atividade antioxidante das flores de espécie
de Cassia € o relatado por Subramanian e Venugopal, (2011), utilizando o método
DPPHe*., em que os extratos metandlicos das flores de C. auriculata e C. simea,
apresentaram altissima atividade antioxidante (ICso de 0.196 e 0.534 ug mL",
respectivamente). Ja no estudo de Kaisoon e colaboradores (2011), em que se aplicou
o método FRAP para o extrato etandlico das flores de C. siamea, o valor de ICso foi
de 7.30 = 0.22 mg, atividade antioxidante bem inferior ao valor de ICso do EEF de C.
bakeriana (516,51£47,0).

Na investigagdo de Prasath e colaboradores (2019), o extrato de flores de C.
auriculata eliminou significativamente 82% dos radicais DPPH®, com um ICso de
724,44 ug o que representa uma atividade antioxidante muitissima baixa em relagéo
ao encontrado neste trabalho.

Luximon-ramma e colaboradores (2002) investigaram o extrato metandlico das
flores de C. fistula, que apresentou valor de ICso de 317 + 0.8 ug mol', empregando
o método de FRAP. Mas, em relagdo ao presente trabalho, o EEF apresentou
atividade antioxidante moderada, com valor de ICso de 516,5 £ 47,0 umol trolox eq/g.

Dessa forma, considera-se que as flores de C. bakeriana apresentam atividade

antioxidante promissora, especialmente a particido acetato de etila.

5.8 ATIVIDADE INIBITORIA DE GLICACAO

A avaliagao da capacidade inibitéria da glicagao dos extratos e particées de C.
bakeriana foi avaliada sobre a glicagdo da albumina sérica bovina (BSA) por ser
usualmente utilizada para inibigao da glicagao que previnem a formagao de (AGEs), e
que é um dos principais alvos desencadeadores das doengas associadas ao diabetes
mellitus, incluindo que incluem cardiopatias, retinopatias, neuropatias e nefropatias
(BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2009). Os resultados do percentual de inibicdo e o
ICs0 dos extratos e particdes das flores de C. bakeriana encontram-se na Tabela 18.
As amostras que apresentaram maiores percentuais de inibigdes foram submetidas
novamente ao ensaio para determinar a ICso. Quanto menor o valor de 1Cso, maior a

atividade inibitoria.
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Tabela 18 - Percentual de inibi¢cao (%) e ICso da inibicdo da glicacdo dos extratos e
particdes das flores de C. bakeriana.

Amostras Inibi¢ao da Glicagao
% de inibigdo ICs0 (ug mL")
EHF 9,3+1,1 -
EEF 98,1+0,3 198,2 + 6,6
P-HF 97,8+0,2 350,6 £ 9,7
P-DF 91,8+0,2 230,6+7,0
P-AEF 100,0 £ 0,0 38,6 +0,4
P-BF 74,5+0,2 350,8 £ 2,1
P-AF 52,0+£0,9 4575+ 1,0
QUERCETINA (controle positivo) 100,0 £ 0,0 149+0,2
Nota: Concentragdo dos extratos e partigdes foi 625 ug mL-"; — ndo obtido; Quercetina: controle

positivo; EHF: extrato hexano das flores; EEF: extrato etanolico das flores; P-HF: particdo hexanica das
flores; P-DF: particao diclorometano; P-AEF: particao acetato de etila; P-BF: particdo butanol das flores;
P-AF: particdo aquosa das flores

Observa-se que as amostras, EHF, P-BF, P-DF e P-AF exibiram percentuais
proximos da quercetina (controle). As demais amostras avaliadas apresentaram
percentuais de inibicdo bons. Dentre as particdes estudadas, destaca-se a particao P-
AEF com percentual de inibigdo igual ao controle (Quercetina). Novamente, a parti¢cao
P-AEF apresentou 6tima atividade antiglicante, com valor de 1Cso de 38,6 + 0,4 ug mL"
. Acredita-se que essa agdo esteja também associada a alta atividade oxidante
observada na Tabela 18, e aos compostos polifendis previamente identificados na P-
AEF por CLAE-EM-IES, o que corrobora também a prospeccao fitoquimica, indicando
forte intensidade para esta classe.

No que se refere ao mecanismo de agdo desses compostos fendlicos,
pesquisas anteriores relataram que o principal mecanismo para inibirem formagao da
AGEs esta associado a eliminagdo da carbonila reativa destas estruturas quimicas
(PENG et al., 2008; YANG et al., 2017).

