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RESUMO

Doengas causadas por fungos podem ser tanto superficiais como invasivas e representam uma
ameaca crescente para a saide humana em todo o mundo, principalmente para pessoas com
imunidade comprometida, que em alguns casos pode levar a morte. Estudos tém demonstrado
que os agentes antifungicos mais utilizados ndo sdo completamente eficazes devido ao
desenvolvimento da resisténcia antifingica, toxicidade e efeitos colaterais indesejaveis desses
farmacos nos pacientes. Portanto, a busca por novas substancias bioativas se faz necessaria e
os produtos naturais tém sido uma fonte para o desenvolvimento de novos farmacos. Nesse
contexto, o Brasil ¢ um pais com uma rica biodiversidade, tornando-se importante para os
estudos dos produtos naturais. O género Cassia mostrou grande potencial uma vez que estudos
tem comprovado as atividades biologicas de varias espécies. Assim, esse trabalho estudou a
espécie Cassia bakeriana Craib, com o objetivo de determinar a atividade antifungica dos
extratos e das particdes e avaliar a composicdo quimica da parti¢do acetato de etila (P-AE),
obtida por extracdo liquido-liquido a partir do extrato etandlico das folhas, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em alta resolugao
(CLAE-EM). A P-AE apresentou valores de concentracdo inibitoria minima (CIM) de 187,5
ng mL ! contra Candida glabrata, 375 ng mL™! contra Candida albicans e 750 pg mL™! contra
Candida tropicalis, e devido a estes resultados a parti¢do foi selecionada para a identificacdo
dos compostos. Através da CLAE-EM da P-AE foi possivel determinar a presenga de
flavonoides como a quercetina (m/z 301,0356), o acido protocatecuico (m/z 153,0194),
proantocianidinas como a (epi)afzelequina-(epi)catequina (m/z 561,1401) e a antocianina
cianina (m/z 611,1610). Esses compostos podem estar relacionados com a atividade antifingica
apresentada pela P-AE, uma vez que a atividade antifiingica de alguns deles ja foi descrita na

literatura.

Palavras-chave: Cassia bakeriana, atividade antifungica, Candida spp., CLAE-EM,

flavonoides, proantocianidinas, acido hidroxibenzoico, antocianina.



ABSTRACT

Diseases caused by fungus can be both superficial and invasive and pose a growing threat to
human health worldwide, especially to people with compromised immunity, which in some
cases can lead to death. Studies have shown that the most commonly used antifungal agents are
not completely effective due to the development of antifungal resistance, toxicity and
undesirable side effects of these drugs in patients. Therefore, the search for new bioactive
substances is necessary and natural products have been a source for the development of new
drugs. In this context, Brazil is a country with a rich biodiversity, becoming important for the
study of natural products. The genus Cassia has shown great potential since studies have proven
the biological activities of various species. Thus, this work studied Cassia bakeriana Craib
species, aiming to determine the antifungal activity of extracts and partitions and to evaluate
the chemical composition of ethyl acetate partition (P-EA), obtained by liquid-liquid extraction
from ethanolic extract of leaves using high performance liquid chromatography coupled with
high resolution mass spectrometry (HPLC-MS). P-AE presented minimum inhibitory
concentration (MIC) values of 187.5 ug mL~ ! against Candida glabrata, 375 pg mL" ' against
Candida albicans and 750 ug mL™ ! against Candida tropicalis, and due to these results the
partition was selected for compound identification. Through the HPLC of P-AE it was possible
to determine the presence of flavonoids such as quercetin (m/z 301,0356), protocatechuic acid
(m/z 153,0194), proanthocyanidins such as (epi)afzelechin-(epi)catechin (m/z 561.1401) and
cyanine anthocyanin (m/z 611.1610). These compounds may be related to the antifungal activity
presented by P-AE, once the antifungal activity of some of them has been described in the

literature.

Keywords: Cassia bakeriana, antifungal activity, Candida spp., HPLC-MS, flavonoids,

proanthocyanidins, hydroxybenzoic acid, anthocyanin.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Brasil sustenta a maior biodiversidade do planeta em consequéncia da enorme riqueza
de sua flora e fauna, e isto se deve a presenca de diferentes biomas nesse pais de proporgdes
continentais. O bioma Cerrado ¢ a segunda maior regido biogeografica da América do Sul,
possui 2.036.448 km? de extensdo, correspondendo a 24% do territorio brasileiro abrangendo
os estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Minas
Gerais, Bahia, Maranhdo, Piaui, Rondonia, Parana e Sao Paulo, sendo considerada a formagao
savanica com a maior biodiversidade do mundo (INPE, 2018). No que se refere a diversidade
biologica, o Cerrado brasileiro ¢ reconhecido como a savana mais rica do mundo, abrigando
11.627 espécies de plantas nativas ja catalogadas (MMA, 2018). Segundo Machado e outros
(2004), apenas cerca de 20% da cobertura original do cerado permanece intacta ¢ somente 2,2
% de sua area original de ocorréncia estd inserida em areas protegidas.

E de suma importancia a preservacio da biodiversidade brasileira pois ela é considerada
uma fonte de substancias biologicamente ativas com um enorme potencial para a criagdo de
novos farmacos. A pesquisa para descoberta de protdtipos de farmacos, além de propiciar o
avango de estudos basicos multidisciplinares, pode contribuir também para o desenvolvimento
tecnoldgico nacional (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Os produtos naturais sdo derivados de vérias fontes, como plantas, animais e micro-
organismos, precedem a historia humana registrada e tém sido utilizados para tratar doencas
desde o surgimento da medicina, sendo indiscutivel sua importancia nos dias atuais para a
sociedade moderna (LI; LARREGIEU; BENET, 2016). De acordo com Newman e Cragg
(2016), a pesquisa na area de moléculas bioativas ndo apenas permite identificar novos
compostos, como também propde novas estruturas moleculares para serem utilizadas como
modelos para novos medicamentos. Dos 1.562 farmacos produzidos entre 1981 a 2014, 73%
apresentam sua origem baseada nesse campo. Sendo a subarea mais antiga da quimica organica,
a quimica dos produtos naturais tem parte de seus aspectos formais ja estabelecidos desde os
tempos da alquimia, assim € natural que seja bem consolidada e reconhecida. Em 1960 os
estudos relacionados a eles comegaram a se desenvolver rapidamente devido a criagdo de
ferramentas de andlises espectroscOpicas, e em conjunto com métodos estatisticos e/ou
computacionais, auxiliaram o isolamento e identificagdo de compostos bioativos, assim esse
ramo da quimica cresceu e se diversificou de modo notavel no século XXI (BERLINCK et al.,

