UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

INGREDE FERREIRA SILVA

Prospecciao quimica e avaliacio do potencial antimicrobiano e
antidiabético de espécies dos géneros Cassia e Senna (Fabaceae) por
CLUE-ESI-EM/EM

UBERLANDIA
2025



INGREDE FERREIRA SILVA

Prospecciao quimica e avaliacio do potencial antimicrobiano e
antidiabético de espécies dos géneros Cassia e Senna (Fabaceae) por
CLUE-ESI-EM/EM

Tese de doutorado apresentada ao curso de Pos-
graduagdo em Quimica (PPGQUI) da
Universidade Federal de Uberlandia como
requisito para obten¢do do titulo de doutora em
Quimica.

Area de concentragdo: Quimica Organica
Linha de Pesquisa: Quimica de Produtos
Naturais

Orientador: Dr. Marcos Pivatto

Co-orientadora: Dr*; Amanda Danuello Pivatto

UBERLANDIA
2025



Ficha Catalografica Online do Sistema de Bibliotecas da UFU
com dados informados pelo(a) proprio(a) autor(a).

S586
2026

Silva, Ingrede Ferreira, 1993-

Prospeccao quimica e avaliacao do potencial antimicrobiano e
antidiabético de espécies dos géneros Cassia e Senna (Fabaceae)
por CLUE-ESI-EM/EM [recurso eletrdnico] / Ingrede Ferreira Silva. -
2026.

Orientador: Marcos Pivatto.

Coorientadora: Amanda Danuello Pivatto.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal de Uberlandia, Pés-
graduagdo em Quimica.

Modo de acesso: Internet.

DOI http://doi.org/10.14393/ufu.te.2026.358

Inclui bibliografia.

1. Quimica. I. Pivatto, Marcos,1979-, (Orient.). Il. Pivatto,
Amanda Danuello,1984-, (Coorient.). lll. Universidade Federal de
Uberlandia. Pés-graduagao em Quimica. IV. Titulo.

CDU: 54

Bibliotecarios responsaveis pela estrutura de acordo com o AACR2:
Gizele Cristine Nunes do Couto - CRB6/2091
Nelson Marcos Ferreira - CRB6/3074




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA

Coordenacao do Programa de Pds-Graduacao em Quimica
Av. Jodo Naves de Avila, 2121, Bloco 5l - Bairro Santa Ménica, Uberlandia-MG, CEP
38400-902
Telefone: (34) 3239-4385 - www.cpgquimica.ig.ufu.br - cpgquimica@ufu.br

b

ATA DE DEFESA - POS-GRADUACAO

Programa de

Pos- Quimica

Graduacao

em:

Defesa de: Tese de Doutorado Académico, 178, PPGQUI

Data: thele s_ete qle novembro !-Ic?r_a .de 14:00 h Hora de |19:00h
de dois mil e vinte e cinco inicio: encerramento:

Matricula do 12113QMI004

Discente:
Nome do Ingrede Ferreira Silva
Discente: 9
, Prospeccao quimica e avaliacdo do potencial antimicrobiano e
Titulo do A L ~ .
Trabalho: antidiabético de espécies dos géneros Cassia e Senna (Fabaceae) por
CLUE-ESI-EM/EM

Area de Quimica
concentracao:
Linha de ;o . ;o . , AL
pesquisa: Quimica Medicinal, Quimica de Produtos Naturais e Sintese Organica
E;‘?gﬁ?sgede Estudo quimico e biolégico de espécies dos géneros Senna e Cassia
vinculacao: (Fabaceae)

oDS 3 ODS 3 - Saude e bem-estar: assegurar uma vida saudavel e promover o bem-

estar para todos, em todas as idades.

Reuniu-se, por webconferéncia, no link: https://conferenciaweb.rnp.br/sala/marcos-

pivatto-2, a Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pds-
graduacdao em Quimica, assim composta: Professores Doutores: Raquel Maria
Ferreira de Sousa da Universidade Federal de Uberlandia; Aline Coqueiro, da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana; Vanderlan da Silva Bolzani, da
Universidade Estadual Paulista; Antonio Eduardo Miller Crotti, da Universidade
de Sao Paulo e Marcos Pivatto, orientador da candidata.

Iniciando os trabalhos o presidente da mesa, Dr. Marcos Pivatto, apresentou a
Comissao Examinadora e a candidata, agradeceu a presenca do publico, e concedeu
a Discente a palavra para a exposicao do seu trabalho. A duracdo da apresentacao
da Discente e o tempo de arguicao e resposta foram conforme as normas do
Programa.

A seguir o senhor(a) presidente concedeu a palavra, pela ordem sucessivamente,
aos(as) examinadores(as), que passaram a arguir o(a) candidato(a). Ultimada a
arguicao, que se desenvolveu dentro dos termos regimentais, a Banca, em sessao
secreta, atribuiu o resultado final, considerando o(a) candidato(a):

Aprovada.



Esta defesa faz parte dos requisitos necessarios a obtencao do titulo deDoutor.

O competente diploma serd expedido apdés cumprimento dos demais requisitos,

conforme as normas do Programa, a legislacao pertinente e a regulamentacao
interna da UFU.

[ i

Sel
mssinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Marcos Pivatto, Professor(a) do

Magistério Superior, em 01/12/2025, as 17:22, conforme horario oficial de

Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de
2015.

[ i

Sel
pssinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Raquel Maria Ferreira de Sousa,

Professor(a) do Magistério Superior, em 02/12/2025, as 07:22, conforme

horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de
8 de outubro de 2015.

[ |

Sel
pssinatura
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Antonio Eduardo Miller Crotti,

Usuario Externo, em 02/12/2025, as 08:45, conforme horario oficial de Brasilia,

com fundamento no art. 62, § 19, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

[ i

Sel
mssinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Vanderlan da Silva Bolzani, Usudrio

Externo, em 02/12/2025, as 09:31, conforme horario oficial de Brasilia, com

fundamento no art. 62, § 12, do Decreto n2 8.539, de 8 de outubro de 2015.

[ |

Sel
pssinatura
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Aline Coqueiro, Usuario Externo, em

02/12/2025, as 11:45, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art.

62, § 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.

: A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
FAL https://www.sei.ufu.br/sei/controlador_externo.php?

% acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o cddigo
% verificador 6901652 e o cédigo CRC 2BC3018C.

Referéncia: Processo n? 23117.068586/2025-64

SEI n2 6901652



AGRADECIMENTOS

Essa pesquisa enfrentou muitos desafios até chegar aqui. E essa caminhada s6 foi
possivel gracas a pessoas incriveis. Quero agradecer primeiramente & minha familia por
sempre apoiar minhas decisdes € meus sonhos, mesmo que para isso eu tenha que morar
a 1100 km de casa! Apesar disso, fui filha, neta, sobrinha, tia e irma ausente e por isso eu
sinto muito. Nunca esquecerei o que fizeram por mim. Agradeco vocés por tudo e dedico
este trabalho a minha v6 Nala (in memoriam). Nao nos despedimos v0, mas espero que
dai do céu a senhora possa olhar por mim.

Agradeco aos meus amigos Luana, Leticia, Cleber, Igor e Gabriel pelas fofocas e
conselhos a distancia. Aos amigos e colegas do NPCBio, Gaveni, Isa, Nikolas, Laisa,
Paulo entre varios outros que passaram por 14, e aos meus orientadores Marcos Pivatto e
Amanda Danuello. Agradego a todos pela amizade e pela ajuda nos momentos em que
nada dava certo! Agradeco também Tiara e Diego, sou grata pela amizade e pelos
ensinamentos! Essa tese tem muita contribui¢dao de vocés!

Também sou grata as amizades que fiz aqui ao longo desses 4 anos. Diandra,
Débora, Weida, Diele, Marilia, muito obrigada pelo acolhimento! Agradego em especial,
aos amigos do LABIBI, Tarcisio, Matheus, Bruna, Cecilia e Julia. Vocés sao muito
especiais para mim!

Agradeco aos laboratorios parceiros LEA, LABIBI e LABIFIR que realizaram os
ensaios biologicos, contribuindo demais nessa pesquisa. Aos funciondrios da estufa da
UESC, ao LPPNS e a Will por me ajudarem com a coleta das espécies de Cassia e Senna
na Bahia. Aos técnicos Mario, Magayver, Wilson e Josi pela ajuda nas analises de RMN
e CLAE. Por fim, agradeco a UFU, a CAPES e ao INCTBionat por possibilitar a

realizacdo dessa pesquisa. Obrigada!



E ld tem samba, batucada
Tem magia, tem dendé
Tem poesia no dia a dia
Capoeira e maculelé

E ld tem gente bonita

Gente que acredita que o Sol sempre ha de brilhar
E um suspiro de saudade

Um suspiro de saudade

Um suspiro de saudade solto pelo ar...

(De onde eu vim, Maria Bethania)



RESUMO

O Cerrado ¢ a Mata Atlantica sao biomas brasileiros ricos em biodiversidade, abrigando
uma variedade de espécies de plantas medicinais. Entre elas, as espécies de Cassia e
Senna tém se destacado por suas propriedades medicinais e t€ém despertado interesse
cientifico devido a presenca de metabdlitos especiais com potencial biologico. Neste
estudo, seis espécies destes géneros foram coletadas (Cassia fistula, C. grandis,
C. javanica, Senna multijuga, S. rugosa ¢ S. velutina), sendo preparados nove extratos de
folhas e flores, que foram submetidos a extragdo liquido-liquido para obter as fracdes
organicas. Os EE obtidos foram analisados por CLUE-IES-EM/EM, nos modos negativo
e positivo. Nesse processo, foram anotados flavonoides, uma antraquinona e
proantocianidinas, juntamente com outras classes de compostos. No ensaio da atividade
antibacteriana, utilizando bactérias cariogénicas, os EE demonstraram atividade
moderada, com valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) variando de 100 a
400 pg mL !, sendo a exce¢do o EE das folhas de S. velutina, que exibiu CIM de
25 pg mL! para Streptococcus mitis € 50 ug mL™! para Porphyromonas gingivalis. No
ensaio utilizando bactérias anaerobias, a fragdo acetato de etila das flores de S. velutina
exibiu CIM de 50 pg mL ™! para S. mitis, j4 no ensaio utilizando bactérias aerébias, as
fragdes em hexano de S. rugosa (flores) e C. javanica (folhas e flores) apresentaram
atividade antibacteriana com valores de CIM variando entre 6,25 e 25 ng mL™!, contra as
bactérias P. gingivalis e Actinomyces naeslundii. No ensaio para avaliagdo da atividade
antifungica utilizando leveduras do género Candida, os EE mais promissores foram os
das flores de S. rugosa e C. javanica, bem como das folhas e flores de S. velutina, exibindo
valores de CIM entre 5,86 e 11,72 pg mL ! contra C. glabrata. As fragdes mais polares
das folhas e flores de S. rugosa e das flores de C. javanica apresentaram CIM entre 2,93
e 23,4 ug mL ! contra C. albicans e C. glabrata. Um resultado bastante promissor foi
obtido da fragdo em acetato de etila das flores de S. velutina, exibindo CIM de
1,46 pg mL! contra C. glabrata. Esta fragio foi selecionada para o estudo quimico a
partir da andlise por CLUE-IES-EM/EM, que evidenciou a presenca de
proantocianidinas, de onde foram isolados o0s compostos (ent)-cassiaflavana-
galocatequina (A), (enf)-cassiaflavana-(ent)-cassiaflavana-catequina (D), e uma mistura
de (ent)-cassiaflavana-(4—8)-(epi)-catequina B e C. O potencial anti-Candida destes
compostos foi avaliado frente cepas de C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis e
apresentaram seletividade frente C. glabrata com CIM entre 1,95 e 15,69 ug mL ™.
C. javanica, espécie utilizada na medicina popular no tratamento da diabetes, foi
selecionado para estudo quimico e antidiabético. A fracdo em diclorometano das flores de
C. javanica foi uma das mais ativas no ensaio enzimatico frente a a-amilase e o-
glicosidade e nos ensaios de anti-glicacdo. Do estudo quimico dessa fragcao foram isolados
canferol (E), reina (F), elegentina (G) e afzelina (H), que também foram submetidos aos
ensaios de a-glicosidade e anti-glicagdo. O composto E foi um dos mais ativos,
principalmente na inibi¢io da a-amilase com ICso 0,04 + 0,003 pg mL~! (controle positivo
triticum, 0,2 £ 0,00 ug mL™"). Os resultados dos ensaios bioldgicos ressaltam a relevancia
da investigacdo quimica e farmacolédgica das espécies de Cassia e Senna, que ainda sao
pouco exploradas quando se trata da investigagdo dos produtos naturais com potencial
antimicrobiano e antidiabético.

Palavras-chave: proantocianidinas, espectrometria de massas, candidiase, diabetes.



ABSTRACT

The Cerrado and the Atlantic Forest are Brazilian biomes rich in biodiversity, harboring
a variety of medicinal plant species. Among them, species of Cassia and Senna have stood
out for their medicinal properties and have aroused scientific interest due to the presence
of special metabolites with biological potential. In this study, six species of these genera
were collected (C. fistula, C. grandis, C. javanica, S. multijuga, S. rugosa, and
S. velutina), and nine leaf and flower extracts were prepared and subjected to liquid-liquid
extraction to obtain the organic fractions. The obtained extracts were analyzed by UPLC-
IES-MS/MS, in negative and positive modes. In this process, flavonoids, an
anthraquinone, and proanthocyanidins, along with other classes of compounds, were
identified. In the antibacterial activity assay, using cariogenic bacteria, the EE
demonstrated moderate activity, with minimum inhibitory concentration (MIC) values

ranging from 100 to 400 pg mL™!, the exception being the EE from S. velutina leaves,
which exhibited an MIC of 25 ug mL™! for Streptococcus mitis and 50 pg mL™' for
Porphyromonas gingivalis. In the assay using anaerobic bacteria, the ethyl acetate
fraction of S. velutina flowers exhibited a MIC of 50 pg mL ! against S. mitis. In the assay
using aerobic bacteria, the hexane fractions of S. rugosa (flowers) and C. javanica (leaves
and flowers) showed antibacterial activity with MIC values ranging from 6.25 to 25 pug
mL ! against P. gingivalis and Actinomyces naeslundii. In the assay to evaluate antifungal
activity using yeasts of the genus Candida, the most promising EE were those of S. rugosa
and C. javanica flowers, as well as S. velutina leaves and flowers, exhibiting MIC values
between 5.86 and 11.72 pg mL!' against C. glabrata. The most polar fractions of
S. rugosa leaves and flowers and C. javanica flowers showed MICs between 2.93 and
23.4 pg mL ! against C. albicans and C. glabrata. A very promising result was obtained
from the ethyl acetate fraction of S. velutina flowers, exhibiting an MIC of 1.46 ug mL™!
against C. glabrata. This fraction was selected for chemical study based on analysis by
UPLC-ESI-MS/MS, which revealed the presence of proanthocyanidins, from which the
compounds (ent)-cassiaflavan-gallocatechin (A), (ent)-cassiaflavan-(ent)-cassiaflavan-
catechin (D), and a mixture of (enf)-cassiaflavan-(4—8)-(epi)-catechin B and C were
isolated. The anti-Candida potential of these compounds was evaluated against strains of
C. albicans, C. glabrata, and C. tropicalis, and they showed selectivity against
C. glabrata with MICs between 1.95 and 15.69 ug mL'. C. javanica, a species used in
folk medicine for the treatment of diabetes, was selected for chemical and antidiabetic
study. The dichloromethane fraction of C. javanica flowers was one of the most active in
the enzymatic assay against a-amylase and a-glucosidase, and in anti-glycation assays.
Chemical analysis of this fraction isolated kaempferol (E), rhein (F), elegentin (G), and
afzelin (H), which were also subjected to o-glucosidase and anti-glycation assays.
Compound E was one of the most active, particularly in inhibiting a-amylase with an ICso
0f0.04 £ 0.003 ug mL " (positive control triticum, 0.2 + 0.00 pug mL ). The results of the
biological assays highlight the relevance of chemical and pharmacological investigation
of Cassia and Senna species, which are still underexplored when it comes to investigating
natural products with antimicrobial and antidiabetic potential.

Keywords: proanthocyanidins, mass spectrometry, candidiasis, diabetes.
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1 INTRODUCAO

A utilizagao de produtos naturais (PN) com propriedades medicinais € uma pratica
que remonta a pré-historia. Os primeiros registros de uso medicinal de plantas datam de
cerca de 60.000 a.C. (Yun et al., 2012). Desde entdo, varias culturas em todo o mundo
tém utilizado os PN para tratar e aliviar sintomas de doencas e assim impulsionado a
descoberta de muitos compostos de origem natural que sao utilizados na medicina
moderna (Yun et al., 2012)

No século XVI, Paracelso deu o primeiro passo para o estudo de compostos
naturais bioativos a partir de extratos vegetais (Maciel et al., 2013). Mas foi apenas no
século XVIII que as primeiras substancias de origem vegetal foram identificadas
(Figura 1). A morfina (1), principio ativo utilizado até hoje como analgésico, foi isolado
do latex extraido da flor da papoula (Papaver somniferum). Das cascas da Cinchona,
arvore utilizada pelos povos originarios para o tratamento da febre, foi isolado a quinina
(2), atualmente conhecida por ser um potente antimaldrico e apresentar diversas

propriedades farmacoldgicas (Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006).

Figura 1 — Primeiras substancias que foram isoladas de extratos vegetais no século XIX.

HO Z
H
HO, N
O
_CH H5CO
N C 3 3 | X
HO® Nig
1: morfina 2: quinina

Fonte: autora.

Os salicilatos também marcaram a historia do desenvolvimento dos farmacos,
com propriedades analgésica e antipirética, sendo a salicilina (3), o primeiro dessa classe
a ser isolada das cascas do salgueiro branco (Salix alba) (Figura 2) (Viegas; Bolzani;
Barreiro, 2006). No entanto, coube ao quimico alemao Felix Hoffman, em 1897, a sintese
que converte o dcido salicilico (4) no 4cido acetilsalicilico (5), um dos analgésicos mais

vendidos no mundo (Luz et al., 2019).
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Figura 2 — Salicilina extraida de Salix alba e derivados semissintéticos.

E?\OiOH

3: salicilina 4: acido salicilico  5: acido acetilsalicilico

Fonte: autora.

Em relagdo ao Brasil, a historia estd relacionada principalmente no interesse
comercial dos portugueses pelo pau-brasil (Paubrasilia echinata,
sin. Caesalpinia echinata). Da arvore era obtida a brazilina (6), que oxida facilmente a
brazileina (7) (Figura 3) um corante vermelho muito utilizado para tingimento de roupas

e na escrita (Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006).

Figura 3 — Estrutura da brazilina e da brazileina obtidas do pau-brasil.
OH OH

L) )
HO HO
I0NEEDOD
HO OH (o) OH
6: brazilina 7: brazileina

Fonte: autora.

A utilizagdo de PN de origem vegetal com propriedades medicinais ¢ uma pratica
muito antiga no Brasil, relatada nas tradigdes dos povos indigenas que sempre fizeram
uso das plantas para tratar uma variedade de doencas. Essa pratica também se difundiu
para outros paises através dos colonizadores europeus (Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006;
Pinto et al., 2002). A partir do século XIX, a Quimica de PN foi impulsionada no Brasil,
com a criacdo de instituicoes como a Faculdade de Medicina ¢ a Escola de Farmacia e
Odontologia, ambas no Rio de Janeiro (atualmente Universidade Federal do Rio de
Janeiro). Varios pesquisadores se destacaram nesta €poca, dentre eles Otto Gottlieb,
Benjamin Gilbert e Walter Mors que fizeram grandes contribui¢des para a fitoquimica

brasileira estudando plantas da Amazdnia (Pinto et al., 2002; Valli et al., 2012).
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A diversidade de biomas (Amazonia, Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Pantanal,
Pampa e Costeiro-Marinho) (IBGE, 2019) do Brasil ¢ uma rica fonte de biodiversidade.
Entretanto, os compostos originados de PN isolados da flora destes biomas, que foram
utilizados como modelos para o desenvolvimento de farmacos, ainda ¢ muito pequeno
(Bolzani et al, 2012). Sdo exemplos de farmacos inspirados na flora brasileira a
tubocurarina (8) um alcaloide com potencial anestésico isolado de Chondodendron
tomentosum, uma das plantas utilizada pelos indigenas da regido Amazodnica para
preparacao do curare, que era utilizado nas pontas das flechas na caga de animais. Outro
exemplo ¢ o alcaloide pilocarpina (9), isolado de Policarpus sp. que levou ao
desenvolvimento do farmaco Salagen® utilizado para tratar a sensacdo de boca seca de

pacientes em tratamento oncolédgico (Figura 4) (Bolzani ef al., 2012).

Figura 4 — Alcaloides isolados da flora brasileira que se tornaram farmacos.
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8: tubocurarina 9: pilocarpina

Fonte: autora.

Atualmente, existem diversas espécies de plantas medicinais que ainda sdo
utilizadas como tratamento alternativo no Brasil. O Sistema Unico de Saude (SUS)
elaborou em 2009 o programa Relacdo de Plantas Medicinais de Interesse do SUS
(ReniSUS), que inclui espécies como o Barbatimao, Caléndula, Camomila, Espinheira-
Santa, entre outras, totalizando setenta e uma espécies, onde vinte e quatro delas
apresentam monografias publicadas na Biblioteca Virtual de Satde (Ministério da Satde,
2022). Em relagdo aos fitoterapicos, o SUS oferta a populacdo doze medicamentos
fitoterdpicos na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME)
disponibilizando a féormula farmacéutica do fitoterapico (Ministério da Satde, 2024).

Plantas dos géneros Cassia e Senna sio de ocorréncia em paises da Asia, da

América do norte e América do Sul. No Brasil, ambos os géneros estdo distribuidos de
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norte a sul e apresentam diversos relatos de uso na medicina popular como laxante,
antidiabético, antimaldrico, anti-inflamatorio, antibacteriano e antifingico (Khurm et al.,
2020; Oladeji; Adelowo; Oluyori, 2021). Dados da literatura cientifica revelaram a
existéncia de compostos com agdo antioxidante, anti-inflamatoria, antiparasitaria,
antimicrobiana, anticolinesterdsica e anticancerigena nessas plantas, evidenciando a
relevancia cientifica do estudo destas espécies. Neste contexto, selecionamos trés
espécies de Cassia e trés espécies de Senna coletadas nas regides do Cerrado e da Mata
Atlantica para realizar uma triagem fitoquimica dessas espécies, com a anotagcdo dos
constituintes quimicos por CLUE-IES-EM/EM e avaliacdo antimicrobiana frente a
bactérias cariogénicas e leveduras causadoras da candidiase. Além disso, as flores de C.
Jjavanica também foram avaliadas quanto ao potencial antidiabético. Assim, fica evidente
o paradoxo entre a riqueza da flora brasileira ¢ o reduzido nimero de farmacos e
fitoterapicos inspirados em PN no Brasil, o que pode ser um catalisador para impulsionar
a continuidade das pesquisas com matrizes vegetais unicas encontradas em nosso pais.
Assim, este estudo busca contribuir para a valorizacao de espécies presentes nos biomas
brasileiros em especial Cerrado e Mata Atlantica, através do conhecimento quimico e

bioldgico de Cassia e Senna.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cassia e Senna: distribuiciio e uso na medicina popular

O género Cassia L. € constituido de aproximadamente 500 espécies distribuidas
na Asia tropical, América do Norte e na Africa ocidental (Khurm et al., 2021). Senna
Mill., pertencente a tribo Cassieae e a familia Fabaceae juntamente com o género Cassia,
apresentam distribuicdo Pantropical, sendo constituido por aproximadamente 300
espécies, das quais 200 sdo encontradas no continente americano. No Brasil, ha registro
de 80 espécies por todo o territério, que podem ser encontradas principalmente na regido
nordeste do pais, onde 50 espécies ocorrem no estado da Bahia, sendo este o estado com
0 maior niumero de espécies do género (Santos et al., 2020a). As plantas de ambos os
géneros sao comumente utilizadas na ornamentagcdo devido a beleza das suas flores
amarelas e rosadas (Francisco et al., 2012; Nascimento et al., 2020).

As plantas dos géneros Cassia e Senna tém sido utilizadas ha séculos na medicina

popular por suas propriedades medicinais. C. fistula, também conhecida como
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"cassia-imperial" ou "chuva-de-ouro", é uma arvore cultivada principalmente na India,
China e Egito (Viegas et al., 2006) com fins ornamentais, no entanto as folhas e sementes
sao usadas para tratar constipagdo, reumatismo, disturbios hepaticos, ictericia,
inflamacgdes e diabetes (Kaur et al., 2019; Kaur et al., 2020). S. alexandrina, também
conhecida como "sene", é uma planta perene nativa da Africa e do Oriente Médio
(Wang et al., 2020), cujas folhas sdo usadas, frequentemente na forma de chés e
suplementos, para tratar constipacdo ¢ diabetes (Nayan ef al., 2021), entretanto, seu
principal uso ¢ como laxante (Boscolo; Galvao, 2019). Outras espécies destes géneros sao
conhecidas pelas aplicagdes na medicina popular como: C. sieberiana (tratamento da
maldria, inflamag¢des, reumatismo, diarréia e também como afrodisiaco) (Abdulrazak et
al., 2015); C. javanica (diabetes, maldria, gastrite, constipa¢do e uso na higiene oral)
(Cheng et al., 2006; Mehta et al., 2017; Mohamed, Abdel-Aziz; Hegazi, 2019),
S. occidentalis (antigripal, febre, purgante e para tratar picada de cobra) (Fagundes;
Oliveira; Souza, 2017); e S. macranthera (auxilia o sistema circulatorio, também ¢
utilizada no tratamento de feridas na pele e flebite) (Neboh; Ufelle, 2015; Boscolo;
Galvao, 2019) (Tabela 1).

S. rugosa (G. Don) H.S. Irwin & Barneby (1982) ¢ uma espécie do tipo arbustiva
com flores amarelas de ocorréncia na Bolivia, no Brasil e no Paraguai. E encontrada em
todos as regides do Brasil, principalmente no bioma Cerrado (Silva; Santos; Souza, 2018).
E utilizada na medicina popular como anti-helmintico e para tratar gripe (Verde; Paula;
Caneiro, 2003). S. velutina (G. Don) H.S. Irwin & Barneby (1982) ¢ uma espécie do tipo
arbustiva com flores amarelas, com ocorréncia na Bolivia, Brasil, Guiana, Paraguai e
Venezuela. No Brasil, pode ser encontrada na Bahia, Ceara, Distrito Federal, Maranhao,
Goias, Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Piaui, Sdo Paulo e no Tocantins.
E conhecida popularmente como sdo jodo, fedegosdo e vermelhinho (Silva; Santos;
Souza, 2018). No Nordeste, suas cascas sdo utilizadas no tratamento de dermatites
(Agra; Freitas; Barbosa-Filho, 2007).

Espécies de Cassia e Senna como C. grandis (cascas, folhas e a polpa dos frutos),
C. villosa (cascas), S. alata (cascas, raizes e folhas), S. fora (folhas), S. didymobotrya
(vagem, folhas, flores, casca do caule e raiz), S. occidentalis (folhas, raizes e sementes)
sao utilizadas na medicina popular para tratar doencas causadas por microrganismos
como micoses (Caceres et al., 1991; Damodaran; Venkataraman, 1994; Jeruto et al., 2016;

Sahu et al., 2017). S. floribunda ¢ utilizada para tratar infecgdes fingicas e dermatites.
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C. garrettiana ¢ usada no tratamento de doengas ginecologicas (Zibaee et al., 2023).
S. alata, C. leiandra, S. petersiana, S. martiana, S. villosa e S. singueana sio utilizadas
na medicina popular para tratar doengas causadas por fungos (Araujo et al., 2019; Khurm
et al., 2020; Volpato et al., 2022; Zibaee et al., 2023; Saptarini et al., 2024).
S. alexandrina, S. auriculata, C. glauca, C. grandis ¢ C. javanica sdo utilizadas na
medicina popular para tratar diabetes (Purushotham et al., 2014; Sharma et al., 2014;
Prada et al., 2018; Mohamed; Abdel-Aziz; Hegazy, 2019 Boscolo; Galvao 2019; Osman
et al.,2020).
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Tabela 1 — Espécies de Cassia ¢ Senna utilizadas na medicina popular.

Espécie

Sinonimia*

Nome popular

Uso na medicina popular

Referéncias

S. auriculata
S. didymobotria
C. fistula

C. garrattiana
C. glauca

C. grandis

S. italica

C. javanica

C. leiandra
C. nomame

S. obtusifolia
S. petersiana
S. siamea

C. sieberiana

S. singueana
S. tora

S. villosa

C. auriculata

C. didymobotria

S. garrattiana

S. surattensis

C. brasiliana

C. italica

Chamaecrista
nomame
C. obtusifolia
C. petersiana
C. siamea

C. singueana
C. tora

C. villosa

Chuva-de-ouro

Cassia-rosa

Cassia javanesa

Mari-mari
Cassia de espinha
de peixe
Fedegoso branco

Cassia-de-sido

Fedegoso

Diabetes, ulceras, doengas do figado e renais, asma,
febre, reumatismo, problemas de pele
Malaria, diarreia, doengas de pele, vermes
Constipagao, reumatismo, disturbios hepaticos,
ictericia e inflamagdes
Doengas ginecologicas
Diabetes, gonorreia, hemorragia, laxante, diurético

Diabetes, doengas de pele

Constipagao, infecgdes de pele, laxante, infecgao
urinaria

Diabetes, febre, gastrite, malaria, constipagdo, higiene
oral

micoses
Diurética, emagrecedor

Inflamagdes nos olhos, laxante
antifingico
Febre, antimalarico

Malaria, infeccoes bacterianas, reumatismo, diarreia,

afrodisiaco
Malaria, cancer, dor de estdmago, tonico pos-parto,
gonorréia, antifungico
Pisoares, doengas de pele, diabetes, febre, constipacao

Micose, doencas de pele, antifungicos

(Purushotham et al.,
2014)
(Nagappan 2012)
Kaur et al. 2019; Kaur
etal., 2020
(Zibaee et al., 2023)
(Osman et al., 2020)
(Caceres et al., 1991;
Prada et al.,, 2018;
(Al-Hadari; Al-Oqail,
2020)

(Cheng et al., 2006;
Mehta et al., 2017;
Mohamed; Abdel-Aziz;
Hegazy, 2019)
(Aragjo et al., 2019)

(Konishi et al., 2004)

(Kim et al., 2011)
(Zibaee et al., 2023)
(Oshimi et al., 2009)

(Abdulrazak et al.,

2015)

(Jibril et al.,, 2018;
Zibaee et al., 2023)
(Kumar; Roy, 2018)

(Caceres et al., 1991;
Khurm et al., 2020)

Continua.
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Espécie Sinonimia* Nome popular Uso na medicina popular Referéncias
Fedegoso-gigante, Micose, antimalarico, constipagdo, dor estomacal, (Otto; Ame§9; Onegi,
S. alata C. alata o S .. . 2014; Aratjo et al.,
mata-pasto doengas de pele, hérnia, parasitas intestinais e diabetes 2019)
. . . B lo; Galva
S. alexandrina C. alexandrina Sene Laxante, emagrecedor, diabetes ( OSC(;(()) i 9()}a vao,

S. floribunda

S. macranthera
S. martiana

S. multijuga

S. occidentalis

S. spectabilis

S. rugosa

S. uniflora

S. velutina

C. multijuga

C. occidentalis

C. spectabilis

C. rugosa

C. uniflora

C. dysophylla, C.
velutina

Fedegoso, pau-
fava, mandui,
manduirana
Cobi, cobi-branco,
cobi-preto, pau-
cigarra
Fedegoso,
manjerioba

Cassia-do-nordeste

Casiruba

Fedegosinho, mata-
pasto
Sao Joao,
Fedegoso-do-
Cerrado

Antifingico, dermatites

Sistema circulatorio, feridas na pele e flebite

antifungico

Infeccdes na pele, antibiodtico e uso oftalmico

Antigripal, febre, laxante, mordida de cobra

Laxante, ulceras

Vermifugo, infecgdes de pele, febre

Dor de cabecas problemas intestinais

Dermatites

Zibaee et al., 2023

(Boscolo; Galvao,
2019)

(Volpato et al., 2022)
(Viegas et al., 20006)

(Fagundes; Oliveira;
Souza, 2017)
(Oladeji; Adelowo;
Oluyori, 2021)
(Rodrigues; Carvalho,
2001; Oladeji;
Adelowo; Oluyori,
2021)
(Fagundes; Oliveira;
Souza, 2017)
(Agra; Freitas;
Barbosa-Filho, 2007;
Castro et al., 2019)

*A sinonimia das espécies foi conferida através do site http://theplantlist.org.
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2.2 Metabodlitos especiais isolados de Cassia e Senna e atividades biologicas

As propriedades medicinais que fazem Cassia e Senna terem ampla utilizagao na
medicina popular estdo relacionadas com a presenca de diversas classes de metabolitos
especiais, principalmente os flavonoides, antraquinonas e alcaloides (Oladeji; Adelowo;
Oluyori, 2021). Nos ultimos anos, foram publicadas muitas pesquisas envolvendo o
isolamento de constituintes quimicos destas plantas e muitas destas substancias tiveram
suas atividades bioldgicas comprovadas (Viegas et al., 2006; Khurm et al., 2020; Oladeji;
Adelowo; Oluyori, 2021).

2.2.1 Flavonoides e proantocianidinas

Dentro deste contexto, os flavonoides sdo um grupo de compostos quimicos
amplamente distribuidos em plantas e conhecidos principalmente por suas propriedades
antioxidante e anti-inflamatéria. Do ponto de vista quimico e estrutural, os flavonoides
possuem dois anéis benzénicos (anéis A e B) separados por trés carbonos, caracterizados
pela estrutura C¢—C3—Cs (Figura 5). Em relagdo a vias biossintéticas de flavonoides, o
anel A ¢ originado da via do acetato. J4 os anéis B e C sdo originados da via do acido
chiquimico (Santos et al., 2020b; Caleffi et al., 2024).

Por serem sintetizados a partir de duas vias, a biossintese dos flavonoides ¢é
considerada mista. A via do 4cido chiquimico leva a formag¢ao do aminodcido aromatico
fenilalanina. A desaminagao da fenilalanina forma o &cido cindmico, que na sequéncia ¢
hidroxilado na posi¢do para, formando o acido p-cumarico (I), e a partir dele ¢ formado
o tioéster da coenzima A (p-cumaroil-CoA). O p-cumaroil-CoA ¢ o precursor de muitos
fenilpropanoides, como os flavonoides. A via do acetato ocorre pela agcdo de enzimas
policetideo sintases (PKS) que utilizam I como moléculas iniciadoras. Uma molécula de
I ¢ unida a trés unidades de malonil-CoA (II) através de uma reagcdo de condensagao,
formando um tetracetideo (III), onde sua cadeia lateral sofre uma ciclizacdo do tipo
Claisen, seguida de uma reacdo de enolizagdo, o que possibilita a formacao de outro anel

aromatico (Figura 5) (Dewick 2002; Santos ef al., 2020b).
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Figura 5 — Biossintese de flavonoides a partir do acido p-cumarico e malonil-CoA.
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As diferentes estruturas, assim como as classes, dentro do grupo dos flavonoides
sdo distinguidas por diferentes substituintes, grupos funcionais, estereoquimica ou carga
no heterociclico contendo oxigénio (anel C), como as chalconas, flavonas, isoflavonas,
flavonois, flavanonas e antocianinas (Figura 6) (Cseke ef al., 2006; Santos et al., 2020b;
Calefti et al., 2024). As proantocianidinas fazem parte de uma classe de derivado dos
flavonoides que sdo comumente encontradas no género Senna e consideradas marcadores
quimicos do género. Quando unidades de proantocianidinas sdo condensadas passam a
fazer parte da classe dos taninos, que estruturalmente sdo constituidos por unidades de
flavan-3-6is (Castro et al., 2019).

As proantocianidinas compartilham a biossintese das antocianidinas, através das
enzimas leucoantocianidina redutase (LAR), antocianidina sintase (ANS) e da
antocianidina redutase (ANR) (Figura 6). Através dessas enzimas sdo formados os dois
blocos de constru¢cdo mais comuns de proantocianidinas com estereoquimica 2,3-trans
(catequina) e 2,3-cis ((epi)-catequina). Entretanto, o processo de polimerizacdo do
mondmero em proantocianidinas oligoméricas (ligagdo interflavanil) ainda ndo estd
completamente claro, ndo sendo determinado até o momento qual ¢ a “enzima
condensadora” responsavel por este processo (Ferreira et al., 2010). Outros monomeros
comuns s3o a afzelequina e galocatequina. As subunidades adjacentes sdo geralmente
conectadas por ligagdes entre C4—C8 ou C4—C6. J4 o grau de polimerizagao pode variar
com a quantidade de mondmeros interligados, podendo ser dimeros, trimeros, tetraimeros

e assim por diante (Nie et al., 2023).
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Figura 6 — Formacao das principais classes de flavonoides.
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Nota: ANS: antocianidina sintase. CHI: chalcona isomerase. 2 HIS:2-hidroxisoflavona sintase.
IFD: isoflavona desidratase. FNSI: flavona sintase I. FNSII: flavona sintase II. ANR: antocianidina
redutasem. LAR: leucoantocianidina redutase.

As proantocianidinas constituem a segunda classe mais abundante de polifendis
no reino vegetal, seguida por ligninas (Ferreira et al., 2010; Yu et al., 2023). Estdao

presentes em frutas e suas cascas, folhas e sementes das plantas, cuja fungao ¢ de inibir o
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consumo de seus frutos ainda verdes por animais herbivoros, além de ajudar a planta a
resistir a estresses durante seu crescimento, aumentando suas chances de sobrevivéncia e
propagacao da espécie (Ferreira et al., 2010; Nie et al., 2023). Nas tltimas décadas, estes
compostos vém despertando a ateng¢ao para estudos relacionados ao seu isolamento,
sintese e caracterizagdo devido as diversas atividades biologicas apresentadas como
antioxidante, antinflamatoria, anti-hipertensivo e anticancer (Nie et al., 2023).

Muitas pesquisas tém sido realizadas envolvendo o isolamento de compostos
fendlicos das espécies de Cassia e Senna (Figura 7), como a (epi)-afzelequina (10), que
foi isolado do extrato metandlico das cascas do caule de C. sieberiana (Nvau et al., 2020);
a escutelareina-6-metil éter (11), a quercetina (12) e a rutina (13) que foram isoladas do
extrato metanolico das partes aéreas de C. ifalica (sin. S. italica) (Al-Haidari; Al-Oqail,
2020). Do extrato etandlico das raizes de S. surattensis foram isolados os flavonoides
(+)-catequina (14), canferol (15), além de 12 (Dawurung et al., 2021).