Algumas espécies de Cassia ja foram avaliadas quanto ao potencial de inibigao
da glicacao, destacando-se o extrato das flores de Cassia auriculata, que apresentou
ICs0 de 110 ug ml-! de glicagdo (PERERA; EKANAYAKE; RANAWEERA, 2015), valor
maior do que encontrado pelas flores de C. bakeriana. Vale ressaltar, que um estudo
clinico com o extrato etandlico e extrato aquoso de flores de C. auriculata apresentou
resultados significativamente (18.4 £ 0.3 e 15.2 + 0.4) em animais diabéticos (HAKKIM
et al.,2007),
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Em outro estudo, verificou-se que o extrato butandlico de flores de Cassia
fistula nao afetou o crescimento das células dos fibroblastos de pele, apresentando
valor de ICso de 200 yg mL' (LIMTRAKUL et al., 2016), podendo ser uma escolha
apropriada para formulacdo de produtos para o cuidado da pele facial, e para
antienvelhecimento. Ja na investigacdo de Yang e colaboradores (2017), a fragéo
acetato das flores inibiu a formagdo de AGEs (advanced glycation end-products) de
forma significativa, com o percentual de inibigao de 90,49%, a uma concentragao de
5 mg mL"", valor este de ICso muito maior do que o encontrado para as flores de C.
bakeriana.

Na investigacéo realizada por Matsuda e colaboradores (2003) a relacéo da
estrutura quimica com a atividade antiglicagéo de 62 flavonoides apresentou-se maior
que 50% de inibigao, incluindo os flavonoides quercetina e a catequina que também
foram identificadas na P-AEF de C. bakeriana por meio da CLAE-EM-IES.

Assim como na atividade antioxidante, destaca-se neste ensaio, novamente a

particao acetato de etila, com alta atividade antiglicagao.

5.9 AVALIACAO DA CITOTOXIDADE

Os extratos e particdes obtidas das flores de C. bakeriana, foram submetidos a
analise da atividade citotéxica contra células Vero (ATCC CCL 81), sendo o valor
expresso em concentragao citotoxica (CCso), concentragdo em que se tem 50% de
viabilidade celular. Adicionalmente, e para estabelecer a relacao entre citotoxicidade
e os ensaios biolégicos realizados, os valores de indice de Seletividade (IS) foram
calculados de acordo com a (1(8) (p. 70).

De acordo com os ensaios de citotoxicidade, todos os extratos e particdes
avaliadas n&o apresentaram nenhuma toxicidade (CCso > 1024 ug mL~"; p>0.05) nos
intervalos testados (Tabela 19), mesmo na concentragdo mais alta (1024 ug mL™").
Estes resultados séo significativos e surpreendentes, o que justificava o uso das flores
como fonte possivel de fitoterapicos, bem como fonte promissora de agentes
antifungicos e antioxidante.

No futuro, os extratos serdo testados a nivel sistémico em camundongos. As
preparagdes avaliadas ndo causaram danos a membrana celular e sdo potenciais

ferramentas farmacolégicas para testar a atividade anti-inflamatéria, também.
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Algumas das espécies de Cassia, como por exemplo, a C. ijtalica, a C.
putibunda, e a C. torosa também apresentaram boa seletividade (KAMAGATE et al.,
2014). Os resultados revelaram a auséncia de efeitos toxicoldgicos de C. angustifolia
(Sene) quando administrada a ratos e coelhos, em uma dose equivalente a 10 vezes
a dose humana (MELLO; LANGELOH; MELLO, 2007).

Avaliagbes anteriores dos beneficios farmacologicos de muitas espécies de
Cassia mostraram que a maioria delas possui muitas atividades biologicas
importantes, fazendo com que algumas delas fossem incluidas na farmacopeia, como
a C. glauca, C. angustifolia e C. acutifolia. Dentre algumas dessas atividades
biolégicas importantes destaca-se a atividade citotoxica (HAFEZ et al., 2019). No
estudo de Suzy e colaboradores (2014) a citotoxicidade do extrato metandlico e do
composto 1,8-dihidroxi-3-metil antraquinona, isolado das flores de C. nodosa,

apresentou variabilidade de 72,4 e 60,7 ug mL™', respectivamente.
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Em outro estudo, Duraipandiyan e colaboradores (2012) investigaram o
composto reina, isolado das flores de C. fistula, o qual foi considerado citotdxico para
as células COLO320 DM, exibindo 59,00%, 58,26%, 65,40%, 77,92% e 80,25% de
citotoxicidade, para os tempos de incubacao de 6, 12, 24, 48, e 72 h, respectivamente,
na concentragdo de 200 ug mL-'. Estudos recentes com o composto reina, isolado de
folnas da C. bakeriana, revelaram também boa seletividade contra os mesmos
microrganismos orais aqui estudados e com baixa toxicidade para células Vero
(CUNHA et al., 2017).