2017).
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Essas substancias sdo uma alternativa para a descoberta de novos farmacos que possam
ser utilizados no tratamento de doencas causadas por fungos. Essas doencas, podem serem tanto
superficiais como invasivas, representam uma ameaga crescente para a saide humana em todo
o mundo, principalmente as pessoas com imunidade comprometida como portadores do virus
HIV e pessoas transplantadas, que em alguns casos podem levar a morte. Entretanto, apenas
alguns medicamentos antifungicos estdo atualmente disponiveis para o tratamento de infec¢des
flngicas que apresentam risco a vida, entre eles estao os analogos da fluo-pirimidina, polienos,
azois e equinocandinas. Os agentes antifungicos mais utilizados ndo sdo completamente
eficazes devido ao desenvolvimento de resisténcia microbiana, toxicidade e efeitos colaterais
indesejaveis nos pacientes, limitando assim seu uso na pratica médica (CAMPOY; ADRIO,
2016; EL-HOSSARY et al., 2016). Desta forma, torna-se necessario os estudos para a
descoberta de novos farmacos com atividade antifiingica.

Nesse contexto, este trabalho avaliou a atividade antifungica dos extratos e parti¢cdes
das folhas de Cassia bakeriana e determinou a composi¢do quimica da particao acetato de etila
(P-AE), uma vez que esta parti¢do foi uma das que apresentaram melhor atividade antiflingica.
O género Cassia mostrou grande potencial, uma vez que em todo mundo, estudos tém
comprovado atividades farmacoldgicas e propriedades medicinais de varias espécies, como
atividade hepatoprotetora apresentada pela Cassia fistula Linn (PAWAR; PATIL; KILLEDAR,
2017), atividade anti-inflamatdria apresentada pela Cassia alata Linn (DA et al., 2018),
atividade hipolipemiante apresentada pela Cassia occidentalis Linn (ALI et al., 2019), atividade
antibacteriana e antifungica apresentada pela Cassia auriculata (PAVUNRAI et al., 2019),
atividade antioxidante e antidiabética apresentada pela Cassia nemophila (REHMAN et al.,
2018) dentre outras. Assim este trabalho colaborou de modo geral para o estudo de espécies
presentes e adaptadas ao Cerrado, através do conhecimento da composi¢do quimica e avaliagdo

do potencial antifingico das folhas de C. bakeriana.

2. OBJETIVOS

— Objetivo geral:

Determinar a atividade antifungica dos extratos e particdes e avaliar a composicao

quimica da fragdo acetato de etila das folhas de Cassia bakeriana Craib.
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— Objetivos especificos:

o Fracionar o extrato etanolico (EE) obtido das folhas de C. bakeriana utilizando
solventes com polaridades crescentes através do método da extracdo liquido-liquido;

e Realizar a prospeccao fitoquimica dos extratos e partigdes;

e Auvaliar a atividade antifungica dos extratos e partigoes;

e Determinar a composi¢ao quimica da P-AE por CLAE-EM-IES.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Metabolismo secundario

As plantas produzem metabolitos primarios e secundarios. Metabolitos primarios estao
diretamente relacionados com o crescimento ¢ o metabolismo das plantas, enquanto os
metabolitos secundarios sdo compostos que as plantas tém capacidade de sintetizar ¢ armazenar
para se protegerem contra herbivoros, patégenos (virus, bactérias, fungos) e competicao de
outras plantas via alelopatia. Em contraste com os metabolitos primarios, que sdo essenciais
para a vida de cada planta, os metabdlitos secundarios ndo sdo essenciais, mas colaboram
absolutamente para sua adaptacdo e sobrevivéncia. Sdo mais de 100.000 estruturas de
metabolitos secundarios descritas até o momento e o numero real na natureza ¢ sem duvidas
muito maior, pois apenas 20-30% das plantas foram investigadas (WINK, 2010; CLEMENSEN
etal., 2017).

Os metabolitos secundarios sao encontrados em varias combinagdes em diferentes
partes da planta (folhas, raizes, brotos, casca, flores) e em diferentes estagios de crescimento
(muda, semente, plantula e arvore adulta). Eles sdo produzidos segundo as demandas

provocadas por fatores ambientais demonstrados na Figura 1 (DELGODA; MURRAY, 2017).
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Figura 1 — Principais fatores que podem influenciar o acimulo de metabdlitos secundarios em

plantas
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Fonte: Gobbo-Neto e Lopes, (2007).

Os metabdlitos secundérios podem ser divididos em trés grupos quimicamente distintos:
terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Sdo quatro vias de biossintese em que
essas substancias podem ser sintetizadas. A Figura 2 mostra de forma simplificada as rotas
envolvidas na biossintese dos metabdlitos secundarios e suas inter-relagdes com o metabolismo
priméario (TAIZ; ZEIGER, 2009; DEWICK, 2012).

As vias que levam a formagao dos metabolitos secundarios estao inter-relacionadas pois,
apresentam como precursores compostos provenientes do metabolismo primério. O esquema
da Figura 2 mostra como os metabolitos do processo de glicolise, ciclo das pentoses e ciclo de
Krebs sdo retirados do processo de geracdo de energia para fornecer intermedidrios
biossintéticos (KABERA et al., 2014).

Os terpenos sdo biossintetizados a partir da via do acido mevaldnico e da via do
metileritritol fosfato. J& os compostos nitrogenados sao sintetizados majoritariamente a partir
de aminoacidos aromadticos ou a partir de aminodcidos alifaticos. Os compostos fendlicos
possuem pelo menos um grupo hidroxilico ligado a um hidrocarboneto aromatico e sua sintese
se da pela acdo de duas vias metabolicas, a via do acido chiquimico e a via do dcido maldnico

(DEWICK, 2009; WALTERS, 2011; WATSON, 2014).
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Figura 2 - Relagdes biossintéticas que levam aos metabolitos secundarios
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3.2 Atividade antifingica

Os patogenos fungicos sao um grupo altamente diversificado de agentes infecciosos,
incluindo leveduras e fungos. Estimativas indicam que mais de 300 milhdes de pessoas sdo
afetadas por doencas fingicas graves em todo o mundo, resultando em 1,6 milhdo de mortes
anualmente (COWEN et al., 2014; DENNING; BROMLEY, 2015). Esses patégenos nao so
causam impacto direto na saude humana global, como também comprometem a seguranca
alimentar, causando devastacdo de culturas e produzindo toxinas que contaminam o
fornecimento de alimento levando ao desenvolvimento de canceres. Nos tltimos anos, foram
registrados um nimero sem precedentes de doengas fingicas, causando extingdes em espécies
selvagens, como a mortalidade em massa de morcegos e anfibios, ameagando a biodiversidade
(REVIE et al., 2018).