Da fragdo em acetato de etila, obtida do extrato etandlico das cascas e raizes de
C. abbreviata, foi isolado pela primeira vez o flavonoide heterodimero cassiabrevona
(16), juntamente com uma nova chalcona 9-desidroxiepifiliferol (17) e as
proantocianidinas guibourtinidol-(4a—8)-(epi)-afzelequina (18) e guibourtinidol-
(40—8)-(epi)-catequina (19), e os flavonoides (+)-afzelequina (20), taxifolina (21), entre
outros (22-24) (Figura 7). Dentre estes compostos, 16, 18 ¢ 21 inibiram a infecc¢ao pelo
virus HIV-1 em células MT4, com ICso de 11,89; 15,00 e 49,04 uM, respectivamente,
quando comparados com os controles positivos enfuvirtida (ICs0 0,0096 uM) e plerixafor
(ICs0 0,075 uM) (Yang et al., 2021a). Os compostos mais potentes (16 e 18) possuem
uma unidade da hidroxiflavona guibourtinidol em comum, sugerindo que esse grupo ¢
relevante para a atividade bioldgica. Ja4 o flavonol 20, apresentou menor potencial
antiviral em relac¢do a 16 e 18, sendo que estruturalmente ¢ um mondmero que apresenta
adicionalmente duas hidroxilas ligadas aos C-5 (anel A) e C-5’ (anel B) e a uma carbonila
no C-4 (Figura 7). No entanto, o composto 19 ndo apresentou atividade antiviral apesar
de possuir uma unidade de guibourtinidol como 16 e 18, o que indica que a unidade de
guibourtinidol sozinha também ndo ¢ suficiente para o desenvolvimento do potencial
antiviral, aliado a isso, a hidroxila que forma o catecol (anel B) também contribui de
forma negativa, diminuindo a poténcia dos compostos 19 e 21 (Figura 7). E importante

destacar que estes compostos apresentam estruturas completamente diferentes dos
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controles positivos sugerindo que os flavonoides e proantocianidinas tém mecanismo de
acao diferente em células de HIV-1 (Yang ef al., 2021a).

Do extrato etanolico das folhas e das cascas de S. siamea, foi isolada uma nova
flavona, o siamosideo A (25), além dos flavonoides 10 e 13 e os glicosideos 26—32. O
extrato, fragcdes e compostos isolados foram submetidos a ensaios antimicrobianos, onde
a aglicona 9 apresentou atividade antifungica frente a Candida albicans (Concentragao
Inibitoria Minima: 32,0 ug mL~!, ciprofloxacina: 1,8 pg mL~! (Chedjou et al., 2022).

Do extrato hidrometanolico das folhas de C. grandis foram isolados os
flavonoides grandisina (33) e quercetina-3-O-ramnosideo (34) (Figura 7) (Hegazi;
Hashim, 2016), e do extrato aquoso das folhas de C. javanica foi isolado o dimero
ent-epiafzelequina-(4a—8)-epiafzelequina (35) (Figura 7) (Cheng et al., 2006). Esse
composto foi submetido ao ensaio para avaliagdo da atividade antiviral utilizando o virus
do herpes simples (HSV-2), que causa infec¢cdes em humanos de gravidade leve a letal.
No ensaio, 35 inibiu modestamente a replicacio do HSV-2 em concentragdes que
apresentaram baixa toxicidade (ICso de 83,8 £ 10,9 mM) comparado ao controle positivo
aciclovir (ICso 0,8 = 0,1 mM), Entretando o estudo demonstrou que 35 ndo afetou a
viabilidade e a proliferacdo celular nas concentracdes antivirais, sendo um potencial
candidato para o desenvolvimento de fiarmacos anti-HSV-2 (Cheng et al., 2006)

(Figura 7).

34



Figura 7 — Flavonoides e proantocianidinas isolados de Senna e Cassia.

10: epiafzelequina

OH
HO. 0.

W

OH
OH O

14: (+)-catequina

©/OH
OH

OH @i
HOL_A_ O y

1
IhOH

18: guibourtinidol-(4c. —= 8)-epiafzelequina Ry = H
19: guibourtinidol-(4c. —= 8)-epicatequina, Ry = OH

26: quercetina-3-0-a-L-ramnosideo Ry = rha,
R,=R3=H, R, = OH

27: vitexina Ry =R,=R4= H, R3=gli

28: isovitexina Ry =R3=R,= H, R,= gli

29: quercetina-3-0-B-D-glicopiranosideo Ry =gli,
R,=R3= H, R,= OH

30: quercetina-3-O-p-D-arabinopiranosideo R = ara,
R,=R;=H, R4;= OH

33 grandisina

Fonte: a autora.

11: escutelareina-6-metil éter

15: canferol

34: quercetina-3-O-ramnosideo

12: quercetina

13: rutina
OH
! OH

OH

HO.

o

OH
\\“\-©/ HO.

0 OH

17: 9-desidroxiepifiliferol

OH
HO. o O
16: cassiabrevona O
OH

@i OH O
HO. O ],

23: naringenina

OH
OH R, OH o)
20: (+)-afzalequina Ry = CHp, Ry=H

21: taxifolina Ry = O, R,= OH

OCHj
22: dihidrokaempferol Ry =0, R, = H

OH

J

HO. l HO

OH O

Z
noH

24: rusopolifenol E 25: siamosideo A

OH OH
OH OH

HO. 0.

o
W W~

,
i, "OH
OH
OH

31: rubinetinidol

32: epicatequina

OH

S

OH

OH
OH

35: ent-epiafzelequina-(4a. ® 8)-epiafzelequina

35



2.2.2 Antraquinonas

As antraquinonas sao uma classe de metabolitos especiais derivados do antraceno,
com grupos cetonicos nas posigoes C9 e C10 (Dewick, 2002), que sdo compostos
fenolicos biossintetizados a partir da via do acetato-malonato, tendo como precursor
unidades de acetil-CoA. Moléculas deste precursor se ligam a moléculas de malonil-CoA
através da condensacao de Claisen, através de enzimas especificas, levando a formagao
de uma cadeia policetonica que se divide dando origem aos acidos graxos, caso haja
redugdo total das cetonas ou levando aos compostos fenolicos, como as antraquinonas
(Dewick, 2002).

Espécies de Cassia e Senna comumente consumidas como laxantes na medicina
popular s3o ricas em antraquinonas (Khurm et al., 2020; Oladeji; Adelowo; Oluyori,
2021). Além disso, também ¢ possivel encontrar produtos comerciais laxativos, como os
medicamentos fitoterapicos Sene Herbarium® (composto por extratos vegetais de
S. alexandrina) e Tamarine® (composto por extratos vegetais de S. alexandrina e
C. fistula), vendidos em céapsulas (Pinheiro et al., 2018). Apds o consumo dessas fontes
de antraquinonas, ocorre a liberagao destes compostos no intestino grosso e estes atuam
sobre a mucosa. O mecanismo de ac¢do das antraquinonas como laxantes ocorre através
de uma série de processos que estimulam a capacidade do intestino de se contrair e relaxar
de forma coordenada, ajudando a mover o contetido intestinal e facilitar a defecagdo.
Também estimulam a secrecdo de liquidos no intestino, o que facilita a eliminacao das
fezes (Gorkom et al., 1999; Pinheiro ef al., 2018).

Muitas antraquinonas com propriedades bioativas foram isoladas de espécies de
Cassia e Senna (Figura 8) (Khurm et al., 2020; Oladeji; Adelowo; Oluyori, 2021). Das
sementes de C. obtusifolia (sin. S. obtusifolia) foi isolada a aurantio-obtusina (36)
(Figura 8), que apresentou atividade anti-inflamatoria (Hou et al., 2018). Do extrato em
éter de petroleo das sementes desta mesma espécie, Luo e colaboradores (2019) isolaram
outras doze antraquinonas, incluindo 36,  8-hidroxi-1,2,6,7-tetrametoxi-3-
metilantraquinona (37), 6,8-trihidroxi-2,7-dimetoxi-3-metilantraquinona (38), 7-metoxi
obtusifolina (39), crisofanol (40), fisciona (41), obtusifolina (42) e 43—47 (Figura 8)
(Luo et al., 2019), sendo que 42 também apresentou potencial anti-inflamatdrio
(Nam et al., 2021). Além da atividade anti-inflamatoria, as antraquinonas 36 a 47 também
apresentam atividades hepatoprotetora, anti-Alzheimer, anti-Parkinson, antidiabética e

anticancerigena (Ali; Park; Chang, 2021).
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Uma antraquinona glicosilada inédita foi isolada das sementes de C. obtusifolia,
denominada obtusifolina-2-0-p-D-(6'-O-a,B-butiril-p-insaturado)-glucopiranosideo (48)
(Figura 8) (Pang et al., 2018). Do extrato etanolico dos galhos de C. auriculata
(sin. 8. auriculata) foram isoladas trés agliconas inéditas 2-(2-hidroxietil) 3,6-dimetoxi-
5-metilantraquinona (49), 2-(3-hidroxipropil)-3,6-dimetdxi-5 metilantraquinona (50),
3-hidroxil-6-met6xi-2,5-dimetilantraquinona (51), além de quatro j& conhecidas:
isorodoptilometrina-1-metil éter (52), fistulaquinona (53), esterequinona (54) e a
alataquinona A (55) (Figura 8). Os compostos 49, 50 e¢ 55 apresentaram atividade
antibacteriana moderada no ensaio utilizando cepas resistentes de Staphylococcus aureus,
com CIM de 4,2; 5,0 e 4,7 pg mL~ !, respectivamente, pelo método de difusdo em agar,
utilizando como controle positivo a cefoxitina (CIM 1,0 ug mL™!) (Yang et al., 2021b).
Estes resultados demonstram o grande potencial antibacteriano desta classe de compostos

(Figura 8).

Figura 8 — Antraquinonas isoladas de espécies de Cassia e Senna.
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Fonte: autora.
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2.2.3 Alcaloides

Os alcaloides sao definidos como compostos nitrogenados heterociclicos. Do
ponto de vista estrutural, os alcaloides sdo divididos de acordo com a forma, estrutura e
precursores biossintéticos. Existem trés tipos principais de alcaloides: alcaloides
verdadeiros, protoalcaloides e pseudoalcaloides. Os alcaloides verdadeiros e
protoalcaloides sdao derivados de aminoacidos, enquanto os pseudoalcaloides sao assim
chamados porque muitas vezes compartilham certas propriedades e atividades biologicas
com os alcaloides verdadeiros, mas diferem em termos de origem e biossintese. Em geral,
eles sao produtos intermediarios do metabolismo primario das plantas ou sdo formados
por rotas biossintéticas distintas (Springob; Kutchan, 2009). Como um ou mais atomos
de nitrogénio estdo presentes na estrutura de um alcaloide, isso geralmente confere
basicidade, facilitando seu isolamento através da extracdo quimicamente ativa,
comumente chamada de extracao acido-base (Dewick, 2002).

Entre os alcaloides piperidinicos, a (—)-espectalina (56) (Bolzani; Gunatilaka;
Kingston, 1995; Lim et al., 2018) e a 6-iso-espectalina (57) (Viegas et al., 2004;
Lim et al., 2018) foram isolados de S. spectabilis. Os compostos 56 ¢ 57 apresentaram
significativa atividade tripanocida contra Trypanosoma brucei rhadesiense com
ICs0de 0,41 = 0,01 mM e 0,71 £ 0,01 mM comparados ao controle positivo pentamidina
(ICso 0,54 mg mL™") (Figura 9) (Lim et al., 2018). Os alcaloides 56, (—)-cassina (58),
(-)-3-O-acetilcassina (58) e (—)-3-O-acetilespectalina (60), também foram isolados das
flores de S. spectabilis (Pivatto et al., 2014; Lacerda et al., 2018). Os homdlogos 56/58
59/60 apresentaram moderada atividade antimalarica (Pivatto ef al., 2014) e inibi¢ao do
virus Chikungunya (Freitas et al., 2022). Os alcaloides 56 e 58 e derivados semissintéticos
(589 e 60) foram investigados como possiveis inibidores da enzima acetilcolinesterase
(AChE), que desempenha um papel importante na fisiopatologia da doenca de Alzheimer
(DA), sendo que os metabolitos foram mais ativos que os derivados semissintéticos,
apresentando ICso de 0,52 e 0,29 ug mL™! respectivamente (Freitas et al., 2018).

A AChE nas fendas sindpticas ¢ responsavel pela hidrdlise da acetilcolina em
colina e acetato, levando a uma diminui¢ao na concentra¢ao desse neurotransmissor nesse
local especifico. Os inibidores da AChE tém o efeito de prolongar a permanéncia da
acetilcolina nas fendas sindpticas, e como resultando desse aumento na concentragiao do
neurotransmissor ha diminui¢ao dos sintomas da DA. Estruturalmente, os homologos 59

e 60 apresentam uma subunidade de acetilcolina internalizada no anel piperidinico, o que
38



sugere a existéncia de um ponto de reconhecimento molecular pela AChE, sendo uma
possivel justificativa para a atividade inibitdria dessa enzima (Viegas et al., 2005; Bolzani
et al., 2012). Em andlises in silico através de docking molecular indicou que 60 ¢ um
potente inibidor da AChE devido as suas interagdes favoraveis com o sitio periférico

anionico dentro da cavidade catalitica da AChE (Danuello et al., 2012).

Figura 9 — Alcaloides isolados de espécies de Cassia e Senna.
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Fonte: autora.

Visando a descoberta de novos compostos anti-Alzheimer, os alcaloides
piridinicos  12’-hidroxi-7’-multijuguinol  (61), 12’-hidroxi-8’-multijuguinol (62),

7’-multijuguinol (63), 8’-multijuguinol (64) e multijuguinato de metila (65), foram
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isolados das folhas de S. multijuga. Estes alcaloides foram avaliados quanto a atividade
inibitoria da AChE apresentando valores entre 19 e 52% de inibi¢cdo em 350 pg no ensaio
em microplacas (controle positivo fisostigmina, 94% em 0,1 pg) apresentando baixa
atividade inibidora da acetilcolinesterase in vitro. Vale ressaltar que além do nucleo
piridinico ser mais rigido que o nucleo piperidinico, estes alcaloides apresentam hidroxila
ou carbonila no meio da cadeia lateral metilénica em posi¢des diferentes daquelas dos
alcaloides piperidinicos que apresentam uma carbonila no final da cadeia. Nos ensaios,
foi possivel observar que 62 e 64 foram mais potentes que 61 ¢ 63 sugerindo que a
hidroxila no C-7 da cadeia lateral pode ser um ponto de interagdo na AChE (Figura 9)
(Francisco et al., 2012).

Além dos alcaloides piperidinicos e piridinicos, outras classes de alcaloides
também j4 foram isoladas em espécies dos géneros Cassia e Senna (Figura 9), como os
alcaloides triciclicos siamalcaloide A (66), B (67) e C (68) isolados do extrato
hidrometanoélico dos galhos de C. siamea (sin. S. siamea), além dos alcaloides cassiarina
A (69), cassiarina H (70) e siaminina (71) (Wu et al., 2016). O composto 68 apresentou
atividade antiviral superior ao controle positivo ningnanmicina (inibi¢do de 30,8%) com
inibi¢do igual a 34,5%, no ensaio utilizando o virus do mosaico (Wu et al., 2016). O
alcaloide inddlico dimérico cassiaindolina (72), isolado do extrato etan6lico das folhas de
S. alata, exibiu atividade analgésica de de 49,4% na dosagem de 125,0 mg kg! e de
57,1% na dosagem de 75 mg kg ' em camundongos com inflamagao induzida por injegdo
de acido acético. O controle positivo utilizado foi a indometacina, que inibiu em 46,7%

de inflamagdo na dosagem de 1,42 mg kg ™! (Villasefior; Sanchez, 2009).
2.3 Atividade antimicrobiana a antidiabética de Cassia e Senna
2.3.1 Atividades antibacteriana e antifungica

Os microrganismos sao seres vivos que incluem as bactérias, fungos, protozoarios
e virus. Estdo presentes em toda a natureza, sendo que uma grande parcela ¢ benéfica ou
ndo apresenta efeito sobre seus hospedeiros. No entanto, as espécies patogénicas sao

muito prejudiciais ao homem, plantas e animais e geram impactos negativos na saude

humana ou para a economia (Sgariglia et al., 2009).
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A resisténcia microbiana € um grave problema de saude publica e esta se tornando
cada vez mais comum, juntamente com a ineficacia dos antibidticos e antiflingicos
quimicamente sintetizados. Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS), a
resisténcia microbiana ¢ uma das principais ameacas a saude global atualmente, sendo
que cerca de 35% das infeccdes humanas mais comuns ja sdo resistentes aos
medicamentos disponiveis (Anvisa, 2022). Essa resisténcia aos antimicrobianos tem
impulsionado a busca por métodos alternativos no tratamento de infecgdes, como o uso
de PN. Entretanto, atualmente sao disponiveis apenas onze farmacos antibacterianos de
origem natural e setenta e oito derivados de PN. Quantos aos antifingicos, apenas trés
sdo derivados de PN, ndo havendo registros de farmacos de origem natural para o
tratamento de infec¢des fungicas. Estes dados mostram que apesar do aumento da
resisténcia antimicrobiana, ainda ha escassez de farmacos obtidos e/ou derivados de PN
(Newman; Cragg, 2020).

O potencial de espécies de Senna e Cassia quanto ao tratamento de doengas
causadas por microrganismos vem sendo investigado nos ultimos anos e em varias partes
do mundo, sendo as espécies C. fistula e S. alata recorrentemente as mais relatadas
(Tabela 2). Existem espécies de ambos os géneros que foram avaliadas frente a diversas
bactérias causadoras de infec¢des como C. javanica, C. sieberiana € S. alata (Narayanan
etal.,2011; Ramaray et al., 2014; Ambadiang et al., 2020; Haleem et al., 2022) que foram
avaliadas contra Enterococcus cloacae, Providencia stuartii € Proteus spp. causadoras de
infecgdes urindrias; C. regenera, C. absus e C. fistula foram avaliadas contra bactérias
causadoras de infec¢des gastrointestinais como Bacillus cerus, Shigella dysenteriae e
Salmonella spp. (Hossain et al., 2015; Ahmad et al., 2019; Chaerunisaa et al., 2020).

S. obtusifolia, C. tora e S. martiniana foram avaliadas contra Staphylococcos spp.,
Klebsiella spp. e Pseudomonas aeruginosa, responsaveis por infeccdoes de pele,
pneumonia € meningite, encontradas principalmente em ambientes hospitalares e em
pacientes imunossuprimidos. Algumas dessas bactérias sdo altamente resistentes aos
antibioticos como Klebsiella pneumonae e P. aeruginosa (Deshponde; Naik, 2016; Sahu;
Koley; Sahu, 2017; Volpato et al., 2022) (Tabela 2). Em relagdo a estudos de atividade
antifingica, S. alata, C. fistula e S. didymobotrya foram avaliadas contra Tinea imbricata,
Trichophyton spp. e Microsporum spp., causadores de infeccdes de pele como
dermafitoses e micoses (Timothy et al., 2012; Chewchida et al., 2013; Jeruto et al., 2016;
Eusebio-Alpapara ef al., 2020) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Potencial antimicrobiano de espécies de Cassia e Senna spp. (levantamento: 2010-2025).

Espécie Parte da Local Extrato/Fracao/ Microorganismo testado Método Referéncia
planta Composto
cascas da raiz Botsuana Cassinidina A ¢ gfzhizrl;(fl;Zciopt{:’aiigﬁéuscfzzﬁzgj Bioautografia (Erasto et al.,
Cassinidina B pHy : por CCD 2011)
mycoderma
C. abbreviata cascas do caule Zambia AdUOSo Neisseria gonorrhoeae, Klebsiella Difusdo em (Mulubwa;
q pneumoniae, C. albicans agar Prakash 2015)
caule, raiz e A S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Difusao em (Kirabo et al.,
Tanzania EtOH . .
folhas E. coli agar 2018)
. . . Difusdo em
- EtOH/Hex, K. pneumoniace, Shzgglla . se{fz?erzae, agar e (Ahmad et al.,
C. absus sementes Paquistao Salmonella typhi, B. subtilis, . RN
CHClIs, aquoso . . Microdiluigdo 2019)
Corynebacterium striatum
em caldo
S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, S.
sobrinus, E. feacalis, A. . e
cascas e folhas Brasil EtOH/DCM/Reina  actinomycetemcomitans, F. nucleatum. Microdiluicao  (Cunha et al.,
. . L em caldo 2017)
B. fragilis, A. naeslundii, P. gingivalis,
C. bakeriana Prevotella nigrescens
S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, S.
. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, ~ Microdiluigdo  (Nascimento et
folhas e flores Brasil EtOH A. naeslundii, C. albicans, C. em caldo al., 2020)
tropicalis, C. glabrata
) Eter de petroleo, E. coli, S. typhymurium, S. sonnei, B. Bl(())&;u(tj(égIr)afeia (Panda et al
folhas India CHCI;, EtOH, subitilis, B. licheniformis, S. aureus, S. por e/ °
. s difusdo em 2011)
MeOH e aquoso epidermidis .
C. fistula agar
e . Lo Ensaio de (Irshad et al.,
India MeOH C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis microtitulagdo 2011)
Lo . Lo E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. Difusdo em (Bhalodia et
polpa do fruto India hidrometanolico pyogenes, C. albicans Agar al., 2012)
A g Decocgdo (rico em Trichophyton mentagrophytes, T. Microdiluigdo  (Chewchida et
Tailandia , .
reina) rubrum, Microsporum gypseum em caldo al., 2013)
Continua.

42



Espécie Parte da Local Extrato/Fracao/ Microorganismo testado Método Referéncia
planta Composto
EtOH, éter de
folhas, cascas e india petroleo, C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. Difusdao em (Sony et al.,
sementes cloroformio e tropicalis, C. kefyr, C. parapsilosis agar 2017)
aquoso
S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, S.
. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, ~ Microdiluicdo  (Nascimento et
folhas e flores Brasil EtOH A. naeslundii, C. albicans, C. em caldo al., 2020)
tropicalis, C. glabrata
C. fistula Microdiluigao
em caldo ¢ (Chaerunisaa et
cascas Indonésia EtOH/AcOEt Salmonella typhosa, S. dysenteriae administracao al., 2020)
oral em ratos ’
(in vivo)
Ensaio de (Peerzada,
vagem india AcOEt/Reina P. aeruginosa (biofilme) formagdo de Kanhed, Desai
biofilme 2022)
Malasia MeOH/Roseanona C. albicans D1fu§ a0 em (Jothy et al.,
disco 2011)
sementes Ensaio de
Malasia MeOH C. albicans tempo de (Jotélg I;t al.,
morte € in vivo )
S. epidermidis, E. faecalis, S. aureus,
. EtOH, MeOH, P. derugmnosd, K.p neumoneac, E. coli, Difusido em (Narayanan et
sementes India CHCls. acetona P. mirabilis, Serratia marcescens, disco al., 2011)
’ Citrobacter freundii, Citrobacter "
. . koseri, Enterobacter cloacae
C. javanica (Mohammed
. S. mutans, P. gingivalis, Lactobacillus ~ Microdiluigdo L
flores Egito Hex ; . . Abdel-Aziz e
acidophilus, C. albicans em caldo
Hegazy 2019)
caule Paquistao MeOH/hex, DCM, K. pneumoneae, P. mirabilis Difusdo em (Haleem et al.,
AcOEt ' T pocos 2022)
Continua.
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Espécie Parte da Local Extrato/Fracao/ Microorganismo testado Método Referéncia
planta Composto
C. laevigata folhas India MeOH Fusarium oxysporum, A. niger Difusao em (Panigrahi ef
- aevig YSporum, 4. T agar al., 2014)
olpa, cascas e Acetona, S. aureus, 5. epidermis, S. Microdilui¢do  (Souza ef a/
C. leiandra polpa, Brasil MeOH/estilbina e saprophyticus, E.coli, Klebsiella ¢ ”
sementes . . em caldo 2023)
engeletina oxytoca, P. aeruginosa
. Eter de petroleo e Bacillus megaterium, B Subnhs.’ S Difusdo em (Hossain et al.,
C. renigera Frutos Bangladesh aureus, B. cerus, E. coli, S. typhi, S. .
MeOH . s disco 2015)
dysenteriae, P. mirabilis
. . N MeOH/Cassina e E. coli, K. p neumontae, Enlerob'qcter Er.lsa’lo- (Ambadiang et
C. sieberiana cascas Camaroes ) aerogenes, Providencia stuartii, P. colorimétrico
espectalina 3 al., 2020)
aeruginosa INT
) , . . . Ensaio de (Sumathy et
C. surattensis flores Malasia MeOH Aspergillus niger galactomanana al., 2014)
folhas India MeOH E. coli, S. aureus, P. aeruginosa Difusdo em (Sahu, Koley ¢
C tora pocos Sahu 2017)
’ S. aureus resistente a meticilina, B. . e
.o . . . ) Microdiluigdo  (Shukla et al.,
folhas e caule India Eter de petréleo subtilis, P. aeruginosa
em caldo 2018)
. Cutibacterium acnes, S. aureus, E. Terapia (Oliveira et al.,
galhos Brasil MeOH coli, S. mutans, C. albicans fotodindmica 2023)
~ MeOH/Canferol e S. typhi, Enterobacter cloacae, P. Microdiluigdo (Fotso et al.,
Camardes . aeruginosa, Streptococcus
emodina . . em caldo 2021)
pneumoniae, E. coli
S. alata Microdiluicio (Eusebio-
folhas Filipinas EtOH/AcOEt Tinea imbricata ¢ Alpapara et al.,
em caldo
2020)
C. albicans, Microsporum canis, T. (Timothy et al.,
Nigéria EtOH, aquoso mentagrophyte, Penicillium notatum, “Cup-plate” 2012)
A. niger
Continua.
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Espécie Parte da Local Extrato/Fracao/ Microorganismo testado Método Referéncia
planta Composto
Lo MeOH, A?O'Et’ S. thyphi, P. aeruginosa, Proteus Difusdao em (Ramaray et
India Acetona 1:1:1 e . . .
vulgaris, K. pneumoniae disco al.,2014)
aquoso
. . . o (Nayak,
P . L1 E. coli, P. vulgaris, P. aeruginosa, B. Difusdao em : .
India hidrometandlico subtilis. S. aureus. S. mareescens Acar Mukilarasi;
O O & Nanda, 2015)
, . Difusao em (Otto, Ameso;
folhas e raizes Uganda Eter e MeOH N. gonorrhoeae Agar Onegi 2014)
S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, S.
. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, ~ Microdiluicdo  (Nascimento et
folhas e flores Brasil EtOH A. naeslundii, C. albicans, C. em caldo al., 2020)
tropicalis, C. glabrata
S. mutans, E. faecalis, S. aureus, E. Ensaio (Volpato et al
S. martiniana folhas Brasil EtOH coli, A. actinomycetemcomitans, C. colorimétrico P ”
. 2022)
albicans XTT
S auriculata flores india MeOH S. aureus, E. feacal.zs, P. aeruginosa, Difusio em (Rahman et al.,
C. albicans pocos 2023)
Cascas do caule Difusao em (Jeruto et al
e da raiz, folhas, Quénia MeOH C. albicans, Trychophyton tonsurans °
pogos 2016)
flores e frutos
. (Maema et al.,
> didomobonya ‘ C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis Difusdo em 2019)
Raizes Africa do Sul  Acetona e MeOH & s ‘b L. pardp ’ pocos e
C. tropicalis . I
microdilui¢ao
. C. acnes, S.aureus, E.coli, S. mutans, Terapia (Oliveira et al.,
folhas Brasil EtOH/AcOE C. albicans fotodinamica 2023)
S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, S. (Nascimento ef
8. macranthera ti ¢ itans, P. gingivalis, ~Microdiluicio 1., 2020)
folhas e flores Brasil EtOH/AcOEt actinomycetemeonitans, 1= Ugtvais, e b
A. naeslundii, C. albicans, C. em caldo
tropicalis, C. glabrata
Continua.
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Espécie Parte da Local Extrato/Fracao/ Microorganismo testado Método Referéncia
planta Composto
. , S. aureus, E. faecalis, Klebsiella spp., o
S. obtusifolia folhas e caule India Eter de petroleo, E. coli, Aspergilus fumigatus, C. Dllglgao (Deghponde ¢
CHCI; e EtOH . seriada Naik 2016)
albicans
S. mutans, S. mitis, S. sanguinis, S.
. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, ~ Microdiluicdo  (Nascimento et
S. spectabilis folhas e flores Brasil EtOH A. naeslundii, C. albicans, C. em caldo al., 2020)
tropicalis, C. glabrata
folhas Malssia MeOH C. albicans Difusaoem  (Torey et al,
agar 2014)
. . C. acnes, S.aureus, E.coli, S. mutans, Terapia (Oliveira et al.,
S. splendida folhas Brasil EtOH/AcOEt C. albicans fotodinAmica 2003)
. , S. aureus, E. faecalis, Klebsiella spp., o
S. sophera folhas e caule India Eter de petroleo, E. coli, Aspergilus fumigatus, C. Dllqlgao (Des'hp onde ¢
CHCI; e EtOH seriada Naik 2016)

albicans

Fonte: a autora.
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Entre as doencas causadas por bactérias, a carie dentaria ainda ¢ o principal
problema de saude bucal no Brasil (Correa et al., 2020). As bactérias cariogénicas sao
responsaveis pela desmineralizacao dos dentes levando a formagao da carie. Dentre as
bactérias causadoras de caries e outras doencgas bucais estd o Streptococcus mutans, que
¢ o principal patdégeno cariogé€nico, com alta capacidade de formar biofilmes. Além da
carie, as bactérias também podem causar outras infeccdes bucais como gengivite e
periodontite, que em casos mais graves podem ser tratadas com o uso de antibidticos
como a clindamicina (73) e a clorexidina (74) (Salazar et al., 2009; Correa et al., 2020)

(Figura 10).

Figura 10 - Antibioticos e antifingicos utilizados no tratamento de infecgdes por
microrganismos.
HN ; : NH N
0 “wC HN >—NH HN—< NH ( D
\ | )\—NH HN—{ N—N
N J\N\“‘ SN & NH HO ’/‘15\N
H N
HO “OH
HO F F
73: clindamicina 74: clorexidina 75: fluconazol

76: clotrimazol 77: miconazol 78: anfoterecina B

Fonte: a autora.

Candida ¢ um género de leveduras que compreende cerca de 200 espécies. Se
reproduzem por brotamento, formando pseudo-hifas ou hifas nos tecidos. Dentre as
Candidas, C. albicans ¢ uma das espécies mais isoladas em estudos clinicos, sendo
responsavel por cerca de 95% das infecgdes por Candida, juntamente com C. glabrata,
C. tropicalis e C. krusei (Brandao et al., 2021).

As colonias de Candida apresentam coloragdo branca e na forma de placas ou
nddulos. Sdo colonizadoras de varias regides do corpo humano como boca, pele,

estdmago e genitais. Assim, se houver alguma alteracdo na microbiota ou se o sistema
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imune for comprometido, as espécies de Candida podem se tornar patogé€nicas, causando
infeccdo, a candidiase (Peixoto et al., 2014). Esta infecgdo pode causar lesdes leves,
agudas ou crdnicas, superficiais ou profundas (Borges et al., 2021). Pessoas com doencgas
no sistema imunoldgico (por exemplo: HIV, diabetes ou cancer) sao as mais afetadas em
relacdo a candidiase, pois o estado imunologico do hospedeiro pode permitir que as
leveduras passem do comensalismo a patogenicidade (Cerndkova; Rodrigues, 2020).
Sendo uma infecgdo oportunista, ela pode se manifestar de trés formas: mucocutanea,
cutanea e disseminada. A candidiase mucocutanea ocorre em regides umidas do corpo
como boca (orofaringea, candidiase oral ou “sapinho”), esdfago (osofagite), canal vaginal
(vulvovaginal) e glande peniana (balanite). Pode ser pseudomembranosa (quando ha a
formagdo de placas brancas, dor e ardéncia) e eritematosa (lesdes avermelhadas e
inflamacdes). A candidiase cutanea surge em dobras de pele ou debaixo das unhas com o
aumento da temperatura ¢ umidade em climas mais quentes. Também pode acometer
recém-nascidos devido ao uso de fraldas descartaveis. A candidiase disseminada ¢é rara,
ocorrendo em pacientes terminais ou com doengas imunossupressivas, podendo acometer
diferentes orgdos e tecidos como os pulmdes, meninges, rins, bexiga, articulacdes, figado,
coracdo e olhos (Peixoto et al., 2014).

O tratamento da candidiase ¢ feito com antifingicos como fluconazol (75)
clotrimazol (76) miconazol (77) e anfotericina B (78) (Figura 7) (Alves et al., 2014). Estes
medicamentos demonstram eficdcia contra a candidiase, no entanto, os pacientes relatam
com frequéncia alguns efeitos colaterais, como gosto desagradavel e reacdes
gastrointestinais, no tratamento de candidiase oral e alergias no tratamento da candidiase
vulvovaginal (Alves et al., 2014). O tratamento da candidiase pode ser desafiador,
principalmente em pacientes com HIV ou pacientes internados em unidades de terapia
intensiva (UTI), onde a infec¢@o microbiana pode ser fatal. (Peixoto ef al., 2014). Além
disso, algumas espécies apresentam resisténcia aos antifingicos comerciais, como a
C. glabrata que ¢ resistente a 75, o que dificulta o tratamento da candidiase (Hassan,;
Chew; Than, 2021).

O uso descontrolado de antibidticos e antifingicos pode tornar os microrganismos
resistentes aos agentes antimicrobianos (Ardila; Granada; Gusméan, 2010). Por isso,
varios tratamentos alternativos estdo sendo utilizados, incluindo o uso produtos naturais
(Salazar et al., 2009; Correa et al., 2020). Cassia e Senna vem sendo investigadas quanto

ao seu potencial antimicrobiano, principalmente contra bactérias cariogénicas. O extrato

48



etandlico, fragdes organicas e a antraquinona reina, obtidos das cascas e folhas de
C. bakeriana foram avaliados no ensaio utilizando as bactérias S. mutans, S. mitis,
S. sanguinis, S. sobrinus, E. feacalis, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum, B. fragilis,
A. naeslundii, P. gingivalis ¢ P. nigrescens, sendo que a fragdo diclorometano das cascas
apresentou efeito antibacteriano com valores de CIM entre 12,5 ¢ 100 g mL™', para a
maioria dos microrganismos testados, utilizando como controle positivo a clorexidina
(73) (CIM 0,92-7,37 g mL") . Desse estudo foi possivel observar que a reina apresentou
boa seletividade e alta atividade contra microrganismos anaerdbios, com valores de CIM
variando entre 3,12 g mL ! ¢ 25 g mL™! (Cunha et al., 2017).

Baseado em relatos do uso de C. javanica na higiene oral de cidadaos do Egito,
foi feito um estudo para avaliar o potencial desta planta sobrebactérias patogenas
causadoras de carie. Neste estudo, o extrato em hexano das flores inibiu o crescimento de
S. mutans em 100%, exibindo valores de CIM de 12,5 e 25 pg mL™!; também houve
inibi¢do no crescimento de L. acidophilus (CIM 25 ug mL™"), indicando que a espécie
apresenta potencial antimicrobiano em concentragdes relativamente baixas, quando
comparada com o padrio de clorexidina (CIM 1,56-3,13 pg mL™!) (Mohammed; Abdel-
Aziz; Hegazy, 2019).

Recentemente em nosso grupo de pesquisa (NPCBio) foi feito um estudo com
diferentes espécies de Semnas e Cassias, onde foi possivel observar que potencial
antimicrobiano em S. macranthera. O extrato etanolico das flores de S. macranthera
apresentou valores de CIM entre 5,9 e 23,4 ug mL ™! no teste antifiingico e sua fragio em
acetato de etila, apresentou atividade antifingica com valores de CIM entre 5,9 e
23,4 pg mL™!, no ensaio utilizando C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, sendo o
controle positivo a anfotericina B (77) (CIM 0,1-0,2 pg mL™'). Nesse mesmo estudo, os
extratos em etanol de C. fistula, S. macranthera, C. bakeriana e S. spectabilis
apresentaram moderada atividade antibacteriana contra as bactérias cariogénicas,
apresentando CIM entre 200,0-400,0 pg mL™!, quando comparadas com o controle
positivo clorexidina (74) (CIM 0,7-1,5 pg mL™!) (Nascimento et al., 2020).

Relatos na literatura também indicam o potencial anti-Candida de C. fistula,
principalmente sobre C. albicans. O extrato metanolico da polpa dos frutos desta espécie
apresentou valores de CIM de 150, 250 e 100 ug mL ! no ensaio utilizando C. albicans,
C. tropicalis e C. glabrata, respectivamente, quando comparados com o controle positivo

fluconazol (75) (CIM 0,4-16,0 ug mL™") (Irshad et al., 2011). O estudo do extrato
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metanolico das sementes de C. fistula levou ao isolamento do composto roseanona, que
apresentou inibi¢cdo de 12 a 20 mm no ensaio contra C. albicans, que utilizou diferentes
concentragdes, sendo o nitrato de miconazol o controle positivo (inibicdo de 22 mm)
(Jothy et al., 2011). Outro estudo avaliou a atividade antifingica do mesmo extrato, que
apresentou inibicdo completa do crescimento de C. albicans na concentragdo de
6,25 ng mL ™!, Este estudo também indicou que o extrato causa colapso completo da célula
da levedura através da ruptura da parede celular na mesma concentragao dentro de um
periodo de 36 horas, confirmando o efeito anti-Candida do extrato sobre C. albicans
(Jothy et al., 2011). Um estudo realizado com o extrato etandlico de S. spectabilis
investigou o mecanismo de acdo da atividade antifungica contra C. albicans. Foi
observado que as células tratadas com o extrato etanodlico dessa esspécie tiveram sua
morfologia alterada apresentando danos e anormalidades na parede celular do fungo
(Torey et al., 2014).

Extratos em éter de petroleo, cloroférmio, etanol e dgua das folhas, cascas e
sementes de C. fistula foram avaliados no ensaion antimicrobiano utilizando cepas de
C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. kefyr e C. parapsilosis que sdo
resistentes ao fluconazol (inibi¢do entre 1,8 a 10,2 mm), e que foram isolados de pacientes
com HIV, exibindo resultados promissores, sendo o extrato etandlico das sementes o mais
ativo com inibicao de 23,4 e 23 mm contra C. krusei e a C. parapsilosis, respectivamente
(Sony et al., 2017). Os resultados destas pesquisas corroboram que espécies de Cassia e
Senna sdo promissoras na busca por novos agentes antimicrobianos.

Dando continuidade as pesquisas com Cassia € Senna, foram selecionadas seis
espécies para investigar seu potencial antimicrobiano contra bactérias cariogénicas e
leveduras responsaveis pela candidiase. A atividade citotdxica das espécies também foi
avaliada, e os constituintes quimicos dos extratos e fragdes foram anotados através da
analise de CLUE-IES-EM/EM, com o objetivo de correlacionar os metabdlitos a
atividade antimicrobiana. Esse estudo busca contribuir na identificacio de novos
compostos de Cassia e Senna com atividade antimicrobiana que possam servir como

inspiracdo para o desenvolvimento de novos farmacos e fitoterapicos.
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2.3.2 Potencial antidiabético de Cassia e Senna

O diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doencas metabolicas com
altas taxas de morbidade (Yeung et al., 2020). Segundo a Sociedade Brasileira de
Diabetes, o Brasil ocupa o sexto lugar no ranking mundial de diabetes, com
aproximadamente 20 milhdes de pessoas diagnosticadas (Sociedade Brasileira de
Diabetes, 2025). Essa doenga ¢ caracterizada por hiperglicemia (niveis elevados de
glicose no sangue) resultante da deficiéncia de secrecdo de insulina e/ou resisténcia a
insulina que causam o diabetes tipo 1 e 2. O diabetes tipo 1 (DM1) é causado por uma
deficiéncia na produgdo de insulina no organismo, resultante da destruicao das células
pancreaticas, enquanto o diabetes tipo 2 (DM2), mais comum, ¢ causado pela combinagao
de resisténcia a acdo da insulina e ineficiéncia na sua secrecao (Franco et al., 2020).