Ja na investigacdo de Nascimento e colaboradores (2020) os resultados
confirmam que os extratos das flores de S. macranthera (Fabaceae) sao promissores
na busca por novos agentes antifungicos, associando elevada atividade antifungica
contra as trés leveduras estudadas e com baixa citotoxicidade (indice de Seletividade
entre 1,34-1,94).

Os compostos, suas classes e subclasses identificadas nas particdes e extrato
etandlico, via CLAE-EM-IES ja foram reportados como tendo atividade citotoxica. Por
exemplos, o composto quercetina-3-O-glucosideo e quercetina detectados em todas
as amostras avaliadas (MILITAO et al., 2005; RAZAVI et al., 2009), assim como a
taxifolina, que apresentou alta viabilidade celular (MURAMATSU et al., 2019). A
epicatequina também esta associada a viabilidade celular (EVACUASIANY et
al.,2014; ESMAEELPANAH et al., 2017; CHANG et al., 2018; XU; GAO; GRANATO,
2020; BAE et al., 2020).

A acao citotoxica dos flavondis e flavonas esta relacionada ao numero de
grupos OH e presenca de 3'-OMe, conforme relatado (JEONG et al., 2007; BAKR et
al., 2016). A viabilidade celular esta também associada a diversos acidos fendlicos,
como por exemplo o acido vanilico e (ALMEIDA; CAVALCANTE; VICENT, 2016) e a
diversos acidos graxos, como o acido linolénico (YUAN et al., 2014).

Compostos da classe de antraquinonas, como a reina e a emodina estao
relacionadas a viabilidade celular (BARNARD et al., 1992; MUTO et al., 2007; ZHENG
et al., 2021).

Diante do exposto, considera-se que as flores desta planta se constituem numa
rica fonte de agentes antioxidantes, antiglicantes, antibacterianos e, principalmente,

de agentes antifungicos.
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6 CONCLUSOES

Extratos e particdes das flores de C. bakeriana Craib foram avaliados pela
primeira vez em relagdo a composi¢ao quimica e ao potencial biolégico. A prospecg¢ao
fitoquimica identificou a presenca de flavonoides, terpenos, esteroides, fenol,
agucares, saponinas. Alcaloides nao foram detectados.

A quantificacdo dos teores de compostos fendlicos apresentou conteudos
significativos. Os melhores conteudos foram de flavonoides na particdo acetato de
etila (128,6+0,0 mg EQ/ gextrato), fendis no extrato etandlico (123,4+0,0 mg EAG/
Jextrato), Seguidamente de proantocianidinas na partigdo n-butanol (92,9+0,0 mg EC/
Jextrato).

Através da analise de CG-EM foi possivel identificar no extrato hexanico e
particoes das flores de C. bakeriana Craib os compostos pertencentes as classes
sendo cinco ésteres de cadeia longa (5; 45%), dois acidos graxos de cadeia longa (2;
18%), dois alcanos de cadeia longa (2; 18%) e dois terpenos (2; 18%).

Por meio da CLAE-EM-IES foi possivel identificar uma diversidade de
substancias inéditas e bioativas nas flores de C. bakeriana Craib, com padrbes
moleculares diversos. Foram identificados acidos carboxilicos, acidos fendlicos,
acidos graxos de cadeia longa e derivados, além de flavonoides e antraquinonas.
Estas substancias permitiram que as particdes P-HF, P-DF, P-AEF, P-BF e P-AF
fossem mais ativas nos ensaios biolégicos utilizados.

Na quantificagdo dos teores de compostos polifendlicos, foram encontrados os
melhores teores para fendis para o extrato etandlico (123,4+1,2 mg EAG/ Qextrato)
seguida da particdo acetato de etila 95,4+0,6 mg EAG/ gextrato, para proantocianidinas
com n-butanol (92,9+0,0 mg EC/ gextrato) € para teor de flavonoides, o extrato etanolico
(109,6+0,4 mg EQ/ gextrato), Seguidamente da particdo acetato de etila com (128,6+0,6
mg EQ/ Qextrato).