Como os fungos sdo organismos eucariontes, estdo mais relacionados aos humanos do
que outros patogenos, o que representa um desafio unico para a descoberta de novos
medicamentos. Em geral, os agentes antifingicos sdo classificados como drogas fungistaticas
que inibem o crescimento ou levam a morte das células fungicas, assegurando ao mesmo tempo
danos limitados a fun¢do celular humana durante o tratamento (MAUBON et al., 2014;
GEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2018). Além disso, um aumento € uma mudan¢a no
espectro de fungos patogénicos tem sido observado. Por exemplo, infec¢cdes causadas por
leveduras que nao sejam Candida e fungos que ndo sejam Aspergillus estdo se tornando cada
vez mais frequentes e tipicamente dificeis de tratar. Como resultado, o arsenal antifingico ¢
excessivamente limitado, com polienos, azois e equinocandinas representando as principais
classes de antifungicos usados nas clinicas. Além disso, a toxicidade (particularmente no caso
dos polienos) e o surgimento de resisténcia antifungica (para os azélicos e equinocandinas)
representam desafios adicionais no manejo clinico das infec¢des fungicas. Todos esses fatos
ressaltam uma necessidade de novos medicamentos antifungicos (WIEDERHOLD et al., 2016).

Os produtos naturais tém se mostrado uma fonte de compostos bioativos com potencial
antifingico, um exemplo sdo os compostos encontrados e isolados da parte aérea da Centaurea
pullata, que apresentaram atividade antiflingica, entre eles: 11f,13-di-hidrocnicina (1), 11p3,13-
di-hidro-19-desoxicnicina (2), 8a-O-(4-acetoxi-5-hidroxiangeloil)-11p,13-di-hidrocnicina (3),
8a-O-(4-hidroxi-2-metilenobutanoiloxi)-11p,13-di-hidrosonchucarpolideo  (4), 8a-O-(4-
hidroxi-2-metilenobutanoiloxi)-11p,13-di-hidro-4-epi-sonchucarpolideo  (5) (Figura 3)
(DJEDDI et al., 2007).



Figura 3 — Estrutura dos compostos isolados da Centaurea pullata

(4) R = B, 0-CHO

(5)R =B, p-CHO

OAc

OH

Fonte: adaptado de Djeddi e outros, (2007).

Figura 4 — Estrutura dos compostos isolados da Hopea exalata

(10)R,=-nH ,R,=""H ,Ry=—=H (12)
(I1)R,===H ,R,===H ,R;='"H

Fonte: adaptado de Ge e outros, (2006).
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O Hopeanolin (6), um resveratrol trimero com um nticleo orto-quinona isolada da casca
do caule de Hopea exalata, mostrou uma potente atividade contra seis tipos de fungos
patogénicos com valores de CIM na faixa de 0,10 — 22,5 ug mL™'. Esta planta possui seis
estilbenos, shoremphinol (7), vaticanol (8), a-viniferina (9), pauciflorol A (10), vaticanol A
(11), e trans-3,5,4'-tri-hidroxiestilbeno 2-C-glucosideo (12) que também apresentaram

atividade antifungica (Figura 4) (GE et al., 2006).

3.3 Aspectos da familia Leguminosae e do género Cassia

A familia Leguminosae constitui a terceira maior familia de angiospermas, com cerca
de 751 géneros e cerca de 20.000 espécies de arvores, arbustos, videiras e ervas que estao
presentes em todo o mundo. Sdo distribuidas em trés subfamilias: Faboideae, Mimosoideae e
Caesalpinioideae. No Brasil, essa familia tem ocorréncia em todos os estados e ¢ representada
aproximadamente por 215 géneros e 2.756 espécies, das quais 54,7% sdo endémicas. Algumas
espécies representam um grupo de culturas com importancia agricola e nutricional, incluindo
ervilhas, soja, alfafa, lentilhas, amendoim e muitos outros graos, fornecendo ricas fontes de
proteina vegetal para humanos e animais. Também sdo economicamente valiosas, pois obtém-
se numerosos produtos de uso industrial, como: taninos, corantes, tinturas, vernizes, colas e
balsamos. Além disso, apresentam valores ecoldgicos pois ajudam na incorporacdo de
nitrogénio e matéria organica ao solo e podem ser empregadas na recuperacdo de areas
degradadas. Varias espécies desta familia apresentam propriedades medicinais, como efeitos
anti-inflamatorio, antisséptico, adstringente, expectorante, sedativo, estimulante, tdnico para o
sistema nervoso, febrifugo, antioxidante, tratamentos de dores géstricas, ulcera, doengas do
sistema urinario, dentre varios outros efeitos relatados na literatura (KAEHLER et al., 2014;
MARTINS et al., 2015; ARYA et al., 2017; ANTONIO-DOMINGUES et al., 2018; COSTA et
al., 2018; LIONHEART et al., 2018; GHAURI et al., 2018).

O género Cassia pertence a familia Leguminosae e subfamilia Caesalpinioideae.
Compreende cerca de 600 espécies de ervas, arbustos e arvores, que sdo amplamente
distribuidas em todo o mundo. E caracterizado por possuir inflorescéncias dispostas em
racemos axilares com grande numero de flores; suas pétalas podem ter colocagdo amarela, rosa
ou vermelha. Certas espécies de plantas pertencentes ao género tém sido usadas na medicina
tradicional para o tratamento de diversas doencas como diarreia, gastrite e infecgdes fungicas
de pele. Estudos fitoquimicos mostraram que o género possui compostos como: flavonoides,

alcaloides, glicosideos, taninos, antraquinonas, esteroides, cromonas e terpenos. Estes
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compostos quimicos estdo associados a varias atividades farmacoldgicas apresentada por
diferentes espécies. Em todo o mundo, a pesquisa cientifica esta ganhando forga para avaliar as
atividades farmacologicas e propriedades medicinais das espécies de Cassia (SINGH et al.,
2013; KOLAR et al., 2018; SANTOS, 2018; CHAERUNISAA; MILANDA; SUSILAWATI,
2018; KONG et al., 2018).

O extrato de algumas espécies de Cassia mostrou atividade antifingica significativa
contra varios fungos. Por exemplo, Cassia fistula L. ¢ uma arvore ornamental com belos cachos
de flores amarelas conhecida como chuva-de-ouro, esta presente em varios paises ¢ a planta
inteira ¢ usada na medicina tradicional para o tratamento de doengas de pele, febre, dor
abdominal, diarreia, repelente de insetos e antiofidica. O extrato em acetato de etila das flores
da Cassia fistula mostrou inibi¢do do crescimento dos fungos: Trichophyton mentagrophytes,
T. simii, T. rubrum e Epidermophyton floccosum, através do fracionamento do extrato ativo foi
isolado a antraquinona reina (13) (Acido 1,8-di-hidroxiantraquinona-3-carboxilico) (Figura 5)
(DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2012). Esse composto também foi isolado através do
fracionamento bioguiado da particao diclorometano das cascas de C. bakeriana no estudo de
Cunha e outros (2017). Foi reportado em outro estudo que a reina apresentou atividade contra

varios fungos, incluindo Candida albicans (Y ANG et al., 2015).