A hiperglicemia pode levar a doengas cardiacas, doengas nos rins, nos olhos e em
vasos sanguineos, podendo causar a morte de pessoas diabéticas (Yeung et al., 2020).
Fatores genéticos, de sobrepeso, estilo de vida sedentdrio e idade avancada levam a
progressao do DM2. Além disso, o estresse oxidativo (EO) resulta em DM2 mais grave,
causando diminui¢do na secre¢do de insulina e levando a maiores complicacdes de saude
(Zhang et al., 2020). O EO ¢ definido como o desequilibrio na concentragdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que sdo caracterizadas por um elétron desemparelhado em
um atomo de oxigénio; espécies reativas de nitrogénio (ERN); e radicais livres como
oxidantes. Os oxidantes sdo moléculas instaveis que causam reacdes de oxidagdo em
outras moléculas, como proteinas, lipidios ¢ DNA, para se estabilizarem. As EROs
incluem radicais livres, hidroperoxidos e o radical hidroxila (HO¢) (Andrade-Sierra et al.,
2022), que sdo gerados pelos altos niveis de glicose no sangue. O aumento da
concentragdo de EROs ou a diminuicdo da concentragdo de compostos antioxidantes
endogenos resulta em EO, que ¢ um fator que causa DM, pois induz disfungdes das células
B, gerando resisténcia a insulina e todas as complicagdes associadas que comprometem a
satide do paciente (Zhang et al., 2020; Darenskaya et al., 2021).

Reagdes de EO também estdo associados ao aumento dos produtos finais de
glicacdo avancada (AGESs) intracelulares, que desencadeiam o EO e podem causar
doengcas cardiovasculares, cancer e DM (Twarda-Clapa ef al., 2022). Uma alternativa para
o tratamento do DM2 ¢ controlar a entrada de glicose na corrente sanguinea, inibindo as

principais enzimas que digerem o amido, como a a-amilase e a a-glicosidase. Portanto, a
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acarbose sintética (79) € usada para inibir essas enzimas e tratar o DM. No entanto, podem
causar efeitos colaterais como diarreia, flatuléncia, distensao abdominal e pneumatose
intestinal cistoide (Zhu et al., 2019). At¢ o momento, ¢ evidente a escassez de
medicamentos para tratar o DM e, portanto, os PN podem ser uma fonte alternativa de
tratamento terapéutico. Nesse sentido, as plantas medicinais sdo amplamente utilizadas
para tratar doengas, incluindo o DM, ou como fonte de novas moléculas que podem

inspirar o desenvolvimento de novos medicamentos (Yeung et al., 2020).

Figura 11 — Compostos utilizados no tratamento do diabetes.
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Fonte: a autora.

Devido aos relatos do uso de Cassia e Senna na medicina popular, alguns estudos
foram realizados para investigar o potencial antidiabético dos constituintes quimicos de
algumas espécies. Nesse sentido, S. obtusifolia foi avaliada quanto ao potencial de
inibiacao da a-glicosidase e tirosina fosfatases 1B (PTP1B). O extrato em MeOH das
sementes apresentou atividade inibitoria de a-glicosidase e PTP1B de maneira dose-
dependente, com valores de ICsp de 200,07 £ 7,90 e 14,79 + 031 pg mL’},
respectivamente, em comparacio com os controles positivos 79 (123,54 + 0,29 pg mL ™)
e 4cido ursolico (80) (3,37 = 0,18 ug mL ). O extrato foi submetido a extracio liquido-
liquido com DCM, AcOEt e BuOH, sendo que a fragdo AcOEt apresentou a maior
atividade inibitoria de a-glicosidase e PTP1B, com valores de ICso de 74,50 + 4,93 e
57,90 + 0,92 pg mL™!, respectivamente. Desta fragdo, foram isoladas antraquinonas e
glicosideos de naftopirona e de naftaleno (Jung; Ali; Choi, 2016). Esses compostos
também foram avaliados quanto ao potencial de inibicao contra as proteinas PTPIB e
a-glicosidase. Dentre eles, as antraquinonas emodina (81) e alaternina (82) exibiram as
maiores atividades inibitérias sobre PTPIB (3,51 = 0,99 e 1,22 + 0,03 pg mL,
respectivamente) e a-glicosidase (1,01 £ 0,01 e 0,99 = 0,03 pg mL™!, respectivamente).
Este estudo também avaliou os efeitos de 81 e 82 na estimulagdo da captacdo de glicose

por células HepG2 humanas resistentes a insulina. Ambas as antraquinonas aumentaram
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significativamente a captagdo de glicose induzida pela insulina. No estudo de docking
molecular de 81 sobre a estrutura tridimensional da PTP1B, os resultados demonstraram
que quatro residuos de PTP1B (Gly183, Arg221, Ile219, Gly220) interagem com trés
grupos hidroxila de 81 e que a energia de ligagao foi negativa (—6,30 kcal/mol), indicando
que as quatro ligagdes de hidrogénio estabilizam a forma aberta da enzima e
potencializam a ligacdo do composto no sitio ativo da PTP1B (Jung; Ali; Choi, 2016).

No estudo realizado com as sementes de S. obtusifolia, mais especificamente com
o extrato em éter de petroleo, foram isoladas quinze antraquinonas entre outros
compostos. Estes compostos foram avaliados quanto a inibi¢ao da a-glicosidase in vitro.
Destes,crisofanol (40), fisciona (41), crisofanol-10-10’-diantrona (83), uma diantrona
inédita, e toralactona (84) exibiram atividade inibitoria sobre a-glicosidase com valores
de ICso de 50,60 + 1,10, 22,57 + 0,07, 60,09 £ 1,40 e 80,01 = 2,66 ug mL!,
respectivamente, sendo que todas apresentaram atividades inibitorias da a-glicosidase
maiores que o controle positivo acarbose (79) (ICso 5,05 ng mL ') (Luo et al., 2019).

Ainda de S. obtusifolia foi feito um estudo com o extrato etandlico das sementes,
nas doses de 27, 54 e 81 mg kg !, que foi administrado por via oral, a ratos com diabetes
induzida por uma dieta rica em sacarose e gordura e por estreptozotocina durante 60 dias.
Os grupos tratados com o extrato apresentaram efeito antidiabético, além de melhora
significativa no peso corporal, controle glicémico, tolerancia oral a glicose e metabolismo
lipidico. Na analise por CLAE-UV, o extrato apresentou elevada concentracdo de
antraquinonas e naftopironas, classes de metabolitos frequentemente encontrados em
Sennas e Cassias (Wang et al., 2019). Estes estudos dao suporte ao uso tradicional da
espécie no tratamento do diabetes.

Estudo semelhando ao anterior, porém, realizado com o extrato metandlico do
caule de C. fistula, utilizando ratos com diabetes induzido por estreptozotocina, permitiu
observar significativa reducdo dos niveis de glicose sanguinea. Do fracionamento
bioguiado do extrato foi isolada a (+)-catequina (14). Esse flavonoide foi administrado a
ratos Wistar machos com diabetes (60 mg kg™! de peso corporal) em diferentes doses
(5, 10 e 20 mg kg ™! de peso corporal) por 6 semanas para avaliar seu efeito na glicemia
de jejum. Como resultado, 14 restaurou os niveis alterados de glicocinase, glicose-6-
fosfatase, glicogénio sintase e glicogénio fosforilase para niveis préximos ao normal
evidenciado as atividades hipoglicémicas, oxidantes de glicose e miméticas de insulina

(Daisy et al., 2010).
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Do extrato em AcOEt obtido das sementes de S. tora foram isoladas antraquinonas
que foram avaliadas quanto ao potencial de inibicdo de produtos finais de AGEs e da
aldose redutase. Entre os metabolitos isolados, a obtusifolina (42) e 81 exibiram atividade
inibitoria sobre a formacao de AGEs, apresentando valores de ICso de 28,9 e 118,0 uM,
respectivamente, no ensaio utilizando AGEs-albumina sérica bovina (BSA). Estes
compostos inibiram a formag¢do de AGEs-BSA de forma mais eficaz do que a
aminoguanidina (ICso 961,0 uM), um inibidor de AGEs utilizado como controle, sendo
que os compostos aurantio-obtusina (36), 81 e criso-obtusina-2-O-B-D-glicosideo (85)
apresentaram atividade inibitéria, sobre a aldose redutase, com valores de ICso de
13,6, 159 e 88 uM, respectivamente, quando comparando ao 4cido
tetrametilenoglutarico (86) (ICso 24,1 uM), que foi o controle positivo utilizado (Jang et
al., 2007).

Em S. auriculata, que ¢ uma planta medicinal utilizada no tratamento da diabetes
na Asia, foi feito um estudo com o extrato metandlico das flores para avaliar o potencial
antidiabético em ratos com diabetes induzida por aloxana. Os ratos tratados com o extrato
metanolico apresentaram queda gradual na glicemia e alteragdes significativas foram
observadas no perfil lipidico e nas enzimas metabdlicas apos o tratamento. O extrato foi
submetido ao fracionamento bioguiado, sendo que na fragdo que produziu a maior
diminui¢do na glicemia e no perfil lipidico, foram isoladas as diantronas A (87) ¢ B (88),
e associadas a atividade antidiabética (Khader et al., 2017).

A analise dos estudos anteriores permite observar uma tendéncia em espécies dos
géneros Senna e Cassia, que sao frequentemente utilizadas na medicina popular para o
tratamento do diabetes, serem ricas em compostos fenolicos como antraquinonas e
flavonoides (Figura 12). Os compostos fendlicos sdo reconhecidos por seu potencial
antioxidante, podendo atuar diretamente no EO. Além disso, sdo conhecidos por serem
inibidores naturais da a-amilase e da a-glicosidase (Arulselvan ef al., 2016; Zhu et al.,

2019).
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Figura 12 — Compostos isolados de espécies dos gé€neros Cassia e Senna avaliados como
potenciais antidiabéticos.
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Fonte: a autora.

Até o momento, ¢ evidente a escassez de medicamentos para tratar DM e,
portanto, os PN podem ser uma fonte alternativa de tratamento terapéutico, que podem
inspirar o desenvolvimento de novos medicamentos (Yeung et al., 2020). Como parte de
nossa pesquisa em espécies dos géneros Cassia € Senna, aliada a informac¢ao do uso na
medicina popular de e C. javanica para tratar DM, este trabalho buscou avaliar o potencial
antidiabético dessa espécie utilizando ensaios de inibi¢do enzimatica e glico-oxidacao

para avaliar o extrato etanolico, fracdes e compostos isolados das flores de C. javanica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar as atividades antimicrobiana e citotoxica dos extratos etanolicos das folhas
e flores das espécies C. fistula, C. grandis, e C. javanica, S. multijuga, S. rugosa e
S. velutina e a atividade antioxidante e antidiabética de C. javanica, visando a anotagao e

o isolamento de metabolitos especiais bioativos através de técnicas cromatograficas.

3.2 Objetivos especificos

e Coletar o material vegetal e preparar os extratos etandlicos;

e Submeter os extratos e fracdes a uma triagem fitoquimica utilizando a
cromatografia em camada delgada e reagentes colorimétricos especificos;

e Avaliar as atividades antimicrobianas e citotoxicas dos extratos, fracOes e
substancias isoladas;

e Realizar a anotacdo dos constituintes quimicos dos extratos etanélicos por CLUE-
IES-(-)-EM/EM.

e Realizar o estudo quimico da(s) espécie(s) selecionada(s) como promissoras na
triagem fitoquimica e nos ensaios biologicos;

e Avaliar a atividade antioxidante das flores de C. javanica.

e Avaliar a atividade antidiabética das flores de C. javanica.

e Realizar a elucidagdo estrutural dos compostos isolados através das analises
espectroscopicas (Ressoniancia Magnética Nuclear de 'H e *C, uni- e bi-

dimensional) e espectrométrica (espectrometria de massas).
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e equipamentos

4.1.1 Solventes

Os solventes e reagentes utilizados sao de grau PA e/ou CLAE. Também foram
utilizados solventes grau técnico como hexano (HEX), diclorometano (DCM), acetato de
etila (AcOEt), etanol (EtOH) e metanol (MeOH), que foram purificados por destilagdo

fracionada, quando necessario.

4.1.2 Reagentes quimicos para cromatografia em camada delgada (CCD)

As solugdes a seguir foram utilizadas como reveladores quimicos na triagem
fitoquimica das classes de metabodlitos especiais presentes nos extratos e fragdes
utilizando o método da cromatografia em camada delgada (CCD) e foram preparadas de

acordo com Wagner ¢ Bladt (1996):

a) Solugdo &cida de vanilina, preparada a partir de 3,0 g de vanilina dissolvida em solugao
contendo 135,0 mL de 4gua destilada, 135,0 mL de metanol e 30,0 mL de acido sulfurico
concentrado.

b) Solugdo de KOH 5% em metanol.

¢) Solugdo de Dragendorff, preparada a partir da dissolu¢ao de 0,85 g de nitrato de
bismuto em 10,0 mL de 4cido acético glacial e adicdo de 40,0 mL de dgua destilada sob

aquecimento (Solugdo A). Esta solucdo foi misturada com a solu¢do B contendo 8,00 g
de iodeto de potassio em 30,0 mL da dgua, na mesma proporcao para gerar uma solucao
estoque. A solucdo reveladora foi preparada a partir de 1,0 mL da solucao estoque,
2,0 mL de acido acético glacial e 10,0 mL de 4dgua destilada.

d) Solu¢do de iodocloroplatinado, preparado a partir de uma solu¢do aquosa a 5%, de
acido hexacloroplatinico (IV) (H2(PtCle).6H20) (solucao A). Esta solucao foi misturada
com uma solugdo aquosa a 10% de iodeto de potéssio (KI) (solugdo B) e H>O na

proporcao de (1:9:10)
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e) NP/PEG, preparado a partir da mistura de 10,0 mL de uma solucdo do &cido
B-etilaminodifeilborico éster (NP) 1% em metanol, com 8,0 mL da uma solugdo de
polietilenoglicol-4000 (PEG) 5% em etanol.

f) Anisaldeido: 1,0 mL de anisaldeido dissolvido em 2,0 mL de H>SO4 concentrado € em

100,0 mL de 4cido acético glacial.

4.1.3. Técnicas cromatograficas

4.1.3.1 Cromatografia em coluna aberta (CC)

Para as separacdes cromatograficas em coluna aberta, foram utilizadas as

seguintes fases estaciondrias:

v Silica gel (SiO2) para cromatografia flash (4063 pm, didmetro de poro 60 A) Sigma
Aldrich;

v Silica gel (SiO2) para cromatografia (63—200 pm, didmetro de poro 60 A) Sigma
Aldrich;

v Resina cromatografica Sephadex LH-20, da marca GE Healthcare.

4.1.3.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os experimentos de CCD foram realizados com placas comerciais de silica gel 60
(Macherey-Nagel) com 0,20 mm de espessura e indicador de fluorescéncia (UV 254 nm).
Para as revelagdes nas placas de CCD, foram utilizados camara de luz ultravioleta nos

comprimentos de onda de 254 nm e 356 nm e reveladores quimicos citados em 4.1.2.

4.1.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia liquida
de ultra eficiéncia (CLUE)

As analises de CLAE-DAD foram realizadas no Laboratdrio de Cromatografia da
Rede de Laboratorios Multiusuarios (RELAM), IQ-UFU no Campus Santa Monica
utilizando o cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, modelo LC-6AD,

composto pelos seguintes moddulos: bombas LC-6AD, degaseificador DGU-20A5R,
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forno CTO-20A, coletor de fragdes FRC-10A, autoinjetor SIL-10AF e detectores de
arranjo de diodo (DAD) SPD-M20A e evaporativo por espalhamento de luz (ELSD, do
inglés: evaporative light scattering detector) LT 1I, controlados pelo software LC
Solutions. As andlises foram realizadas com a coluna analitica Phenomenex Lunna C18
(250 x 4,6 mm, 5,0 um) com forno a uma temperatura de 40 °C. As separagdes por CLAE
foram realizadas utilizando a coluna Semipreparativa Phenomenex Luna
C158(250,0 x 10,0 mm, 10,0 um). Para analises analiticas, 5,0 mL de fragdes ou 1,0 mg de
substancia pura foram solubilizadas em 1,0 mL de MeOH e filtradas em membrana de
politetrafluoroetileno (PTFE) com diametro de poro 0,45 um da marca Gelman. As
analises foram realizadas utilizando como fase mével dgua com acido acético 0,1%,
(fase movel A) e metanol com écido acético 0,1%, (fase movel B). O sistema de gradiente
de solventes utilizado foi de 20—100% de B (35 min), e em seguida foi mantido 100% de
B (10 min). O fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min, temperatura do forno de 40 °C e volume
amostra injetado de 50 pL.

As anélises por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de alta
resolugdo (CLAE-IES-EM/EM e CLUE-IES-EM/EM), foram realizadas com os

seguintes equipamentos:

- CLAE-EM (compostos isolados): cromatdgrafo da marca Agilent® Infinity 12060,
equipado com coluna Zorbax Cig (100,0 x 3,0 mm, 2,7 pm) acoplado ao espectrometro
de massa do tipo Q-TOF Agilent® 6520B, com ionizagio por eletrospray. Os dados foram
adquiridos no modo negativo. Os parametros cromatograficos para andlise foram: fase
mével A composta por agua acidificada com 4cido formico (0,1 % v v'!) e fase mével B
metanol com o gradiente iniciando em 10% de B (0,0 min), 98% de B (0,0-15,0 min);
100% de B (15,0-17,0 min), volume de injecio de 0,4 mL min!. Os parimetros de
ionizagdo foram: pressio do nebulizador de 58 psi, gds secante a 8 L min' a uma
temperatura de 220 °C e no capilar foi aplicado uma energia de 4,5 kVA. Software
utilizado: Agilent MassHunter versdo B.07.00. (Laboratério de Nanotecnologia do
Instituto de Genética e Bioquimica da UFU, campus Umuarama);

- CLUE-EM: cromatografo Acquity H-Class, composto por uma bomba quaternaria
(gerenciador de solvente quaternario), detector de arranjo de diodos (PDA e A Detector),
forno de coluna, injetor automatico (Sample Manager - FTN). O espectrometro de massas

utilizado foi um Xevo G2-XS QTof com fonte de ionizacdo por eletrospray (IES) e
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analisador QToF (quadrupolo Time-of-Flight). As separacdes analiticas por CLUE foram
realizadas em uma coluna Acquity CLUE HSS T3 C18 (100,0 x 2,1 mm, 1,8 pm). Um
gradiente (10 min) de concentragao crescente de acetonitrila em solug¢do aquosa de acido
formico a 0,1% (5-100%, vazdo de 5,0 uL min™!) foi usado como sistema de solvente.
Todos os solventes empregados durante os procedimentos experimentais eram de grau
HPLC ou tinham sido previamente destilados. A agua foi purificada imediatamente antes
do uso em um sistema de osmose reversa com deionizador Quimis. O espectrometro de
massa foi operado nos modos negativo e positivo. O capilar foi aquecido a 120 °C em

fluxo de gas nebulizador (N2) a 8,0 L min!, sendo aplicado um potencial de 2,5 kV.

4.1.4 Técnicas espectroscopicas

As analises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) unidimensionais (‘H e 13C)

e bidimensionais HSQC e HMBC foram realizadas utilizado os equipamentos:

e Espectrdometro de ressonincia magnética nuclear (RMN) Bruker Ascend™
400 Avance III HD (9,4 Tesla), operando em frequéncias de 400 MHz para os nucleos
de hidrogénio e 100 MHz para o carbono (RELAM do IQ/UFU, UFU/Uberlandia).

e Espectrometro de RMN Bruker Ascend™ (14,1 Tesla), operando em frequéncias de
600 MHz para os nticleos de hidrogénio e 150 MHz para o carbono (Instituto de
Quimica da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho - UNESP).

Todas as amostras foram solubilizadas em solventes deuterados (CD;OD, CDCls,
DMSO-ds € acetona-de) (Sigma-Aldrich®). Os experimentos foram realizados a 25 °C,
utilizando TMS como referéncia (6 = 0,00 ppm) ou o sinal referente ao solvente residual.

As analises e tratamento de espectros foram realizadas utilizando o software TopSpin®.

4.2 Procedimentos experimentais
4.2.1 Coleta do material vegetal
Folhas e flores das espécies selecionadas de Senna e Cassia foram coletadas em

IThéus no estado da Bahia em 21 de julho de 2021 e na cidade de Uberlandia em Minas
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Gerais, no dia 17 de fevereiro de 2022. Foram identificadas pela botanica Dr*. Rosana
Romero do Instituto de Botanica da UFU, sendo as exsicatas depositadas no Herbario

Uberlandese da UFU (HUFU) (Tabela 3).

Tabela 3 — Espécies coletadas de Cassia e Senna.

Espécies* Parte da Local Latitude Longitude Exsicata
planta

C fistla  Folhas Tlhéus-BA  14°47°49.2°  39°10°22.8” I;gg
C grandis  Folhas Tlhéus-BA  14°47°56.4  39°10°22.8 1;4%1:915
. . Folhas e , o vy o 1s vs HUFU
C. javanica flores Ilhéus-BA 14°47°09.6 39°,13°30.0 85669
S. multijuga ~ Folhas Ilhéus-BA 14°47°45.6”  39°10°19.2” 2?61:6{5
Folhas e N 0cos . o1 > v HUFU
S. rugosa flores Uberlandia-MG  18°58°58.8 48°17°49.2 21255
S velutina  TOPSC e dandia MG 18°59°16.8” 480180727  HUFU
flores 81254

Fonte: a autora. *as espécies foram cadastradas no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

4.2.2 Preparacgdo dos extratos vegetais

As folhas e as flores das espécies vegetais coletadas (Figura 13) foram secas em
estufa a 40 °C por quatro dias e trituradas em moinho de facas da marca Marconi®
MA-680. O material vegetal de cada espécie foi submetido a extragdo em etanol por
macera¢do com um intervalo de trés dias entre as extragdes (5%). A propor¢ao utilizada
nas extracoes foi de 1,0 L de solvente para cada 250,0 g de material vegetal. Em cada
extracdo o extrato foi filtrado e o solvente destilado em rotaevaporador a pressdao
reduzida, utilizando banho a 40 °C. Este procedimento foi repetido cinco vezes para a
obtenc¢ao dos extratos etanolicos (EE). Os EE obtidos (9 extratos) foram submetidos a
analises por CCD e por CLUE-IES-EM/EM e a testes biologicos como avaliacdo da

citotoxicidade e avaliacao da atividade antimicrobiana.
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Figura 13 — Espécies de Cassia e Senna coletadas.

C. f‘lﬁm‘fﬂ ‘ N S, rugosa

Fonte: a autora.

4.2.3 Extragao liquido-liquido dos EE

Para o realizar o estudo quimico das espécies, os EE foram submetidos a extracao
liquido-liquido, que consiste em solubilizar o EE em 400,0 mL de MeOH/H20O (4:1),
filtrar e submeter a extragdo com solventes de polaridade crescente: hexano
(5 x 200 mL), diclorometano (5 x 200,0 mL) e acetato de etila (5 x 200,0 mL)
(Figura 14). Em seguida, os solventes foram removidos por destilacio em evaporador
rotativo sob pressdo reduzida, utilizando banho de aquecimento a 40 °C. Apos destilacao
do solvente, as fracdes foram pesadas (Tabela 4) e submetidas as anélises por CCD,

CLUE-IES-EM/EM e a ensaios de atividade biologica.

Figura 14 — Fluxograma da extracdo liquido-liquido dos EE.

Extratos Etanolicos

MeOH/H,0 4:1 (400 mL)
Filtragdo
Extragdo com hexano (5 x 200 mL)

. Fragdo . Fracdo HEX
hidrometandlica

Extragdo com diclorometano (5 x 200 mL)

Fracao DCM ) Fragdo )
hidrometanodlica

Extrag@o com acetato de etila (5 x 200 mL)

50 mL de H,0 |

N Fracao
F AcOEt
racao Ac hidrometanolica

Fonte: a autora.
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Tabela 4 — Fragdes obtidas da extragdo liquido-liquido dos EE.

Fracoes (codigos)

Espécie e parte da planta Massa (g) HEX DCM AcOEt HM
(EE)

C. fistula folhas (ECf-fo) 10,04 FHCf-fo  FDCf-fo  FACffo = FHMCf-fo
C. grandis folhas (ECg-fo) 10,21 FHCg-fo FDCg-fo FACg-fo FHMCg-fo
C. javanica folhas (ECj-fo) 4,22 FHCj-fo  FD(j-fo  FACj-fo = FHM(j-fo
C. javanica flores (ECj-fl) 37,05 FHC1 FDCf1 FACFl FHMCf-f1

S. multijuga folhas (ESm-fo) 10,09 FHSm-fo FDSm-fo FASm-fo  FHMSm-fo

S. rugosa folhas (ESr-fo) 70,17 FHSr-fo  FDSr-fo  FASr-fo FHMSr-fo

S. rugosa flores (ESr-fl) 70.10 FHSr-fl FDSr-1 FASr-l FHMSr-11
S. velutina folhas (ESv-fo) 70,33 FHSv-fo  FDSv-fo  FASv-fo  FHMSv-fo
S. velutina flores (Esv-fl) 40,08 FHSv-fl FDSv-fl FASv-fl FHMSv-fl

HEX: hexano, DCM: diclorometano, AcOET: acetato de etila, HM: hidrometanélica. Fonte: a autora.

4.2.4 Triagem fitoquimica por CCD

Os extratos e fragdes das espécies foram analisados por cromatografia em camada

delgada (CCD), para avaliar a natureza dos compostos a serem separados, sendo as

revelagdes realizadas utilizando inspecdo em camara de ultravioleta (UV 254 ou

365 nm) ou nebuliza¢do dos reveladores iodocloroplatinato, Dragendorff, anisaldeido,

vanilina, NP/PEG, KOH 5%, preparados segundo a literatura especializada (Touchstone;

Dobbins, 1978; Wagner; Bladt, 2001).

4.2.5 Ensaio da atividade antimicrobiana por microdilui¢do em caldo

4.2.5.1 Atividade antibacteriana

O ensaio de atividade antimicrobiana foi realizado pelo Laboratorio de Ensaios

Antimicrobiano (LEA), da Universidade Federal de Uberlandia, com a colaboragdo de

Ma. Daniela Silva Gongalves sob a orientagdo do prof. Dr. Carlos Henrique Gomes

Martins. As atividades antibacteriana e antifingica foram avaliadas utilizando o método

da microdilui¢do em caldo, seguindo a metodologia descrita por CLSI (do inglés: Clinical

and Laboratory Standards Institute) para as bactérias anaerobias, aerdbias e para as

leveduras (CLSI, 2007; CLSI, 2017; CLSI, 2018). A atividade antimicrobiana dos
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extratos etanolicos e fragdes das flores e folhas das diferentes espécies de Cassia e Senna,
foi avaliada utilizando cepas dos microrganismos provenientes da American Type Culture
Collection (ATCC). Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

No ensaio antimicrobiano foram utilizadas quatro cepas de bactérias aerobias:
Streptococcus mutans (ATCC 25175), Streptococcus mitis (ATCC 49456), Streptococcus
sanguinis (ATCC 10556), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (ATCC 43717); e trés
cepas de bactérias anaerobias: Porphyromonas gingivalis (ATCC 49417), Fusobacterium
nucleatum (ATCC 10953), Actinomyces naeslundii (ATCC 19039); e trés cepas de
leveduras: Candida albicans (ATCC 90028), Candida glabrata (ATCC 2001) e Candida
tropicalis (ATCC 13803).

No ensaio antibacteriano, 1,0 mg das amostras foram solubilizadas em DMSO
para atingir a concentracdo de 8000 pug mL™! (solugdo de partida) para as bactérias
aerdbias e anaerdbias. Para os microrganismos aerobicos e anaerdbios, foram adicionados
em cada microtubo 125 pL de DMSO (concentra¢do de 8000 ug mL ™) e 500 pL de caldo
“Brain Heart Infusion” (BHI), resultando em uma solugdo de concentragao
1600 pg mL™!.

Para o preparo dos inoculos, as colonias dos microrganismos aerdbicos crescidos
em meio agar BHI ja enriquecido com 5% de sangue de carneiro durante 24 h foram
transferidas para uma solucdo salina de 3,0 mL a 0,90%. Ja as colonias das bactérias
anaerobias crescidas em agar Schaedler suplementado com 5% de sangue de carneiro,
hemina e menadiona por 72 horas foram transferidas para 3,0 mL de caldo Schaedler
suplementado.

Para validar os testes, o controle positivo metronidazol foi avaliado nas
concentragdes de 0,0115 ug mL™' a 59,0 ug mL™!, utilizando a cepas de referéncia
Bacteroides fragilis (ATCC 25285) para bactérias anaerdbias, e clorexidina para as
bactérias aerdbias. Os controles de esterilidade dos caldos BHI, Schaedler e RPMI, do
inoculo, da esterilidade da clorexidina e do metronidazol, das amostras ¢ do solvente
DMSO (5 a 1%), também foram realizados.

Para a determinagdo da atividade antibacteriana através da Determinagdo da
concentracao Inibitoria Minima (CIM), foram utilizadas microplacas com 96 pogos. Em
cada pogo foram adicionados, o caldo BHI ou caldo Schaedler suplementado, as solugdes
das amostras e o inoculo. O volume final de cada pogo foi de 100 e 200 pL para os

microrganismos aerobios e anaerdbios, respectivamente. Através da dilui¢do seriada, as
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solugdes das amostras foram avaliadas nas concentragdes de 400 a 0,195 pg mL™'. As
placas contendo bactérias aerobias foram incubadas a 36 °C por 24 h em microaerofilia e
aquelas contendo bactérias anaerobias foram incubadas a 36 °C por 72 h em camara de
anaerobiose. Apos os periodos de incubagao, foi adicionado 30 uL de solugdao aquosa de
resazurina a 0,02% (m v ') com leitura imediata do crescimento microbiano. As cores
azul e rosa representaram a auséncia € a presenga de crescimento microbiano,

respectivamente.

4.2.5.2 Atividade antifungica

No ensaio antifingico, 4,0 mg dos extratos e fracdes foram solubilizados em
DMSO para atingir a concentracio de 80000 pg mL™' (solugio de partida). Cada
microtubo foi adicionado 50 uLL. de DMSO e 283,3 uL de caldo RPMI, obtendo uma
solucdo de concentragdo 12000 pg mL™'. As leveduras foram cultivadas em placas de
petri contendo agar Sabouraud por 24 h a 37 °C e em seguida, com o auxilio de al¢a de
platina esterilizada, colonias das leveduras foram transferidas para tubos contendo 3,0 mL
de solugdo salina 0,85%. Os indculos foram ajustados e comparados com a escala de
McFarland 0,5 para obter uma concentragio celular de 1,5 x 10°a 5,0 x 10° UFC mL™!
para os fungos.

Para validar os testes, foi utilizado a anfotericina B frente as cepas de referéncia
Candida krusei (ATCC 6258) e C. parapsilosis (ATCC 22019) nas concentragdes de
0,031 a 16,0 pg mL™!. Os controles de esterilidade dos caldos BHI, Schaedler e RPMI,
do in6culo, da esterilidade da clorexidina, metronidazol e anfotericina B, das amostras e
do solvente DMSO (5 a 1%), também foram realizados. Os controles de esterilidade do
RPMI, do in6culo, anfotericina B, das amostras e do solvente DMSO (5 a 1%), também
foram realizados.

Para a determinag@o da atividade antifingica através da CIM, foram realizadas
dilui¢des seriadas nas microplacas em concentragdes de 3000 pg mL ™! para 1,46 pgmL ™.
O caldo RPMI tamponado com Acido 3-[N-morfolino]-propanosulfonico (MOPS) e pH
final de 7,2, foi utilizado como meio de cultura e as microplacas foram incubadas a 37 °C
por 24 h. Apds o periodo de incubagdo, foi adicionado 30 pL de solucdo aquosa de
resazurina a 0,01% (m v'). As leveduras foram novamente incubadas a 37 °C. Uma

primeira leitura foi realizada apds 4 horas e uma segunda leitura foi realizada apos
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24 horas de incubacdo. As cores azul e rosa representaram a auséncia e a presenga de
crescimento microbiano, respectivamente.

Aos compostos isolados, o ensaio antifingico foi realizado com 1,5 mg seguindo
os procedimentos descritos anteriormente. A CIM foi determinada através de diluigdes
seriadas em concentracdes de 0,49 pg mL ™' a 1000 pg mL™!. Os resultados obtidos foram
comparados ao controle positivo anfotericina B em 0,031 a 16,0 ug mL™!, frente aos

controles C. krusei (0,25-2,0 pg mL™") e C. parapsilosis (CIM = 0,25-1,0 ng mL™).

4.2.6 Ensaio da viabilidade celular frente as células Hel.a

O ensaio de Viabilidade Celular foi realizado pelo Dr. Marcos Paulo Oliveira com
a supervisao da Dr*. Bellisa Freitas Barbosa do Laboratério de Imunofisiologia da
Reprodugdo, Instituto de Ciéncias Biomédicas (UFU). Células epiteliais cervicais
humanas (linhagem celular HeLa, ATCC, EUA), foram cultivadas em frasco de cultura
de 175,0 cm? contendo meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (Cultilab,
Brasil) suplementado com 100,0 U/mL de penicilina e 100,0 ug mL ™! de estreptomicina
(ambos da Sigma-Aldrich®, EUA) e 5% de soro fetal bovino inativado pelo calor
(FBS; Cultilab) (meio completo), em incubadora umidificada a 37 °C e 5% de CO>
(condigdes de cultura).

Para avaliar a viabilidade celular frente as células HeLa dos extratos etandlicos e
das fracdes derivadas de Cassia e Senna, foi realizado o ensaio com reagente Azul de
tiazolil Brometo de tetrazolio, MTT (Mosmann, 1983). Para isso, células HeLa em meio
completo foram cultivadas em placas de 96 pocos (3 x 10* células/100,0 pL/pogo) durante
a noite (por aproximadamente 18 horas), sob condi¢des de cultura, sendo tratadas, em
concentracdes crescentes (0,195 a 3200 ug mL™') de extratos e fracdes. O controle
negativo foi o DMSO a 1%. O meio com células ndo tratadas também foi utilizado como
controle e incubado por aproximadamente 24 h sob condi¢des de cultura.

Apo6s o periodo de incubacdo os sobrenadantes das placas de cultura foram
descartados e as células HeLa foram incubadas com MTT a 0,5 ug mL™! em meio
completo por 4 h, sob condi¢des de cultura. Em seguida, os sobrenadantes das placas de
cultura foram removidos, e os pogos foram incubados com 10% de dodecil sulfato de
sodio (SDS) em 50% de dimetilformamida (DMF) (Sigma-Aldrich®) para dissolver os

cristais de formazan resultantes da conversdo do reagente MTT por células viaveis,
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otimizada pela incubagdo das placas em torno de 50 °C por aproximadamente 15 minutos,
seguida de agitacdo. A absorbancia das amostras foi medida em espectrofotometro de
microplacas a 570 nm, e os resultados foram expressos como a porcentagem de células
vidveis em relacdo ao controle de células nao tratadas (incubadas apenas com meio
completo) consideradas 100% viaveis.

A concentragdo citotoxica de 50% (CCso) para cada extrato ou fragdo testada foi
calculada usando o GraphPad Prism® Versdo 10 (GraphPad Software Inc., EUA), e
posteriormente usada para o calculo do indice de seletividade (IS), Equagao 1. De acordo
com o protocolo 13/2012 do Comité de Etica da Universidade Federal de Uberlandia, o

uso de linhagens celulares adquiridas comercialmente ndo requer aprovagao ética.

CCsg
CIM

IS =log Equagio 1.

4.2.7 Ensaios de atividade antioxidante

Os ensaios de atividade antioxidante do EE, fracdes (FHCj-fl, FDCj-fl, FACj-fl e
FHMC(j-fI) e compostos isolados das flores de C. javanica foram realizados no
Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular (LABIBI) pelo aluno de mestrado

Tarcisio Paiva Mendonga sob a coordenagao do Dr. Foued Salmen Espindola.

4.2.7.1 Sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

As amostras e a quercetina (controle positivo) foram incubadas, juntamente com
uma solu¢ao de DPPH 0,06 mM, a 30 °C por 30 minutos na auséncia de luz. A absorbancia
foi medida a 517 nm e a elimina¢do do radical DPPH foi calculada usando a seguinte
formula: DPPH (%) = [(controle A — amostra A)/(controle A — branco A)] x 100, onde o
Controle A ¢ a absorbancia da solu¢ao de DPPH, a amostra A ¢ o valor de absorbancia da
mistura (DPPH + amostra/controle positivo) e o branco A ¢ o valor de absorbancia da

amostra.
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4.2.7.2 Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP)

O EE, as fracdes, os compostos isolados e o controle positivo (quercetina) foram
incubados com o reagente FRAP: tampao acetato de sodio 300 mM (pH 3.,6), 2,4,6-tri(2-
piridil)-s-triazina (TPTZ) e cloreto férrico (20 mM), 10:1:1 a 37 °C por 6 min. A
absorbancia foi medida a 593 nm em espectrofotometro e a capacidade antioxidante foi
quantificada e obtida por meio de uma curva analitica construida com Trolox como padrao

(umol TE g ™).

4.2.8 Ensaios para determinagdo da atividade antidiabética

Os ensaios de inibicdo enzimadtica e glico-oxidagdo para determinar o potencial
antidiabético das flores de C. javanica foram realizados no Laboratério de Bioquimica e
Biologia Molecular (LABIBI) pelo aluno de mestrado Tarcisio Paiva Mendonga sob a

coordenacdo do Dr. Foued Salmen Espindola.

4.2.8.1 Ensaio de inibi¢do da a-glicosidase

A inibi¢do da atividade da a-glicosidase foi quantificada por meio de um ensaio
enzimatico que emprega 4-nitrofenil a-D-glucopiranosideo (p-NPG) como substrato.
Uma fracdo enriquecida em a-glicosidase, isolada de po cetonico intestinal de ratos
(AG-f), fo1 utilizada para avaliar a atividade enzimatica. O EE, as fracOes e os compostos
isolados das flores de C. javanica foram pré-incubados com AG-f e glutationa reduzida,
um cofator enzimatico. A reacdo enzimatica ¢ iniciada pela adi¢do de p-NPG e a taxa de
formagdo do produto colorido monitorada espectrofotometricamente a 405 nm durante
30 minutos a 37 °C (leitura a cada 5 minutos). Acarbose, um inibidor conhecido da
a-glicosidase, e DMSO (solvente utilizado na dilui¢ao das amostras) foram os controles
positivo e negativo, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em duplicata, o
resultado ¢ dado em porcentagem de inibicdo da a-glicosidase, calculado através da

Equagao 2.

(ASC controle—ASC amostra)
ASC controle

Inibicao da alfa glicosidade = x 100 Equagao 2.
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Onde ASC controle € a area sob a curva na auséncia das amostras, a ASC amostra

¢ a area sob a curva na presenca das amostras.

4.2.8.2 Ensaio de inibi¢do da a-amilase pancredtica

A enzima o-amilase pancreética suina foi diluida em 30,0 mg mL~' de tamp3o
acido 2-(N-morfolino)etanossulfonico (MES) (pH 6,0) e centrifugada a 12000 xg por
30 min para a coleta do sobrenadante. O extrato, as fragdes e os compostos isolados das
flores de C. javanica e o controle positivo triticum, juntamente com a enzima na
proporgao de 1:60 (v/v), foram incubados a 37 °C por 10 min. Posteriormente, 12,0 mM
de  2-cloro-4-nitrofenil-4-B-D-galactopiranosilmaltosideo = (GALG2CNP)  foram
adicionados para iniciar a reagdo. Para a leitura cinética das amostras, foi adicionado na
placa de 96 pogos 8,0 uL da amostra e 315,0 pL de GALG2CNP. A leitura foi feita em
um espectrofotdometro (Molecular Devices, Menlo Park, CA, EUA) a 405 nm, a 37° por
3 minutos. O alcool etilico foi utilizado como branco (solvente utilizado para diluir as

amostras.