Os ensaios antifungicos apresentaram os melhores resultados antimicrobianos
deste trabalho. As particdes P-HF, P-DF e P-BF mostraram altissima atividade
antifingica, com CIM variando entre 5,86 e 11,72 ug mL-, contra as leveduras C.
tropicalis e C. glabrata.

Quanto ao potencial antibacteriano, apenas as particobes P-DF e P-BF
apresentaram alta atividade contra a bactéria gram-negativa A. naeslundii (CIM 50 ug
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ml-'). As demais particdes apresentaram atividade antibacteriana apenas moderada a
fraca (> 400 ug ml").

As flores de C. bakeriana apresentaram resultados significativos com relagéo a
atividade antioxidante, destacando-se a particdo P-AEF, com ICso de 9,8 + 0,4ug L™,
demonstrando, assim, altissima atividade antioxidante em todos os métodos
avaliados.

Os valores para antiglicagao foram significativos para EE, P-HF, P-DF pois
apresentaram porcentagem de glicagdo acima de 90% e préximas do valor do
controle acido ascérbico (100 + 0,0). A P-AE apresentou percentual de inibicdo da
glicagdo idéntico ao controle (100%) e ICso de 38,6 + 0,4 ug mL~", constituindo-se num
substrato de grande interesse para estudos antiglicemia mais aprofundados.

Por fim, os indices de seletividades das atividades biolégicas estudadas
indicaram que os extratos e particoes das flores de C. bakeriana nao apresentaram
nenhuma citotoxicidade para células Veros, nas concentragbes testadas. Esses
achados sao auspiciosos, uma vez que o uso dessas parti¢cdes ricas em polifendis em
outros ensaios “in vivo” pode ser viavel. Além disso, os dados deste estudo ampliam
0 mapeamento do conhecimento desta espécie vegetal estudada por nosso grupo de

pesquisa, contribuindo para a sua conservagao e protecao no bioma Cerrado.
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APENDICE A - Tempos de retencéo dos padrdes de alcanos (Cs-C30) empregados na

analise por CG-EM.

Alcanos Tempo de retengao Tempo de retengao
(pressao constante) CG-EM Adams (2017)

Cc8 3,35 N.I.

C9 5,15 N.1.

C10 7,71 7,77
C11 11,48 11,48
C12 15,58 15,77
C13 20,19 20,19
C14 24,43 24,61
C15 28,82 28,82
C16 32,76 32,89
Cc17 36,74 36,74
c18 40,35 40,40
C19 43,90 43,92
C20 47,27 47,33
C21 50,54 N. I.
C22 53,58 53,54
C23 56,63 56,48
C24 59,40 59,33
C25 62,27 N. I.
C26 64,95 64,61
ca7 68,55 67,12
Cc28 72,47 69,55
C29 78,25 71,78
C30 84,51 74,16
C31 85,25 76,35
C32 91,25 78,48
C33 94,25 80,55

Nota: - N.I = tempo ndo identificado.

Fonte: o autor.
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APENDICE B - Grafico da curva-padrdo obtido a partir da curva analitica para
determinacao de fendis totais.
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Fonte: o autor.

APENDICE B — Grafico da curva-padrdo obtido a partir da curva analitica para
determinacao de proantocianidinas.
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APENDICE B — Grafico da curva-padréo obtido a partir da curva analitica para
determinacao de flavonoides.
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APENDICE C - Espectros EM/EM dos compostos identificados por CLAE no modo

negative (-).
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81.0344 123.0387  149.0288 269.1090 320.8161
I AL I l

FTIN NR P T NP U | I | !

} . .
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x103
2,54
24
1,54

0,59
04

-ESI Product lon (rt: 2,918 min) Frag=175,0V CID@10,0 (359,0976[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d

197.0446

359.0943
123.0073 153.0536 182.0109 239.0496 281.0610 3290979 & 469.6826

[

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x102

6-
5
44
3
24
14

-ES| Product lon (rt: 1,628 min) Frag=175,0V CID@10,0 (137,0237[z=1] -> **) frankdNegMSMS5_10_15eV.d

93.0339

137.0256

65.0430
115.8011 * 164.4165 199.2479 246.7165 293.8967

|

f0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330 340 350 360 370
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x102

6
5
4
3
24

04

-ESI Product lon (rt: 3,504 min) Frag=175,0V CID@10,0 (289,0719[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d

289.0709
137.0275 161.0662 187.0844 212.0421  230.0746 245.0783 271.0656 %

- |, ‘ .