Figura 5 — Estrutura do composto reina isolado das cascas de C. bakeriana e das flores da C.

fistula

OH O OH
L o
(6] (6]
(13)
Fonte: o autor.

Outra espécie de Cassia com potencial antimicrobiano ¢ a Cassia nigricans Vahl, uma
planta lenhosa entre 1,2 m e 1,5 m de altura com pequenas flores amarelas. As folhas e o p6 da
raiz sdo usados para tratar doengas de pele tais como micose, sarna e eczema, infusdes de partes
da planta sdo usadas para tratamento de dor de garganta e também utilizadas como purgante e
vermifugo. O fracionamento do extrato em acetato de etila levou ao isolamento da antraquinona
emodina (14) (1,6,8-tri-hidroxi-3-metilantraquinona) (Figura 6). O valor da CIM apresentada

pela emodina foi de 2 x 10° pug mL"! contra Staphylococcus aureus e Corynebacterium
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pyvogenes, enquanto para Streptococcus pyogenes, Bacillus subtilis, Salmonella typhi e
Escherichia coli, a avaliagdo foi de 3 x 10° pg mL™!. Para Pseudomonas aeruginosa, C. albicans
e Neisseria gonorrhoea, o valor de CIM foi 4 x 10° pg mL™!, enquanto que o de Klebsiella

pneumonia foi de 5 x 10° pg mL!. (AYO; AMUPITAN; ZHAO, 2007).

Figura 6 - Estrutura do composto emodina isolado das folhas da Cassia nigricans

OH O OH

HO"‘CH3

0
(14)

Fonte: o autor.

Cassia tora € uma espécie de arbusto com cerca de 0,30-0,90 m de altura. As principais
partes uteis da planta sdo as folhas, raizes e sementes. As folhas e sementes t€ém propriedades
laxantes, vermifugas, oftdlmicas, cardiotonicas e expectorantes, sendo uteis para o tratamento
da lepra, micose, flatuléncia, célicas, dispepsia, constipacdo, tosse, bronquite e disturbios
cardiacos. O extrato em cloroférmio de C. fora apresentou forte atividade antiflingica contra
varios micro-organismos. As antraquinonas reina (13), emodina (14) e parietina (15) (1,8-di-
hidroxi-3-metoxi-6-metilantraquinona) (Figura 7) isoladas de sementes de C. fora apresentaram
propriedades antifingicas contra varios fungos fitopatogénicos (JAIN; PATIL, 2010). Em outro
trabalho foi relatado que o composto parietina (15) possui atividade antifungica contra Candida

albicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes e Aspergillus fumigatus

(BARROS et al., 2011).

Figura 7 - Estrutura do composto parietina isolado da Cassia tora

OH O OH

H,C g ' g OCH,

O
(15)

Fonte: o autor.
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Devido ao grande potencial biologico que diferentes espécies de Cassia apresentaram,
torna-se importante o estudo da espécie Cassia bakeriana para conhecimento de sua

composi¢ao quimica, bem como avaliagdo do seu potencial bioldgico.

3.4 A espécie Cassia bakeriana Craib

A espécie estudada nesse trabalho foi a Cassia bakeriana Craib (Figura 8), pertencente
a familia Leguminosae e subfamilia Caesalpioideae. Popularmente conhecida como céssia-
rosea, essa arvore de médio a grande porte (12-15 m de altura) € nativa da Tailandia, e seu clima
original ¢ o tropical imido, porém suporta condi¢cdes com invernos moderados como as da
regido sul e sudeste do Brasil, sendo adaptado ao Cerrado. E uma arvore com rapido
crescimento e bem copada que possui folhas com forma pinadas com 12-15 pares de foliolos
oblongos que caem no periodo seco ou invernal (Figura 9). A flora¢do ocorre de novembro a
janeiro, com grandes flores réseas com cinco pétalas ovaladas (Figura 9). O fruto é uma vagem
marrom de 20-30 cm de comprimento, lenhoso, cilindrico, indeiscente, contendo muitas
sementes castanhas ovaladas (Figura 9). A arvore ¢ utilizada na arboriza¢do urbana, uso

paisagistico de parques e grandes jardins (LORENZI et al., 2003).

Figura 8 — Cassia bakeriana Craib

Fonte: o autor.
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Figura 9 — Folhas, flores e frutos de Cassia bakeriana Craib
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Fonte: Lorenzi e outros, (2003)

Na literatura, h4 um estudo quimico e bioldgico de C. bakeriana em que foi determinada
a composicao quimica e avaliada a atividade antimicrobiana e a citotoxicidade do 6leo essencial
da madeira, cascas e folhas de C. bakeriana. Utilizando o teste CIM, os 6leos essenciais das
folhas e cascas mostraram elevada atividade antimicrobiana contra micro-organismos aerobios
e anaerobios. O 6leo essencial da madeira € rico em acidos graxos e as das cascas e folhas
apresentaram 4alcoois, aldeidos e acidos graxos, como principais componentes. O efeito
citotoxico foi maior para 6leo da madeira e menor para o das folhas (CUNHA et al., 2013).

Em outro estudo, a atividade antimicrobiana do extrato e particdes das cascas e folhas
de C. bakeriana foi avaliada contra bactérias da cavidade oral. A particdo diclorometano das
cascas apresentou elevada atividade antibacteriana, onde o composto isolado foi a reina (13)
(Figura 5, pag. 19). A reina apresentou elevada atividade contra micro-organismos anaerobios.
O extrato das folhas também apresentou atividade contra alguns micro-organismos, porém sua
composi¢ao quimica nao foi estudada (CUNHA et al., 2017).