4.2.8.3 Ensaio de glico-oxidagdo

Me¢étodo de albumina sérica bovina e frutose (BSA/FRU): As amostras foram
incubadas com 10,0 mg mL ™! de BSA e 500 mM de frutose (diluida em tampao fosfato
200 mM, pH 7,4, contendo 0,02% de azida sddica) a 37 °C por 72 h ao abrigo da luz.
Apos a incubacdo, adicionou-se acido tricloroacético a 20% (m/v) e a mistura foi
centrifugada a 10000 xg por 10 min. Cloridrato de aminoguanidina (NH-G 98%) em
5,0 mM foi utilizado como agente antiglicante. As amostras, 25 pL de extrato/fra¢do e
12,5 pL de composto isolado, foram adicionadas a microtubos contendo 50,0 uL de BSA
e 50,0 uL de frutose. Os microtubos foram incubados em estufa a 37 °C por 3 dias. Ao
término da incubacdo, foi realizado a precipitacdo acida com 200,0 pL da solucdo
adicionado a cada tubo, em duplicata. A leitura da fluorescéncia dos derivados de reacdes
de oxidacao ou glicacao foi feita em frutose (360/460 nm), ensaios de glicagao (350/400
nm) e vesperlisinas (370/440 nm). Os resultados foram apresentados como porcentagem
(%) de inibicdo, calculada pela seguinte equagdo: IG (%) = [(Fcontrole — Famostra)/(Fcontrole) ]

% 100, onde Fcontrole € 0 valor de fluorescéncia do controle negativo € Famostra € 0 valor de
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fluorescéncia de cada amostra/controle positivo. Tampao fosfato foi utilizado como

controle negativo.

4.3 Estudo quimico de Cassia e Senna

4.3.1 Anotagdo dos constituintes quimicos por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia

acoplada a Espectrometria de Massas sequencial com fonte de ionizagao por electrospray
(CLUE-IES-EM/EM)

Os extratos e fracdes foram submetidos a analise por espectrometria de massas
EM-IES ¢ sequencial (EM/EM-IES) nos modos negativo e positivo. A partir da
interpretagdo dos espectros de massa e valores da massa de alta resolugdo e das
fragmentacdes no espectro EM/EM foi possivel propor a estrutura dos compostos dos
extratos e fragdes. A formula molecular proposta de cada composto foi selecionada de
acordo com uma lista sugerida pelo Software MassLynx® relacionada com a baixa
diferenca entre a massa experimental ¢ a massa exata e erro em ppm (< 5 ppm). As
possiveis estruturas foram propostas comparando os dados com outros trabalhos na
literatura. As massas acuradas obtidas dos EM em alta resolu¢do foram comparadas com
aquelas obtidas do programa ChemDraw Ultra 12.0 (massas exatas), e erros calculados
em ppm através da Equagao 3:

Erro

Equagdo 3

massa experimental-massa exata
massa exata

(ppm)=[ ]X106

4.3.2 Estudo quimico da fracdo em acetato de etila das flores de Senna velutina (FASv-1l)

A fragcdo FASv-fl (2,01 g) foi submetida a separagdo por coluna cromatografica
utilizando Sephadex LH-20 (150,0 cm % 2,0 cm d.i) como fase estaciondria e eluida em
modo isocratico com metanol (Figura 15), resultando em 68 subfracdoes que foram
reagrupadas de acordo com a similaridade dos valores de Ryobservados na andlise por

CCD, utilizando a vanilina como revelador.
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Figura 15 — Fluxograma do fracionamento por Sephadex LH-20 de FASv-fl.

I:I Fragdes reunidas e fracionadas por Sephadex

Cl Fragdes purificadas por CLAE-semipreparativa

FASv-f1 2,01 g)

68 fragdes

Agrupamento através de CCD

F.E: Sephadex (150,0 m x 2,0 cm d.i)
F.M: isocratica (metanol)

FASYCLF,, ||| FASICLE,,, ||| FAswCLF, ||| FASWCLE,,, ||| FASsCLE, ||| FASYC1Fyy, FASYCL-Fy FASVCLFy s ||| FASYCLFye ||| FASYCLFg g
(82,31 mg) ||| (163,37 mg) ||| (26,40 mg) (45,03 mg) (21,11 mg) (38.71 mg) (350,61 mg) (90,09 mg) (263.26 mg) ||| (135.50 mg)
FASVCIF,, || FASWCLFy,, || FASWCIFyy, || FASSCLE,., || FASWCLE, || FASWCLEns || FASSCLEww || pasvcrr, FASYC1Fes
(46,10 mg) (82,85 mg) (56,26 mg) (25,54 mg) (29,75 mg) (91,23 mg) (47,27 mg) (53,08 mg) (162,48 mg)

Fonte: a autora

Das 18 subfragdes obtidas de FASv-fl, FASVC1-F32-34 (91,23 mg), FASvC1-F3s
(350,61 mg) e FASVCI1-F36-42 (47,27 mg) apresentaram perfil semelhante na CCD,
exibindo manchas de coloracao rosa apos utilizar vanilina como revelador com valores
de Rrsemelhantes. Estas fragdes foram reunidas obtendo a massa total de 489,11 mg e

fracionadas por Sephadex LH-20 (50,0 cm X 2,0 cm d.i), sendo as subfragdes

denominadas FASvC2 (Figura 16).

Figura 16 — Fluxograma do fracionamento por Sephadex LH-20 de FASvC2.

I:lPuriﬁcadas por CLAE semipreparativa

FASv(C2
(489,11 mg)

45 fracdes

Agrupamento através de CCD

F.E: Sephadex (50,0 x 2,0 cm d.1)
F.M: isocratica (metanol)

(14,54 mg) (17,38 mg)

(20,91 mg)

(63,78 mg)

(21,95 mg)

FASVC2-F, , FDSvC2-F, ¢ FDSvC2-Fy, 4 FDSvC2-Fy, 5, FDSvC2-Fy; 53 FDSvYC2-Fjg 45
(15,06 mg) (47,09 mg) (18,33 mg) (86,52 mg) (35.59 mg) (14,61 mg)
FDSYC2 F, FDSYC2-F, FDSvC2 Fps o | | FDSVC2Fy5y | | FDSVC2F,, 5

Fonte: a autora.




4.3.2.1 Isolamento de compostos das fracoes FASvCI1-F17-31

Deste fracionamento, os grupos de maior massa FASVC2-Fi7-22 (86,52 mg) e
FASvC2-F23-31 (63,78 mg) foram analisados por CLAE-DAD que indicou o mesmo perfil
quimico de flavonoides e proantocianidinas. Estas subfra¢des foram reunidas (150,30 mg)
para o isolamento destes compostos por CLAE-semipreparativa. Assim, 100,0 mg da
subfracdo foi solubilizado em metanol grau HPLC e filtrado em filtro de seringa com
membrana de politetrafluoetileno (PTFE) 0,45 um. Para a separacdo, as condigdes
cromatograficas na coluna semipreparativa foram fase mével dgua com acido acético
0,1%, (fase moével A) e metanol com acido acético 0,1%, (fase movel B). O sistema de
gradiente de solventes utilizado foi de 20—100% de B (35 min), e em seguida foi mantido
100% de B (10 min). O fluxo utilizado foi de 2,0 mL/min, temperatura de forno de 40 °C
e volume de injegdo de 50 pL. O isolamento foi realizado através da coleta automatizada
na saida do detector com coletor de fragdes. A valvula foi programada para coletar cada
pico do cromatograma de acordo com o seu tempo de retencao (¢r). Foram coletados os
picos 0 a 9 que apresentaram maiores intensidades no cromatograma em
280 nm (Figura 17A).

Apds a coleta, todas fracdes foram submetidas a andlise por CLAE-DAD
utilizando a coluna analitica, sendo possivel analisar que os picos 4 (fr 17,34 min),
5 (tr 18,09 min) e 7 (tr 19,39 min) apresentaram perfil de substincia pura e em seus
respectivos espectros de UV, todos apresentaram uma banda em 280 nm, caracteristica de
proantocianidinas (Figura 17B). Estes compostos foram denominados A, B e C

respectivamente.
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Figura 17 — Programacdo de coleta da fragdo FASVC2-Fi7-31 obtido por CLAE-DAD
semipreparativa em 280 nm (A) Cromatograma CLAE-DAD em 280 nm em coluna analitica (B).

(A) w Max Intensity ; 2,326,741
2000000 Time 13504 Inten. 1,603,189
1000000+
10.0 125 15 175 20.0 25 25.0 275 30.0 325
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1500
1(B) 19,40 2
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AU AU 2y
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a0} w1723 | 18,09 x19,40
2000 750 2000 +
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1000 1000 —
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Condi¢des: coluna Semipreparativa Phenomenex Luna Cis (250,0 x 10,0 mm, 10 pm). FM: agua
acidificada com acido acético 0,1%, (fase movel A) e metanol com acido acético 0,1%, (fase mével B). O
sistema de gradiente de solventes utilizado foi de 20-100% de B (35 min), e em seguida foi mantido 100%
de B (10 min). O fluxo utilizado foi de 2,0 mL/min, temperatura de forno de 40 °C e volume de injecéo de
50 pL. Fonte: a autora.

4.3.2.2 Isolamento de compostos das fragoes FASvCI1-Fsi-ss

A fragdo FASVC1-Fei-63 (135,50 mg) foi analisada por CLAE-DAD apresentando
dois picos no cromatograma com fr de 24,82 e 25,77 min. O espectro de UV de cada pico
apresentou uma banda de 280 nm caracteristica de proantocianidinas. Esta subfracao foi
submetida a CLAE semipreparativa para o isolamento destes compostos. A valvula foi
programada para coletar cada pico do cromatograma de acordo com o seu tempo de
retencao (fr), sendo coletados os picos 0 a 3 que apresentaram maiores intensidades no
cromatograma em 280 nm (Figura 18).

Figura 18 — Programacdo de coleta da fragdo FASvC2-Fg s obtido por CLAE-DAD
semipreparativa em 280 nm (A) e Cromatograma CLAE-DAD em 280 nm em coluna analitica

(B).
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Condi¢des: coluna Semipreparativa Phenomenex Luna Cis (250,0 x 10,0 mm, 10 pum). F.M: agua
acidificada com acido acético 0,1%, (fase movel A) e metanol com acido acético 0,1%, (fase mével B). O
sistema de gradiente de solventes utilizado foi de 20-100% de B (35 min), ¢ em seguida foi mantido 100%
de B (10 min). O fluxo utilizado foi de 2,0 mL/min, temperatura de forno de 40 °C e volume de injecéo de
50 pL. Fonte: a autora.

Apds a coleta, todas fracdes foram submetidas a andlise por CLAE-DAD
utilizando a coluna analitica, onde apenas o pico 2 (¢r 24,63 min) apresentou perfil de

substancia pura. Este composto ficou denominado composto D.

4.3.3 Estudo quimico da fragcdo em diclorometano das flores de C. javanica (FDCj-fl)

A fragdo FDCj-fl (1,17 g) foi submetida a CC flash (72,22 g, 80,0 % 3,5 cm d.1),
utilizando silica gel (40-63 um) como fase estaciondria e eluida com a fase movel
HEX-DCM  (95:5—0:100), DCM-AcOEt (90:10—0:100) e AcOEt-MeOH
(95:5—0:100). Foram coletadas 141 fracdes de 100 mL cada, que foram concentradas
através da destilacao dos solventes em um rotaevaporador e agrupadas de acordo com o

perfil cromatografico das andlises por CCD, tendo como reveladores vanilina e KOH 5%
74



e inspecdo por camara de UV em 254 nm e 365 nm. Com o agrupamento das fragoes,
foram obtidos 38 subfra¢des denominadas “FDCjC1” (Figura 19). Em FDCjC1-Fgos1 a
FDCjC1-Fo; foi notado a presenca um solido de coloragdo amarela. Na analise por CCD,
estes grupos apresentaram uma Unica mancha de coloracdo amarela de mesmo Rycom
revelagdo em vanilina e utilizando o NP/PEG e camara UV em 365 nm, indicando a

presenca de um flavonoide. Estes grupos foram reunidos e denominado composto E.

75



Figura 19 — Fluxograma do fracionamento por cromatografia em coluna flash de FDCj-fl.

Fragoes reunidas (composto E)

FDCj-f1 (1,17 g)

Fracgdes a serem purificadas

141 fracdes
Agrupamento através de CCD

F.E: Silica (40-63 um) (72,22 g, 80,0 x 3,5 cm d.i)
F.M: HEX, DCM, AcOEt e MeOH em diferentes proporcdes.

FDGCLF, ; || FDGCL1F,,, || FDGCLF, s || ¥DGC1F,, || FDGC1Fy,y || FDCGCLF,, o, || FDGCLF,,,, | | FDGC1-F,, 4, || FDGCLF,,,, | | FDGCLF,, .
(4,72 mg) (41,33 mg) (42,28 mpg) (7,41 mg) (83,65 mg) (104,44 mg) (26,09 mg) (49,71 mg) (11,13 mg) (32,01 mg)
FDGiC1 Fyy o || FDGIC1 Fyyqy || FDGC1Fy, || FDGC1-Fys s || FDGIC1 By | | FDGCLFoey || FDGCLF,g FDGC1F,, || FDGIC1 ¥y || FDGCLF,,
(42,94 mg) (6,48 mg) (4,53 mg) (11,63 mg) (1,56 mg) (8,73 mg) (2,66 mg) (3,09 mg) (3,54 mg) (5,11 mg)
FDGC1-Fyy 55 || FDCC1-Fyyg, FDCC1-Fy, FDCjC1-Fy, 45 | | FDGCL-Fyy o5 FDC/C1-Fy4.0 FDGCL-Fog100 FDCjC1-Fi1.105 FDGjC1-Fys FDCjC1-Fyo7.m
(14,65 mg) (5,35 mg) (9,67 mg) (17,41 mg) (18,06 mg) (19,11 mg) (20,04 mg) (18,66 mg) (20,72 mg) (90.21 mg)
FDCjC1-Fy, FDCjC1-Fpiqs FDCjC1 F, FDCjC1-F,y, FDGjC1-Fyg 136 FDCiC1-Fyp7m FDCjC1-Fy3 FDGC1-Frazaq
(31,22 mg) (61,25 mg) (3,07 mg) (11,12 mg) (8,26 mg) (7,04 mg) (35,33 mg) (10,71 mg)

Fonte: a autora.
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FDCjC1-F107-111a FDCjC1-F117 apresentaram duas manchas quando reveladas em
KOH 5%, de coloracdo rosa e amarela, indicando a presenca de compostos das classes
das antraquinonas e de flavonoides, respectivamente. Estes grupos foram reunidos
(196,87 mg) e foi realizado uma nova CC flash denominada FDCjC2
(8,63 g, 45,0 x 2,0 cm d.1), utilizando silica (40—63 um) como fase estaciondria e eluida
em HEX-DCM (10:90—0:100), DCM-AcOEt (05:95—0:100) e AcOEt-MeOH
(10:90—0:100). Foram coletadas 101 fragdes de 20 mL cada. Estas fracdes foram
agrupadas de acordo com o perfil cromatografico das analises por CCD, tendo como

reveladores vanilina e KOH 5% (Figura 20).

Figura 20 — Fluxograma do fracionamento por cromatografia em coluna flash de FDCjC2.

FDCiC2 (196,87 mg)

E.E: Silica (40-63 pm) (8,63 g, 45,0 x 2,0 cm d.i)
E Composto F EM: HEX, DCM, AcOEt e MeOH em diferentes proporgdes.

|:| Fragoes a serem purificadas 101 fragoes
Agrupamento através de CCD

FDGIC2 ¥,y || FDGC2Fyy || FDGC2 ¥y || FDGC2F, 4 | | FDGC2F oy || FDGC2Fg o || FDGC2Fgy || FDGC2F, o || FDGIC2 sy | | FDGC2F,, o,
(7,78 mg) (4,43 mg) (3,02 mg) (2,67 mg) (2,56 mg) (6,11 mg) (4,28 mg) (10,20 mg) (3,11 mg) (32,05 mg)
FDCJC2-Fayg FDCC2 Ky gy | | FDGC2Fyy s | | FDGC2Fypyr | | FDGC2Fygag | | FDOC2 Fyp g | | FDOC2-Foygg
(28,71 mg) (16.49 mg) (27,12 mg) (15,57 mg) (32,28 mg) (11.04 mg) (15,52 mg)

Fonte: a autora.

A subfragdo FDCjC2-Fe3-70 (3,11 mg), um solido de coloragdo laranja,
apresentando uma unica mancha rosa quando revelada KOH 5% na CCD, foi denominada
composto F, da classe das antraquinonas. Entretanto, as subfracdes FDCjC2-F71-77 a
FDCjC2-Fgs-90 ainda apresentaram manchas com Ry diferentes quando reveladas em
KOH% e vanilina, indicando ser uma mistura do composto F com flavonoides. Por esta
razdo, as subfragoes FDCjC2-F71-77 a FDCjC2-Fgg-990 foram reunidas resultando em
178,78 mg e realizada uma terceira CC flash denominada FDCjC3
(36,67 g, 50,0 x 2,0 cm d.i) utilizando como F.E. silica gel (40-63 um) e F.M:
DCM-AcOEt (95:5—0:100) e AcOEt-EtOH (95:5—0:100). Foram coletadas 181
fragdes de 80 mL cada. Estas fracdes foram agrupadas de acordo com o perfil
cromatografico das andlises por CCD, tendo como reveladores vanilina e KOH 5%
(Figura 21). A subfracdo FDCjC3-F77-91 (8,51 mg) apresentou uma Uinica mancha amarela
ao revelar com vanilina na CCD. Esta substancia foi denominada composto G. A

subfragdo FDCjC3-Fi11-136 (16,06 mg) também apresentou uma unica mancha de cor
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amarela na CCD, sendo denominado o composto H. J& a subfracio FDCjC3-Fiss5-169
indicou ser quantidade adicional de F, comparando valores de R: Os compostos F-H
isolados de FDCj-fl foram analisados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas

para a caracterizagdo de suas estruturas.

Figura 21 — Fluxograma do fracionamento por cromatografia em coluna flash de FDCjC3.

FDCjC3 (178,78 mg)

|:| Composto G EE: Silica (40-63 pm) (36.67 g, 50,0 * 2,0 cm d.i)

FM: HEX, DCM, AcOEt e MeOH em diferentes proporgdes
D Composto H

y 2 181 fragoes
D Composto K Agrupamento através de CCD
FDCC3-F, 5 FDCJC3-Fyy o4 FDCC3-Fy FDCIC3Fpy gy FDCGC3-Fyy, FDGC3-Fy 145 FDCC3-F gy 10 FDGHC3-Fgq FDCC3-Frog406
(1.08 mg) (3,27 mg) (2,61 mg) (8,59 mg) (2.94 mg) (1,87 mg) (1,45 mg) (3.11 mg) (11,68 mg)
FDGC3F,, 5, FDGCIFor gy FDGC3-F,, 1 FDGC3Fop 15 || FDGCIFyyy a5 || FDGOIF 515 FDCC3-Fy FDCCIFige g0 || FDGCIFyor 15
(1,40 mg) (1,55 mg) (30,46 mg) (18,72 mg) (16,06 mg) (3,19 mg) (10,75 mg) (2.98 mg) (10.82 mg)

Fonte: a autora.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Preparo dos extratos etanolicos e fracoes

O material vegetal das espécies C. fistula, C. grandis, C. javanica e S. multijuga
foram coletados no sul da Bahia. O bioma predominante na regido ¢ a Mata Atlantica. Ja
o material de vegetal de S. rugosa e S. velutina foram coletados em Uberlandia, Minas
Gerais, no bioma Cerrado. Apos a secagem e trituragdo do material vegetal, os extratos
etanolicos foram preparados. Apds a rotaevaporagao do solvente e secagem dos extratos,
as extragdes liquido-liquido foram realizadas, obtendo as fracdes em hexano (HEX),

diclorometano (DCM), acetato de etila (AE) e hidrometandlica (HM) (Tabela 5).

78



Tabela 5 — Massa do material seco, EE, fragdes e rendimento dos extratos das espécies coletadas.
Rendimento Fracdes (g)

EE (2) (%) HEX DCM AE HM
C fistula  Folhas 257,62 32,88 12,76 0,14 0,69 1,88 2,5
C. grandis  Folhas 736,01 127,19 1728 0,16 0,61 085 0,67

Folhas 216,35 53,52 2473 0,02 008 035 0,65

Material Material

Espécies vegetal seco (g)

C. javanica
Flores 143,75 43,41 30,19 0,44 1,21 10,50 5,33
S. multijuga  Folhas 297,21 34,01 11,44 0,24 048 040 343
Folhas 74430 179,74 24,14 0,49 7,12 16,98 5,14
S. rugosa
Flores 323,97 118,42 36,55 0,53 3,02 44,14 7,96
Folhas 902,22 248,25 27,51 0,61 3,34 38,57 9,53
S. velutina

Flores 489,60 74,83 15,21 0,33 2,15 24,51 2,13

Fonte: a autora.

5.2 Triagem fitoquimica dos extratos e fracoes

Foi realizado um estudo fitoquimico preliminar com os extratos e fragdoes da
obtidas na extracao liquido-liquido, a fim de detectar a presenca de classes de metabolitos
especiais presentes nestas espécies. As plantas podem apresentar metabolitos especiais
que sdo comuns a varias espécies ou apresentar classes de metabdlitos especiais que sdo
caracteristicos de determinado grupo botanico. Além disso, a variacdo destes compostos
estd relacionada com a influéncia do clima, com a composi¢do do solo, com o periodo
vegetativo entre outros fatores (Soares et al., 2016).

O método escolhido para a triagem fitoquimica foi através da CCD, utilizando
reveladores quimicos como a vanilina e o anisaldeido (reveladores universais), NP/PEG
(flavonoides), KOH 5% (antraquinonas, cumarinas e antronas), iodocloroplatinado e
Dragendorff (alcaloides), além da inspec¢do na camara de UV em 254 nm e 365 nm. De
acordo com a coloragdo apresentada com a aplicacdo dos reveladores nas placas de CCD,
os extratos e fragdes indicaram a presenca de diferentes classes de metabolitos especiais
(Figura 22).

Todos os extratos indicaram a presenca de flavonoides ao serem revelados com
NP/PEG e vanilina. Diferente das espécies coletadas no bioma da Mata Atlantica
(S. multijuga, C. fistula, C. javanica, C. grandis), as espécies S. rugosa ¢ S. velutina

coletadas no Cerrado, indicaram a presenca de proantocianidinas nos extratos e fragdes
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ao serem revelados com vanilina, apresentando manchas de coloragdo rosa, sendo o

indicativo de proantocianidinas.
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1: FHSr-fo, 2: FDSr-fo, 3: FHSr-fl, 4: FDSr-1l, 5: FHSv-fo, 6: FDSv-fo, 7: FHSv-fl, 8 : FDSv-fl, 9: FHCg-
fo, 10: FDCg-fo, 11: FHCf~fo, 12: FDCf-fo, 13: FHCj-fo, 14: FDCj-fo, 15: FHCj-fl e 16: FDCj-fl, 17: FASr-
fo, 18: FHMSr-fo, 19: FASr-fl, 20: FHMSr-fl, 21: FASv-fo, 22: FHMSv-fo, 23: FASv-fl, 24: FHMSv-fl, 25:
FACf-fo, 26: FHMCf-fo, 27: FACg-fo, 28: FHMCg-fo, 29: FACj-fo, 30: FHMCj-fo, 31: FACj-fl, 32:
FHMC(j-fl. Ae E: UV 254 nm; B e D: UV 365 nm; C, H, I e J: vanilina; F: KOH 5% no visivel; G: KOH
5% UV 365 nm. Fase mével: DCM/MeOH 9:1 e DCM/MeOH 7:3. Fonte: a autora.

Nas fragoes, foram observadas manchas com coloragdes indicativas de
flavonoides, acidos graxos, cumarinas, compostos fenolicos, antraquinonas e cromonas,
corroborando com os diversos estudos envolvendo a triagem fitoquimica nesses géneros
(Rodrigues; Souza; Ferreira, 2009; Macedo; Silva; Silva, 2016; Neves et al., 2022).
Entretanto, nenhum EE ou fra¢do da extragdo liquido-liquido indicou a presenga de
alcaloides (Tabela 6). Conhecendo as classes de metabdlitos especiais presentes nos EE e
fragdes, € esperado que o material vegetal destas espécies apresente atividades bioldgicas,

devido a presenga de terpenos, flavonoides, proantocianidinas, cumarinas e antraquinonas

que estdo associados a diversas propriedades farmacologicas (Bessa ef al., 2013).
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Tabela 6 — Triagem fitoquimica dos EE e fracdes das espécies de Cassia e Senna.

Antraquinonas Terpenos, acidos graxos
Flavonoide Cumarinas Flavonoides, fendlicos Alcaloides

antronas Proantocianidinas

Amostras NP/PEG KOH 5% Vanilina Anisaldeido IClpt Dragendorff
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Legenda: +: presente, — ausente. Fonte: a autora.
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5.3 Avaliaciao da atividade antimicrobiana nos EE e fracoes de Cassia e Senna

Os extratos e fragdes das espécies de Cassia e Senna foram testados frente a
bactérias cariogénicas (aerébias e anaerobias) e leveduras do género Candida. Os
resultados dos ensaios foram determinados através da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM), obtidos pelo método da microdiluicdo em caldo. Este método consiste na
utilizacao de um indicador redox como a resazurina, que apresenta coloracao roxa € nao
fluorescente no seu estado oxidado, e apresenta coloragdo rosa fluorescente na presenca
de células metabolicamente ativas, pois ¢ reduzida a resorufina (O’brien et al., 2000)

(Figura 23).

Figura 23 — Redugdo da resazurina para resorufina.

+j§L oxidoredutases /C[ :@

Resazurina Resorufina

Fonte: adaptado de O’Brien et al., 2000.

HO

Os valores obtidos para os extratos e fragdes frente as cepas de bactérias
cariogénicas se encontram nas Tabelas 7 e 8, respectivamente. Holetz e colaboradores
(2002), estabeleceram critérios para avaliar a atividade antimicrobiana: extratos que
apresentem CIM inferior a 100 pg mL™' sdo considerados tendo boa atividade
antimicrobiana. Na faixa de 100 a 500 pg mL"!, sdo considerados com atividade
antimicrobiana moderada. Concentracdes entre 500 e 1000 pg mL!, a atividade
antimicrobiana é considerada fraca, e acima de 1000 ug mL ! os extratos sdo considerados
como inativos (Holetz et al., 2002). Rios e Recio (2005) consideram extratos com
CIM abaixo de 100 pg mL™! e compostos isolados com valores abaixo de 10 pg mL™! de

grande interesse.
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Tabela 7 — Atividade antimicrobiana dos extratos etanolicos (EE) das folhas e flores de Cassia e Senna.
CIM (ng mL™)

Microrganismos Extratos Etanélicos Controle positivo
la 1b 2a 2b 3a 3b 4 5 6

Bactérias aerobias
S. mutans ATCC 25175 400 200 400 400 200 200 400 400 200 0,230
S. smitis ATCC 49456 400 100 >400 400 50 25 >400 400 400 0,922
S. sanguinis ATCC 10556 200 400 400 400 200 200 400 400 400 0,922
A. actinomicetem 200 200 200 400 100 100 >400 400 200 3.688
comitantes ATCC 43717
Bactérias anaerobias
P. gengivalis ATCC 49417 >400 100 >400 >400 100 50 >400 >400 >400 —
F. nucleatum ATCC 10953 400 200 400 400 400 200 400 400 200 —
A. naeslundii ATCC 19039 100 100 400 >400 400 200 200 >400 >400 —
Leveduras
C. albicans ATCC 90028 3000 46,87 >3000 1500 46,87 46,87 >3000 23,44 3000 —
C. glabrata ATCC 2001 >3000 5,86 >3000 11,72 5,86 5,86 >3000 >3000 >3000 —
C. tropicalis ATCC 13803 >3000 >3000 >3000 >3000 187,50 187,50 >3000 >3000 >3000 —

Controle positivo de bactérias aerdbicas: clorexidina. O controle do ensaio antibacteriano em bactérias anaerdbicas utilizado foi metronidazol contra as cepas de referéncia
Bacteroides fragilis (CIM = 1,47 ug mL™). O ensaio antifingico foi conduzido utilizando anfotericina B como controle positivo contra as cepas C. krusei ATCC 6258 (CIM =
1,0 ngmLVe C. parapsilosis ATCC 22019 (CIM = 0,5 ug mL ') usados como controle para leveduras. 1a: folhas de S. rugosa, 1b: flores de S. rugosa, 2a: folhas de C. javanica,
2b: flores de C. javanica, 3a: folhas de S. velutina, 3b: flores de S. velutina, 4: folhas de C. fistula, 5: folhas de S. multijuga, 6: folhas de C. grandis. Fonte: a autora.

83



Tabela 8 — Atividade antimicrobiana das fragdes das folhas e flores de Cassia e Senna.

Microorganismos CIM (ug mL™Y)
S. multijuga (folhas) S. rugosa (folhas) S. rugosa (flores)
Bactéria aerdobia FH FD FAE FM FH FD FAE FM FH FD FAE FM C
S. mutans 200 >400 400 400 400 400 400 >400 200 400 400 400 0.2
S mitis >400 >400 200 400 >400 200 100 >400 400 400 200 >400 0.9
S. sanguinis 200 400 400 400 200 200 400 >400 100 400 400 >400 0.9
A. actinomycet. 200 >400 400 400 400 200 200 >400 400 400 400 400 3.6
Bactéria Anaerdbica
P. gingivalis 200 400 >400 >400 >400 100 100 >400 12,5 100 50 >400 —
F. nucleatum >400 400 400 >400 >400 >400 400 >400 >400 400 >400 >400 -
A. naeslundii 100 100 400 >400 100 400 200 >400 6,25 200 100 200 -
Leveduras
C. albicans 375 3000 5,86 3000 3000 3000 5,86 3000 750 23,4 11,7 234 -
C. glabrata 3000 3000 5,86 3000 3000 3000 5,86 3000 750 11,7 2,93 11,72 -
C. tropicalis 3000 3000 23,44 3000 3000 3000 11,72 3000 750 187,5 23,4 3000 —
S. velutina (folhas) S. velutina (flores) C. fistula (folhas)
Bactéria aerébia FH FD FAE FM FH FD FAE FM FH FD FAE FM C
S. mutans >400 200 200 >400 200 400 400 400 100 >400 >400 >400 0.2
S mitis 400 100 50 >400 >400 400 200 400 >400 400 >400 >400 0.9
S. sanguinis 200 100 400 400 100 200 400 400 100 200 400 >400 0.9
A. actinomycet. 400 200 100 >400 200 400 200 400 100 400 >400 >400 3.6
Bactéria Anaerdébica
P. gingivalis >400 100 >400 400 >400 100 >400 >400 >400 400 400 >400 -
F. nucleatum >400 >400 400 400 >400 400 >400 >400 >400 400 400 >400 -
A. naeslundii 100 200 200 >400 200 100 100 200 100 100 200 200 -
Leveduras
C. albicans 1500 46,87 5,86 3000 3000 11,72 5,86 23,44 3000 3000 3000 3000 —
C. glabrata 1500 3000 1,46 3000 3000 2,93 1,46 5,86 3000 3000 3000 3000 -
C. tropicalis 3000 3000 46,87 3000 3000 23,44 11,72 46,87 3000 3000 3000 3000 -
C. grandis (folhas) C. javanica (folhas) C. javanica (flores)
Bactéria aerébia FH FD FAE FM FH FD FAE FM FH FD FAE FM C
S. mutans 400 >400 400 400 200 >400 >400 400 200 >400 >400 >400 0.2
S mitis 400 >400 400 400 >400 >400 >400 >400 >400 400 >400 >400 0.9
S. sanguinis 200 400 400 400 100 200 400 400 100 400 >400 >400 0.9
A. actinomycet. 400 400 200 200 400 400 400 200 200 400 400 >400 3.6
Bactéria Anaerdébica
P. gingivalis >400 200 >400 >400 25 100 >400 >400 25 400 >400 >400 -
F. nucleatum 200 100 400 >400 >400 400 >400 >400 >400 100 >400 >400 -
A. naeslundii 100 200 >400 >400 25 200 400 >400 12,5 400 >400 >400 —
Leveduras
C. albicans 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 1500 3000 187.,5 3000 -
C. glabrata 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 23,44 23,44 -
C. tropicalis 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 187,5 3000 -

Controle positivo (C): clorexidina. O controle do ensaio antibacteriano em bactérias anaerdbicas utilizado
foi metronidazol contra as cepas de referéncia Bacteroides fragilis (CIM = 1,47 pg mL™). O ensaio
antifiingico foi conduzido utilizando anfotericina B como controle positivo contra as cepas C. krusei ATCC
6258 (CIM = 1,0 pg mL Ve C. parapsilosis ATCC 22019 (CIM = 0,5 pg mL™") usados como controle para
leveduras. FH: fragdo em hexano, FD: fracdo em diclorometano, FAE: fracdo em acetato de etila, FM:
fragdo hidrometandlica. Fonte: a autora.

Os valores obtidos na avaliagdo da atividade antibacteriana contra bactérias
aerobicas mostram que os extratos etanodlicos (EE) das flores e folhas de S. velutina
apresentaram valores de CIM de 25 e 50 ug mL!, respectivamente, contra S. mitis e
100 pg mL™! contra A. actinomycetemcomitans, sendo considerados de boa atividade
(Tabela 7). O EE das flores de S. rugosa também apresentou valor de CIM de
100 ug mL ! contra S. mitis. No ensaio com as fragdes (Tabela 8), a fracio em AcOEt das
folhas de S. velutina apresentou CIM de 50 ug mL ™! contra S. mitis e 100 ug mL™! contra

A. actinomycetemcomitans. A fragdo DCM das folhas de S. velutina apresentou CIM de
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100 pg mL! contra S. mitis e S. sanguinis, e a fragdo em HEX das flores de S. velutina
exibiu CIM de 100 pg mL ! contra S. sanguinis. As fragdes em HEX das flores de
S. rugosa e folhas e flores de C. javanica apresentaram CIM de 100 pg mL™!, frente a
S. sanguinis. Os extratos e fragdes restantes apresentaram valores de CIM acima de
200 ug mL " e foram considerados de atividade antibacteriana moderada a fraca.

No ensaio com as bactérias anaerdbicas, os extratos mais ativos foram o EE das
flores de S. velutina (CIM = 50 png mL') e das folhas da mesma espécie
(CIM =100 pg mL"), ambos contra P. gingivalis. Os EE das folhas e flores de S. rugosa
apresentaram CIM de 100 ug mL ! contra P. gingivalis e A. naeslundii. Em rela¢io as
fragdes, as mais ativas foram a fracdo em HEX das flores de S. rugosa e as fragdes em
HEX das folhas e flores de C. javanica, com valores de CIM entre 6,25 ¢ 25 pg mL™!
contra P. gingivalis e A. naeslundii. A fragdo em AcOEt das flores de S. rugosa exibiu
valor de CIM de 50 ng mL! contra P. gingivalis. As fragdes em DCM das folhas de
S. rugosa, C. javanica e S. velutina apresentaram CIM de 100 pg mL' contra
P, gingivalis. J& as fragdes em HEX das folhas de S. rugosa e S. velutina apresentaram
CIM de 100 ug mL ! contra A. naeslundii (Tabela 8).

Os resultados de boa atividade antibacteriana nas fragdes hexanicas contra
bactérias anaerobicas indicam que os compostos menos polares presentes nessas fragoes
podem ser responsaveis pela atividade antibacteriana apresentada. Os demais extratos e
fragdes apresentaram valores de CIM entre 200 a 400 pug mL ! e foram considerados de
atividade moderada (Tabela 8). No ensaio antifungico, o EE das folhas de S. rugosa e das
folhas e flores de S. velutina (Tabela 7) foram considerados os mais ativos com CIM de
5,86 ug mL ! para C. glabrata e 46,87 pg m ' para C. albicans. O EE das folhas e flores
de S. velutina exibiu CIM de 187,50 ug mL™! contra C. tropicalis. O EE das flores de
C. javanica foi ativo apenas contra C. glabrata com CIM de 11,72 ug mL ™' e o EE das
folhas de S. multijuga foi ativo contra C. albicans com CIM de 23,44 pg mL .

As fragdes em DCM, AcOEt e hidrometanolica das flores e folhas de S. velutina
foram ativas contra as trés leveduras testadas com valores de CIM entre 1,46 a
46,87 ng mL™' (Tabela 8). A fracio em AcOEt das folhas e flores de
S. rugosa apresentou valores de CIM de 2,93 ng mL ' a 23,44 pg mL! contra as trés
leveduras. A fracdo hidrometandlica das folhas de S. rugosa também apresentou
promissora atividade antifungica com valores de CIM de 5,56 a 23,44 pg mL !, contra

C. albicans e C. glabrata, respectivamente. A fracdo em AcOEt das folhas de
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S. multijuga também foi mais ativo que seu EE, com valores de CIM de 5,86 pg mL™!,
5,86 ng mL™' e 23,44 pg mL™!, contra C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis,
respectivamente. As fragdes em AcOEt e hidrometandlica das flores de
C. javanica apresentaram o mesmo valor de CIM de 23,44 pg mL ~! contra C. glabrata.

Os demais extratos e fragdes exibiram valores de CIM entre 750-3000 pg mL™!,
sendo considerados fracamente ativos ou inativos. Esses resultados indicam que essas
espécies sao promissoras na busca por novos compostos antimicrobianos, especialmente
S. rugosa e S. velutina, que apresentaram valores CIM proximos aos valores exibidos
pelos controles positivos testados.

Ainda sdo escassos o0s estudos na literatura relacionados as propriedades
antimicrobianas de S. velutina e S. rugosa e de seus constituintes quimicos. O extrato
etanolico das folhas de S. rugosa apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias
Staphylococcus aureus (CIM 500 pg mL') e Pseudomonas aeruginosa
(CIM 250 pg mL'), e contra as leveduras C. famata (CIM 62,5 ng mL™), C. krusei
(CIM 62,5 ng mLY) e C. tropicalis (CIM 125 pg mL ") (Cunha et al., 2020). Este é o
primeiro estudo frente a bactérias cariogénicas e leveduras do género Candida em ambas

as espécies.

5.4 Atividade citotoxica de Cassia e Senna frente as células HeLa

Para determinar se os EE e fragdes apresentam ou ndo citotoxicidade, verificamos
a viabilidade celular em células HeLa. De acordo com os estudos sobre viabilidade
celular, ¢ convencionalmente aceito que substancias que mantém a viabilidade de 75%
em diante podem ser usadas para muitos tipos de aplicagdes terapéuticas (Lopez-Garcia
et al., 2014; Almeida et al., 2021). A partir dos valores de CCso, o indice de seletividade
(IS) foi calculado para todos os extratos e fragcdes. Valores positivos de IS indicam
seletividade contra microrganismos, enquanto valores negativos indicam toxicidade
contra cé¢lulas HeLa (Case et al., 2006).