66.7118 83.1498 109.0275

' P T VNP | I AU SR T N PRI TR

N N . ] . .
" 50 6 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280 300 310
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x103

1,75+
1,54
1,254
14
0,754
0,54
0,251

-ES| Product lon (it: 3,788 min) Frag=175,0V CID@15,0 (443,1925[z=1] -> **) frankdNegMSMS5_10_15eV.d

59.0119 101.0239 1513149 190.0364 234.0549 299.1432 329.1600 385.2173 444:880 480.9000

. . i e i " N " o w4 . R P " U o .
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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x10 2 |-ESI Product lon (rt: 4,779 min) Frag=175,0V CID@20,0 (225,1138[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d
59.0147
34
2,54
24
1,5
14
0,54 723662 97.0637 137.0335  165.0879 2303920 2566487 288.1996 308.2195 349.7796
04 /IR I M (I L L |"L . . PR
—_—
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 3,726 min) Frag=175,0V CID@10,0 (121,0288[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
1759 1219288
1,54
1,25
Iy 92.0257
0,75
0,5
0,25 65.0399  77.0399 113.7660 141.7943 180.9621  194.6627
od . ik h‘ .
30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

%103 [-ESI Product lon (rt: 3,909 min) Frag=175,0v CID@10,0 (317,0284{z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
1,75+
1,54
1,25
14
0,751
05
: 206.9908 273.0415
0,251 62.0791 99.0112 1250226 146.8691 162.9960 1805654 224.9547 255.0314
04 . : . : . . o L [ - . L ... "
R e e e e e ey g e e B o SR ey
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 200 300 310 320 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

298.9969 317.0291
*

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 3,756 min) Frag=175,0V CID@20,0 (273,0412[z=1] -> **) frank3NegMSMS20_25_30eV.d
1,24 109.0299 211.0400

0,81

0,61 255.0312

04l 75.0244

02 91.0187 185.0609 229.0550 273.0482
PY

oL L L L . l L L .l N L L !

T T T v )

3 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

119.0122 1350107 163.0028

103 |-ESI Product lon (rt: 3,994 min) Frag=175,0V CID@10,0 (167,0346[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
1,754
1,54
1,25
1
0,751
051 108.0218 152.0109
0,251 65.0047 91.0165 135.6231 R 226.1237 242.1896 269.2726
04 A B | L f

" 1o 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 230 230 240 250 260 270 280
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 4,124 min) Frag=175,0V CID@10,0 (395,1913[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d
1,754 349.11864

1,54
1,254
14

0,754 395.1903

0,54
’ 89.0232 161.0462 *
0,254 228.0746 290.0783 L 658.0355

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 4,243 min) Frag=175,0V CID@20,0 (197,0462[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d
1,24
E 123.0087

0,8
95.0137

069 166.9997

0,4
78.0126 106.0073 138.0324

02+ 62.0138 1985350 216.2245 265.7873
04 Joa L L L l bk AL . 2
v 3 v v T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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x10 2 |-ESI Product lon (rt: 4,440 min) Frag=175,0V CID@10,0 (289,0717[z=1] -> **) frank6NegMSMS5_10_15eV.d

289.0723
*

245.0825

14 137.0213
68.8609 188.0471 333.3827 5554191 gos 5060 705.7392 817.9585

00— — Ll . M‘; v ——— ‘UQ = T T — —— T T —
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 4,526 min) Frag=175,0V CID@10,0 (405,1401[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d

3,59
34
2,59

1,54

14

0,54 85.0261 126.8759  160.9918 217.0555  253.0268  289.0702 315.1661 350.1318 405.1347

*

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 4,379 min) Frag=175,0V CID@5,0 (135,0449[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d

25] 1350439
24

1,54 92.0260
1

0,54 65.0462 l 100.9249 1200211 164.8996
04 . L

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 2 |-ESI Product lon (rt: 12,714 min) Frag=175,0V CID@15,0 (255,2315[z=1] -> **) frank6NegMSMS5_10_15eV.d

24
1,5
112.9845
1 2552288
68.9950 1450301 .
0.5+ ’ 198.9049 243.1782
od N T T | . | L o

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 4,774 min) Frag=175,0V CID@20,0 (305,0704[z=1] -> **) frank4NegMSMS20_25_30eV.d