Esses estudos mostram que a C. bakeriana apresenta potencial bioldgico tornando-se

importante os estudos quimicos das folhas de C. bakeriana na busca de compostos bioativos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacio

*  Banho de aquecimento FISATOM modelo 550;

* Balanga analitica SHIMADZU modelo AUW220D;

* Balanga de luz infravermelha para determina¢ao da umidade Quimis modelo Kett FD-600;

»  Evaporador rotatorio IKA modelo RV 10;

* Liofilizador TERRONI modelo LS3000;

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

*  Lavadora ultra-sénica modelo USC-750 Unique;

*  Cromatografo liquido de alta eficiéncia Agilent modelo Infinity 1260, acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugdo tipo Quadrople Time of Fligh (Q-TOF) da marca

Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizagao por eletrospray (IES);

4.2 Reagentes e solugoes

* Solventes usados para a extracdo e na cromatografia: hexano, etanol, acetato de etila,
diclorometano, n-butanol e metanol de diversas marcas: Synth, Vetec, Merck, Neon;

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

«  Acido hexacloroplatinico (Vetec);

* Reagentes quimicos: nitrato de bismuto (Isofar), iodeto de potassio (Chemicals),
difenilboriloxietilamina NP (Sigma-Aldrich), polietilenoglicol 400 (Vetec), cloreto de
aluminio (Vetec) e sulfato cérico pentahidratado (Vetec);

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

4.3 Coleta e preparo do material vegetal

As folhas de Cassia bakeriana foram coletadas na Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) (18°55'06.6"S 48°15'29.4"W). A espécie foi identificada em 2009 no Instituto de

Biologia da Universidade Federal de Uberlandia pelos professores Dr. Glein Monteiro de
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Aratjo e Dr. Ivan Schiavini. A exsicata do espécime foi depositada no Herbario da UFU com
nimero 63584 a qual foi consultada para coleta das folhas.

Elas foram secas em uma incubadora a 35 °C e retiradas quando apresentaram 7,3% de
umidade. O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico através de uma balanga
de luz infravermelha, onde cerca de 1,0 g de folhas foram monitorados a uma temperatura de
105 °C por 15 mim. Em seguidas as folhas secas foram trituradas utilizando um
multiprocessador até se obter um po6. A Figura 10 mostra o esquema do preparo do material

vegetal.

Figura 10 - Esquema do preparo do material vegetal

W
Folhas frescas Po das folhas

Incubadora

infravermelha

Fonte: o autor.

4.4 Preparo dos extratos e extracio liquido-liquido

O extrato das folhas foi obtido através do processo de maceracgao, onde 1,0 Kg das folhas
trituradas foram submetidas a extracdo com hexano (6x 2,3 L) durante 48 horas a temperatura
ambiente, o extrato hexanico (EH) foi filtrado e o solvente removido em um evaporador
rotatdrio (& pressdo reduzida e banho a 40 °C). Repetindo o mesmo procedimento foi obtido o
extrato etanolico (EE) sendo adicionado etanol 98% (6x 2,3 L) ao material remanescente da
extracdo em hexano. Os extratos foram secos, congelados e liofilizados para remocgao de agua.

A Figura 11 mostra a primeira extra¢do do EH e do EE.
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Figura 11 - Primeira extragdo do EH e EE

L ; R ik
1* extracio EE

Fonte: o autor.

Em seguida foi realizada a extra¢do liquido-liquido com solventes com polaridades
crescentes, onde 100,0 g do EE foi solubilizado em 600 mL de metanol:agua (9:1). Utilizando
um funil de separacdo, foi adicionado diclorometano (5x 250 mL), sendo obtido a parti¢cao
diclorometano (P-D). O processo foi repetido utilizando acetato de etila, sendo obtida a parti¢ao
(P-AE). A parti¢ao hidrometanoélica remanescente foi evaporada em um evaporador rotatorio e
ressuspendida em agua. Seguindo o processo, foram obtidas as parti¢des n-butanol (P-nB) e por
fim a particao aquosa (P-A). Todas essas particdes foram concentradas utilizando o evaporador
rotatdrio a pressao reduzida e banho a 40 °C e em seguida liofilizadas para remocao de agua.
Para garantir um maior grau de pureza os solventes hexano, etanol e acetato de etila foram
destilados. A Figura 12 mostra um fluxograma do procedimento de prepara¢do dos extratos e

das particdes.



26

Figura 12 - Procedimento de preparagdo dos extratos e parti¢cdes
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4.5 Prospeccio fitoquimica

m-Butanol (3x 250 mL)
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413 ¢

Fonte: o autor.

h J

Particio Agua
(P-A) 3.4 g

Para identificar as classes de compostos presentes nos extratos e particoes das folhas de

Cassia bakeriana, foi realizada a prospec¢ado fitoquimica utilizando cromatografia em camada

delgada (CCD). Os extratos e particdes foram solubilizados em metanol com concentragdo 1

mg mL! e aplicadas em placas de CCD comerciais de Silica gel 60 (Macherey-Nagel) com

indicador de fluorescéncia (UV 254 e 365 nm) e 0,20 mm de espessura. Foram utilizados 3

sistemas de fases movel. A fase movel 1- hexano:acetato de etila (5:1) foi utilizada para o EH,

a fase movel 2- éter etilico:acetato de etila:acido férmico (75:25:1) foi utilizada para o EE, P-
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D, P-AE e P-nB, e a fase movel 3-acetato de etila:metanol (10:3) para a P-A. Todos as placas
foram reveladas com reveladores que foram preparados seguindo a metodologia proposta por

Wagner e Bladt, (1996):

a) Detecgdo de alcaloides:

- Dragendorf: foi preparada uma solucdo A, a partir da dissoluc¢do de 0,85 g de nitrato
de bismuto em 10,0 mL de acido acético glacial e adicionou-se 40,0 mL de 4gua destilada sob
aquecimento; e uma solucdo B a partir da dissolucao de 8,0 g de iodeto de potassio em 30,0 mL
de dgua. As solucdes A e B foram misturadas na mesma propor¢do produzindo uma solugao
estoque. A solugdo reveladora foi preparada com 1,0 mL da solugdo estoque; 2,0 mL de acido
acético glacial e 10,0 mL de 4gua. A placa foi revelada e observada a coloracdo laranja
amarelada na presenca de alcaloides.

- Iodocloroplatinado: foi preparada uma solugdo A contendo acido hexacloroplatinico
(IV) 5% em 4gua (m v'') e uma solugdo B contendo iodeto de potassio 10% em dgua (m v'!). A
solugdo reveladora foi preparada com 1,0 mL da solucdo A, 9,0 mL da solugdo B estoque e 10,0

mL de dgua. A placa foi borrifada e observada a coloragdo marrom na presenga de alcaloides.

b) Deteccao de flavonoides:

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

- Cloreto de aluminio: foi preparada uma solu¢do contendo AICl3 1% (m v'') em

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

c) Deteccdo de antraquinonas:
- KOH (reagente Borntriager): hidroxido de potassio 5% em etanol. As antraquinonas
revelam com coloracdo vermelhas. Na cdmara de luz UV ¢ possivel identificar antronas

(amarela) e cumarinas (azul).

d) Detectores universais: detecgao de terpenos, fenilpropranoides, esteroides, saponinas,

flavonoides e proantocianidinas:
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- Sulfato Cérico: 2,1 g de Ce(SO4)2.5H20 dissolvido em 15 mL de H>SO4 concentrado
e adicionado a 800 mL de agua (CHAVES, 1997). A mistura foi aplicada na placa e os
compostos revelados apresentaram coloracao marrom.