Como resultado (Tabela 9), quase todos os EE foram capazes de reduzir a
viabilidade celular quando as maiores concentragdes foram usadas para tratar as células,
variando de 400 a 3200 pg mL™' (menor que 75%), exceto para o EE das flores de
S. velutina e para o EE das folhas de S. rugosa, quando a viabilidade foi

significativamente diminuida para 200 pg mL ! (abaixo de 75%), demonstrando maior
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potencial citotoxico em compara¢do aos outros extratos. Dentre os microrganismos
avaliados, os EE foram mais seletivos frente Candida spp. EE das flores de S. rugosa e
C. javanica exibiram IS de 0,90 e 1,44 frente a C. albicans e C. glabrata, respectivamente.
O EE de S. multijuga apresentou IS de 1,06 para C. albicans. Os EE das folhas e das
flores de S. velutina foram seletivos as leveduras testadas com IS entre 0,10 a 1,62
(Tabela 10).

As fragdes das folhas de S. multijuga apresentaram viabilidade celular até
50 pg mL!. A porcentagem de viabilidade celular foi entre 74,1 e 3,9% nas concentracdes
de 100 a 3200 pug mL ! (Tabelas 1A e 2A, Apéndice). A maioria das fragdes de C. fistula
exibiram viabilidade celular até 100 pg mL!. As demais fra¢des apresentaram viabilidade
celular de 2,6 a 72,9 % nas concentragdes mais altas. Grande parte das fracdes das flores
e das folhas de C. javanica apresentaram viabilidade celular até 50 pg mL !, exibindo
valores entre 65,8 a 3,3% de viabilidade celular nas concentra¢des 100 a 3200 ug mL .
Os valores de CCso e o IS indicaram que seletividade foi maior frente as leveduras. A
fragdo em AcOEt de S. multijuga exibiu indice de seletividade de 0,51, 1,11 e 1,11 para
C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, respectivamente. As fragdes em AcOEt e
hidrometandlica das flores de C. javanica apresentaram IS de 0,66 e 0,93,
respectivamente para C. albicans. Esses dados indicam que as fragdes dessas espécies s
apresentaram citotoxicidade frente as ce¢lulas HelLa nas concentracdes mais altas

(Tabelas 1A e 2A, Apéndice).

87



Tabela 9 — Ensaio de viabilidade celular frente as células HeLa de extratos etanolicos de Cassia e Senna spp.

Viabilidade Celular (%)

1
ug mL 1a 1b 2a 2b 3a 3b 4 5 6
0.195 106,00 94,01 96.26 89.01 8338 08,04 90.93 9548 96.78
0.391 104,49 91.73 91.80 84.59 100,02 98,96 89,66 10.13 98.97
0.781 99,88 90,61 08,74 o111 96.90 97.37 92,62 109,57 92.73
1,563 100,71 95,49 85.57 92,57 97.49 97.28 97.50 116.20 9138
3125 97.56 99,66 92.72 89.37 99,56 100.25 80.13 10468  108.88
6.25 101,60 04.47 113,64 9521 08,02 101,59 8328 97,08 109,66
125 105,58 95,61 108,98 99.22 10040 107.22 70.13 95,45 109,62
25 94,04 95.89 94,61 87.82 92.20 87.40 90,46 96,62 97.39
50 97.53 02,88 92.83 81,84 84.12 88,92 84.42 04,45 9271
100 85.75 85.57 85.41 76,84 79,69 7817 83.29 101,32 86.37
200 68,64 86,76 80.77 75.10 85.83 71.56 63.39 91,07 83,65
400 57.84 48.12 50,67 4461 8.57 10,04 26.10 8.5 50,46
800 10.81 473 18.49 16.78 8,84 10,14 4.58 3.93 24,06
1600 10.13 431 14.43 13.38 8.92 11.79 3.90 481 18.95
3200 13.87 6.34 15.80 14.57 _ 17.00 4,08 8.47 15.11

Porcentagem de células vidveis nas condigdes experimentais: Controle (meio de cultura): 100%, DMSO 1% (veiculo). 1a: folhas de S. rugosa, 1b: flores de S. rugosa, 2a: folhas

de C. javanica, 2b: flores de C. javanica, 3a: folhas de S. velutina, 3b: flores de S. velutina, 4: folhas de C. fistula, 5: folhas de S. multijuga, 6: folhas de C. grandis. Fonte: a
autora.
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Tabela 10 — Concentragdo citotoxica (CCso) e Indice de seletividade (IS) dos EE das flores e folhas de Cassia e Senna spp.

EE CCso Microrganismos/IS*
ng mL! A B C D E F G H I J
la 359.3 —0,05 —0,05 0,25 0,25 - -0,05 0,55 —-0,92 - -
1b 374,0 0,27 0,57 0,03 0,27 0,57 0,27 0,27 0,90 1,80 -
2a 381,8 0,02 - 0,02 0,28 - 0,02 —0,02 - - -
2b 3242 0,09 0,09 0,09 0,09 - -0,09 - —0,66 1,44 -
3a 2443 0,08 0,69 0,08 0,39 0,39 -0,21 0,21 0,72 1,62 0,11
3b 238,5 0,07 0,98 0,07 0,38 0,68 0,07 0,07 0,70 1,61 0,10
4 220,5 0,26 - 0,26 - - —0,26 0,04 - - -
5 266,3 0,17 —0,17 0,17 —0,17 - 0,17 - 1,06 - -
6 406,3 0,30 0,007 0,007 0,20 - 0,30 - 0,86 - -

*IS = log [CCso/CIM]. 1a: folhas de S. rugosa, 1b: flores de S. rugosa, 2a: folhas de C. javanica, 2b: flores de C. javanica, 3a: folhas de S. velutina, 3b: flores de S. velutina,
4: folhas de C. fistula, 5: folhas de S. multijuga, 6: folhas de C. grandis. A: S. mutans, B: S. mitis, C: S. sanguinis, D: A. actinomycetemcomitans, E: P. gengivalis, F: F. nucleatum,
G: A. naeslundii, H: C. albicans, 1. C. glabrata, J: C. tropicalis. O IS nao foi calculado para valores de CIM inconclusivos. Fonte: a autora.
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Quanto as fracdes das espécies mais ativas no ensaio antimicrobiano, S. rugosa e
S. velutina, as fragdes em DCM (FDSr-fo), AcOEt (FASr-fo) e hidrometandlica
(FHMSr-fo) das folhas de S. rugosa e hidrometanolica (FHMSr-fl) das flores de S. rugosa
reduziram a viabilidade celular quando adicionadas as células HeLa de 400 para
3200 pg mL™! (abaixo de 75%). As fragdes das folhas de S. velutina (FHSv-fo, FDSv-fl,
FASv-f1 e FHMSv-fo), das flores (FHSv-fo, FDSv-fl e FHMSv-fo) e das flores de S. rugosa
(FHS7-fl ¢ FASr-fl) diminuiram a viabilidade quando adicionadas as células HelLa em
200 a 3200 pg mL ! (abaixo de 75%) (Tabela 2A, Apéndice A). As fracdes em AcOEt das
folhas e flores de S. velutina e S. rugosa apresentaram resultados promissores no teste
antimicrobiano contra leveduras do género Candida, e exibiram valores positivos de IS
(entre 0,72 a 2,26) o que sugere sua seletividade para as espécies de Candida testadas,

indicando assim que sao espécies promissoras para continuidade dos estudos (Tabela 11).

Tabela 11 — Concentragao citotoxica (CCso) e indice de seletividade (IS) das fragdes em AcOEt
de folhas e flores de S. velutina ¢ S. rugosa.

CCso Microrganismos /SI*

Fragdes ngmL'  C albicans C. glabrata C. tropicalis
S. velutina
FHSv-fo 284,1 -0,72 —0,72 -0,72
FDSv-fo 387.,6 —-0,91 — —
FASv-fo 255,8 1,64 2.26 0,74
FHMSv-fo 266,9 — — —
FHSv-fl 109,8 —-1,43 -1,43 -1,43
FDSv-fl 166,8 1.15 1,75 0,85
FASv-fl 125,4 1,33 1,95 1.03
FHMSv-fl1 147,0 0,80 1,40 0,50
S. rugosa
FHSr-fo 106,9 —-1,45 — —
FDSr-fo 269,0 — — —
FASr-fo 266,9 1,66 1,66 1,36
FHMSr-fo 381,4 — — —
FHSr-fl 113,9 —0,82 —0,82 —0,82
FDSr-fl 136,8 0,76 1.07 -0,13
FASr-fl 219,3 1.27 1,87 0,97
FHMSr-fl 303,8 1.11 1.41 —

*IS = log [CCs0/CIM]. O IS nao foi calculado para valores de CIM inconclusivos. Fonte: a autora.
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5.5 Anotacdo de compostos presentes nos EE de Cassia e Senna por CLUE-IES-
EM/EM

Os 9 extratos obtidos das folhas e flores das espécies de Cassia € Senna foram
analisados utilizando a técnica de CLUE acoplada a Espectrometria de Massa por inje¢ao
eletrospray (EM-IES) nos modos positivo e negativo, bem como Espectrometria de
Massa em Tandem (EM/EM ou M?), visando propor a anotagio das substancias presentes
em cada extrato. As Figuras 15 a 19 mostram os cromatogramas de cada EE e as Tabelas
6 e 7 listam os compostos anotados em cada EE com seus respectivos tempos de retengao,
massas em alta resolugido [M — H] e [M + H]", erros em ppm e principais fragmentagdes.

A CLUE-IES-EM/EM ¢ uma técnica poderosa, de alta sensibilidade e precisdao
que permite a anotacdo de compostos organicos presentes em amostras complexas
(Yin et al., 2019). A CLUE separa os componentes presentes nos extratos, enquanto a
EM-IES permite a ionizagdo eficiente desses componentes para andlise por
espectrometria de massa. A EM/EM fornece informacodes estruturais adicionais por meio
da fragmentagdo dos ions selecionados (Dias; Melo; Crotti, 2012).

A andlise nos modos negativo (Figura 24 e 25) e positivo (Figuras 1A e 2A,
Apéndice) permitiu a deteccdo de ions moleculares e fragmentos caracteristicos de
compostos presentes nos EE. A identificagdo das substancias foi realizada com base na
comparagdo dos espectros de massas obtidos com a literatura. Os resultados obtidos
revelaram uma variedade de classes de metabolitos especiais presentes nos EE de cada
espécie (Tabela 12), como flavonoides, 4cidos graxos, proantocianidinas, alcaloides, entre
outros, sendo os flavonoides e as proantocianidinas compostos majoritarios presentes nos

EE das folhas e flores das espécies de S. rugosa e S. velutina (Figuras 26 a 29).
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Figura 24 — Cromatogramas no modo negativo dos extratos etanolicos de Cassia spp.
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Figura 25 — Cromatogramas no modo negativo dos extratos etanolicos de Senna spp.

Ingrede_MPivatto_FOSM_NEG

S. multijuga (folhas) TIoRN e
1.12e6
7.13 10.21
721.3654 S 116. 9274/
7-37 5552841 9.69
2073 116. 9270
=] 3.07
739.2081
5.86 7.82 \/JL,/ ﬂw
2.93,635. 1233 3.19;609.1456 478 269.1299 gop 559. 3120
55: 447 1866 J\ ,k_ /J\J 4.03;833.2002 2970389 [\ 721.3652 T
A 4 PG NN AN U & P :
1.00 2 00 4.00 i 00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Ingrede_MPivatto_FOSR_NEG 1: TOF MS ES-
3.20,609.1469 3.84529.1516 it
i S. rugosa (folhas) 2456
) 2.45 ‘
289.0710 | 994
| 421 495 891  116.9273
1.82 529.1499 769.2284 311.2003 A
0.54 3 585 5=
387.1133 305.0655 431 1921 A 269.1300 it
| AN
ol i - JIWAVY LA A R
‘ 1.00 " T200 T 300 200 | 500 5.00 700 | 800 " T e00 10.00
Ingrede_MPivatto_FLRS_NEG 1: TOF MS ES-
3.51;545.1471 BPI
S. rugosa (flores) 24768
b 478
785.2246
= 10.18
2.44 433 5.06 9.
054 188 2800709 7852249 ( | 7692281 890 yi5az7 10524
387.1136 0857 311.2004
Ls 15;1025.3035 53
| i
e
0 W ‘ k ; l\ V\ [ el . .
1.00 200 3.00 4. 00 800 7.00 8.00 9.00 10.00
Ingrede_MPivatto_FOSV_NEG i: TOF MS ES-
3.60;545.1467 g BRI
- - S. velutina (folhas) 23808
3 3.97
277  545.144g| 5291908
289.0699 415
«l 529.1500 , o
785.2245 850 =
0.54 311.2007 i
387.1130 5.86 ' e
| W JU\ il g
4 i
- | S N b B el ‘
1.00 2.00 300 4. 00 500 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Ingrede_MPivatto_FLSV_NEG 1: TOF MS ES-
3.61;545.1459 ) BPI
156 S. velutina flowers 22606
0.56 529.1510
191.0555 225
305.0660
= 276 518
289.0707 769.2295
3.45 5.32 an "
463.0878 769 2292 3”?30 sl
| LWLk il
: J A A LAY LA e
T 100 200 300 | 400 5.00 soo 700 | 800 2.00 10,00

Condi¢des: Condigdes: coluna Acquity UPLC HSS T3 C18 (100,0 mm x 2,1 x 1,8 pm) fase mével (A)
composta por dgua acidificada com 4cido férmico (0,1% (v.v~!) e fase movel B acetonitrila € 0.1% de 4cido
formico com gradiente de 5% a 100% de B (14 min). Fonte: a autora.
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Entre os flavonoides, canferol m/z 285 [M — H]™ (37a-37c¢) e quercetina m/z 301
[M — H] (38) e bem como os seus derivados glicosilados quercetina-3-O-glicosideo
m/z 463 [M — H] (23a/23b), canferol-O-glicosideo m/z 447 [M — H] (25a/25b) e
canferol-3-O-ramnosideo m/z 431 [M — H] (31), respectivamente, foram anotados nas
folhas e flores de C. javanica. As proantocianidinas dimeras cassiaflavana-galocatequina
m/z 545 [M — H]™ (27a-27f) e (ent)-cassiaflavana-(epi)-catequina m/z 529 [M — H]~
(30a-30g) ¢ as proantocianidinas trimeras (ent)-cassiaflavana(ent)-cassiaflavana-(epi)-
galocatequina m/z 785 [M — H] (36a-36e) ¢ (ent)-cassiaflavana-(ent)-cassiaflavana-
(epi)-catequina m/z 769 [M — H] (39a-39¢g) foram anotadas nas folhas e flores de
S. rugosa e S. velutina. A antraquinona reina m/z 283 [M — H]™ (50) foi anotada nos EE
de C. fistula (folhas) e C. javanica (flores). Diferentes formas estereoisoméricas podem
ter sido anotadas em tempos de reten¢do diferentes para algumas substincias (Tabela 12).

Estas classes de metabolitos especiais também foram detectadas na triagem
fitoquimica por CCD. Entretanto, no EE das flores de C. javanica foram anotados os
alcaloides piperidinicos 7-hidroxicassina m/z 314 [M + H]" (35), cassina m/z 298
[M + H]" (40) e prosopina m/z 316 [M + H]" (51), o que ndo foi detectado durante a
triagem fitoquimica nos extratos e fracdes desta espécie.

Pesquisas envolvendo o uso da CLUE-IES-EM/EM na identifica¢do de compostos
foram realizadas no extrato metanolico dos frutos de C. fistula, onde foram identificados
31 compostos, entre eles flavonoides, proantocianidinas e antraquinonas
(Tan et al., 2018). No extrato etandlico das folhas de S. velutina, foram identificados 4
flavonoides e 7 proantocianidinas (Campos et al., 2016). Castro e colaboradores (2019)
analisaram o extrato etandlico das raizes de S. velutina, e identificaram 11 compostos,
majoritariamente flavonoides derivados da catequina e antraquinonas (Castro et al.,
2019). Ambas as pesquisas apresentaram perfil quimico semelhante ao obtido neste
trabalho para a espécie S. velutina.

Silva e colaboradores (2019), utilizaram da CLAE-IES-EM/EM para identificar
0s compostos presentes nos extratos hexanico e etanolico, e em fracdes das folhas de C.
bakeriana. Nesta espécie, foi identificado a presenga de 4cidos fendlicos, flavonoides,
acidos graxos e derivados, antraquinona, esfingolipideos e proantocianidinas
(Silva et al., 2019). Sobeh e colaboradores (2017) identificaram 36 metabolitos especiais
nos extratos metanolico das cascas de S. singueana, as proantocianidinas foram os

compostos majoritarios (Sobeh et al., 2017). A anélise dos nove EE por CLUE-IES-
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EM/EM nesse estudo contribuem para o entendimento da composi¢cdo quimica das

espécies dos géneros Cassia e Senna.
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Tabela 12 — Anotacao de compostos presentes nos EE de Cassia e Senna spp. por CLUE-IES-EM/EM nos modos negativo e positivo.

R

Formula

Massa

A

Fragmentos

_ _ + + 7 e A .
(min) M - HJ molecular exata (ppm) EM/EM* IM + H] Compostos anotados Espécie  Referéncia
0,54 - CH/NO, 1380550 1,44 138 138,0552  écido 6-metilipicolinico (1) G (asluczlgtzlf)t
0,56  191,0554  CHpOs  191,0561  -3,66 173,137,127, 109 acido quinico (2) I gjff”zn(f;(;;’
1,69 4492023 - - - 403, 269, 113 - na E -
261,219,179, 165, - . (Nascimento
1,80 3050657  CisHusO; 3050667 3,27 137,125 galocatequina I (3a) F,G et al.. 2020)
- (Ng;
2,02 353,0872 Ci6H1509 353,0878 -1,69 191, 179, 135 acido clorogénico (4) G Lafontaine;
Vanier, 2004)
- - — 405,371,283, 216, - -
2,05 4512167 179, 145 n.a B
2,08  447,1866 - - - 401, 239, 191 - n.a E -
2,14 3451181 - - - 299,179, 161,119, - n.a E -
100
2,24 3050657  CisHuO;  305,0667 -327 261,219, 179, 125 - galocatequina IT (3b) H I (eljzsl‘“%e;é;’
2,30 349,0589 - - - 240, 150 - na E -
2,37 4512178 - - - 289, 179 - n.a B -
242 4951164 - - - 387, 180 - n.a E -
245,203, 161, 245, . (Abu-Reidah
2,44 2890706  CisHuO,  289,0718  —4,15 s 291,0863 catequina I (5a) D.EG o 2015
451, 425, 381, 339, - (epi)-catequina-(epi)- (Sobeh et al.,
256 5771341 CaHaOp  STZI3SL 173 Gegt s oo catequina (6) B,H,I 2018)
2,63 387,1647 - - - 164, 163 - n.a E -
2,66  447,1501 - - - 401, 269, 161 - n.a E -
2,66  707,1972 - - - 525, 435, 289, 253 - n.a D -
2,71  387,1653 - - - 208, 207 - na E -
2,77 461,1649 - - - 415, 269, 161 - n.a E -

tr: tempo de retencdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas
de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, 1. flores de S. velutina. *Nimeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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(mtl;n) IM-H] ig{g;?r lgf;sts; (p[?m) FE?\%I/IIIET/I?S [M + H]* Compostos anotados Espécie  Referéncia
227,221,203, 187, .
277 2890714  CisHuOe  289.0718 138 179, 165,151,137,  291,0860 catequina II (5b) B,C, D,  (Abu-Reidah
125, 109 H, 1 et al.,2015a)
431, 287, 269, 259, di-hidrocanferol (Abu-Reidah
2,77 4491085 CuHnOn 49,1089 0,89 178, 151 - hexosideo I (7a) G et al., 2015a)
2,82 431,1914 - - - 385,223, 153 - n.a C -
2,82 363,0737 - - - 240, 153 - n.a E -
2,83 405,1396 - - - 359, 245, 190, 161 - n.a D -
2,83 481,1328 B B B 348, 29‘;’5%73’ 258, - n.a G -
- quercetina-3’-O-glicosideo- (Ozarowski
2,85  771,1978  CxHOx 7712000 2,85 609, 463, 301 7-0-glicosildeo- H
, etal., 2018)
oxohexosideo (8)
2,86 509,1324 - - - 449, 180 - n.a E -
B 435, 407, 289, 271, (epi)-afzelequina-(epi)- (Souza et al.,
2,88 561,1387  CxHaOn  561,1402 2,67 245, 179, 125 563,1553 catequina I (92) B,D 2008)
B uercetina-3-sophorosideo I (Gémez-
2,90 6251400  CyH301;  625,1410  —1,59 463,305, 301, 239 d p H, 1 Romero et
(10a)
al., 2010)
2,92 635,1283 - - - 555, 435, 255, 231 - n.a E -
2,92 6251391 C27H30017 6251410 3,03 483317, 316,257 B miricetina-3-O-(6-ramnosil)- G (Sakna et al.,
hexosideo (11) 2019)
a rcetina-3 horosideo 11 (Gomez-
2,93 6251420  CyHyO1r  625,1410 1,59 463,307, 301 quercetina- (_18(;)1?) orosideo I Romero et
al., 2010)
- miricetina-3-0-glucosideo (Abu-Reidah
3,01 479,0816  CyHxOi3  479,0831 3,13 316, 271 (12) E et al., 2015b)
3,03 . . (Gémez-
639,1563  CaxHuOn  639,1567  —0,62 ~00» 311,439,229, - isorhamnetina-3- G,1 Romero et
146 sophorosideo (13) al.. 2010)

tr: tempo de retencdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas
de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, 1. flores de S. velutina. *Nimeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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(mtl;n) IM-H] ig{g;?r lgf;sts; (p[?m) F;E?\g[llllli(;l/[t’? S [M + H]* Compostos anotados Espécie  Referéncia
306 609,1450  CyHiO1  609,1461  —1,80 301, 300, 148 - rutina I (14a) A (Sal%ﬁ g; al.,
canferol-3-0-(2,6- (Sakna et al.,
3,06 739,2081 C33H40019 739,2091 -1,35 575, 284, 255 - diramnosil)-hexosideo (15) E 2019)
canferol-3-0-gentiobiosideo (Nascimento
3,08 609,1459 C27H30016 609,1461 -0,32 517,284,171 - (16) D et al., 2020)
682, 593, 441, 423,
3,10 849,2054 - - - 305, 177 - n.a I -
255, 229, 205, 189, (Silva et al
3,11 273,0760  CisHusOs  273,0757 1,09 187,179, 166, 139, - (epi)-afzelequina I (17a) B,C ;0169)“ .
135
B 411, 393, 285, 271, 3 (epi)-afzelequina-(epi)- (Silva et al.,
3,11 i CaoHa010 - 547,1610 2,01 255,231, 139 afzelequina I (18a) B 2019)
~ 3 guibourtinidol-galocatequina (Nascimento
3,12 561,1400 C30H26011 561,1402 0,35 407, 305, 255, 221 I (192) G et al., 2020)
409, 289, 271, 255, (epi)-afzelechina-(epi)- (Silva et al.,
3,12 561,1391 C30H26011 561,1402 -1,96 161 - catequina IT (9b) H 2019)
guibourtinidol-galocatequina (Nascimento
3,15 561,1403 C30H26011 561,1402 0,17 407, 305, 255, 179 — 11 (19b) G et al., 2020)
3,19  609,1455  CyHiOs  609,1461  —098  562,302,300,178  611,1618 rutina IT (14b) G, H (Salg(‘ﬁ g; al.,
438,391, 299, 273 o g . .
’ ’ ’ ’ metil-dihidroquercetina (Abu-Reidah
3,19 479,1187 C22H24012 479,1195 -1,66 255, 1791,11961, 131, — hexésido (20) B et al., 2015b)
321 609,1458  CyHsOs  609,1461  —0,49 302, 300, 178 - rutina 11T (14¢) EF (Sagl(lﬁg; al.,
543, 513, 452, 447, - (epi)-afzelequina-(epi)- (Souza et al
321 561,1389  CyHxOn  561,1402  —23 409, 405, 31, 305, eprraze equnaept I ouza evat.,
289, 271. 255, 175 catequina III (9¢) 2008)
3245031514 CyHyOwis  593,1512 033 429,285, 284, 255 - canfer°1'3'8'1r;:)bm°“de° ! A Bom g; al.

tz: tempo de retencdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas
de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, I: flores de S. velutina. *Numeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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(mtl;n) IM-H] nl::;ll:::l?r lgf;sts; (p[?m) FE?\%I/IIIET/I?S [M + H]* Compostos anotados Espécie  Referéncia
665, 647, 593, 543, - (epi)-afzelequina-(epi)- (Silva et al
3,26 833,2072 C45H33016 833,2087 -1,80 425,407, 365, 289, afzelequina-(epi)catequina I G 2019) ?
239,177 (22a)
3 - quercetina-3-0-glicosideo 1 (Nascimento
3,30 463,0876 C21H20012 463,0882 1,29 301, 300, 271 (23a) C,D,G et al., 2020)
3,31 473,0749 - - - 393, 231, 187 - n.a E -
3,33 463,0872 - - - 445, 235, 145 - n.a A -
333 609,1470  CxH3016  609,1461 1,47 302, 301, 300 - rutina IV (14d) H, 1 (Sal;zﬁ g al.,
- (epi)-afzelequina-(epi)- (Silva et al
3,40 833,2083 CssH33016 833,2087 -0,48 665, 365, 305, 289 afzelequina-(epi)catequina I1 G "
(22b) 2019)
- di-hidrocanferol (Abu-Reidah
3,42 449,1081 C21H2,01, 449,1089 -1,78 303, 285, 151 hexosideo I1 (7b) C,D et al., 2015a)
345 5931504 CyHyOis 5931512 134 285,270 595,1659 ~ canferol-3-O-rubinosideo Il - (Sakna et al.,
(21b) 2019)
345 5451445  CaHaOrno  545,1453  —146 391,289, 255, 245 guibourtinidol-catequina G (Sobeh et al.,
(24) 2018)
quercetina-3-0-glucosideo (Nascimento
3,45 463,0870 C21H20012 463,0882 -2,59 301, 300 465, 1048 11 (23b) H, 1 et al., 2020)
(Abu-Reidah
3,51 447,0929  CaHxOn  447,0933 0,89 327,285,284, 255 - Canfeml'(oz',sg;;w“deo ! D et al., 20152)
3,52 1-[1,5-dihidroxi-3-metil-8-
[3,4,5-triidroxi-6-[(3,4,5-
trildoxioxano-2- (Tan et al.,
525,1606  CaH30013  525,1614  —1,52 479, 231, 209 - iDoximetilJoxan-2- A 2018)

ilJoxinaftaleno-2-il]etanona
(26)

tg: tempo de retengdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas

de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, I: flores de S. velutina. *Numeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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(mtl;n) IM-H] ig{g;?r lgf;sts; (p[?m) FE?\%I/IIIET/I?S [M + H]* Compostos anotados Espécie  Referéncia
546, 436, 306, 285, canferol-3-O-rubinosideo 111 (Sakna et al.,
3,52 593,1506 C27H30015 593,1512  -0,67 239 - (21¢) H 2019)
cassiaflavana-galocatequina (Sobeh et al.,
3,53 545,1456 C30H26010 545,1453 0,55 435, 305, 239 - 1(27a) F,G 2018)
cassiaflavana-galocatequina (Sobeh et al.,
3,54 545,1457 C30H26010 545,1453 0,73 435, 305, 239, 179 - 11 (27b) G, H, 1 2018)
3,57 539,1760 - - - 232,231, 189 - n.a B -
435, 421, 305, 239, cassiaflavana-galocatequina (Sobeh et al.,
3,59 545,1467 C30H26010 545,1453 2,56 179, 125 - 111 (27¢) H 2018)
cassiaflavana-galocatequina (Sobeh et al.,
3,62 545,1452 C30H26010 545,1453 —0,18 305, 239, 137 - IV (27d) F 2018)
3,63 257,0450 - - - 215 - n.a A -
canferol-O-glicosideo II B,C,D, (Abu-Reidah
3,64  447,0937 C21H2001 447,0933 0,89 302, 300, 271 - (25b) E et al., 2015a)
3,69 505,2281 - - - 383,149 - n.a E -
271, 243, 215, 195, C e (Silva et al.,
3,73 CisH1406 289,0718 3,45 153, 149, 121, 107 289,0707 eriodictiol (28) C,D 2019)
375 4331136 CyHxOn 4331140 0,92 287,269, 180, 178 - di-hidrocanferol-3-0- c,p  (ihaeadl,
ramnosideo (29) 2019)
3,78 417,2120 - - - 371, 284, 161 - n.a B -
(epi)-afzelequina-(epi)- .
379 8332075  CusHuOwe 8332087 144 081,561,409,271, - afzelequina-(epi)-catequina E (Silva et al.,
245 2019)
11 (22¢)
3,84 529,1516  CyHxOo  529,1504 226 419,289, 239, 205 - (ent)-cassiaflavana-(epi)- ¢ |  (Campos ef
catequina I (30a) al.,2016)
- (epi)-afzelequina-(epi)- .
386 8332081  CusHyOi 8332087  —0,72 01409 271,257, afzelequina-(epi)-catequina E (Silva et al.,
245 2019)
IV (22d)
3,87 (epi)-afzelequina-(epi)- (Silva et al.,
545,1425 C30H26010 545,1453 =5,13 419,273,271, 125 afzelequina 11 (18b) B 2019)

tz: tempo de retengdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas
de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, I: flores de S. velutina. *Numeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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(mtl;n) IM-H] nl::;ll:::l?r lgf;sts; (p[?m) FE?\%I/IIIET/I?S [M + H]* Compostos anotados Espécie  Referéncia
- cassiaflavana-galocatequina (Sobeh et al.,
3,89 545,1451 C30H26010 545,1453  -0,36 435, 305, 239, 179 V (27¢) G 2018)
- (ent)-cassiaflavana-(epi)- (Campos et
3,95 529,1508 C30H2609 529,1504 0,75 419, 289, 239, 205 catequina IT (30b) H, 1 al., 2016)
396 4310970 CuHxOn  431,0984 324 287,285, 284,255 - Canfer°1'3'gir)amn°“de° B.cp (St o al.
3,97 4351288  CuHuOio 4351297 2,06 273, 151, 109 - florizina (32) E (W‘"‘;%gl ‘73; al.,
- cassiaflavana-galocatequina (Sobeh et al.,
3,97 545,1443 C30H26010 545,1453  -1,83 435, 305, 239, VI (271) F,G,H 2018)
- (epi)-afzelequina-(epi)- .
402 8332092 CuHyOi 8332087 0,60 OO 5612’4409’ 271, afzelequina-(epi)catequina E (Silva et al,
5 2019)
V (22¢)
- (ent)-cassiaflavana-
4,04 801,2191 C4sH33014 801,2189 0,24 633,495, 435, 305, guibourtinidol-galocatequina G (Sobeh eral.,
255 2018)
1(33a)
- (epi)-afzelequina-(epi)- (Silva et al
4,08 833,2090 C4sH33016 833,2087 0,36 409, 271, 257 afzelequina-(epi)catequina E N
2019)
VI (22f)
B - (ent)-cassiaflavana-(epi)- (Campos et
4,08 513,1547 C30H2603 513,1555 1,55 403,273,239, 173 afzelequina I (34a) F al., 2016)
B - (ent)-cassiaflavana-(epi)- (Campos et
4,13 513,1545 C30H2603 513,1555 1,94 403,273,239, 229 afzelequina 11 (34b) F al.. 2016)
- - (ent)-cassiaflavana- (epi)- (Campos et
4,15 529,1499 C30H2609 529,1504 0,94 377,289,239, 125 catequina 1T (30¢) G H, I al., 2016)
(epi)-afzelequina-(epi)- .
416 8332072 CuHyOy 8332087  -180 O081:261409.271, - afzelequina-(epi)-catequina E (Silva et al,
257, 161 2019)
VII (22g)
4,18 553,1921 - - - 246, 245, 230 - n.a B —
4,20 (ent)-cassiaflavana-(epi)- (Campos et
529,1498 C30H2609 529,1504  —1,13 419,289, 239, 205 - catequina IV (30d) F,G al., 2016)

tg: tempo de retengdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas
de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, I: flores de S. velutina. *Numeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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R _ Formula Massa A Fragmentos + , . A
- +
(min) [M - H] molecular exata (ppm) EM/EM* [M + HJ Compostos anotados Espécie Referéncia
422 ; CisHsNOs 3142684 445  296,278,250,120  314,2698 7-hidroxicassina (35) D (nggg 5@;
767, 545, 435, 305, cassiaflavana-cassiaflavana- (Campos et
427 7852243 CotluOis 7852240 0,38 289, 255 - (epi)-galocatequina 1 362) 1 a,2016)
B 419, 289, 239, 205, (ent)-cassiaflavana-(epi)- (Campos et
4,31 529,1500 C30H2609 529,1504 0,75 165 - catequina V (30¢) F al.. 2016)
545, 435, 305, 289, cassiaflavana-cassiaflavana- (Campos et
433 7852248 CeHunOn 7852240 1,01 239 - epigalocatequina IT (36b) G H al., 2016)
4,37 493,2280 - - - 448, 447, 315, 161 - n.a D -
767,529, 435, 305, cassiaflavana-cassiaflavana- (Campos et
442 7852 LaflaOuw - 785,2240 - —L01 289,239 - (epi)-galocatequina IIT (36¢) H al., 2016)
(ent)-cassiaflavana-
4,45 801,2191 C45H38014 801,2189 0,24 691, 561, 545, 435, - guibourtinidol-galocatequina G (Sobeh et al.,
305, 255, 239 2018)
IT (33b)
3 3 (ent)-cassiaflavana-(epi)- (Campos et
4,46 529,1498 C30H2609 529,1504 1,13 289, 239, 205 catequina VI (30) H al., 2016)
271, 267,257,217, (Tan et al
4,47 285,0392 CisH100s 285,0405 4,56 199,185,175, 151, 287,0552 canferol T (37a) E, 1 2018) ?
133
. (Abu-Reidah
4,48 301,0344 CisH1007 301,0354 3,32 178, 151, 107 303,0503 quercetina (38) D et al., 2015a)
4,48 285,0398 CisH100s 285,0405 2,45 256,175,151,133  287,0553 canferol II (37b) C (T;r(l)leg)al.,
(ent)-cassiaflavana-(ent)- (Campos et
4,48 769,2294 C4sH33012 769,2291 0,39 529, 419, 289, 239 - cassiaflavana-(epi)- F P
. al., 2016)
catequina I (39a)
4,49 - CisHssNOs 2982735 2,34 280, 240, 189 298,2742 cassina (40) D (ap;vggg Se)t
4,53 377, 289, 255, 239, - (ent)-cassiaflavana-(epi)- (Campos et
52,1499 CablaOs 5291504 0,94 137 catequina VII (30g) H1 al., 2016)

tg: tempo de retengdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas
de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, I: flores de S. velutina. *Numeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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R Formula Massa A Fragmentos + , . A
- HJ~ +
(min) [M - H] molecular exata (ppm) EM/EM* [M + HJ Compostos anotados Espécie Referéncia
- (ent)-cassiaflavana-(ent)-
458 7692296  CusHiOp 7692291 065 520 479-419,289, cassiaflavana-(epi)- p,.g  (Camposel
239, 205 . al., 2016)
catequina II (39b)
365, 273, 255, 239, - (ent)-cassiaflavana-(epi)- (Campos et
463 5131552 GablaOs - SI31555 =058 7515 137 125 afzelequina 111 (34c) H1 al., 2016)
- (ent)-cassiaflavana-(ent)-
4,64 7692292  CusHiOn 7692291 0,13 529, 419, 289, cassiaflavana-(epi)- F (Campos ez
21,0439 . al., 2016)
catequina III (39¢)
467 273,057  CisHuwOs  273,0757 000 22821 11’01951’ 145, - (epi)-afzelequina II (17b) E (Sﬂzvgleg’)“"’
546, 545, 435, 305, - cassiaflavana-cassiaflavana- (Campos et
H76 7852245 CasllaOi 78,2240 0,63 239, 180 (epi)-galocatequina IV 36d) > T ar 2016)
4,78 297,0389 - - - 279, 159 - n.a E -
769, 675, 545, 435, - cassiaflavana-cassiaflavana- (Campos et
H78 T8ABT CasllyOi 7852240 08 305, 239 (epi)-galocatequina V (36e) H al., 2016)
546, 545, 435, 305, - cassiaflavana-cassiaflavana- (Campos et
4.85 785,2245 CasHisO13 785,2240 0,63 289 (epi)-galocatequina VI (36f) H,1 al., 2016)
- (ent)-cassiaflavana-(ent)-
495 7692283  CusHuOp 7692291  —1,04 2419 289,239, cassiaflavana-(epi)- F,G,H,1 (Camposer
205 . al., 2016)
catequina IV (39d)
- acido tri-hidroxi- (Silva et al.,
5,03 327,2173 CisH30s 3272177 -1,22 211,171 octadecadienoico (41) AE 2019)
(ent)-cassiaflavana-(ent)-
504 7692297  CusHyxOn 7692201 0,78  0°9-°29,419,289, - cassiaflavana-(epi)- G,  (Camposel
239 . al., 2016)
catequina V (39e)
5,05 285,0396 CisHi00s 285,0405 3,15 229, 185, 151 287,0545 canferol III (37¢) C,D (Tzl(l)leg)‘ﬂ"
5,05 (ent)-cassiaflavana-(ent)-
’ 659, 529, 419, 289, . . (Campos et
769,2281 CasH33012 769,2291 -1,30 239,205 - cassiaflavana-(epi)- G, H al., 2016)

catequina VI (39f)

tr: tempo de retencdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas
de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, 1. flores de S. velutina. *Numeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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(mtl;n) IM-H] ig{g;?r lgf;sts; (p[?m) FE?\%I/IIIET/I?S [M + H]* Compostos anotados Espécie  Referéncia
(ent)-cassiaflavana-(ent)- (Campos et
5,16 769,2291 C4sH33012 769,2291 0,00 617,529, 365, 289 - cassiaflavana-(epi)- H, 1 P
: al., 2016)
catequina VII (39g)
4cido 13-amino-13-o0xo- (Gémez-
5,19 242,1763 CisHuNOs  242,1773 4,12 225, 181, 150 - . s A,B,E Romero et
tridecanodico (42)
al.,2010)
(ent)-cassiaflavana-(ent)-
785, 545, 435, 305, cassiaflavana-(ent)- Proposta da
5,13 1025,3029  CeH016  1025,3030 0,9 139 - cassiaflavana-(epi)- G autora
galocatequina I (43a)
(ent)-cassiaflavana-(ent)-
1009, 915, 785, cassiaflavana-(ent)- Proposta da
5,21 10253029 CeoHasOrs 10253030 0,9 545, 435, 305, 255 B cassiaflavana-(epi)- G autora
galocatequina II (43b)
522 2271283 CoHxOs 2271289 2,64 183, 165 - icido traumatico (44) A, B,E (Sﬂzvgleg’)“’ .
617,529, 377, 239, - cassiaflavana-naringenina- (Campos et
5,22 769,2294 C4sH33012 769,2291 0,39 151 afzelequina I (452) H, 1 al., 2016)
(ent)-cassiaflavana-(ent)-
899, 769, 659, 529, cassiaflavana-(ent)- (Moura et
3,28 10093076 CooHsoOrs 1009,3077 =009 = 419 559 239 - cassiaflavana-(epi)- G al., 2020)
catequina I (46a)
acido hidroxiocta- (Silva et al.,
5,31 329,2331 CisH3405 329,2333 0,60 211,171, 139 - decanodioico (47) A 2019)
cassiaflavana-naringenina- (Campos et
5,31 769.2286 C4sH33012 769,2291 -0,65 617,605,377, 151 - afzelequina IT (45b) H, 1 al., 2016)
5,44 (ent)-cassiaflavana-(ent)-
1009.3076 CosHsoO1s 1009.3077  —0,09 857,769, 617,529, : cassiaflavana-(ent)- H, 1 (Moura et al.,

377,239, 205

cassiaflavana-(epi)-
catequina II (46b)

2020)

tz: tempo de retengdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas

de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, I: flores de S. velutina. *Numeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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(mtl;n) [M - H]" ig{g;?r lgf;sts; (p[?m) Fll:l?\%llllll(;l/lt’? > [M+H]* Compostos anotados Espécie  Referéncia
acido dihidroxipalmitico (Gémez-
551 2872217  Ciels0s 2872228  -3,82 269 - p D,G Romero et
(48)
al., 2010)
(ent)-cassiaflavana-(epi)-
558 7532335 CuHyOn 7532341 079 0% 313,365,239, - fisetinidol-(ent)- I (Moura et al.,
151 . 2020)
cassiaflavana (49)
A,B,C,
585 269,1306 - - - 248 - na D,E,F, -
G HI
6,00 283,0243  CisHsOs  283,0248 —1,76 257,239, 183, 151 - reina (50) A,D (Cugg? 76)[ al.,
6,28  580,2910 - - - - n.a H -
3 . (Nascimento
6,56 CisH»NO;  316,2846 1,89 298, 280, 219 316,2852 prosopina (51) D et al.. 2020)
6,56 - CisHxNO;  318,3003 0,00  300,282,270,252  318,3003 fitoesfingosina (52) D (S‘lzvgleg’)“"’
6,71  883,4183 - - - 8 5771’75959’ 397, - na A -
6,95 7213649 - - - AR I na A, B,E -
7,06 5932715 - - - 413,277 - n.a A -
709 7213651 - - _ 675 4152’33597’ 277, - na AH -
262,261,243, 173, monoglicerideo do acido (Abu-Reidah
7,10 - CabseOs 3532697 =198 g 101 105 3332690 linolénico (53) AE i, 2015a)
- - — 676,415,397, 277, - -
7,11 721,3647 235, 161 n.a C, E
736  577,2651 - - - 299, 225, 164 - n.a AE -
7,68 - C3:HusNOs 5203421 3,84 502,337,184,104  520,3401 sespendole (54) C, 1 (Abu-Reidah
et al.,2015a)
781 5593113 - - - 513,277, 253 - n.a AE —

tz: tempo de retencdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas

de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, I: flores de S. velutina. *Nimeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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R Formula Massa A Fragmentos

_ — + + r . A .
(min) M - HJ molecular exata (ppm) EM/EM* M + H] Compostos anotados Espécie Referéncia
7,88  699,3802 - - - 653, 415, 397, 225 - n.a A,E -
7,99 571,2891 - - - 315, 255, 152 - n.a A -

tg: tempo de retengdo; n.a: ndo anotado; A: folhas de C. fistula, B: folhas de C. grandis, C: folhas de C. javanica, D: flores de C. javanica, E: folhas de S. multijuga, F: folhas
de S. rugosa, G: flores de S. rugosa, H: folhas de S. velutina, I: flores de S. velutina. *Numeros em negrito indicam o pico base. Fonte: a autora.
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Figura 26 — Flavonoides anotados nos extratos etanolicos das flores e folhas de Cassia e Senna spp.
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Fonte: a autora.
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Figura 27 — Proantocianidinas anotadas nos extratos etandlicos das flores e folhas de Cassia e Senna spp.
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Fonte: a autora.
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Figura 28 — Compostos anotados nos extratos etanolicos das flores e folhas de Cassia e Senna spp.
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5.6 Constituintes quimicos presentes nas fracoes ativas de S. velutina

As fragdes em AcOEt das folhas (FASv-fo) e das flores (FASv-fl) de
S. velutina foram as mais ativas contra Candida spp., ndo apresentando citotoxicidade
frente as célula HeLa no ensaio de viabilidade celular nas menores concentragdes.
Portanto, essas fragoes foram analisadas por CLUE-IES-EM no modo negativo para obter
os cromatogramas BPI (Figura 30), que permitiram a identificagdo de compostos das
classes dos flavonoides e das proantocianidinas. As anotagdes foram realizadas utilizando
massas exatas e fragmentacdes, comparando os dados com a literatura. A Tabela 13
resume os tempos de retengdo (fr), massas em alta resolucdo [M — H]J~, formulas
moleculares, erros (ppm) entre valores tedricos e massas acuradas, € os principais
fragmentos EM/EM para a anotacdo dos compostos 1-16. Picos cromatograficos em
diferentes tempos de retencdo com espectros de massas semelhantes foram considerados

epimeros e diasteredmeros (Figura 31).