1,54
1,25
14
0,751
0,51 59.0137 o
0,25 133.1125  165.0857 L 291.1103 429.7151
’ 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

96.9608

225.1124 305.0647

x103 |-ESI Product lon (rt: 4,913 min) Frag=175,0V CID@20,0 (163,0406[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d
119.0508

93.0356
N 65.0415 163.0383 211.5453 241.2490 301.1129 342.5546
o . . x.L . L *
L e e S e S St Ot s e, s Ses S S ots Ses S e e Wy WA S Uy S S S S S Sy S S S S S S
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 2 |-ESI Product lon (rt: 5,115 min) Frag=175,0V CID@10,0 (303,0514[z=1] -> **) frank3NegMSMS5_10_15eV.d

8l 285.0385
64
125.0257
4
177.0167
303.0497
217.0485

2 570399 75.0169 114.0513 152.0110 199.0354 241.0532 2590651 275.0542 .
o L e L ) R | D VOTR R NPT ORI P h,‘.

4 5 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)



x10 2 |-ESI Product lon (rt: 5,178 min) Frag=175,0V CID@20,0 (449,1082[z=1] -> **) frank6NegMSMS20_25_30eV.d
1,44 269.0474
124 151.0000
14 449.1109
3
0,8
061 95.6129 287.0484
0,4 135.0475 173.6509
024 71.0098 l 215.0752 329.0597 414.0143
04 Ll '\J Ll l\l i Ll b [ L1l |
7 7 7 7 7 7 7 7 T 7 7 7 ; 7 T T T 7 7 7 7 7 7 7
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 2 |-ESI Product lon (rt: 5,199 min) Frag=175,0V CID@10,0 (193,0501[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
134.0380
2,5+
24
B 160.8390
1] ’ 178.0328
64.0148 78.0402 269.8230
0,54 1039189 1220353 T 206.8104
N L NN N R AT T T ‘
50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 2 |-ESI Product lon (rt: 5,328 min) Frag=175,0V CID@10,0 (439,1818[z=1] -> **) frank6NegMSMS5_10_15eV.d
1,24 393.1755
14
0,8
0,6
0.4+ tetosss 350.0033 440’.1261
02l 710363 990085 130.1841 . 259.7350 05,0689 m 2965535
o] o i '\ b L TN ITIN ! \I\H\M\M | |
7 7 7 T T 7 7 T 7 7 7 7 7 7 T 7 T 7 T 7 T 7 7 7 T
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 2 |-ESI Product lon (rt: 5,578 min) Frag=175,0V CID@20,0 (609,1458[z=1] -> **) frank4NegMSMS20_25_30eV.d
71 6099462
64
54
4
34 284.0362
24
. 68.8503  121.7556 178.9965 257.0659 429.0875 4697407 563.1257 647.2267
04 s .l NPT PR . | R PPN . .
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 3 |-ESI Product lon (rt: 5,752 min) Frag=175,0V CID@15,0 (449,1080[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
3,5
34
2,5
24
1,54
N 151.0047 285.0401 449.1039
0,54 63.7089 89.0207 125.0242 180.0028 237.0873 357.1362 411.0464 *
o] R S R Y . L
7 7 7 7 7 T 7 7 | T 7 7 7 7 ; 7 7 ; 7 T 7 7 7
20 40 60 8 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 3 |-ESI Product lon (rt: 5,869 min) Frag=175,0V CID@10,0 (137,0239[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
3,5+
34
2,5
24
154 93.0339
Ly 137.0230
0,54 65.0374 * 168.7201 237.6817 274.8315 319.9553 355.5769
0- T T T T T T = T T T T T T s T ‘V T T T T T T T T T .V T T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 2 |-ESI Product lon (rt: 6,000 min) Frag=175,0V CID@10,0 (463,0875[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d
301Jp356 4639853
2,54
24
1,54
" 271.0217 748.5619
051 78.9605 158.2400  213.9705 333.8063 419.2420 6727926 :
0 ol d b e mhl “.\ Y TR N 79 . - ! I
-

T ———et e e
20 40 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)