- Liebermann-Burchard: foi adicionado 5,0 mL de anidrido acético e 5,0 mL de acido
sulfurico concentrado a 50,0 mL de etanol absoluto, sob banho de gelo. A placa foi borrifada
com a solugdo e aquecida a 100 °C por 5 a 10 minutos e os compostos revelados ficaram
coloridos na placa.

- Vanilina Sulfurica: foi preparada uma solu¢do A contendo vanilina 1% em etanol (m
v'1) e uma solugdio B contendo 4cido sulfirico 5% em etanol (v v'!). A placa CCD foi borrifada
com a solugdo A seguida da B e aquecida a 100 °C por 5 a 10 min podendo observar os

compostos revelados de diversas cores.

4.6 Atividade antifingica

A atividade antifingica foi determinada utilizando o método da microdilui¢ao em caldo
para determinacao da CIM. A CIM corresponde a menor concentracdo dos extratos/partigoes
capaz de inibir o crescimento de micro-organismos. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada da Universidade de Franca (LaPeMA-
UNIFRAN), com a colabora¢do do professor Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.

Foram utilizadas as seguintes cepas padrao provenientes da “American Type Culture
Collection” (ATCC): Candida albicans (ATCC 28366), Candida tropicalis (ATCC 13803) e
Candida glabrata (ATCC 15126).

Inicialmente foi preparado o indculo de acordo com o protocolo de referéncia CLSI
M27-A3 (CLINICAL. INSTITUTE, 2008). Usando placas de petri contendo agar Sabouraud,
os fungos foram cultivados por 24 horas a 37 °C, e utilizando uma alga de platina esterilizada,
as coldnias das leveduras foram transferidas para tubos contendo 2,0 mL de solucdo de cloreto
de sédio 0,85%. O inodculo foi preparado usando método espectrofotométrico (530 nm) e
comparando com a escala de McFarland 0,5 para obter o valor de 6 x 10° UFC mL™!. Em seguida
foram realizadas diluicdes em caldo RPMI até que o indculo atingisse 5,0 x 10° UFC mL™.

Também foi realizado o controle de esterilidade do meio de cultura (caldo RPMI), do
indculo (o qual apresentou crescimento devido a auséncia de agentes antimicrobianos),
esterilidade dos antifungicos, dos extratos e do solvente (DMSO). O controle do solvente foi
realizado nas concentracdes de 1% a 5% em v v'! para que ndo houvessem diividas a respeito

da inibi¢do do crescimento do micro-organismo.
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Para a determinagdo da CIM foram preparadas solucdes dos extratos e das partigdes em
DMSO na concentragdo 192.000 ug mL'. Essas solugdes foram diluidas até 12.000 pg mL™!
utilizando-se o caldo RPMI com solugdo tampao de acido 3-N-morfolinapropanossulfonico
(MOPS) a pH 7,2. Utilizando placas de microdiluigdo com 96 pocos, foram feitas as dilui¢des
seriadas com concentragdes de 3.000 a 1,46 ug mL™! dos extratos e das parti¢des para a
determinagdo da CIM. O meio de cultura realizado foi o caldo RPMI tamponado com MOPS e
pH final de 7,2. Cada poco recebeu 100,0 puL da suspensao do indculo sendo o volume final do
pogo de 200 pL. Para o controle positivo, foi utilizado o antifungico anfotericina B, onde foi
realizado 0 mesmo processo com concentragdes de 16,0 a 0,031 ug mL™!. Esse controle foi
testado frente as cepas de referéncia Candida krusei (ATCC6258) e Candida parapsilosis
(ATCC22019) com concetragdes de 0,25 a 2,0 pg mL™!, garantindo assim a validagdo dos
ensaios. Depois da montagem das microplacas, estas foram incubadas por 48 h a 37 °C, e assim
foi determinada a CIM através do revelador resazurina (0,02% m v'!). A leitura foi realizada a
partir da mudan¢a de coloracdo da resazurina que muda de coloragdo azul para coloragdo

vermelha se houver presenca do crescimento fingico.

4.7 Identificacido dos compostos por CLAE-EM-IES

As andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado ao espectrometro de
massas (CLAE-EM) foram realizadas no Laboratorio de Nanobiotecnologia do Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de Uberlandia (IBTEC-UFU) em um CLAE (marca
Agilent modelo Infinity 1260) acoplado ao espectrometro de massas de alta resolucao do tipo
Q-TOF da marca Agilent® modelo 6520 B com fonte de ionizagdo por eletrospray (IES). Os
parametros cromatograficos foram: coluna Agilent modelo Poroshell, 2.1 mm de didmetro
interno, 10 cm de comprimento, particulas de 2,7 um, a fase movel: dgua acidificada com acido
formico (0,1% v v'!) (A) e metanol (B), com o gradiente: 2% de B (0 min), 98% de B (0-10
min); 100% de B (10-11 min). Os parametros de ionizagdo foram: pressdo do nebulizador de
20 psi, gas secante a 8 L/min a uma temperatura de 220 °C e no capilar foi aplicado uma energia
de 4,5 KV.

Para as andlises de espectrometria de massas sequencial (EM/EM) as energias de
colisdes foram ajustadas de acordo com cada ion molecular. Através da m/z (razdo massa carga)
obtida nos espectros em alta resolucao foi possivel identificar os compostos. Utilizando o
Software MassHunter® foi obtido a formula molecular proposta de cada composto, seguindo a

menor diferenga entre a massa experimental e a massa tedrica, erro em ppm, (Equacdo 1)
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equivaléncia de ligacdes dupla e regra do nitrogénio. As possiveis estruturas, fragmentos e
classe de metabdlitos foram propostos de acordo com outros trabalhos na literatura, biblioteca
Metlin e bancos de dados (Chemspider, Pubchem e Massbank), analisando sistema de

solventes, tempos de retengdo e espectro de massas.

massa experimental—-masa exata

E

ppm — [ massa exata

] 10® Equacio 1
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento dos extratos e extracao liquido-liquido

A extracdo ¢ um processo fundamental para a separagdo e recuperacdo de compostos
bioativos das plantas, que pode ser realizada utilizando métodos de decocg¢do, maceragdo,
infusdo, digestdo e percolagdo para converter a matriz vegetal em uma amostra adequada para
o procedimento analitico subsequente (BELWAL et al., 2018).