Figura 29 — Cromatogramas das fracdes em AcOEt das folhas e flores de S. velutina.

Ingreds_FASV-l_DDA_NEG 1: TOF MS ES-
495,545 1440 8P|
N 2.29¢6
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fi, 2890718 \ } lh596769 2280 : 9.12
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Condicdes: Condigdes: coluna Acquity UPLC HSS T3 C18 (100,0 mm x 2,1 x 1,8 pm) fase mével (A)
composta por agua acidificada com acido formico (0,1% (v.v~!) e fase mével B acetonitrila e 0.1% de 4cido
formico com gradiente de 5% a 100% de B (14 min). Fonte: a autora.
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Tabela 13 — Composi¢do quimica das fracdes em AcOEFEt das folhas (FASv-fo) e flores (FASv-l) de S. velutina por CLUE-(—)-IES-EM/EM.

R _ Foérmula IM-H] A EM/EM Compostos A .
(min) M —H] molecular exact mass (ppm) Fragmentos?® identificados FAE Referéncia
1 0,78 191,0555 C7H1206 191,0561 -3,14 173,127,111 acido quinico FASv-fl (Abu-Reidah et al., 2015)
2 2,89 305,0662 Ci5 Hi404 305,0667 -1,63 261,219, 179, galocatequina FASv-fo e (Sobeh et al., 2017,
167, 137, 125, FASv-fl Nascimento et al., 2020)
109
3 3,44 289,0718 Ci5H140¢ 289,0718 0,00 245,203, 187, catequina FASv-fo e (Sobeh et al., 2017,
151, 123, 109 FASv-fl Nascimento et al., 2020)
4 3,53 625,1430 C27H30017 625,1410 3,19 464, 463, 302, quercetina-3- FASv-fl (Gémez-Romero et al.,
301, 300, 271 soforosideo 2010)
5 3,85 561,1392 C30H26011 561,1402 -1,78 451,421, 305, guibourtinidol- FASv-fl (Abu-Reidah et al., 2015)
255,221, 145, galocatequina
125
6 3,96 609,1445 C33H40021 609,1461 -2,62 302, 301, 300 rutina FASv-fo e (Sakna et al., 2019;
FASv-fl Nascimento et al., 2020)
7 4,09 463,0875 C21H20012 463,0882 -1,51 301, 300, 272, quercetina-3-0O- FASv-fo e (Sakna et al., 2019;
255, 215, 149 glocosideo FASv-fl Nascimento et al., 2020)
8 4,15 593,1503 C27H30015 593,1512 -1,51 284, 285, 270, canferol-3-O- FASv-fo (Sakna et al., 2019;
255 rubinosideo Nascimento et al., 2020)
9 4,18 545,1437 C30H26010 545,1453 -2,93 435,421, 306, cassiaflavana- FASv-fo e (Campos et al., 2016;
305, 239, 219, galocatequina FASv-fl Nascimento et al., 2020)
125
10a 4,53 529,1505 C30H2609 529,1504 0,18 419, 405, 289,  (enf)-cassiaflavana- FASv-fo e (Campos et al., 2016;
239, 205, 109 (epi)-catequina | FASv-fl Nascimento et al., 2020)
10b 4,63 529,1509 C30H2609 529,1504 0,94 419, 289, 239,  (ent)-cassiaflavana- FASv-fo e (Campos et al., 2016;
203, 109 (epi)-catequina I1 FASv-l Nascimento et al., 2020)
10c 4,83 529,1501 C30H2609 529,1504 -0,56 377,365,290, (ent)-cassiaflavana- FASv-fo e (Campos et al., 2016;
255,239, 215, (epi)-catequina II1 FASv-fl Nascimento et al., 2020)

151

tr : Tempo de retengdo; n.i: ndo identificado; * os numeros em negrito indicam o pico base. Continua.
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R _ Foérmula IM-H] A EM/EM Compostos A .
(min) [M - H] molecular exact mass (ppm) Fragmentos?® identificados FAE Referéncia
10d 5,13 529,1503 C30H2609 529,1504 -0,18 289, 239, 205 (ent)-cassiaflavana- FASv-fo (Campos et al., 2016;
(epi)-catequina IV Nascimento et al., 2020)
10e 5,22 529,1496 C30H2609 529,1504 -1,51 377,289, 255,  (ent)-cassiaflavana- FASv-fo (Campos et al., 2016;
239, 137 (epi)-catequina V Nascimento et al., 2020)
11 535 513,1553 C30H2605 513,1555 -0,38 365,273,255, (ent)-cassiaflavana- FASv-fo (Campos et al., 2016;
239, 125 (epi)- afzelequina Nascimento et al., 2020)
12 5,50 785,2233 C4sH33013 785,2240 -0,89 545,435,305, (ent)-cassiaflavana- FASv-fo e (Campos et al., 2016;
239,221 (enf)-cassiaflavana- FASv-l Nascimento et al., 2020)
(epi)-galocatequina
13 5,61 769,2279  C4sH33012 769,2291 -1,56 659,529,419,  (ent)-cassiaflavana- FASv-fo (Campos et al., 2016;
289, 239 (ent)- Nascimento et al., 2020)
cassiaflavana-(epi)-
catequina
14a 5,86 769,2304 C4sH33012 769,2291 1,69 529,377,273, (ent)-cassiaflavana- FASv-fo e (Campos et al., 2016;
255,239, 151 naringenina- FASv-fl Nascimento et al., 2020)
afzelequina |
14b 5,93 769,2289 C45H33012 769,2291 -0,26 617,377,239, (ent)-cassiaflavana- FASv-fl (Campos et al., 2016;
151 naringenina- Nascimento et al., 2020)
afzelequina II
16 6,27 753,2331 C4sH3301, 753,2341 -1,30 643,513,403, (ent)-cassiaflavana- FASv-fl (Moura et al., 2020)
289, 267, 239, (epi)-fisetinidol-
125 (ent)-cassiaflavana
7,28 293,1747 - - - 236, 221, 220, n.i FASv-fo e -
205, 148 FASv-fl
7,86 194,0818 - - - 179, 149, 102 n.i FASy-fl -

tr : Tempo de reteng@o; n.i: ndo identificados; ? os nimeros em negrito indicam o pico base. Fonte

. a autora.
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Figura 30 — Compostos anotados nas fracdes AcOEt das folhas e flores de S. velutina.
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Fonte: a autora
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O primeiro composto anotado com #r 0,78 min, apresentou ion precursor de m/z
191,0555 [M — H] e um ion fragmento de m/z 173, (Tabela 13 e Figura 31), que
corresponde a eliminacao de H>O (18 u) (Figuras 32 e 39), indicando que este composto

¢ o acido quinico (1), que estda em consonancia com dados da literatura (Abu-Reidah et

al., 2015; Nascimento ef al., 2020).

Figura 31 — (-)-IES-EM do composto 1 (#r 0,78 min) de FASv-fl.

Ingrede_FASV-fi_DDA_NEG 47 (0.780) [M - H] 1: TOF MS ES-
191.0555 8.26e5
100+
0 —| —H
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2] HO OH
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5 | 1 |
T T T miz
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Fonte: a autora.

Figura 32 — (-)-IES-EM/EM (30 ¢V) do composto 1 (¢r 0,78 min) de FASv-fl.

Ingrede_FASV-fi_DDA_NEG 47 (0.788) 4: TOF MSMS 533.20ES-

100+ 191.0555 2.32e4
ae_
-18u
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oL 103001 1110453 127.0392  145.0484 173.0459179.0807 || 193.0603
%0 100 | 410 | 120 | 130 | 140 | 150 | 180 | 170 | 180 | 180 . 200 |

Fonte: a autora.

Os compostos 2 (¢z 2,89 min) e 3 (¢z 3,44 min) apresentaram ions precursors [M
— H]™ de m/z 305,0662 e 289,0719/289,0718, respectivamente (Figura 33). Através da

EM/EM, foran obtidos os ions fragmentos de m/z 261, 167, 137 e 125 para o composto 2,
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enquanto os ions fragmentos de 3 foram observados em m/z 245, 151, 137 ¢ 109. Os ions
fragmentos de m/z 137 (2 e 3), 151 (3) e 167 (2) foram correlacionados com uma clivagem
do anel C através de um mecanismo retro-Diels-Alder (RDA), uma reagdo comum em
flavonoides e derivados (Demarque et al., 2016). Os ions fragmentos de m/z 125 (2) e
109 (3) foram correlacionados com a clivagem heterolitica entre os anéis B e C, indicando
que os compostos 2 ¢ 3 sdo os flavonoides galocatequina e catequina, respectivamente
(Figura 39) (Sobeh et al., 2017; Nascimento et al., 2020).

O composto 4 (¢z 3,53 min) apresentou ion precursor de m/z 625,1430 [M —H] e
ions fragmentos de m/z 463 e 301 (Figura 39), que foram correlacionados a perda dos
glicosideos em C-3 do anel C por clivagem heterolitica. Isso sugere que o composto 4 ¢
a quercetina-3-soforosideo com dados corroborados com a literatura (Figuras 34, 35 ¢ 39)

(Goémez-Romero et al., 2010; Ferreres et al., 2017).
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Figura 33 — (-)-IES-EM e (-)-IES-EM/EM (10 eV) dos compostos 2 (zr 2,89 min) (A) e 3 (¢r 3,44 min) (B) de FASv-fl e de FASv-fo.

Ingrede_FASV-fl_ DDA_NEG 173 (2.891) IM-H] 1: TOF MS ES- |ngrede_FASV-fi_DDA_NEG 172 (2.879) 2: TOF MSMS 305.06ES-
66 305.0662 4.80e5 125.0229 26663
1 100+
OH | -H
OH
HO o O
OH
* £ 050630 (A)
OH 137.0246 T
OH
109.0276 "
2: m/z 305 180u |l164.0110 179.0354 221.0433
Eatan | N [ 245:0748.1 2220473, 26107123, oo l
L — e e A e e I TR I ‘“hl““' “ L ["lh‘i".""'“‘ S T Y I‘!.{ - il‘ lrrerrebbepereeprdler miz
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 60 80 100 | 120 140 | 180 | 180 | 200 = 220 = 240 = 260 280 300
Ingrede_FASV-fi_DDA_NEG 205 (3.442) M-H] 1: TOF MS ES-

0 289.0718 4.35€5 Ingrede_FASV-fl_DDA_NEG 203 (3.412) 2: TOF MSMS 289.06ES-
ity 100- 289.0731 2.94e3
_| -H -180u

OH
O 109.0282 < -44u
e oo UMb e
O OH 123.0451 2450813
= _
OH = 138U 503 o721 (B)
OH 151.0385 205.0509
( =152u 90,0727
3: m/z 289 187.0374 || 221.0820 1
108.0197 2460826
- | ’ 291.0755
L o AL WA i AL el o i ot IS A o i S ot it e et s e e A L TS ! “-J.Jl“’.'-:“{ ¥ Y
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Fonte: a autora.
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Figura 34 — (-)-ESI-MS do composto 4 (¢r 3,53 min) de FASv-fl.
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Figura 35 — (-)-IES-EM/EM (10 e¢V) do composto 4 (fr 3,5 min) de de FASv-fl.
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Fonte: a autora.

Os flavonodis glicosilados 68 foram identificados em tr 3,96, 4,09 € 4,15 min, e
apresentaram ions precursores [M — H] de m/z 609,1445, 463,0875 e 593,1503,
respectivamente (Figuras 36, 38 e 40). Nos espectros IES-EM/EM (Figuras 37 e 38),
foram observados ions fragmentos relacionados as perdas dos glicosideos ligados no
C-3 do anel C por clivagem heterolitica, que resultaram nos ions aglicona de m/z 301
(6 ¢ 7) e 285 (8). Além disso, a clivagem homolitica desses ions forneceu os ions

fragmentos de m/z 300 (6 € 7) e 284 (8), indicando que esses compostos sdo os flavonodis
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rutina (6), quercetina-3-O-glicosideo (7) e canferol-3-O-rubinosideo (8) (Tabela 13 e
Figuras 40 e 41) (Nascimento et al., 2020; Sakna et al., 2019).

Figura 36 — (-)-IES-EM do composto 6 (tr 3,96 min) de FASv-fl e de FASv-fo.
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Fonte: a autora.

Figura 37 — (-)-IES-EM/EM (10 eV) do composto 6 (zr 3,9 min) de FASv-fl e de FASv-fo.
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Fonte: a autora.
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Figura 38 — (-)-IES-EM e (—)-IES-EM/EM (10 ¢V) de 7 (fr 4,09 min) (A) e 8 (tr 4,15 min) (B) de FASv-fl e de FASv-fo.
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Fonte: a autora.
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Figura 39 — Propostas de fragmentacdes do acido quinico (1) e dos flavonoides 2—4 ¢ 6-8, analisado por (-)-IES-EM/EM.
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Os ions precursores [M — H]|™ de m/z 561,1392 (5) (tr 3,85 min), 545,1440 (9)
(tr 4,62 min), 529,1505 (10a) (tr 4,53 min), 529,1509 (10b) (tr 4,63 min), 529,1501 (10c¢)
(tr 4,83 min), 529,1503 (10d) (tr 5,13 min), 529,1496 (10e) (fr 5,22 min), 513,1536 (11)
(tr 4,80 min) foram atribuidos a dimeros de proantocianidinas. Na analise dos espectros
EM/EM, os principais fragmentos emergiram de uma fissdo do tipo quinona metideo
(QM), que quebra a ligacdo interflavana entre C4—CS8, dando origem aos ions
monomeéricos de m/z 255 (5) e 239 (9, 10a—10e ¢ 11) e os ions da unidade terminal de
m/z 305 (5¢9), 289 (10a—10e) ¢ 273 (11) (Figuras 40—43). Este tipo de fragmento (QM)
fornece ions diagnosticos que permitem identificar a sequéncia de conexao de oligdbmeros
heterogéneos (Gu et al., 2003). fons fragmentos de m/z 179 (5), 125 (5 ¢ 9) e
109 (10a—10e) foram atribuidos a clivagem heterolitica entre os anéis B e C da unidade
terminal da fissdo do QM. Além disso, o ion fragmento de m/z 425 (5) foi atribuido a uma
fissdo RDA, e os ions de m/z 451 (5), 435 (9), 419 (10a—10c) ¢ 403 (11) foram atribuidos
a fiss@o do anel heterociclico (HRF) que leva a eliminagdo do anel A (110 u) (Figura 44)

(Campos et al., 2026; Sobeh et al., 2018; Nascimento et al., 2020).
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Figura 40 — (—)-IES-EM e (-)-IES-EM/EM (10 e¢V) de 5 (& 3,85 min) (A) e 9 (tr 4,18 min) (B) de FASv-fl e FASv-fo.
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Fonte: a autora.
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Figura 41 - (-)-IES-EM e (-)-IES-EM/EM (10 eV) de 10a (& 4,53 min) (A) e 10b (& 4,63 min) (B) de FASv-fl e FASv-fo.
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Fonte: a autora.
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Figura 42

()-IES-EM e (O)-IES-EM/EM (10 eV) de 10c (& 4,83 min) (A) e 10d (& 5,13

min) (B) de FASv-fl e FASv-fo.
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Figura 43 - (O)-IES-EM e (O)-IES-EM/EM (10 eV) de 10e (fx 522 min) (A) e 11 (& 535 min) (B) de FASy-fo.
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Figura 44 — Propostas de fragmentagdes das proantocianidinas dimeras S, 9, 10a—10e e 11,
analisado por (—)-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora

Os fons precursores [M — H]™ de m/z 785,2233 (12) (tr 5,50 min), 769,2279 (13)
(tr 5,61 min), 769,2304 (14a) (¢r 5,86 min), 769,2289 (14b) (tr 5,93 min) e 753,2331 (15)
(tR 6,27 min) foram atribuidos a moléculas desprotonadas de trimeros de
proantocianidinas (Figuras 45 a 48). Na anélise dos espectros EM/EM, os principais ions
fragmentos se originaram da fissdo QM (clivagem entre C4—C8), resultando em uma
perda do monomero cassiaflavana (240 u), dando origem aos ions fragmentos de m/z 545
(12), 529 (13-14b) e 513 (15), além do ion mondomero de m/z 239 (13-14b e 15).
Sequencialmente, uma segunda clivagem do tipo QM dos ions anteriores levou aos ions
fragmentos de m/z 239 (12, 13 e 15) e 255 (14a/14b), e aos ions da unidade terminal de
m/z 305 (12), 289 (13) e 273 (14a/14b e 15), o que mostrou que o primeiro mondmero de
proantocianidina ¢ a cassiaflavana (240 u). O monomero de extensdo para 12 e 13

(m/z239) e 15 (m/z 255) sdo cassiaflavana, guibourtinidol e naringenina, respectivamente.
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Os monoémeros terminais para 12 (m/z 305), 13 (m/z 289), 14a/14b (m/z 273) e 15
(m/z 239) referem-se a galocatequina, catequina, afzelequina e cassiaflavana,
respectivamente. A clivagem por HRF dos mesmos ions intermediarios (m/z 545, 561,
529 e 513) forneceram os ions fragmentos de m/z 435 (12), 419 (13) e 403 (15), com a
perda do resorcinol (110 «) (Campos et al., 2016; Nascimento et al., 2020). Os fragmentos
obtidos através da QM e HRF forneceram informagdes sobre a identidade e a ordem das

conexdes monomeéricas nos oligomeros (Figura 49) (Tabela 13).

Figura 45 — (-)-IES-EM do composto 12 (fr 5,50 min) de FASv-fo e FASv-fl.
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Fonte: a autora.

Figura 46 — (-)-IES-EM/EM (10 e¢V) do composto 12 (#r 5,50 min) de FASv-fo e FASv-fl.
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Fonte: a autora.
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Figura 47 — (-)-IES-MS e (-)-IES-EM/EM (10 eV) de 13 (#: 5,61 min) (A) e 14a (tr 5,86 min) (B) de FASv-fo e e FASv-fl.
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Fonte: a autora.

128



Figura 48 — (-)-IES-EM e (-)-IES-EM/EM (10 ¢V) de 14b (x 5,93 min) (A) e 15 (tx 6,27 min) (B) de FASv-fl.
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Figura 49 — Propostas de fragmentacdes das proantocianidinas trimeras 12, 13, 14a/14b, e 15
analisado por (—)-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora

A anotacao dos metabolitos especiais presentes nas fracdes ativas por CLUE-IES-
EM/EM possibilitou a compreensdao de quais compostos presentes poderiam ser
relacionados a atividade antimicrobiana. Os compostos 2, 3, 6,7, 9, 10a e 12 ¢ 14a, além
de outras formas isoméricas, estdo presentes em ambas fragdes AcOEt das folhas e flores
de S. velutina, o que pode indicar que a atividade antifungica est4 correlacionada com a
presenca desses compostos. Dimeros e trimeros de proantocianidinas do tipo B, com uma
ou mais unidades de cassiaflavana sdo encontrados principalmente em espécies de Cassia

e Senna, exceto em Dalbergia monetaria (Moura et al., 2020). Essa classe de compostos
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¢ considerada um marcador quimico dos géneros Cassia € Senna (Campos et al., 2016) e
jé foi isolada das folhas de C. fistula (Morimoto et al., 1988), frutos de C. nomame
(Hatano et al, 1997) e das cascas de C. petersiana (Coetzee et al., 2000).
Proantocianidinas apresentando o mondmero cassiaflavana sdo raras na natureza
(Moura et al., 2022). Para avaliar o potencial antifingico das proantocianidinas de

S. velutina, a fracao AcOEt das flores (FASv-fl) foi selecionada para o estudo quimico.

5.7 Isolamento de proantocianidinas das flores de S. velutina (FASv-fl) e avaliacao

da atividade anti-Candida

5.7.1 Composto A: (ent)-cassiaflavana-galocatequina

O composto A (2,52 mg) foi isolado da fragao em AcOEt das flores de S. velutina,
apresentando colora¢do marrom, sendo amorfo e soliivel em metanol. Inicialmente, uma
forte indicagdo da natureza do composto foi obtida por CCD, onde a mancha rosa
caracteristica apds revelacao com vanilina sugeriu a presenga de proantocianidinas com

Rr0,51 (Figura 50).
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Figura 50 — CCD analitica (SiO,) do composto A desenvolvido com DCM/MeOH (8,5:1,5) e
revelado com vanilina.

R 0,51 —

Fonte: a autora.

A classe quimica do composto foi corroborada pela analise CLAE-DAD
(Figura 51). No cromatograma, foi observado um pico em #r 17,34 min. No espectro
UV-Vis, uma banda de absor¢do em 280 nm tipica de proantocianidinas, que apresenta

sistemas aromaticos fendlicos (Guo et al., 2021).

Figura 51 — Cromatograma CLAE-DAD em coluna analitica do composto A (UV-Vis 280 nm).
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Condi¢des: Coluna: Phenomenex Lunna Ciz (250 mm X 4,6 mm, 5 um); gradiente (50 min), 20—100% de
metanol e 4cido acético 0,1%; C = 1,0 mg mL™, V. inj. = 50 uL, fluxo 1,0 mL/min) e detector DAD. Fonte:
a autora.

Na andlise do composto A por espectrometria de massas em alta resolucdo no
modo negativo foi possivel estabelecer a formula molecular C30Hz6010 com Indice de
deficiéncia de hidrogénio (IDH) igual a 18, compativel com a estrutura de um dimero de
flavonoide. O ion obtido para a molécula desprotonada foi de m/z 545,1475 [M — H]
calculado para C30H250107, 545,1453 (A 4,03 ppm) (Figura 52).
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Figura 52 — (-)-IES-EM em alta resolu¢do do composto A.
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Fonte: a autora.

Através da andlise por EM sequencial (EM/EM) (Figura 53) foi possivel elucidar
a conectividade entre as unidades flavanicas. Os principais fragmentos emergiram de uma
QM, ocorrendo a clivagem entre C4—C8, dando origem aos ions monoméricos de
m/z 255 (5) e 239. A fragmentacdo do ion precursor de m/z 545 [M — H]~ gerou um ion de
m/z 435 resultante de HRF. Esse padrdo de fragmentacdo ¢ caracteristico de dimeros de
proantocianidinas. fons fragmentos de m/z 179 e 125 foram obtidos pela clivagem

heterolitica entre os anéis B e C da unidade terminal obtida da QM (Figura 54).

Figura 53 — (—)-IES-EM/EM do composto A (m/z 545 [M — H]"), 15 eV.
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Fonte: a autora.

133




Figura 55 — Propostas de fragmentacdes para o composto A analisado por (-)-IES- EM/EM
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Fonte: a autora.

Portanto, a analise conjunta destes dados permitiu caracterizar o composto A
como a proantocianidina dimera cassiaflavana-galocatequina, sendo o primeiro
isolamento reportado na espécie S. velutina. Entretanto analises espectroscopicas como

RMN 1D e 2D devem ser realizadas para complementar a caracterizagao.
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5.7.2 Composto B: (enf)-cassiaflavana)-catequina

O composto B (4,52 mg) foi isolado da fracdo em AcOEt das flores de S. velutina,
apresentando coloragdo marrom avermelhado e solivel em metanol. Ao ser analisado por
CCD, utilizando vanilina como revelador, apresentou uma mancha de coloragdo rosa,

caracteristica de proantocianidinas, com Ry 0,75 (Figura 55).

Figura 55 — CCD analitica (SiO,) do composto A desenvolvido com DCM/MeOH (7:3) e
revelado com vanilina.

R, 0,75 —

Fonte: a autora.

O composto B foi analisado por CLAE-DAD (Figura 56) apresentando um pico
no cromatograma em fr 18,13 min. No espectro UV-Vis, foi observado uma banda de

absor¢ao em 280 nm caracteristico de proantocianidinas.
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Figura 56 — Cromatograma CLAE-DAD em coluna analitica do composto B (UV-Vis 280 nm).
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a autora.

Na andlise do composto B por EM em alta resolugdo no modo negativo foi
possivel estabelecer a formula molecular C30H2609 com IDH igual a 18. O ion precursor
da molécula desprotonada foi observado em m/z 529,1513 [M — H] calculado para
C30H25009, 529,1504 (A 0,18 ppm). O sinal de m/z 1059,3079 foi correlacionado ao aduto
contendo duas moléculas com a perda de um hidrogénio, o que leva a carga negativa [2M

—H] (Figura 57).

Figura 57 — (—)-IES-EM em alta resolu¢do do composto B.
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Fonte: a autora.

Os dados obtidos condizem com a estrutura de uma proantocianidina dimera.
Entretanto, analise de RMN de 'H e '3C (Figuras 59 e 60) mostrou sinais duplicados com
pequenas diferengas nos valores de deslocamento quimico e sobreposi¢do de sinais,
indicando a presenca de duas conformagdes diferentes para o composto B, ou seja, uma
mistura rotamérica, possivelmente causada pelo atropoisomerismo em torno da ligacao
interflavanilica, como ja visto em outros trabalhos envolvendo a caracterizagdo por RMN

de proantocianidinas do Tipo B (Coetzee et al., 2000; Moura et al., 2022).
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Atropoisomerismo ¢ um tipo especial de estereoisomerismo em que a rotagdo em
torno de uma ligagdo simples ¢ dificultada por altas barreiras energéticas (geralmente
devido a impedimento estérico), assim diferentes conformacgdes podem ser obtidas e
estudadas como isomeros distintos, chamados atropoisdmeros. Ao invés de depender de
um centro estereogénico (como um carbono assimétrico), a quiralidade axial surge do
impedimento da rota¢do em torno do eixo de ligacao (Santos et al., 2007). A integracio
entre os atropoisomeros foi de 1,2:1,5. Assim, as atribui¢gdes de sinais foram realizadas
para o composto majoritario (Tabela 14). A integracao entre os atropoisdmeros foi obtida
através dos sinais duplicados no espectro de RMN de 'H, onde cada conjunto de picos
corresponde aos mesmos protons em ambientes quimicos distintos devido ao
atropoisomerismo em torno da ligagdo interflavanilica. Assim, a proporcao foi obtida ao
medir a area sob os sinais de cada rotamero, sendo possivel identificar que uma
conformacgdo € energeticamente mais favorecida e, portanto, mais populosa em solugao,
o que justifica a diferenca de integragao e confirma a coexisténcia de duas conformacdes
estaveis em equilibrio dinamico (Moura et al., 2022).

No espectro de RMN de 'H do composto majoritario (Figura 58), os sinais em
on 2,20 (1H, m) e em 1,93 (1H, s), foram atribuidos aos hidrogénios H-3 da flavana. O
sinal em on 4,49 (1H, m) e em 5,39 (1H, s) foram atribuidos ao H-2 do anel
C da flavana e do anel F do flavan-3-ol (unidade terminal), respectivamente. O simpleto
em on 4,51 (1H) foi atribuido ao H-4 do anel C da flavana. J4 o sinal em dy 4,23 (1H, m)
foi atribuido ao H-3 do anel F. Nao foi possivel atribuir a configuracao relativa dos centros
estereogénicos C2, F2, F3 a partir de valores das constantes de acoplamento devido a
sobreposi¢do de sinais. Os sinais em ou 2,76 (1H, s) e 2,91 (1H, d, J = 5,57 Hz) foram
atribuidos aos hidrogénios H-4 do anel F da unidade terminal (Hatano et al., 1997).

Na regido entre oy 6,0 a 8,0, caracteristica em compostos aromaticos, apresentou
sinais em on 7,14 (2H, d, J=8,29) ¢ 6,67 (2H, d, J = §,29), de hidrogénios equivalentes,
nas posi¢oes H-2°/H-6" ¢ H-3’/H-5" (anel B), respectivamente, acoplados em orfo. Na
unidade terminal, os sinais em on 6,68 (1H, s), 6,84 (1H, s) ¢ 6,20 (d, 1H, J = 8,31 Hz)
foram atribuidos aos hidrogénios H-2’, H-3’ e H-6’ (anel E), respectivamente. Por fim, os
sinais em oy 6,60 (1H, s), 6,64 (1H, d, J= 1,85 Hz) ¢ 6,24 (1H, s) foram atribuidos aos
H-5, H-6 e H-8 do anel A da flavana, e o simpleto em on 6,00 (1H, s) foi atribuido ao

H-6 do anel D da unidade terminal.
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Nas analises de RMN de '*C e DEPT (Figuras 59 e 60), foi possivel atribuir os
sinais de carbono ndo hidrogenados da flavana em dc 154,91 (C-7, anel A), 154,92 (C-9,
anel A), 117.79 (C-10, anel A), 132,75 (C-1’, anel B), 155,51 (C-4’, anel B) e da unidade
terminal flavan-3-ol em oc 153,91 (C-5, anel D), 153,55 (C-7, anel D), 108,59 (C-8, anel
D), 154,63 (C-9, anel D), 99,12 (C-10, anel D), 131,64 (C-1’, anel E), 143,75 (C-4’, anel
E) e 143,55 (C-5’, anel E). Os sinais em oc 77,61 e 74,82 foram atribuidos aos carbonos
C-2 dos anéis C e F, respectivamente. Os carbonos metilénicos apresentaram os sinais em
dc 38,25 (C-3, anel C) e 29,68 (C-4, anel F).

Os mapas de contornos HSQC e HMBC (Figuras 61 a 64) foram indispensaveis
na atribui¢do de deslocamentos quimicos devido a sobreposi¢ao de sinais e pela presenca
de sinais relativos ao composto minoritdrio. Os hidrogénios H-C2’/6’ (du 7,14, anel B)
apresentaram acoplamentos a longa distancia com C-2 (3¢ 77,61) e C-4 (6c 33,95, anel
C). OH-AS5 (du 6,60) estd acoplado ao carbono vizinho C-7 (6c 154,91, anel A). Na
unidade terminal, foram identificadas acoplamentos a longa distancia entre C-2’ (dn 6,68,
anel E) e C-6' (¢ 114,31, anel E) e C-1" (8¢ 131,64, anel E). Ambos os prétons em H-4
(Ou 2,91 e 2,76, anel F) estdo acoplados com C-2 (6c 74,82, anel F) (Figura 67 e Tabela
14).

138



Figura 58 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CD;OD) do composto B.
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Fonte: a autora
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Figura 59 — Espectro de RMN de *C (100 MHz, CD;0D) do composto B.
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Figura 61 — DEPT (125 MHz, CD;0OD) do composto B.
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Figura 62 — Mapa de contorno HSQC do composto B.
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Figura 63 — Expansdo do mapa de contorno HSQC (6 4,0-8,0) do composto B.
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Figura 64 — Mapa de contorno HMBC para o composto B.
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Figura 65 — Expansao do mapa de contorno HMBC (6 6,6—7,8) do composto B.
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Tabela 14 — Dados de RMN de 'H e '*C (400 e 100 MHz, CD;0D) e correlagdes observadas nos
mapas de contorno HSQC e HMBC do composto B.

Ne perr e R usoc  mvme o
2,C CH 77,61 4,59 (1H, s) H-2 — 5,29
3,C CH, 3825 220(1H,m) 1,93 H-3 — 2,20/2,50
(1H, s)
4,C C 33,95 4,51 (1H, s) — — 4,42
5,A CH 130,07 6,60 (1H, s) H-5 H-6 6,58
6, A CH 106,77 6,20 (1H,d,J= H-6 6,24
7,58)

7, A C 154,91 — — — -
8, A CH 101,89 6,24 (1H, s) H-8 6,30
9,A C 154,72 — — - —
10, A C 120,18 — — — -
I’,B C 132,75 — — — -

2’/6B  CH 12791 7,14(2H,d,J= H-2/6° H-2,H-2’/6’, 7,11
8,29) H-4°
3/5B CH 114,05 6,70(2H,d,J= H-3°/5 H-2'/6’, H- 6,71
8,29) I’
4B C 15551 _ _ _ _
2,F CH 74,82 5,39 (1H, s) H-2 - 4,48
3,F CH 6490 423 (1H, m) H-3 - 3,72
4,F CH 29,68  291(1H,d,J H-4 H-2 2,52/2,91
= 5,57 Hz)
2,76 (1H, s)

5,D C 15391 - - - -
6,D CH 94,79 6,00 (1H, s) H-6 - 6,07
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ou? ppm, mult.P oc na

N°  DEPT Com o em Hz) HSQC HMBC
7,D C 153,55 - - - 17,66
8,D C 109,59 - - - =
9,D C 154,63 - - - -
10D C 99,12 - - - -
1’,E C 131,64 - - - -
2”,E CH 117,79 6,68 (1H,s) H-2>  H-6,H-1 6,73
3 E CH 113,09  6,84(1H,s) - H-4’ 6,50

4. E C 143,75 - - - -
5°,E C 14555 - - - -
6,E CH 11431 6,62 (1H, s) - - 6,58

“Deslocamentos quimicos estabelecidos em relagdo ao padrio interno TMS (8 TMS = 0,0 ppm).
"Multiplicidade: s (simpleto), d (dubleto), q (quinteto); “Dados da literatura: experimentos de RMN
realizados a 500 MHz para 'H utilizando acetona-d6 (Hatano et al., 1997). *Nota: os nimeros representam
os carbonos e a letra representa o anel ao qual o carbono ou hidrogénio est4 ligado. Fonte: a autora.

Figura 66 — Correlacdes observadas no mapa de contorno HMBC para o composto B.

Fonte: a autora.

O espectro EM/EM (Figura 67) apresentou um ion fragmento de m/z 419 atribuido
a uma clivagem do tipo HRF, que levou a eliminacao de 110 u. Adicionalmente também
foram observados os ions fragmentos de m/z 239 e 289, que foram atribuidos a uma
clivagem do tipo QM da ligacdo interflavana C4—C8 (Figura 68). Através destes dados
espectrométricos e de RMN o composto majoritario € um epimero de (ent)-cassiaflavana-

(4—8)-catequina (Hatano et al., 1997).
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Figura 67 — (—)-IES-EM/EM do composto B (m/z 529 [M — H]"), 20 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 68 — Propostas de fragmentacdes para o composto B por IES-(—)-EM/EM.

m/z 529

O, O.
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)
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Fonte: a autora.

5.7.3 Composto C: (ent)-cassiaflavana-(4—8)-(epi)-catequina

m/z 419
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O composto C (11,19 mg) foi isolado da fragdo em AcOEt das flores de S. velutina,
apresentando coloracdo marrom avermelhado e solivel em metanol, assim como o
composto B. Ao ser analisado por CCD utilizando vanilina como revelador, apresentou

uma mancha de coloracdo rosa, caracteristica de proantocianidinas, com Ry 0,46

(Figura 69).

Figura 69 — CCD analitica (SiO,) do composto C desenvolvido com DCM/MeOH (4:1) e
revelado com vanilina.

R; 0,46 —

Fonte: a autora.

O composto C foi analisado por CLAE-DAD (Figura 70) apresentando um pico
no cromatograma em #z 19,39 min. No espectro UV-Vis, foi observado uma banda de

absor¢ao em 280 nm, esperado para proantocianidinas.