600 620 640 660 680 700 720 740 760 780
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x10 3 |-ESI Product lon (rt: 6,288 min) Frag=175,0V CID@15,0 (433,1133[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
3,59
34
2,59
24 433.1124
*
1,54 269.044
1 180.0029 69.0449
0,54 59.0146 125.0196 241.0504 L 373.1376 611.6033
04 e e e L.l " L s . .
r T T T T 7 T T 7 T T T 7 T T T T T 7 T 7 T T T T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 4 |-ESI Product lon (rt: 6,422 min) Frag=175,0V CID@15,0 (447,0916[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
4 447.2923
34
24
301.0340
14
121.0277 151.0032  178.9980 227.0319  255.0292 327.0548 L
oL N . i . N | . - .. . . . )
5 o s e S 5 O e S e S S e D S S S S S S B S
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450 460 470
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 2 |-ESI Product lon (rt: 6,552 min) Frag=175,0V CID@15,0 (447,0928[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d
59 4479925
4
284.0283
34
24
255.0346 301.0383
1 67.1536 1130251  152.5562 199.1294 227.0302 361.1886 393.5485  433.2909
oJ NI T Wi e e b e b [ I o vt e o M :

T T T T

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 6,657 min) Frag=175,0V CID@5,0 (417,0814[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d

4170810
. ¢
4
34
24
1 66.2949  107.5488 169.0063 227.0311 285.0402 399, 0464 382.1957
04 i . . L N
20 40 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)
x10 3 |-ESI Product lon (it: 6,719 min) Frag=175,0V CID@10,0 (479,2488 -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d
433.0433
3,5
34
2,5
24
1,54 479.2476
1 89.0253 179.0568 *
0,54 271.1899 361.1855 L 605.2324
0 [ R S .,L . . . R
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 2 |-ESI Product lon (it: 7,072 min) Frag=175,0V CID@10,0 (431,0993[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d
431,0955
o ¢
4
39 285.0434
152.9934 -
24
iy 78.9636 127.0366 175.2340 241.0458 313.1618 358.1298 495.6678
0 (P . e H AR P | L 4 ol .
7 7 g 7 7 T 7 7 7 7 T 7 7 i ; 7 7 ; 7 7 T 7 7 7 7 T 7
20 40 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
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 2 |-ESI Product lon (it: 7,255 min) Frag=175,0V CID@10,0 (301,0354[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d
3019353
4
34
2 151.0048
1‘ 65.0017 121.0292 L l 212.8613 273.0768 337.7784 477.6833
0 TP B S I Y [TV IT R WINP) "I : |

20 40 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
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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x104 |-ESI Product lon (rt: 7,241 min) Frag=175,0V CID@20,0 (271,0618[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d
1,44
1,24
1
0,8
0,6+
0,4

0,24 63.0260 83.0119 119.0513 151.0029  177.0149 209.0571 271.0602 309.9983 347.5794 372.2193
*

" 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x104 |-ESI Product lon (it: 7,459 min) Frag=175,0V CID@20,0 (285,0408[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d
1,49
1,24
14
0,84
0,64
0,44

285.0399
*
0,2 65.0022 107.0147  133.0301 175.0398 217.0504 241.0510 L 360.4905

. L . . L . ,
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x104 |-ESI Product lon (rt: 7,643 min) Frag=175,0V CID@20,0 (199,1343[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d
1.4
1,24
1
0,81
0,64
0,41

0,24 57.0452 89.2088 139.0942  164.8334 264.4661 321.2500
*

f0 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 7,995 min) Frag=175,0V CID@20,0 (269,0459[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d

1,44
1,24

14
0,8
0,6

0.4+
0,21 63.0221 87.0446 1170346 1510031 201.0545 225.0569 J. 2881688 3205108

L 1L L.

269.0450

04

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 8,164 min) Frag=175,0V CID@15,0 (299,0558[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d

357 284.0306

2,54 299.0568
*

0,54 65.0032 930371 1210305 1510030 4789950  207.9963 256.0315
. AL, o

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 8,177 min) Frag=175,0V CID@5,0 (523,2393[z=1] -> **) frank4NegMSMS5_10_15eV.d
24
1,5
14
477.2350
123.5840  186.6132 315.1835 365.8460  431.2675 523.2444 656.7049 794.6698
0J - L

" 25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x104 |-ESI Product lon (it: 8,432 min) Frag=175,0V CID@15,0 (327,2169[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d

1,54 327@167

1,254
14
0.754
0,54 211.1332

0,251 570352 850288 1100453 137.0046 /11022 258.1475 2911939

R R

L

90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 250 300 310 320 330 340 350 360 370 380
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