Os extratos foram preparados utilizando-se a extracao por maceracao, que ¢ uma técnica
realizada em temperatura e pressdo atmosférica ambientes, que certifica a remocao dos
compostos sem que sua estrutura seja comprometida. O EH foi obtido inicialmente a fim de
remover compostos de natureza apolar como as clorofilas e em seguida foi obtido o EE,
permitindo assim a extragdo de substancias com diferentes polaridades devido a sua baixa
constate dielétrica (MEDEIRO; KANIS, 2010). A Tabela 1 mostra o rendimento do EH e do
EE.

Tabela 1 - Rendimento obtido do EH e do EE das folhas de Cassia bakeriana

Massa das folhas Extrato Massa obtida de Rendimento

(Kg) extrato (g) (%)
Hexanico 43,2 4,3

1,0
Etanolico 165,1 16,5

Fonte: o autor.

Foi observado que o rendimento do EE foi muito maior que o do EH, isso pode ser

explicado devido a maior polaridade do etanol. No trabalho de Cunha et al. (2017), o EE das
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folhas (1Kg) também foi obtido por maceracao (3x a cada 7 dias) e apresentou um rendimento
de 8,2%.

A extracdo liquido-liquido ¢ uma das técnicas mais classicas frequentemente utilizadas
para a separagao dos constituintes do extrato vegetal utilizando solventes organicos (TANG et

al., 2018). A Tabela 2 apresenta os resultados da extragdo liquido-liquido a partir do EE (100g).

Tabela 2 - Rendimento das parti¢des obtidas através da extracao liquido-liquido do EE das

folhas de Cassia bakeriana

Particao Massa obtida da Rendimento
particio (g) (%)
Diclorometano (P-D) 5,0 5,0
Acetato de etila (P-AE) 21,3 21,3
n-Butanol (P-nB) 41,3 41,3
Agua (P-A) 3.4 3,4
Total 71,0 71,0

Material particulado

no filtro 178 178

Fonte: o autor.

Foi observado que os maiores rendimentos foram para as partigdes P-nB e P-AE
indicando a presenca de compostos mais polares. A P-D apresentou o menor rendimento,

provavelmente, devido a maioria dos compostos apolares terem sido removidos pelo EH.

5.2 Prospeccio fitoquimica

A prospeccao fitoquimica foi realizada para identificar as classes de metabolitos presentes
nos extratos e nas particdes. Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados da prospeccdo e todos
os extratos e parti¢gdes apresentaram intensidade para os indicadores universais, indicando a
presenca de diversos compostos. Nao foi observado a presenga de alcaloides em nenhum extrato
e particdo. Flavonoides nao foram identificados no EH e a presenca de antraquinona foi

identificada apenas na P-D.
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Tabela 3 - Prospecc¢ao fitoquimica dos extratos e particdes das folhas de Cassia bakeriana

Antraqui- .
q Terpenos, esteroides,
nonas, . . L.
Ant saponinas, actiicares, fenois,
Amostras cumarinas
NP/ Iodocloro-  Dragen- Lieberman  Sulfato  Vanilina
AlCl3 . KOH . ..
platinado dorff Buchard Cérico  Sulftirica
PEG
EH - - - - - +++ +++ +++
EE ++ ++ - - - +++ ++ +++
P-D +++ - - ++ +++ ++ +++
P-AE ++H+ - - - +++ ++ +++
P-nB ++ ++ - - - +++ +++ +++
P-A ++ ++ - - - +++ ++ +++

Nota: —: ndo identificado, ++: intenso, +++: muito intenso.

Fonte: o autor.

5.3 Atividade antifungica

A determinagdo da CIM foi realizada através do método colorimétrico utilizando a

resazurina como corante. A resazurina apresenta coloragdes distintas em suas formas oxidada

e reduzida. O crescimento de microrganismos faz com que o corante mude de coloracdo de azul

para rosa. Assim a cor rosa indica crescimento positivo, enquanto que a cor azul indica inibi¢ao

do crescimento. A CIM foi definida como a menor concentragdo de amostra que impediu essa

alteracdo e exibiu inibicdo do crescimento de micro-organismos (NEPOMUCENO et al., 2017).

Utilizando o método de microdiluicdo em caldo, os extratos e as particdes foram

testados contra espécies de Candida spp. Os resultados das CIM apresentados encontram-se na

Tabela 4.
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Tabela 4 - Valores de CIM dos extratos e parti¢des da Cassia bakeriana

CIM (ug mL™)

Amostras Candida albicans Candida tropicalis Candida glabrata
ATCC 28366 ATCC 13803 ATCC 15126
EH >3000 >3000 >3000
EE >3000 >3000 1500
P-D 375 375 93,75
P-AE 375 750 187,5
P-nB >3000 >3000 1500
P-A >3000 >3000 >3000

Fonte: o autor.

Os extratos de vegetais podem ser classificados como significantes quando o valor da
CIM ¢ inferior a 100 pg mL!; moderados para CIM entre 100 a 625 ng mL™! e fracos quando
CIM é superior a 625 ng mL! (CATTEAU et al., 2018). Portanto, as parti¢des que apresentaram
melhores resultados foram a P-D e a P-AE. Assim, pode-se considerar que a P-D teve
significante atividade contra C. glabrata e moderada atividade para as demais espécies. A P-
AE apresentou fraca atividade contra C. tropicalis e moderada atividade para as demais
espécies. Foi observado que a Candida glabrata fo1 a espécie menos resistente.

Estudos anteriores mostraram que espécies de Cassia foram avaliadas contra diferentes
espécies de Candida. Os extratos metandlico e em acetona das folhas de Cassia auriculata
apresentaram fraca atividade antifingica contra as mesmas cepas do presente trabalho, a CIM
variou de 25000-6250 ng mL' (CHANDA; KANERIA; BARAVALIA, 2012). Também foi
relatado que o extrato em acetona e metanol das folhas de Cassia sophera e Cassia Tora
possuem fraca atividade inibitoria contra C. albicans, com CIM variando de 20000-40000 pg
mL! (RAO; SURESH, 2012).

Em outro trabalho, o extrato etanolico e partigdes das folhas de Cassia fistula foram
avaliados para as mesmas cepas do presente trabalho, a CIM variou de 40-320 pg mL!
apresentando atividade significante a moderada (OLIVEIRA et al., 2016).

Esses resultados mostraram o potencial antifingico de varios extratos de Cassia, o que
motivou a avaliacao da C. bakeriana para essa atividade. Entretanto, a atividade antifiingica
dos extratos da C. bakeriana foi considerada fraca mas, o fracionamento do EE foi importante
para a concentragdo das espécies com potencial antifingico. Dessa forma a P-AE foi escolhida

para ser avaliada em relagdo a composicdo quimica no presente trabalho, uma vez que essa
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particdo foi a segunda com melhor atividade e a P-D (mais ativa) foi avaliada no trabalho de
Prado (2018).