Figura 70 — Cromatograma CLAE-DAD em coluna analitica do composto C (UV-Vis 280 nm).

tz 19,39 min

S.b 10‘.0 15‘.0 2d.0 25‘.0 Sd.O 35‘.0 mir‘w
Condigdes: Coluna: Phenomenex Lunna Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 pm); gradiente (50 min), 20—100% de
metanol e 4cido acético 0,1%; C = 1,0 mg mL, V. inj. = 50 uL, fluxo 1,0 mL/min) e detector DAD.
Fonte: a autora.
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A analise do composto C por EM em alta resolu¢do no modo negativo permitiu
estabelecer a formula molecular C30H2609 com IDH igual a 18, sendo este composto um
isomero de B. O sinal observado no EM para a molécula desprotonada foi de
m/z 529,1508 [M — H], calculado para C3oH2509", 529,1504 (A 0,75 ppm). Também foi
observado um sinal de m/z 1059,3043, que foi atribuido ao aduto [2M — H] (Figura 71).

Figura 71 — (—)-IES-EM em alta resolucdo do composto C.
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Fonte: a autora.

A partir dos dados de EM, foi proposta a estrutura do composto C como sendo
uma proantocianidina dimera em que duas unidades aromaticas estdo ligadas por uma
ligagio C—C que poderia ter livre rotagdo. A analise do espectro de RMN de 'H (Figura
72) apresentou sinais duplicados com pequenas diferencas nos valores de deslocamentos
quimicos. Isso sugeriu a presencga de atropoisdmeros devido a possibilidade de rotagdo
em torno da ligacdo interflavanica (C4anet c—C8anel D). A integracdo entre o0s
atropoisdmeros foi de 1:1,3. Assim, as atribui¢cdes de sinais foram realizadas para o
composto majoritario (Tabela 15).

Quanto aos deslocamentos quimicos do composto majoritario, o sinal de um duplo
duplo dupleto em oun 2,11 (1H, ddd, J = 1,81/5,31/12,40 Hz) e o sinal 1,85
(1H, dd, J = 3,33 Hz), foram atribuidos aos hidrogénios H-3 da flavana. Os valores de
constante de acoplamento de ambos os hidrogénios indicaram que estdo na posi¢ao axial
e equatorial, respectivamente. O sinal em on 5,0 (1H, m) e em 4,73 (1H, s) foram
atribuidos ao H-2 do anel C da flavana ¢ ao H-2 do anel F do flavan-3-ol (unidade
terminal) em equatorial, respectivamente (Moura et al., 2022). O dd em 6n 4,79 (1H) foi
atribuido ao H-4 do anel C da flavana. Nao foi possivel calcular as contantes de
acoplamento de H-4 devido a sobreposi¢do de sinais. O sinal em 6n 4,07 (1H, m, J=1,71
Hz) foi atribuido ao H-3 do anel F na posicao axial. Esses dados sugerem que a unidade

terminal ¢ a (epi)-catequina. Os sinais em ou 2,75 (1H, d, J = 10,50 Hz) em equatorial e
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2,81 (1H, dd, J = 5,44/10,50) em axial foram atribuidos aos hidrogénios H-4 no anel F da
unidade terminal (Oliveira ef al., 2018; Moura et al., 2022).

Na regido entre on 6,0 a 8,0 foram atribuidos aos sinais relativos a hidrogénios de
anéis aromaticos, como esperado para o composto (Figura 69). Os sinais em
ou 7,06 (2H, d, J = 8,30 Hz) ¢ 6,67 (2H, d, J = 8,30 Hz), de hidrogénios equivalentes,
sugerem as posi¢oes H-2’/H-6" ¢ H-3’/H-5" no anel B da flavana acoplados em orfo. Os
sinais em oy 6,14 (1H, dd, J= 1,85 Hz), 7,02 (1H, d, /= 6,07 Hz) ¢ 6,54 (d, 1H, J = 1,85
Hz) foram atribuidos aos hidrogénios H-2’, H-3’ e H-6’ (anel E), respectivamente. Essas
atribuicdes estdo de acordo com hidrogénios de anéis aromaticos da unidade terminal da
(epi)-catequina. Por fim, os sinais em on 6,75 (1H, dd, J = 1,0/3,11 Hz), 6,27 (1H, dd,
J=2,61/8,14 Hz) ¢ 6,31 (1H, d, J= 2,46 Hz) foram atribuidos aos H-5, H-6 ¢ H-8 do anel
A da flavana e o simpleto em on 6,02 (1H, s) foi atribuido ao H-6 do anel D da unidade
terminal.

Através dos espectros de RMN de '°C e DEPT (Figuras 73 e 74), foi possivel
atribuir os sinais de carbono ndo hidrogenado da flavana em dc 157,39 (C-7, anel A),
156,88 (C-9, anel A), 120,26 (C-10, anel A), 134,90 (C-1", anel B), 158,12 (C-4’, anel B)
e da (epi)-catequina em oc 156,16 (C-5, D), 155,87 (C-7, anel D), 110,18 (C-8, anel D),
155,62 (C-9, anel D), 100,92 (C-10, anel D), 132,02 (C-1’, anel E), 145,85 (C-4’, anel E)
e 145,56 (C-5’, anel E). Os sinais em oc 80,67 e 79,42 sao referentes aos carbonos C-2
(anel C) e C-2 (anel F), respectivamente. O sinal em d¢ 33,18 foi atribuido ao C-4 do anel
C da flavana, e os sinais em dc 36,83 e 30,90 foram atribuidos aos carbonos metilénicos
de C-3 e C-4 dos anéis C e F, respectivamente.

As atribui¢gdes foram confirmadas através das analises dos mapas de contornos
HSQC e HMBC (Figuras 75 a 82). No mapa de contorno HMBC foi observada correlagao
entre o sinal oy 5,0 (H-2, anel C) com o sinal o6c 128,93 (C-2°/C-6’, anel B). Também
foram observadas correlagdes entre os hidrogénios ou 7,06 (H2°/6°, anel B) com 6c¢ 80,67
(C-2, anel C) e 6c 33,18 (C-4, anel C), enquanto que o hidrogénio com sinal em on 4,79
(H-4, anel C) apresentou correlagdes com o carbono com sinal 6c 120,26 (C-10, anel A).
O hidrogénio em 6y 6,72 (H-5, anel A) também esta acoplado ao C-4 do anel C, além de
H-7 do anel A (&¢ 157,39). Na unidade terminal, foi observado acoplamentos HMBC
entre o hidrogénio com sinal em ou 4,73 (H-2, anel F) com o C-1" (d¢ 132,02) C-2’ (d¢
119,90) e C-6' (6c 114,27) do anel E. Ambos os protons H-4 do anel F (on 2,27 e 2,81)
acoplam com os carbonos com sinais em d¢ 79,42 (C-2, anel F), F3 (6c 67,57), 6c 156,16
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(C-5, anel D) e oc 100,92 (C-10, anel D). A ligacdo interflavanica entre os dois
mondmeros foi estabelecida a partir da correlacdo observada no mapa de contorno HMBC
entre o hidrogénio com sinal em ou 4,79 (H-4, anel C) da cassiaflavana com o carbonos
em oc 110,18 (C-8, anel D) e dc 155,62 (C-9, anel D) da unidade terminal (epi)-catequina
(Tabela 15).

Os resultados de RMN mostraram que os hidrogénios H-2 (anel C), H-4 (anel C)
e C-2 (anel F) estao axialmente orientados. Assim, a configuragdo relativa nos quatro
centros estereogénicos pode ser sugerida. No entanto, apenas com os dados de RMN, nem
as configuragdes absolutas nem os atropisomeros puderam ser deduzidos. Interagdes
NOE entre as partes superior e terminal da proantocianidina e calculos combinados de
espectros de dicroismo circular podem ser utilizados futuramente para determinar tanto a

configuracdo absoluta quanto os atropisomeros de B e C (Moura ef al., 2022).
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Figura 72 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD30D) do composto C.

reg’
068’
LG8’
668"
cre’
8e0”
860"
8rg”
869°
Ll
G618’
618"
reEg”
rg’
298’
698"
gre’
9Ge"
0LO"
vLo”
9L0"
sLe”
96’
680"
TeT”
EElL"
iadn
L¥T”
8z’
AN
66"
£€9¢”
E€Le’
kg
Gre”
ele’
GG’
gre’
6e9’
£59°
648"
FLS”
g0L"
8oL’
ozL”
L’
89L”
8L’
06L"
rog”
810"
1zo”
reo’
890"
goe’
0ce”

jNo N JiNe e BN« B Ne JiNe SNe e N B No i No B Ne B Ve B Ne i Vo JiNe S Ne S Ne S Ne SiNe S Ne SNES BES  S lE S U e VR e VI e U eV il a Vil a VI e Vi eVl a eV eV N aN IR S L B s I |

g 4

OBz — -
feted -

=

pPpPm

12

15

17

18

Fonte: a autora.
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Figura 73 — Espectro de RMN de '*C (150 MHz, CD30D) do composto C.
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Figura 74 — DEPT (125 MHz, CD;0OD) do composto C.
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Figura 75 — Mapa de contorno HSQC do composto C.
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Figura 76 — Expansdo do mapa de contorno HSQC (6 5,0-8,0) do composto C.
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Fonte: a autora.
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Figura 77 — Expansao do mapa de contorno HSQC (6 2,8-5,0) do composto C.
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Figura 78 — Mapa de contorno HMBC para o composto C.
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Figura 79 — Expansdo do mapa de contorno HMBC (6 5,0-7,5) do composto C.
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Figura 80 — Expansdo do mapa de contorno HMBC (6 5,6-8,0) do composto C.
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Figura 81 - Expansdo do mapa de contorno HMBC (& 1,0-2,2) do composto C.
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Figura 82 — Principais correlagdes no mapa de contorno HMBC para o composto C.

Fonte: a autora.
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Tabela 15 — Dados de RMN de 'H e *C (600/150 MHz, CD;OD) e correlagdes observadas nos
mapas de contorno HSQC ¢ HMBC do composto C.

oc? du? ppm, mult. oc na
0%
N DEPT (J em Hz) HSQC HMBC literatura®
2. cH 8067 >O(H.dJ= H2  H-26 80,43
11,80) ax
2,11 (1H, ddd
J=1,81/5,31/12,40 H-2°/6°, H-

3,C CH, 36,83 Hy) ax: 1.85 (111 4 36,71

dd, J=3,22) eq

4,79 (1H, dd, J = H-9, H-8,
4,C CH 33,18 5.01/11.80) ax H-4 1.9 33,05

6,75 (1H, dd, J =
5 A CH 129,97 L0 H-5 H-4, H-7 129,84

6,27 (1H, dd, J =
6, A CH 109,12 2.61/8.14) H-6  H-8H-10 108,99
7, A C 157,39 - - - 156,75
8, A CH 104,11 6,31 (21?6’)‘1"] - H-8 H-6, H-9 103,97
9, A C 156,88 - - - 157,26
10, A C 120,26 - - - 120,12
1’,B C 134,90 - - - 134,77
s 7,06 (2H, d, J = ..,  H2 H-

2’/6>,B  CH 12893 8.30) H-2/6 oy 128,62
s s 6,67 (2H, d, J = ..., H-3/5, H-

3/5,B  CH 116,18 8.30) B35 e 11595
4 B C 158,12 - - - 157,99
2,F CH 79,42 4,73 (1H, s) H-2 HzH/ ﬁl,' 0, 79,30

67,4
3,F CH 67,57 4,07 (1H, m) H-3 -
4,F CH 30,90 2,75 (1H, d,J = H-4 H-3, H-2, 29,35
10,73) ax; 2,81 (1H, H-10, H-5
dd, J = 5,44/10,50)
eq
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oc? du? ppm, mult. dc na

N DEPT ppm (J em Hz) H5QC HMBC literatura®
5D C 156,16 — — 156,03
6,D CH 96,24 6,08 (1H, s) H-6 H-10, H-8, 96,09

H-7
7,D C 155,87 — — — 155,74
8, D C 110,18 — — — 110,05
9,D C 155,62 - - - 155,50
10,D C 100,92 - - — 100,78
I’,E C 132,02 - - - 131,89
2,E CH 119,90 6,14 (1H, dd, J = H-2’ H-3’, H-4° 119,76
1,85)
3E CH 115,36 7,02 (1H, d, J= H-3° H-4° 115,72
6,07)
4 E C 145,85 - - - 145,43
5LE C 145,56 - - - 145,72
6’,E CH 114,27 6,54 (1H,d, J = H-6’ H-2, H-2’, 114,14
1,85) H-1°, H-5°

“Deslocamentos quimicos estabelecidos em relagdo ao padrio interno TMS (8 TMS = 0,0 ppm).
"Multiplicidade: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto), ddd (duplo, duplo, dupleto; “Dados da
literatura: experimentos de RMN realizados a 150 MHz para *C utilizando CD;0OD (Moura et al., 2022).
*Nota: os numeros representam os carbonos ¢ a letra representa o anel ao qual o carbono ou hidrogénio
esta ligado. Fonte: a autora.

No espectro EM/EM do composto C (Figura 83), observa-se ions fragmentos
semelhantes aos do composto B. O ion fragmento de m/z 419 foi obtido através de uma
fragmentacao do tipo HRF a partir do ion precursor de m/z 529. O rompimento da ligacao
interflavana via clivagm do tipo QM entre C4—C8 produziu os ions fragmentos de m/z 239
e 289, correlacionados as unidades extensora e terminal, respectivamente. [ons
fragmentos de m/z 179 e 125 foram obtidos através de uma clivagem heterolitica entre os
anéis B e C, a partir do ion fragmento de m/z 289 (Figura 84). Através dos valores obtidos
por RMN 1D e 2D, anélises espectrométricas e comparacdo com dados da literatura o
composto C majoritario foi estabelecido como sendo o (ent)-cassiaflavana-(4—8)-(epi)-

catequina (Moura ef al., 2022).

159



Figura 83 — (-)-IES-EM/EM do composto C majoritario (m/z 529 [M — H] ™), 15 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 84 — Propostas de fragmentagdes para o composto C majoritario analisado por
(-)-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.
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5.7.4 Composto D: (ent)-cassiaflavana-(ent)-cassiaflavana-catequina

O composto D (1,55 mg) isolado da fragdo em AcOEt das flores de S. velutina, foi
obtido como um s6lido amorfo de cor marrom clara. A natureza do composto foi
inicialmente sugerida pela analise em CCD, onde a mancha rosa apds revelagdo com
vanilina indicou a presenca de um composto da classe das proantocianidinas com Ry 0,60

(Figura 85).

Figura 85 — CCD analitica (SiO,) do composto D desenvolvido com DCM/MeOH (9:1) e
revelado com vanilina.

R, 0,60 —

Fonte: a autora.

O composto D foi analisado por CLAE-DAD e apresentando um pico no
cromatograma com fz 24,64 min. A anélise do espectro de UV-Vis permitiu observar uma
banda de absor¢ao maxima em 280 nm, atribuida aos anéis aromaticos fendlicos comuns

a essa classe de compostos (Figura 86).
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Figura 86 — Cromatograma CLAE-DAD em coluna analitica do composto D (UV-Vis 280 nm).
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Condi¢des: Coluna: Phenomenex Lunna Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 um); gradiente (50 min), 20—100% de
metanol e 4cido acético 0,1%; C = 1,0 mg mL™!, V. inj. = 50 pL, fluxo 1,0 mL/min) e detector DAD. Fonte:
a autora.

A confirmacao de sua estrutura e massa molecular foi obtida por espectrometria
de massas de alta resolugao no modo negativo. O sinal referente a molécula desprotonada

foi observado em m/z 769,2264 [M — H]", calculado para C4sH33O127, 769,2291 (A 3,51

ppm) (Figura 87), apresentando IDH igual a 27.

Figura 87 — (-)-IES-EM em alta resolu¢ao do composto D.
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Fonte: a autora.

O perfil de fragmentagao obtido por EM/EM (Figura 88) para o ion precursor em
m/z 769 sugeriu a sequéncia das unidades flavanicas. O espectro revelou ions fragmentos
caracteristicos que corroboram com a estrutura de uma proantocianidina trimera. O ion
de m/z 529, foi gerado pela perda de 240 u. Esta perda de massa corresponde a uma
unidade de cassiaflavana, obtida através da clivagem da liga¢do interflavanica que
conecta a unidade terminal superior a unidade extensora central, através de uma QM. Este
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ion dimero remanescente de m/z 529 sofre uma segunda fragmentagdo do tipo QM. Esta
clivagem gera simultaneamente o ion de m/z 289, correspondente a catequina e o ion de
m/z 239, correspondente a cassiaflavana. A segunda fragmentagdo do tipo QM sugere que
a unidade extensora central também seja uma cassiaflavana. O ion de m/z 529 também

sofre clivagem do tipo HRF, levando ao ion fragmento de m/z 419 (Figura 89).

Figura 88 — (—)-IES-EM/EM do composto D (m/z 769 [M — H]"), 25 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 89 — Propostas de fragmentagdes para o composto C analisado por (-)-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.
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5.7.5 Atividade anti-Candida dos compostos A—D

A fragao FASv-fl de S. velutina apresentou atividade antifungica relevante frente
as trés espécies de Candida avaliadas, com valores de CIM de 1,46 ug mL~! para
C. glabrata, 5,86 ng mL~! para C. albicans e 11,72 ng mL~! para C. tropicalis. Assim, 0s
compostos isolados A e D e a mistura de isotropoisomeros em B ¢ C da FASv-fl de
S. velutina foram avaliadas quanto a sua atividade anti-Candida para determinar se
apresentam CIM superior, inferior ou se mantem a atividade apresentada pela fragdo
frente a C. glabrata, C. albicans e C. tropicalis nas concentracdes de 0,49 a 1000 pg mL™"!
(Tabela 16).

Tabela 16 — Atividade anti-Candida dos compostos isolados de S. velutina.

CIM (ug mL™")

C. albicans C. glabrata C. troplicalis
Amostras
ATCC 90028 ATCC 2001 ATCC 13803
Composto A 250,0 7,81 500,0
Composto B 500,0 3,90 1000,0
Composto C 62,5 1,95 125.,0
Composto D 250,0 15,62 250.,0

O ensaio foi conduzido utilizando anfotericina B como controle positive (0,031 a 16,0 ug mL™) contra as
cepas C. krusei ATCC 6258 (CIM = 0,25-2 pg mL™V e C. parapsilosis ATCC 22019 (CIM = 0,25—
1,0 pg mL™") usados como controle para leveduras. Fonte: a autora.

A comparacdo entre os valores de CIM da fracdo e dos compostos isolados, a
FASv-fl apresenta, de modo geral, atividade anti-Candida superior do que os compostos
puros, especialmente frente a C. albicans e C. tropicalis. Isso pode indicar a ocorréncia
de efeito sinérgico entre os constituintes da fracdo, efeito amplamente descrito em
extratos e fracdes vegetais, em que a acdo combinada de multiplos metabolitos especiais
resulta em uma atividade biologica superior aquela observada para cada substancia
1soladamente (Casear; Cech, 2019). Além da sinergia, a atividade aumentada da fragao
pode estar relacionada a presenca de compostos minoritdrios bioativos que foram
anotados através da CLUE-(—)-IES-EM/EM mas que nado foram isolados.

Por outro lado, frente a C. glabrata, o composto C, (ent)-cassiaflavana-(epi)-
catequina) (majoritario) apresentou CIM de 1,95 pg mL~!, muito proximo do valor obtido
para a fragdo (1,46 pg mL"). As propriedades anti-Candida das proantocianidinas devem
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estar relacionadas com a inibi¢do do crescimento da cepa ou por causar morte celular,
como foi observado em uma procianidina de Commiphora leptophloeos contra cepas de
C. albicans, que inibiu a formacao de biofilme (Dantas-Medeiros et al., 2021). Entretanto,
para estabelecer a atividade anti-Candida desses compostos, ¢ necessario separar 0s
atropoisomeros e testa-los individualmente. Embora o atropoisomerismo seja um
fenomeno comum em PN, é necessario conhecer a bioatividade desses compostos para o

planejamento e desenvolvimento de agentes antifungicos (Fragkiadakis et al., 2024).

5.8 Estudo quimico e antidiabético das flores de C. javanica

C. javanica ¢ uma espécie arborea que foi cultivada no Brasil para fins
ornamentais, entretanto, ¢ muito utilizada na medicina popular e em paises da asia no
tratamento da diabetes. Assim, a fragdo em diclorometano das flores de C. javanica
(FDCj-f1) demonstrou ser a mais ativa nos ensaios de inibicao das enzimas a-amilase e a-
glicosidade e no ensaio de antiglicagdo, que serdo discutidos no item 5.8.2. Por esta razdo,
a FD(j-fl foi fracionada por cromatografia em coluna, levando ao isolamento dos

compostos E a H.

5.8.1 Isolamento de compostos de FDCj-fl

5.8.1.1 Composto E: canferol (3,5,7,4 -tetrahidroxiflavonol)

O composto E (38,30 mg) foi isolado da fracdo em diclorometano das flores de C.
javanica como um so6lido amarelo solivel em metanol. Ao ser analisado por CCD,
apresentou uma mancha de cor amarela ao ser inspecionado na camara de UV em 365
nm. Esta coloracdo foi intensificada apods revelacdo com NP/PEG, apresentando uma
mancha com Ry 0,64. Ao revelar com vanilina, também foi observado uma macha de
coloracdo amarela de mesmo Ry (Figura 90). A analise por CCD sugeriu que o composto
E se trata de um flavonoide (Wagner; Bladt, 2001).
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Figura 90 — CCD analitica (SiO2) do composto E desenvolvido com DCM/MeOH (9:1) e
revelado com vanilina (a) e em NP/PEG inspecionado sob luz UV a 365 nm (b).
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Ry 0,64

A
vanilina NP/PEG

Fonte: a autora

O composto E foi analisado por CLAE-DAD (Figura 91), e apresentou um tinico
pico no cromatograma em #r 25,65 min. No espectro UV-Vis, foi observado duas bandas
de absorcdo em 262 e 366 nm. A banda em 366 nm (banda I) estd associada a absor¢do
do sistema benzoil do anel A, e a banda em 262 nm (banda II) relacionada ao sistema
cinamoil do anel B em flavonoides, mais especificamente em compostos que contém

carbonila no C-4, como em flavonas e flavondis (Bajracharya; Paudel; Rajendra, 2017)

Figura 91 — Cromatograma CLAE-DAD em coluna analitica do composto E (UV-Vis 365 nm).
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Condigdes CLAE: Coluna: Phenomenex Lunna Cis (250 mm X 4,6 mm, 5 um); gradiente (50 min), 5-100%
de metanol e acido acético 0,1%; C = 1,0 mg/mL, V. inj. = 50 pL, fluxo 1,0 mL/min) e detector DAD.
Fonte: a autora.
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Através da analise do composto E por espectrometria de massas em alta resolugao
no modo negativo, foi possivel estabelecer a férmula molecular CisHi0Os para o
composto, com IDH igual a 11. O sinal referente a molécula desprotonada foi observado
em m/z 285,0419 [M — H], calculado para C15sHoOs¢ , 285,0405 (A 4,9 ppm). O sinal de
m/z 571,0892 foi correlacionado ao aduto contendo duas moléculas com a perda de um

hidrogénio, o que leva a carga negativa [2M — H]™ (Figura 92).

Figura 92 - (—)-IES-EM em alta resolu¢do do composto E.
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Fonte: a autora.

A andlise dos dados de RMN 1D ('H, *C e DEPT) e 2D (HSQC e HMBC) revelou
que o perfil estrutural de E se assemelha ao perfil estrutural de um flavonoide, com sinais
na regido dos hidrogénios aromadticos entre dy 6,0-8,0. Dois dubletos, um em 6y 6,19 e
outro em Oy 6,40 atribuidos aos hidrogénios H-6 e H-8, respectivamente, com J = 2,08
Hz para ambos devido ao acoplamento em meta, indicando anel tetrasubstituido nas
posigdes 5, 7,9, 10, caracteristico de anel A de flavonoides. Sinais referentes aos dubletos
em On 6,92 e ou 8,10, foram atribuidos aos hidrogénios equivalentes H-3'/H-5' e H-2'/H-
6' do anel B, estando acoplados em orfo com J = 8,89 Hz, caracteristico de anéis 1',4'-
dissubstituidos (Figura 93).

No espectro de DEPTQ (Figura 94), estdo presentes 13 sinais relativos a carbonos
aromaticos, sendo os sinais em d¢ 114, 90 e 6c 129,28 mais intensos, sugerindo que sdo
sinais referentes a carbonos equivalentes. Através das correlagdes observadas no mapa de
contorno HSQC (Figura 95 e 96) para o anel A, o sinal em oy 6,19 est4 diretamente ligado
ao C-6 em oc 97,86 ¢ o sinal on 6,40 esta ligado diretamente ao C-8 em dc 93,07. No anel

B, os sinais referentes aos carbonos equivalentes C-3’ e C-5" em d¢ 114,90 e C-2’ ¢ C-6’
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em oc 129,28 estdo correlacionados com sinais de hidrogénios em 6u 6,92 e don 8,10,
respectivamente.

O experimento de HMBC (Figuras 97 e 98) permitiu identificar correlacdes de
acoplamento entre hidrogénios e carbonos separados por duas ou trés ligagoes, auxiliando
na confirmag¢do da estrutura do flavonoide e na atribuicdo inequivoca de seus sinais de
RMN. O sinal referente ao hidrogénio em 6 6,19 (H-6) acopla com os carbonos C-8 (dc
93,07, 3Ju—c), C-10 (8¢ 103,15, 3Ju—c), C-5 (8¢ 161,10, 2Ju—c) e C-7 (8¢ 164,16, 2Ju_c).
Esses acoplamentos confirmam a posi¢ao do H-6 no anel A, entre os carbonos C-5 e C-
7, e sua interagdo com os carbonos C-8 e C-10. O sinal de hidrogénio em on 6,40 (H-8)
acopla com os carbonos C-9 (8¢ 156,85, 2Ju—c) e C-10 (8¢ 103,15, 3Ju—c), reforgando
sua posi¢do no anel A. O sinal em on 6,92 (H-3' e H-5' do anel B) acopla com os carbonos
C-1" (8¢ 122,33, *Ju—c), C-4> (8¢ 159,14, *Ju—c) e com os sinais dos carbonos
equivalentes C-3°/C-5" (3¢ 114,90), essas correlagdes confirmam a simetria do anel B. O
sinal em ox 8,10 (referente a H-2' e H-6') acopla com os carbonos equivalentes C-3°/C-5’
(8¢ 114,90), com o C-2 (8¢ 146,63, 3Juc) € 0 C-4° (8¢ 159,14, *Ju_c). As principais

correlagdes do mapa de contorno HMBC estdo representadas na Figura 99.
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Figura 93 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, CD;OD) do composto E.
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Fonte: a autora.
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Figura 94 — DEPTQ (125 MHz, CD30D) do composto E.
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Nota: O sinal em 6 49,88 corresponde ao solvente deuterado CD30D.
Fonte: a autora.
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Figura 95 — Mapa de contorno HSQC do composto E.
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Fonte: a autora.

Figura 96 — Expansdo do mapa de contorno HSQC (6 5,6—8,4) do composto E.
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Fonte: a autora.
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Figura 97 — Mapa de contorno HMBC para o composto E.
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Figura 98 — Expansao do mapa de contorno HMBC (6 6,1-8,4) do composto E.
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Fonte: a autora.
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Figura 99 — Correlagdes no mapa de contorno HMBC para o composto E.

Fonte: a autora.
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Tabela 17 — Dados de RMN de 'H e '*C (600 e 125 MHz, CD;0D) ¢ correlagdes observadas nos
mapas de contorno HSQC ¢ HMBC do composto E.

s 3 OH
HO. - |

~ ""E‘“‘ 8 _‘-D‘-L_\V X R‘\-Fl 5
Eﬂ T B [|F ¢
? f:-&«“#“cm

OH ©

oc? ou’ ppm, oc na
Posicio DEPTQ mult. HSQC HMBC literatura®
ppm (J em Hz) iteratura
2 C 146,6 - - - 147,2
3 C 135,7 - - - 136,1
4 C 175,9 — — - 176,3
5 C 161,1 — — - 161,6
6 CH 97,8 6,19 (1H,d, H-6 H-8, H-10, 98,6
2,08) H-5, H-7
C 164,1 - - - 164,3
8 CH 93,0 6,40 (1H,d, H-8 H-6, H-10, 93,9
2,08) H-9
9 C 156,8 - - - 156,6
10 C 103,1 — — - 103,5
I C 122,3 — — - 122,1
2’/6° CH 129,2 8,10(2H,d, H-2’,H-6° H-3’/H-5’, 129,4
8,89) H-2, H-4’
3/5 CH 1149 6,92 (2H,d, H-3’,H-5° H-3/H-5’, 115,9
8,89) H-1’, H4’
4 C 159,1 — — — 159,6
"Deslocamentos quimicos estabelecidos em relagdo ao padrdo interno TMS (6rms = 0,0 ppm).

®Multiplicidade: d (dupleto); “Dados da literatura: experimentos de RMN realizados a 100 MHz para '*C
utilizando DMSO-ds (Kharat et al., 2017). Fonte: a autora.

A analise por espectrometria de massas sequencial foi utilizada para confirmar a
estrutura do canferol (Figura 100). Quando o sinal de m/z 285 [M — H]™ foi submetido a
analise por EM/EM o espectro apresentou varios fragmentos com baixa intensidade,
sendo os mais importantes para diagnostico estrutural os ions fragmentos de m/z 257, 151
e 229 (March; Miao, 2004; Li et al., 2022). Para a formag¢ao do ion fragmento de m/z 257,
foi proposta a eliminagdo de CO (28 u) através de uma clivagem no anel C. A partir desse
ion, uma segunda eliminagdo de 28 u levou a formagao do ion fragmento de m/z 229. A
fragmentacdo do anel C por RDA, deu origem ao ion fragmento de m/z 151 com a

eliminacao de 134 u (Figura 101).
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Figura 100 — (—)-IES-EM/EM do composto E (m/z 285 [M —H]") 15 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 101 — Propostas de fragmentagdes para o composto E analisado por (—)-IES-EM/EM.
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Fonte: adaptado de Prado et al. (2024).

Comparando as informagdes cromatograficas, espectroscopicas e espetrométricas
obtidas da CLAE-DAD, 1V, EM-IES, RMN 1D ¢ 2D, ¢ confrontando com informagoes
disponiveis na literatura (Moura; Vilegas; Santos, 2011; Kharat, et al., 2012), foi possivel
concluir que o composto E trata-se do canferol. Os dados de RMN 1D e 2D deste
composto estdo descritos na Tabela 17. O canferol € um flavonol conhecido por apresentar
inimeras propriedades farmacologicas, como antitumoral, antimicrobiana, anti-

inflamatoria, antioxidante, cardioprotetora, neuroprotetora e antidiabética. Alimentos
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abundantes em canferol tém sido relacionados a prevencdo de varios tipos de cancer
(Imran et al., 2019). Este composto ja foi isolado de varias espécies de Senna e Cassia:
das folhas de C. angustifolia (sin. S. alexandrina) (Wu et al., 2007), do extrato butandlico
das folhas de C. alata (sin. S. alata) (Hazni et al., 2008), da parti¢ao em diclorometano
das folhas de C. bakeriana, apresentando elevada atividade antioxidante e inibi¢ao da o-
amilase (Silva et al., 2019) e da C. occidentalis (sin. S. occidentalis) (Sayed et al., 2023).
Apesar de ser um flavonoide comum em diversas espécies de plantas, este € o primeiro

relato de isolamento do canferol em C. javanica.

5.8.1.2 Composto F: reina, acido (1,8-diidroxi-antraquinona-3-carboxilico)

OH O OH

O composto F (6,09 mg) foi isolado da fracdo em diclorometano das flores de C.
Jjavanica como um solido de coloracdo laranja e soluvel em metanol. Ao ser analisado por
CCD, apresentou uma mancha de cor rosa no visivel ao ser revelado com KOH 5%,
apresentando Ry 0,71 (Figura 102). A anélise por CCD sugeriu que F se trata de uma
antraquinona (Wagner; Bladt, 2001).

Figura 102 — CCD analitica (SiO;) do composto F desenvolvida com DCM/MeOH (7:3) e
revelado com vanilina.
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Fonte: a autora.
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O composto foi analisado por CLAE-DAD (Figura 103), e apresentou um tnico
pico no cromatograma em #r 24,17 min. No espectro UV-Vis, apresentou trés bandas de

absor¢ao em 432, 258 e 230 nm, caracteristicas de antraquinonas (Anouar et al., 2014).

Figura 103 — Cromatograma CLAE-DAD em coluna analitica do composto F (UV-Vis 365

nm).
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Condi¢des CLAE: Coluna: Phenomenex Lunna Cis (250 mm x 4,6 mm, 5 pm); gradiente (50 min),
35-100% de metanol e acido acético 0,1%; C = 1,0 mg mL™!, V. inj. = 50 pL, fluxo 1,0 mL min™') e detector
DAD. Fonte: a autora.

Através da andlise do composto F por EM em alta resolu¢do no modo negativo,
foi possivel estabelecer a formula molecular C15sHgOs com IDH igual a 12. O sinal
referente a molécula desprotonada foi observado em 283,0254 [M — H]~, calculado para

CisH70¢™, 283,0448 (A 2,12 ppm) (Figura 104).

Figura 104 — (—)-IES-EM em alta resolugdo do composto F.
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Fonte: a autora.

O analise de RMN de 'H mostrou sinais com caracteristicas semelhantes as de

uma antraquinona com sinais em oy 7,84 (1H, m, H-2) e 8,34 (1H, d, J = 1,15 Hz; H-4),
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relacionados ao anel C, e sinais em o 7,86 (1H, m, H-5), 7,92 (1H, m, H-6) ¢
7,43 (1H, dd, J = 1,14;/8,0 Hz; H-7), relacionados ao anel A, e um singleto amplo em
ou 11,97 (3H), correlacionado aos grupos hidroxila em C-1 e C-8, fazendo ligacdes de
hidrogénio intermoleculares com o grupo carbonila (C-9) e para o acido carboxilico em
C-3 (Figura 105). Além disso, os espectros de RMN de *C e DEPT evidenciou cinco
metinas a o6c 119,5 (C-5), 119,7 (C-4), 124,3 (C-2), 124,9 (C-7) e 137,4 (C-6), trés
carbonilas a 6c 165,1 (C-11), 180,5 (C-10) e 192,3 (C-9), dois carbindis a 6c 161,6 (C-1)
e 161,9 (C-8) e quatro carbonos nao hidrogenados a dc 115,7 (C-9a), 118,0 (C-8a), 133,2
(C-4a), 133,7 (C-10a) e 138,8 (C-3) (Figuras 106 e 107).

No mapa de contorno HSQC (Figuras 108 e 109), foram observadas correlacdes
entre os sinais on 7,43 e 0c 124,93 (C-7); ou 7,84 e oc 124,48 (C-2); ou 7,86 € dc 119,50
(C-5); du 7,92 e dc 137,44 (C-6), indicando que estes hidrogénios estdo ligados
diretamente aos respectivos carbonos. O mapa de contorno HMBC (Figuras 110 a 111)
permitiu validar a estrutura da antraquinona, confirmando a posi¢do do grupo carboxila
no C-3 pois H-2 (ou 7,84) e H-4 (6 8,43) apresentam acoplamento com C-11 (6¢ 165,07,
3Juc), além de elucidar a conectividade entre os trés anéis que compdem o sistema

ciclico da antraquinona (Tabela 18).
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Figura 105 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds e DMSO-ds) do composto F.
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Figura 106 — Espectro de RMN de *C (100 MHz, acetona-ds, DMSO-ds) do composto F.
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Fonte: a autora.
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Figura 108 — Mapa do contorno HSQC do composto F.
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Figura 109 — Expansao do mapa de contorno HSQC (8 7,0-9,0) do composto F.
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Fonte: a autora.
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Figura 110 — Mapa de contorno HMBC do composto F.
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Fonte: a autora.

Figura 111 — Expansdo do mapa de contorno HMBC (6 7,3-8,5) do composto F.
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Figura 112 — Correlagdes no mapa de contorno HMBC para o composto F.
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Fonte: a autora.

Tabela 18 — Dados de RMN de 'H e '*C (400 ¢ 100 MHz, CD;COCD; e DMSO-ds) € correlagdes
observadas nos mapas de contorno HSQC e HMBC do composto F.

on” ppm, 5
Posicio DEPT &c*ppm mult.b HSQC HMBC  °%¢M
literatura‘
(J/ em Hz)
1 C 161,56 11,97 3H, s)) - - 161,51
2 CH 12428 7,84 (1H, m) H-2  C2,C4,C- 12421
9a, C-11
3 C 13875 - - - 138,20
4 CH 119,67 834 (1H,d H-4  C4,C2,C- 119,05
1,15) 10, C-11
5 CH 119,50 7,86 (1H, m) H-5 C-10a,C-8 119,48
6 CH 13744 7,92 (1H, m) H-6 C-10a,C-8 137,63
7 CH 12493 7.43dd(1H, H-7 C-5 124,64
1,24/8,0)
8 C 161,86 11,97 GH, sl) _ _ 161,27
9 C 19228 - - - 191,49
8a C 118,02 - - - 118,48
9a C 115,71 - - - 116,33
10 C 18051 _ _ _ 181,25
10a C 133,66 - - - 133,41
4a C 13322 - - - 133,61
11 C 16507 11,97 GH,sl) - - 165,52

"Deslocamentos quimicos estabelecidos em relacdo ao padrdo interno TMS (6 TMS = 0,0 ppm).
®Multiplicidade: s (simpleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto); “Dados da literatura: experimentos de RMN
realizados a 100 MHz para '3C utilizando DMSO-ds (Danielsen et al., 1992). Fonte: a autora.
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Os valores obtidos na analise de RMN do composto F foram comparados com
dados da literatura e correspondem a antraquinona reina (Danielsen et al., 1992; Cunha
et al., 2017). Sua estrutura foi confirmada através da analise por EM/EM. O espectro
EM/EM de m/z 283 [M — H]™ (Figura 113), apresentou o fragmento de m/z 239, formado
por uma descarboxilagdo que levou a eliminacdo de CO; (—44 u). A partir desse
fragmento, ha duas perdas consecutivas de CO (28 u) levando a formagdo dos ions

fragmentos de m/z 211 e 183, respectivamente (Figura 114).

Figura 113 — (—)-IES- EM/EM do composto F (m/z 283 [M —H]"), 25 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 114 — Propostas de fragmentagdes para o composto F analisado por (-)-IES- EM/EM.

“]-H -H -H -H
0]

m/z 283 m/z 239 m/z 211 m/z 183

Fonte: adaptado de Prado ef al. (2024).

A reina é uma antraquinona comum em espécies de Cassia e Senna ricas em
antraquinonas e que sao utilizadas como laxante na medicina popular, como a C. fistula,
S. alata e a C. angustifolia (Panichayupakaranant et al., 2009; Chewchida; Wuthi-
Udomlert; Gritsanapan, 2013). Este composto j& foi isolado das folhas de C. javanica
(Chaudhuri; Chawla, 1987) e em outras espécies de Cassia. Foi isolada do extrato
etandlico das flores de C. fistula apresentando atividade anticancer frente a linhagem
celular de adenocarcinoma de c6lon humano e atividade antifingica (Durainpadiyan;
Ignacimuthu, 2011; Durainpadiyan et al., 2012). Foi isolada da C. tora, apresentando

atividade antibacteriana frente a S. aureus com MIC de 32,0 ug mL™! (Hatano et al., 1999)
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e das cascas de C. bakeriana, apresentando também atividade antibacteriana frente a
bactérias cariogénicas com valores de CIM entre 3,12 € 25,0 pg mL™' (clorexidina 0,92—
7,37 ng mL ™) (Cunha et al., 2017). Além destas atividades bioldgicas, a reina também
apresenta outras atividades farmacologicas, entre elas hepatoprotetora, nefroprotetora e

potencial anti-inflamatorio (Zhou et al., 2015).