P — U
10 20 30 40 50 60 70 80
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x10 3 |-ESI Product lon (rt: 8,828 min) Frag=175,0V CID@15,0 (329,2337[z=1] -> **) frank6NegMSMS5_10_15eV.d
34
2,54
329.2333
2 -
1,54
14
211.1344
0.59 57.0317 127.1124 171.1015 293.2185 410.4675 486.2166 522.5295
O_Y T T T T Av v' T T L v" ‘v T L T T T uv T T T T T T T T T T v‘ T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 4 |-ESI Product lon (t: 9,102 min) Frag=175,0V CID@15,0 (287,2225[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
154 2874221
1,254
14
0,75
. 141.1276 2692104
0,25 58.0391 99.0820 - 183.1369 211.2060 241.2159
od . N L . . . N . .
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30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
x10 4 |-ESI Product lon (t: 9,638 min) Frag=175,0V CID@15,0 (283,0250[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d
1,54
1,25 239.0344
14
0,75
051 283.0235
0,25 92.1612 110.6907 129.0902 155.0507 183.0437 211.0391 255.0277 .
04 L. L. Ly

30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 250 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 4 |-ESI Product lon (rt: 9,654 min) Frag=175,0V CID@5,0 (271,0241[z=1] -> **) frank2NegMSMS5_10_15eV.d

1,54
1,25
14
0,75+
0,5 271.0243
0,25 127.0566 159.0463 187.0351 215.0318 243.0295 I.
0- L = - = = 1 -

30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 150 200 210 220 250 240 250 260 270 280 260 300 310 320 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 10,591 min) Frag=175,0V CID@20,0 (269,0459[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d

60.3986  80.0836 105.9262 139.1049 159.0563 177.8105 197.0600 225.0581 269.0475 308.2141
*

30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x104
1,64
1,4
1,24
14
0,84
0,64
0,44
0,24

-ESI Product lon (rt: 12,196 min) Frag=175,0V CID@20,0 (271,2281[z=1] -> **) frank6NegMSMS20_25_30eV.d

71.6431 180.8316 2252229 271.2251 386.2681 445.9126 561.7796  609.4784
*

x102

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

-ESI Product lon (t: 12,714 min) Frag=175,0V CID@15,0 (255,2315[z=1] -> **) frank6NegMSMS5_10_15eV.d

112.9845
255.2288
68.9950 *

145.9391
198.9049 425.3318 475.2702

NN TR T (PR TEN B R B B A

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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x10 3 |-ESI Product lon (it: 12,283 min) Frag=175,0V CID@20,0 (279,2338[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d

74.8415 122.9337 156.7578 177.1257 212.4752 253.5965 2792362 317.4203
oJ !

F T T T v

30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 180 200 210 220 250 240 250 260 270 280 260 300 310 320 330
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 2 |-ESI Product lon (rt: 14,758 min) Frag=175,0V CID@10,0 (619,4203[z=1] -> **) frank6NegMSMS5_10_15eV.d
24
1,54
14
619.4066

.

0,5 93.8445 162.8307 238.8444 276.3553 338.8554 105 3004 468.1672 538.7754 5754919 h

ol L L [T A SRR R N R TIY ikl I Y ‘

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 15,500 min) Frag=175,0V CID@20,0 (621,4368[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d

78.5938 119.9879 184.7788 250.8869 322.9351 375.8479 460.0753 575.3875 621.4265 748.5810
*

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 15,768 min) Frag=175,0V CID@20,0 (758,5421[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d

712.5374

89.0268 179.0565 260.0270  324.0706 466.6364 532.4817 643.7143 888.6209
*
0 e
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925 950
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 15,902 min) Frag=175,0V CID@20,0 (826,5302[z=1] -> **) frank2NegMSMS20_25_30eV.d
2] 112.9857

68.9954

167.5094  229.7815 306.4875 418.0693 510.8919 589.8569 712.5425 826.5277
.
0- T v‘ lv T T T T T T ,' T T T T T T ‘v T T T = T T T T T T T T -
25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

‘ ‘ ¢
725 750 775 800 825 850 875

x10 3 |-ESI Product lon (rt: 16,332 min) Frag=175,0V CID@15,0 (819,5261[z=1] -> **) frankéNegMSMS5_10_15eV.d
24 277.2163
1,54
819.5265
14 *
054 513.3100 773.5184
120.9285 173.2875 235.0855 | 305.8968 I 642.8272 L 867.6889
0 - . L . "

25 50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800 825 850 875 900 925
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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