5.8.1.3 Composto G': engeletina (di-hidrocanferol-ramnosideo)

O composto G (5,1 mg) foi isolado da fracdo diclorometano das flores de
C. javanica como um soélido branco soluvel em acetona e metanol. Ao ser analisado por
CCD, apresentou uma mancha com Rr0,51 na inspe¢ao por camara UV 254 nm que ficou

amarela apos revelacao com vanilina (Figura 115).

Figura 115 — CCD analitica (SiO,) do composto G desenvolvido com DCM/MeOH (4:1).
Inspecdo sob luz UV a 254 nm (a) e revelada com vanilina (b).

(a) (b)

Ry 0.51 —

Fonte: a autora.

Na andlise por CLAE-DAD, o composto G apresentou um Unico pico no

cromatograma em fr 23,51 min. No espectro UV-Vis, foi observado duas bandas de
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absor¢ao em 343 ¢ 263 nm, associadas as bandas I (sistemas cinamoil do anel B) e II

(sistema benzoil do anel A) em flavonoides, respectivamente (Figura 116).

Figura 116 — Cromatograma CLAE-DAD em coluna analitica do composto G (UV-Vis 365 nm).
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Condi¢des CLAE: Coluna: Phenomenex Lunna Cis (250 mm x 4,6 mm, 5 pm); gradiente (45 min),
20—-100% de metanol e 4cido acético 0,1%; C=1,0 mg mL™!, V. inj. = 50 uL, fluxo 1,0 mg mL™") e detector
DAD. Fonte: a autora.

O composto G foi analisado por EM em alta resolu¢do no modo negativo, onde a
formula molecular C21H22010 foi estabelecida, apresentando IDH igual a 11. O sinal
referente a molécula desprotonada foi de m/z 433,1134 [M — H], calculado para

C21H210107, 433,1140 (A -1,38 ppm) (Figura 117).

Figura 117 — (-)-IES-EM em alta resolucdo do composto G.
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Fonte: a autora.

O espectro de RMN de 'H composto G apresentou semelhancga ao espectro de E,
indicando ser um derivado do canferol. O RMN de 'H, de '*C e DEPT para composto
revelaram a presenca de dois dupletos em dou 5,26 (1H, J = 10,9 Hz, H-2) e
4,72(1H, J = 10,90 Hz, H-3) e um efeito de blindagem nos carbonos C-2 (6c 81,88) e
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C-3 (8¢ 76,12), devido & hibridizacdo sp®. Além disso, a constante de acoplamento
J=10,90 Hz entre H-2 ¢ H-3 indica uma orientacdo axial-axial, que est4 relacionada a
uma relagdo trans entre esses hidrogénios. Os sinais na regido ou 3,33—4,09, indicam a
presenca de actlcar na estrutura. O singleto em on 4,09 foi atribuido a um hidrogénio de
carbono anomérico (H-1""). O sinal em singleto ou 1,21 (3H, H-6"") sugere a presenca de
uma ramnose. Os sinais em oc 101,28 (C-1""), oc 70,75 (C-2"), 6c 70,81 (C-3"’), ¢ 72,09
(C-4”) e 0c 68,46 (C-57) e o sinal referente ao carbono metilico dc 16,57 (H-6"") foram
atribuidos aos carbonos deste acucar (Figuras 118 a 120).

Através dos mapas de contornos HSQC (Figuras 121 a 125) foram feitas
atribuicdes diretas entre os hidrogénios e carbonos do flavononol e através do mapa de
contorno HMBC (Figuras 126 a 129), foi possivel confirmar a posi¢do do agucar através
do acoplamento em Ji_.c entre o hidrogénio H-1" (8n 4,09) e o carbono C-3 (8¢ 76,12).
Além disso, o acoplamento em “Jiu_c entre 0 H-2 (8u 5,26) e o carbono C-3 define a

estrutura do flavononol (Huang et al., 2011) (Tabela 19).
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Figura 118 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDs0D) do composto G.
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Figura 120 — Espectro de DEPT-135 composto G.
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Fonte: a autora.
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Figura 121 — Mapa do contorno HSQC do composto G.
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Figura 122 — Expansao do mapa de contorno HSQC (& ¢ 4,5-5,4) do composto G.
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Figura 123 — Expansao do mapa de contorno HSQC (6 4,8—8.2) do composto G.
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Fonte: a autora.

Figura 124 — Expansao do mapa de contorno HSQC (& 2,0—4,4) do composto G.
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Fonte: a autora.
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Figura 125 — Expansao do mapa de contorno HSQC (8 2,0—4.,4) do composto G.
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Figura 126 — Mapa de contorno HMBC do composto G.
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Fonte: a autora.
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Figura 127 — Expansao do mapa de contorno HMBC (& 4,8-8,4) do composto G.
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Figura 128 — Expansao do mapa de contorno HMBC (& 1,7-4,4) do composto G.
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Figura 129 — Expansao do mapa de contorno HMBC (8 3,8—4,2) do composto G.
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Fonte: a autora.
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Tabela 19 — Dados de RMN de 'H e *C (400 e 100 MHz, CD;COCD) e correlagdes observadas

nos mapas de contorno HSQC e HMBC do composto G.

- dc* 4w ppm, mult.? 6c na
Posicao DEPT ppm (J em Hz) HSQC HMBC literatura
2 CH 81,88 5,26 (1H,d, J= H-2 C-3,C-27,C- 81,44
10,9 Hz) 4
3 CH 76,12 4,72 (1H,d, J = H-3 C-2,C-1’, C- 75,92
10,9 Hz) 1, C-4
4 C 194,63 - — — 194,34
5 C 163,90 - — — 163,42
6 CH 95,75 6,26 (1H, s) H-6 C-8, C-10 96,22
7 C 166,31 - — — 167,28
8 CH 94,58 6,0 (1H, s) — — 95,25
9 C 162,32 - - - 162,16
10 C 100,11 - — — 100,71
I’ C 126,97 - — — 126,57
2°/6° CH 130,58 6,90 2H, d,J= H-2’ C-1’,C4 129,02
8,80 Hz)
3/5° CH 114,89 7,87 2H, d, J= H-3° C-2,C4 115,15
8,80 Hz)
4’ C 157,58 - — — 157,92
1 CH 101,28 4,09 (1H, s) H-1” c-2” 100,29
2% CH 70,75 3,46 (1H, m) H-2"’ — 70,17
3 CH 70,81 3,69 (1H, m) H-3” Cc4” 70,30
4 CH 72,09 3,33 (1H, m) H-4"° C-6,C-5” 71,62
5” CH 68,46 4,24 (1H, m) H-5 — 68,77
6”’ CH; 16,57 1,21 (3H, s) H-6 — 17,67
OH - 11,93 (s) H-5 C-6, C-7, C- 11,77
10
OH - 12,69 H-7 C-8,C-9 -

“Deslocamentos quimicos estabelecidos em relacdo ao padrdo interno TMS (6 TMS = 0,0 ppm).
"Multiplicidade: s: simpleto, d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto); “Dados da literatura: experimentos
de RMN realizados a 125 MHz para *C utilizando DMSO-ds (Huang et al., 2011). Fonte: a autora.

Na andlise do espectro EM/EM (Figura 130), o composto G apresentou ions

fragmentos de m/z em 287 e 269. O ion fragmento de m/z 339 resultou da eliminacdo de

146 u a partir de m/z 433 e o ion fragmento de m/z 287 foi produzido a partir da eliminagao

neutra da ramnose. O ion fragmento de m/z 269 foi correlacionado com a perda de uma

molécula de H>O (—18 u), a partir do ion da aglicona de m/z 287 (Figura 131).
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Figura 130 - (—)-IES- EM/EM do composto G (m/z 433 [M —H)]"), 15 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 131 — Propostas de fragmentagdes para o composto G analisado por (—)-IES-EM/EM.
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Fonte: a autora.

Os dados de obtidos através das analises cromatograficas, espectrométricas e
espectroscopicas foram comparados com a literatura sendo semelhantes ao do flavanonol
engeletina (di-hidrocanferol-ramnosideo). Engeletina foi isolada do mari-mari
(C. leiandra) e ja foi isolada anteriormente das flores de C. javanica (Tiwari; Yadava,
1971). E um composto que apresenta importantes atividades farmacologicas, entre elas
anti-inflamatoéria, antioxidante, antibacteriana, antitumoral ¢ imunomoduladora. Além
disso, a engeletina tem potencial inibidor da aldose redutase retardando o

desenvolvimento de diabetes cronico (Zhong et al., 2023).
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5.8.1.4 Composto H: afzelina (canferol-3-O-ramnosideo)

O composto H (16,06 mg), isolado da FDCj-fl como um sélido amarelo soltivel
em acetona e metanol. Ao ser analisado por CCD, apresentou uma mancha com Ry 0,62,
quando inspecionado em camara UV 254 nm e cor amarela quando revelado com vanilina

(Figura 132).

Figura 132 — CCD analitica (SiO;) do composto H desenvolvido com DCM/MeOH (4:1), e
revelado com vanilina (a esquerda) e inspecionado sob luz UV a 254 nm (a direita).

N

R 0,62 —

k 3 k .
Fonte: a autora.

Na andlise por CLAE-DAD, o composto apresentou um unico pico no
cromatograma em fr 23,70 min. No espectro UV-Vis, foi observado duas bandas de
absor¢do em 344 e 264 nm, associadas as bandas I (sistemas cinamoil do anel B) e Il

(sistema benzoil do anel A) em flavonoides glicosilados, respectivamente (Figura 133).
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Figura 133 — Cromatograma CLAE-DAD em coluna analitica do composto H (UV-Vis 365 nm).
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Condi¢des CLAE: Coluna: Phenomenex Lunna Cis (250 mm x 4,6 mm, 5 pm); gradiente (45 min),
20—-100% de metanol e 4cido acético 0,1%; C=1,0 mg mL™!, V. inj. = 50 uL, fluxo 1,0 mg mL™") e detector
DAD. Fonte: a autora.

O composto H foi analisado por EM em alta resolugdo no modo negativo, de onde
foi estabelecida a formula molecular C21H20010, apresentando IDH igual a 12. O espectro
apresentou ion precursor de m/z 431,0988 [M — H]", calculado para C21H190107, 431,0984
(A 0.93 ppm), Figura 134.

Figura 134 — (-)-IES-EM em alta resolugdo do composto H.
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Fonte: a autora.

Os espectros de RMN de 'H, '3C e DEPT-135 (135 a 137) apresentaram sinais
semelhantes aos do composto E, exceto pela presenga dos sinais caracteristicos da
ramnnose em ou 5,54 (1H, s, H-17), 422 (1H, m, H-2"), 3,48 (1H, m, H-3"),
3,71 (1H, m, H-4"), 3,34 (1H, t, H-5"), 0,90 (3H, s, H-6”) ¢ em d&c 101,8 (C-17),
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69,9 (C-27), 70,3 (C-3), 70,1 (C-4”), 71,6 (C-57) e 16,3 (C-6"), e difere de G pela
presenca da dupla ligacdo entre C-2 e C-3. As posicdes dos hidrogénios foram
estabelecidas a partir das correlagdes observadas no mapa de contorno HSQC (Figuras
138 a 140). O mapa de contorno HMBC confirmou a posi¢ao C-3 do anel C através de
uma correlacdo a trés ligacdes observada entre o hidrogénio anomérico da ramnose em
ou 5,54 (s, 1H, H-17) com o carbono C-3 da aglicona em oc 134,8 (Figuras 141 a 144).
Todas essas evidéncias estdo de acordo com o padrao de substitui¢do do anel C e uma
ramnose no C-3 (Tabela 20). Portanto, a estrutura de H foi estabelecida como sendo o
canferol-3-O-ramnosideo, também conhecido como afzelina, isolado anteriormente de

C. bakeriana (Silva et al., 2019).
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Figura 135 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, acetona-ds) do composto H.
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Figura 136 — Espectro de RMN de '*C (100 MHz, acetona-de) do composto H.
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Fonte: a autora.
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Figura 137 — Espectro de DEPT-135 composto H.
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Fonte: a autora.
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Figura 138 — Mapa do contorno HSQC do composto H.
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Fonte: a autora.

Figura 139 — Expansao do mapa de contorno HSQC (5 5,4-8,2) do composto H.
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Fonte: a autora.
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Figura 140 — Expansao do mapa de contorno HSQC (5 2,5-4,5) do composto H.
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Figura 141 — Mapa de contorno HMBC do composto H.
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Figura 142 — Expansao do mapa de contorno HMBC (8 5,2-8,6) do composto H.
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Figura 143 — Expansao do mapa de contorno HMBC (8 2,8-4,6) do composto H.
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Figura 144 — Expansao do mapa de contorno HMBC (8 2,8-4,6) do composto H.
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Tabela 20 — Dados de RMN de 'H e '*C (400 e 100 MHz, CD;COCD:) e correlagdes observadas

nos mapas de contorno HSQC e HMBC do composto H.

2 4
HO l ' '

OH

on® ppm, 5
Posicio DEPT  &c?ppm mult.” HSQC HMBC | °¢na
literatura®
(J/ em Hz)
2 C 156,82 _ _ - 158,62
3 C 134,88 _ _ _ 136,15
4 C _ - _ _ 179,35
5 C _ _ _ _ 163,20
6 CH 98,76 627 (1H,d,J H-6 C-8 100,06
= 2,10 Hz)
7 C _ _ _ _ 166,60
8 CH 93,60  647(1H,d,J H-=8 C-6 94,92
—2,10 Hz)
9 C - _ _ _ 159,24
10 C _ - _ _ 105,73
1’ C _ - - _ 122,62
2/6’ CH 130,77 7,87 (2H,d,J H=2/6 C-6’,C-4 131,90
— 8,88 Hz)
3/5° CH 11539  7,03(2H,d,J H-3/5 C-1,C-4 116,50
— 8,88 Hz)
4 C 157,40 - - - 161,63
17 CH 101,79 5,54 (1H,m) H-17 C-17 103,50
27 CH 71,56 422 (1H,m) H-2” 72,09
37 CH 7033 348(1H,m) H-3" C-47,C-57 72,04
47 CH 7005 3,71 (1H,m) H-4" C-3” 73,17
5 CH 69,89 334 (1H,t) H-5" C-27,C37 71,92
6 CH;s 1633 0090 (3H,s) H-6" - 17,66
OH _ 12,71 (s) _

*Deslocamentos quimicos estabelecidos em relagdo ao padrdo interno TMS (8 TMS = 0,0 ppm).
"Multiplicidade: s (simpleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto); “Dados da literatura: experimentos de RMN
realizados a 100 MHz para '*C utilizando CD;OD (Lee et al., 2014). Fonte: a autora.

No espectro de massas em sequéncia da afzelina (m/z 431 [M — H) ")) (Figura

145), o ion fragmento de maior intensidade ¢ de m/z 285, referente a aglicona, que foi

obtido a partir da eliminacdo neutra de uma molécula de ramnose (—146 u), através da
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clivagem heterolitica da ligacdo entre o carbono anomérico C-1"" da ramnose e 0 oxigénio

da aglicona (Figura 146).

Figura 145 — (-)-IES-EM/EM do composto H (/2431 [M —H) ), 15 eV.
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Fonte: a autora.

Figura 146 - Propostas de fragmentacdes para o composto H analisado por (—)-IES-EM/EM
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Fonte: a autora.

5.8.2 Avaliacao do potencial antidiabético das flores de C. javanica

Os resultados da atividade antioxidante, inibi¢do das enzimas a-amilase e o-
glicosidase e antiglicagdo para O EE, fragdes e compostos canferol (E), reina (F),
engeletina (G) e afzelina (H) de C. javanica foram avaliados quanto a sua atividade
antioxidante, inibicdo das enzimas o-amilase e o-glicosidase e antiglicacdo para

determinar o potencial antidiabético da espécie.
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5.8.2.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

O potencial antioxidante do extrato (ECj-fl), fragcdes (FHCj-fl, FDCj-fl, FACj-fl e
FHMC(j-11) e compostos isolados E-H de C. javanica foram avaliados por dois métodos
diferentes. ECj-fl apresentou 92,5 + 0,7% de capacidade antioxidante, comparado ao
padrdo de quercetina (94,0 £ 0,0%) pelo método DPPH. Entretanto, sua capacidade
antioxidante foi de 91,0 = 0,0 pumol trolox eq/L pelo método FRAP, comparado a
quercetina (397,3 + 2,4 umol trolox eq/L). Assim, o ECj-fl foi considerado de baixa
capacidade antioxidante por este ensaio. Em relagdo as fracdes FDCj-fl e FACj-fl, ambas
apresentaram alta capacidade antioxidante pelo método DPPH, exibindo o mesmo valor
de 93,0 + 0,0%. As fragdes FHCj-fl e FHMCj-fl apresentaram baixa atividade
(inibicdo de 13,50 +4,9% para ambas). Pelo método FRAP, as fragdes apresentaram baixa
capacidade antioxidante em comparagdo ao padrdo de quercetina, exibindo valores de

21,0+ 0,0 a 75,2 £ 2,4 pmol trolox eq/L (Figura 147).

Figura 147 — Capacidade antioxidante do EE, fra¢cdes e compostos E-H das flores de C. javanica

pelos métodos DPPH e FRAP.
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Os compostos reina, engeletina e afzelina nao apresentaram atividade ant10x1dante pelo método DPPH. Os
valores marcados com um asterisco (*) indicam diferencgas estatisticamente significativas em relacdo ao
controle positivo (p < 0,05). Fonte: a autora

Em relagdo aos compostos isolados, apenas o canferol apresentou capacidade
antioxidante pelo método DPPH (94,5 £ 0,7%). Pelo método FRAP, os compostos
apresentaram baixa capacidade antioxidante em compara¢do ao padrdo de quercetina,
exibindo valores de 54,2 + 2,4 a 155,8 + 2,4 umol Trolox eq/L (Figura 147). O composto

engeletina apresentou a maior atividade antioxidante entre todos. A divergéncia entre os
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resultados da atividade antioxidante das amostras testadas pelos métodos DPPH e FRAP
¢ baseada nas diferencas nos mecanismos. O ensaio DPPH detecta as capacidades de
transferéncia de hidrogénio e elétrons e o método FRAP avalia a capacidade de
transferéncia de elétrons (Justino et al., 2019).

No método DPPH, a reina e demais compostos ndo apresentaram atividade
antioxidante, o canferol foi o inico composto ativo pois a unidade de agucar tem um
efeito supressor da atividade. O estresse oxidativo ¢ uma das razdes das complicagdes do
diabetes, devido ao acamulo de glicose e acidos graxos nos tecidos e nas células
pancreaticas, contribuindo com o aumento da produgcdo de EROs. Os compostos
antioxidantes como o canferol atuam neutralizando os radicais livres, reduzindo a
peroxidacdo lipidica e protegendo proteinas e DNA contra danos oxidativos

(Justino et al., 2019; Silva et al., 2019).

5.8.2.2 Avaliagdo da inibi¢do das enzimas a-glicosidase e o-amilase

No ensaio de inibi¢do da a-glicosidase, o ECj-fl inibiu em 48,1 + 4,0% e a fracao
FDCj-fl exibiu um valor ligeiramente maior de 58,6 = 6,8%, indicando que o
fracionamento do extrato aumentou a inibicdo da enzima. Entretanto, a inibicao foi
considerada mediana em comparag¢ao com o controle positivo acarbose (98,6 + 0,6%). Os
compostos canferol, reina e engeletina isolados de FDCj-fl apresentaram valores de
inibi¢do entre 20,3 + 4,6 e 25,6 £ 4,6% e o composto afzelina ndo apresentou inibi¢cdo
enzimatica. Isso indica que ha um possivel sinergismo entre esses compostos na fragao
FDCj-fl, o que aumenta a taxa de inibicdo enzimatica. As demais fragdes FHCj-1l,
FACj-fl e FHMCj-fl apresentaram valores de inibicdo da a-glicosidase de
33,2+0,0, 1,76 £ 0,3 e 22,2 £+ 2,6%, respectivamente (Figura 148).

No ensaio de inibicdo da o-amilase, o ECj-fl, fracoes FDCj-fl, FACj-l,
FHW(j-fl e o canferol inibiram a atividade da enzima com valores entre 69 e 88% a
10 ug mL-! O ECj-fl apresentou ICsode 0,7 + 0,0006 pg mL~", e entre as fragdes, a mais
ativa foi FDCj-fl, com ICso de 0,3 + 0,008 pg mL~!, proximo ao valor obtido para o
controle positivo triticum (0,2 £ 0,00 ug mL™"). Dos compostos isolados dessa fragio,
apenas o canferol teve seu ICso calculado (inibigdo percentual superior a 60%), resultando
em um valor de 0,04 + 0,003 pug mL~!, valor bem inferior ao ICso do controle positivo

triticum (Figura 148).
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Figura 148 - Inibi¢do das enzimas o-glicosidase e a-amilase do extrato etanodlico, fragdes e
compostos isolados de C. javanica.
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Todas as fragdes foram diluidas em etanol a 5 pg mL™! e diluidas em série para cada ensaio. Valores
expressos como média + erro padrfio. Valores marcados com um asterisco (*) indicam diferencas
estatisticamente significativas em comparag@o com o controle positivo (p < 0,05). Fonte: a autora

Os resultados dos ensaios enzimaticos indicam que C. javanica pode ser uma fonte
promissora para o tratamento alternativo de DM2, em especial FDCj-fl e o canferol. As
enzimas o-amilase e a-glicosidase estao envolvidas na quebra do amido e dos agucares
da dieta em glicose. O amido representa a principal fonte de energia na dieta humana.
Antes de ser absorvido, o amido ¢ hidrolisado sequencialmente pelas a-amilases salivares
e pancreaticas na boca e no intestino delgado, respectivamente. Essas enzimas catalisam
a hidrolise inicial do amido e de outros polimeros de carboidratos em oligdmeros
menores, como maltose e maltotriose, por meio da clivagem das ligagdes
1-4-a-p-glicosidicas (Ning et al., 2019).

Uma vez que os sacarideos parcialmente digeridos chegam ao intestino, eles sao
hidrolisados em oligossacarideos menores pela amilase pancredtica. Os produtos da

a-amilase sdo posteriormente hidrolisados em unidades de glicose por enzimas

213



comumente conhecidas como a-glicosidases. A glicose ¢ entdo absorvida da mucosa
intestinal para a corrente sanguinea, levando a hiperglicemia pos-prandial (Proenga et al.,
2021). As estruturas dos flavonoides contém muitos grupos fenolicos, o que pode ter
contribuido para a inibi¢ao enzimatica, uma vez que a diminui¢do da atividade enzimatica
depende do niimero e da posicdo dos grupos hidroxila dos compostos fenolicos
(Rohn, Rawel e Kroll, 2002; Justino et al., 2016). O canferol tem sido estudado para o
tratamento do diabetes, demonstrando varios mecanismos farmacologicos para o
tratamento da doenga, como efeitos hipoglicemiantes multidirecionais e protecao das

células B pancreaticas (Yang et al., 2022).

5.8.2.3 Avaliagdo da atividade antiglicante

O ECj-l, fragdes e compostos isolados de C. javanica foram avaliados quanto ao
seu efeito de inibi¢do da glica¢ao usando frutose, ensaio de glicagdo e verperlisinas como
agentes glicantes por 3 dias (Figura 149). O controle positivo, aminoguanidina (NH-G),
apresentou uma inibi¢do de 100,0 + 0,0%. Em relagdo a frutose, o ECj-fl apresentou um
valor de inibi¢do superior a 80%. FDCj-fl apresentou o maior efeito inibitdrio entre as
fragdes, com valor de 94,6 + 1,8%, seguido por FHMCj-fl (85,3 + 3,8%),
FACj-fl (81,9 £ 0,5%) e a fragdo FHCj-fl (59,9 = 3,2%). Os compostos isolados
demonstraram atividade ligeiramente menos pronunciada do que FDCj-fl, com valores de
inibi¢do entre 60 e 75%. Em relagdo ao ensaio de glicagdo, a fragdo FD(j-fl foi a mais
ativa (100,0 £ 0,0%), superior ao extrato (92,0 + 1,8) e com inibi¢do igual a NH-G, sendo
este valor estatisticamente significativo em comparacao ao controle positivo. Todos os
compostos isolados desta fragdo apresentaram valores de inibicdo entre 72 e 81%. As
demais fragdes apresentaram atividade antiglicacdo com valores entre 62 e 92%. No
ensaio com o agente glicante verperlisinas, todas as amostras apresentaram inibi¢ao dos

produtos de glicacdo acima de 98% (Figura 146).
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Figura 149 — Atividade antiglicante do extrato, das fragdes ¢ dos compostos isolados das flores
de C. javanica.
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Os valores marcados com asterisco (*) indicam diferencas estatisticamente significativas em relagdo ao
controle positivo (p < 0,05). Fonte: a autora.

A atividade antiglicante do EE, fragdes e compostos isolados de C. javanica foi
correlacionada a presenga de compostos fenolicos. A maioria dos compostos fenolicos,
como flavonoides e antraquinonas, ¢ capaz de inibir o processo de glicacdo. Estudos
envolvendo espécies vegetais e atividade antiglicante indicam uma relacdo entre a
capacidade de inibir a formacao de produtos de glicagcdo e a presenca dessas classes de
compostos em extratos e fragdes (Khangholi ef al., 2016; Silva et al., 2019). Isso sugere
que os compostos isolados da fragdo mais ativa (FDCj-fl) mantém significativa
capacidade antiglicante.

Os resultados obtidos demonstram que C. javanica possui significativo potencial
antidiabético, evidenciado pela inibi¢do enzimatica contra a-amilase e a-glicosidase, bem
como pela alta inibicdo da formacao de produtos finais de glicagdo. Este estudo buscou
validar o uso tradicional da espécie no tratamento do diabetes e contribuir para o

conhecimento quimico e bioldgico de C. javanica.
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6 CONCLUSAO

A triagem fitoquimica por CCD utilizando reveladores quimicos nos extratos
etanolicos (EE) e fragdes detectou uma variedade de classes de metabolitos especiais,
como flavonoides, proantocianidinas, acidos graxos, compostos fendlicos e
antraquinonas, sendo os EE e fragdes mais polares das espécies S. rugosa e S. velutina
ricas em flavonoides e proantocianidinas,

Os nove extratos das espécies de Cassia e Senna foram analisados por
CLUE-IES-EM/EM nos modos negativo e positivo na tentativa de identificar os
compostos presentes nestas amostras. Foram anotados flavonoides, proantocianidinas e
uma antraquinona, entre outras classes de compostos. Flavonoides como (epi)-catequina,
galocatequina e canferol bem como seus derivados glicosilados foram identificados na
maioria dos extratos.

Dentre as seis espécies avaliadas, S. rugosa e S. velutina foram as mais
promissoras no ensaio antifungico contra leveduras causadoras de candidiase
(C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis). As fracdes e acetato de etila das flores e das
folhas de S. velutina foram as mais ativas, com CIM de 1,46 pg mL! contra C. glabrata,
valor préximo ao controle positivo anfotericina B (CIM 0,5-1,0 pg mL™"). O ensaio
citotoxico contra células HeLa indicou que estas fragdes apresentaram viabilidade celular
superior a 75% e foram atoxicas nas menores concentragdes (6,25 a 0,195 pg mL™'), com
valores de IS positivos, indicando seletividade para os microrganismos. Devido ao menor
valor de CIM, a fracdo em acetato de etila das flores de S. velutina (FASv-fl) foi
selecionada para o estudo quimico. A andlise por CLUE-IES-EM/EM dessa fracao
identificou que esta € rica em proantocianidinas dimeras e trimeras.

O fracionamento de FACj-fl permitiu o isolamento das proantocianidinas
(ent)-cassiaflavana-galocatequina (A), uma mistura de atropoisdmeros de
(ent)-cassiaflavana-(epi)-catequina em B e C e (ent)-cassiaflavana-(ent)-cassiaflavana-
catequina (D). No ensaio da atividade anti-Candida, realizados com esses compostos, 0s
atropoisomeros em C apresentaram o menor valor de CIM frente a C. glabrata
(1,95 ng mL ™). Os resultados obtidos demonstram o potencial antifingico significativo
da FASv-fl, especialmente frente a C. glabrata, e indicam que a atividade observada pode
decorrer tanto da presenga de um composto majoritario em C quanto do sinergismo entre

os constituintes quimicos da fragdo. Além disso, os resultados obtidos corroboram o uso
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tradicional de Senna na medicina popular para o tratamento de infec¢des bacterianas e
fingicas. Este ¢ o primeiro estudo antimicrobiano em S. velutina visando o isolamento de
compostos bioativos. Esta espécie € promissora € nao toxica para o desenvolvimento de
agentes antifungicos para o tratamento da candidiase, ainda que seus atropoisdmeros
precisem ser separados e caracterizados de maneira inequivoca para realizagdo de novos
ensaios.

C. javanica ¢ uma espécie conhecida pelo uso tradicioonal no tratamento do
diabetes, por esta razdo foi avaliada através de ensaios de enibicdo enzimatica de
a-amilase e a-glicosidase e antiglicacdo para determinar o potencial antidiabético da
espécie. A fragdo FDCj-fl de C. javanica destacou-se por sua pronunciada atividade,
levando ao isolamento de quatro compostos bioativos: canferol (E), reina (F), engeletina
(G) e afzelina (H), que apresentaram resultados promissores nos ensaios realizados de
antiglicagdo. O canferol foi o composto mas potente (0,04 + 0,003 ug mL™") na inibigio
da a-amilase, apresentando valor de ICso menor que o observado para o controle positivo
(triticum, ICs0 0,2 = 0,0 ng mL™!). Os resultados obtidos reforcam o potencial da planta
como fonte de moléculas bioativas e podem inspirar futuras pesquisas visando o

desenvolvimento de medicamentos ou fitoterapicos para o controle do diabetes.
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APENDICE A

Tabela 1A — Viabilidade celular das fragcdes de Cassia e Senna spp.

Concentragées Viabilidade Celular (%) - HeLa
(ug mL™) S. multijuga (folhas) S. rugosa (folhas) S. rugosa (flores)

FH FD FAE FM FH FD FAE FM FH FD FAE FHM
0,195 95,7 99,5 92,0 93,0 97,1 103 104 90,7 93,7 92,6 95,1 91,6
0,391 88,1 98,1 95,1 95,6 974 102 104 105 91,5 91,5 97,4 95,6
0,781 99,1 99,8 93,5 111 92,9 110 111 111 91,7 924 977 97,1
1,563 100 102 86,4 106 94,6 98,4 103 114 92,8 92,5 93,2 94,3
3,125 101 94,8 80,3 98,5 91,2 107 108 111 93,7 88,2 932 85,6
6,25 100 95,6 86,1 96,9 88,8 97,7 104 90,7 89,7 87,7 972 91,2
12,5 104 100 850 99,7 659 79,4 7873 78,6 88,8 90,3 105 92,7
25 81,2 83,9 71,3 859 959 91,7 86,2 91,7 86,3 87,7 100 94,0
50 73,3 79,3 68,6 799 994 87,4 95,6 86,2 88,1 80,2 90,1 79,1
100 61,5 55,0 584 727 74,1 84,6 99,9 100 86,3 71,6 799 85,1
200 3,9 22,8 20,9 56,1 6,0 85,8 89,3 103 6,4 344 654 82,5
400 3,9 4,1 7,4 20,7 59 16,5 144 324 5,9 13,4 10,1 30,1
800 43 4,8 8,8 6,1 6,2 10,9 10,6 11,2 6,7 11,4 10,5 12,4
1600 5,1 6,3 17,1 5,0 6,6 11,8 10,6 9,3 73 14,4 13,1 9,9
3200 6,9 11,2 27,9 6,0 6,9 14,5 13,6 8,8 73 17,1 13,3 11,7

S. velutina (folhas) S. velutina (flores) C. fistula (folhas)

FH FD FAE FM FH FD FAE FM FH FD FAE FHM
0,195 97,9 99,7 924 929 977 115 85,1 90,1 112 91,8 90,2 100
0,391 98,6 91,5 92,3 90,3 94,2 116 83,1 95,8 116 92,3 98,3 110
0,781 95,5 89,5 954 923 100 109 80,9 99,5 115 96,4 150 116
1,563 99,8 90,5 100 94,7 96,7 112 86,3 99,2 113 98,1 161 132
3,125 87,1 91,6 101 952 978 106 90,4 96,8 106 104 157 130
6,25 75,7 92,9 100 89,6 103 124 100 92,6 107 106 125 90,3
12,5 61,2 90,2 98,1 79,9 95,5 109 98,9 473 96,0 101 123 69,0
25 63,8 93,8 78,5 946 91,2 103 95,5 104 76,6 644 86,0 76,7
50 99,0 96,1 89,8 88,7 87,3 103 769 946 727 61,1 101 78,1
100 91,6 86,8 86,3 85,9 84,1 79,6 63,7 80,2 66,7 457 679 58,8
200 66,9 64,5 57,7 749 6,2 40,9 356 275 3,0 20,6 729 48,9
400 32,2 58,9 35,6 223 6,6 26,6 9,2 8,8 32 2,6 28,3 29,9
800 11,9 25,8 15,9 10,3 6,8 17,3 10,7 8,7 3.8 2,7 20,4 18,0
1600 16,0 18,3 12,4 10,4 7,2 21,0 14,5 9.4 4,1 2,9 5,0 6,2
3200 19.4 32,2 12,5 10,3 7,1 27,8 14,9 8,9 4,2 5.8 5,7 3,7

C. grandis (folhas) C. javanica (folhas) C. javanica (flores)

FH FD FAE M FH FD FAE FM FH FD FAE FHM
0,195 100 85,9 103 99,9 103 86,4 94,1 89,4 80,6 81,8 70,7 90,4
0,391 103 93,9 91,0 914 105 854 85,5 84,3 74,3 85,2 84,4 90,4
0,781 110 100 79,3 91,1 100 84,3 85,7 81,6 86,7 814 779 85,6
1,563 115 104 97,9 933 103 88,1 81,2 80,6 84,4 84,1 81,5 83,2
3,125 114 98,3 105 82,3 100 99,6 83,0 787 86,7 82,8 76,8 85,6
6,25 86,2 84,6 99,8 91,6 95,1 97,5 86,8 72,4 88,8 88,9 86,3 84,2
12,5 87,4 81,9 89,0 108 95,2 99,7 85,7 64,6 90,8 91,8 94,1 81,1
25 77,2 67,3 70,9 755 69,2 88,1 66,7 69,6 92,0 84,6 89,6 86,8
50 80,0 57,6 63,8 55,3 82,6 74,8 55,3 569 894 632 735 76,3
100 87,4 61,7 49,0 408 738 48,6 36,7 4272 88,5 49,2 54,1 65,8
200 9,1 8,6 11,0 11,3 49,2 8,2 8,0 8,6 38,9 4,6 37,9 524
400 3,5 4,3 6,0 52 3,1 6,6 74 72 3,7 43 4,8 25,2
800 4,9 5.8 7,1 6,4 3,6 8,5 10,1 8,1 39 4,9 54 25,4
1600 6,1 7.9 9,5 8,5 4,2 13,8 15,8 11,6 4,4 7,0 8,2 59
3200 6,3 10,2 10,4 9,6 4,1 20,8 134 8,6 5,5 13,3 9,0 5.8

Porcentagem de células viaveis nas condi¢des experimentais: Controle (meio de cultura): 100%, 1%

DMSO: 83,23%; 2% DMSO: 85,71% e 32% DMSO: 5,94% (veiculo). Fonte: a autora.
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Tabela 2A — Concentracdo citotdxica (CCso) e indice de seletividade (IS) das fracdes das folhas e flores de Cassia e Senna spp.

Microrganismos/IS
Fracoes Ccso,l
ng mL A B C D E F G H I J
C. fistula (folhas)
FHCf-fo 95.90 —-0.02 - -0.02 —0.02 - - -0.02 — — —
FDCf-fo 70.03 - 0.17 -0.45 0.17 0.17 0.17 —0.15 - - -
FACf-fo 267.8 - — -0.17 - -0.17 -0.17 0.13 — — —
FHMCf-fo 158.00 - - - - - - -0.10 - - -
C. grandis (folhas)
FHCg-fo 132.20 —0.48 —0.48 -0.48 —0.48 - —0.18 0.12 — — —
FDCg-fo 65.07 - — -0.79 -0.79 —0.48 —-0.18 —0.48 — — —
FACg-fo 68.93 —0.76 -0.76 -0.76 —0.46 -0.76 -0.76 -0.76 —-1.64 —-1.64 —-1.64
FHMCg-fo 62.27 —-0.81 —0.81 -0.81 -0.50 — — — — — —
C. javanica (folhas)
FHCj-fo 150.60 -0.12 - 0.18 -0.42 0.78 — 0.78 — — —
FDCj-fo 84.59 - — -0.37 -0.67 -0.07 -0.67 -0.37 - - -
FACj-fo 47.12 — - -0.93 -0.93 — — -0.93 — — —
FHMCj-fo 38.03 -1.02 - -1.02 -0.72 - - - - - -
C. javanica (flores)
FHCj-fl 173.90 —0.06 - 0.24 —-0.06 0.84 - 1.14 -0.93 - -
FDCj-fl 72.12 - -0.74 -0.74 -0.74 -0.74 -0.14 -0.74 — — —
FACj-fl 107.08 - - — -0.57 - - - -0.24 0.66 -0.24
FHM(j-f1 198.80 - - - - - - 0.93 —
S. multijuga (folhas)
FHSm-fo 94.20 -0.32 - -0.32 -0.32 -0.32 — -0.02 —-0.60 — —
FDSm-fo 101.70 - - —-0.59 - -0.59 -0.59 0.007 - - -
FASm-fo 76.11 -0.72 -0.42 -0.72 -0.72 - -0.72 -0.72 1.11 1.11 0.51
FHMSm-fo 187.20 -0.33 -0.33 -0.33 -0.33 - - - - - -

A: S. mutans, B: S. mitis, C: S. sanguinis, D: A. actinomycetemcomitans, E: P. gengivalis, F: F. nucleatum, G: A. naeslundii, H: C. albicans, 1. C. glabrata, J: C. tropicalis.
Fonte: a autora.
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Figura 1A — Cromatograma BPI no modo positivo dos EE de Cassia spp.
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Condigdes: coluna Acquity UPLC HSS T3 C18 (100,0 mm x 2,1 x 1,8 um) fase mével (A) composta por 4agua acidificada com 4cido formico (0,1% (v.v-!)) e fase movel B
acetonitrila e 0.1% de acido formico com gradiente de 5% a 100% de B (14 min). Fonte: a autora.
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(+) S. rugosa (folhas“)

Figura 2A — Cromatograma BPI no modo positivo dos EE de Senna spp
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Condigdes: coluna Acquity UPLC HSS T3 C18 (100,0 mm x 2,1 x 1,8 um) fase mével (A) composta por dgua acidificada com acido formico (0,1% (v.v-!)) e fase movel B
acetonitrila e 0.1% de acido formico com gradiente de 5% a 100% de B (14 min). Fonte: a autora
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