Alguns compostos identificados na P-AE ja foram avaliados contra espécies de
Candida. A Tabela 5 mostra o valor da CIM para esses compostos ¢ a espécie de Candida para
qual foram avaliados. Com a andlise desses resultados sugere-se que a atividade apresentada

pela particao pode estar relacionada a presencga desses compostos.

Tabela 5 - CIM de alguns compostos presentes na P-AE.

Composto CIM (ng mL) Espécie de Candida Referéncia
Acido 500 C. albicans (PRETTO et al.,
. . 2004(apud TEODORO et
Protocatecuico 400 C. tropicalis al., 2015)
Catequinas 125 C. albicans (ANAND; RAI 2017)
250 C. glabrata
Quercetina 1,25 C. albicans (METWALLY etal.,
2010)
Quercetin-3- 2,5 C. albicans (YUN et al., 2015)
O-glicosideo 2,5 C. parapsilosis
(isoquecitrina)
Canferol 256-512 C. albicans (SHAO et al., 2016)
6,25 C. krusei (TAJUDDEEN et al.,
2014
31,2 C. glabrata )
(SALAZAR-ARANDA
etal., 2015)
Canferol-3-O- 16 C. albicans (TATSIMO et al., 2012)

ramnosideo g
4 C. parapsilosis

Fonte: o autor.

Extratos naturais ricos em acidos fenolicos demonstraram possuir uma agao promissora
contra espécies de Candida. Derivado do acido hidroxibenzoico, o 4cido protocatecuico isolado

a partir desses extratos apresentou atividade antifungica (TEODORO et al., 2015). A atividade
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antifingica dos acidos fenolicos ¢ determinada pela sua estrutura quimica, em particular o
nimero e posi¢cdo de substitui¢do no anel de benzeno e o comprimento da cadeia saturada. O
efeito antifingico aumenta com o aumento do comprimento da cadeia alquilica (SANCHEZ-
MALDONADO; SCHIEBER; GANZLE, 2011).

A (epi)catequina apresentou CIM >2.048 ug mL™! conta C. albicans, entretanto, quando
avaliada com a teaflavina na propor¢do de 2:1 (teaflavina:(epi)catequina) revelou um efeito
antifingico maior (128 pg mL™") do que o observado usando solugdes contendo somente
teaflavina (1.024 pg mL™). O notével e significativo aumento na atividade antifiingica sugere
que existe sinergia entre os dois polifenois (BETTS et al., 2013).

O canferol demostrou atividade antifingica relativamente moderada contra C. albicans,
entretanto foi considerado um candidato promissor para aumentar a eficacia do fluconazol
(SHAO et al., 2016). O canferol e a quercetina quando combinados com butirato de sddio
reduziram a formagao de biofilmes de C. tropicalis (RAJASEKHARAM et al., 2015).

A atividade inibitoria de proantocianidinas (taninos condensados) em fungos tem sido
atribuida a diferentes mecanismos. A atividade antifiingica pode ser estabelecida pela inibi¢do
de enzimas microbianas extracelulares devido ao carater adstringente tipico dos taninos,
privacao de substratos e ions metalicos necessarios para o crescimento microbiano, € acao direta
no metabolismo microbiano através da inibi¢cao da fosforilacao oxidativa (BASSIRI-JAHROMI
etal., 2015).

Antocianinas apresentaram atividade contra varias espécies de Candida (SUKET;
SRISOOK; HRIMPENG, 2014) e utilizadas como agentes antimicrobianos nos alimentos,
apresentaram varias vantagens, incluindo um baixo nivel de efeitos colaterais toxicos e
propriedades ndo residuais e de ndo resisténcia. Portanto, as antocianinas podem ser usadas
como conservantes naturais de alimentos (WEN, 2016).

A melhor atividade antifungica apresentada pela P-D em relacdo a P-AE pode estar
relacionada aos compostos presentes nesta partigdo. No trabalho de Prado (2018) foram
identificados flavonoides (canferol, (epi)catequina, quercetina, flavonoides glicosilados),
acidos fenolicos (&cido p-cumdrico, d4cido ferulico), 4cidos graxos (acido tri-
hidroxioctadecadienoico, 4acido hidroxioctadecanodioico) e uma antraquinona (reina),
sugerindo que esses compostos, principalmente os flavonoides e os acidos fendlicos, sejam os

responsaveis por essa boa atividade antifingica observada.
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5.4 Identificacio dos compostos da particio acetato de etila

A P-AE foi escolhida para ser analisada por CLAE-EM-IES no modo positivo e
negativo para identificacdo dos compostos, uma vez que ela foi uma das amostras mais ativas
contra as espécies de Candida e a P-D foi avaliada separadamente em um outro trabalho
(PRADO, 2018). A Figura 13 mostra os cromatogramas obtidos da P-AE no modo negativo e
positivo e na Tabela 6 encontra-se uma proposta de identificacdo dos compostos. As estruturas
dos compostos identificados encontram-se na Figura 14. Pode-se observar que a P-AE
apresentou algumas proantocianidinas, quercetina, canferol e uma antocianina, estando de

acordo com a prospeccdo fitoquimica.

Figura 13 - Cromatogramas da P-AE obtidos por CLAE-EM-IES nos modos (A) negativo e
(B) positivo

x105
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0,84
0,61

0,4
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x10 6
1 (B) :
0,84
0,6
0,41

0,2+
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Fonte: o autor.
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Tabela 6 - Proposta de identificagdo dos compostos da P-AE das folhas de C. bakeriana. (continua)

Erro
- + Massa Fragmentos EM/EM Formula Tentativa de A
tr M -H] M+ H] exata ([_)1/)111) -/+ molecular identificacio Referéncias
) acido protocatecuico
4,66  153,0194 - 153,0193 0,6 10eV: 136, 109, 108 C7HeO4 (16) (SUN et al., 2007)
LU0 g5 289271, 345 165 125/ 00V: Yficleau (GU etal, 2003 SQUZA ctal,
543 561,1401  563,1562 05 58 A2 ALl 393 201 2763' C30Ha6011 (epiafze ‘?q“jn"; 2008, KAJDZANOSKA;
563,1548 ; » 427, 411, 393, 291, 273, (epi)catequina® (17)  GyAMOVSKI; STEFOVA, 2010, GE
243,231, 167, 147, 123 etal., 2016)
20eV: 245, 221, 205, 203, 188,
2800718 03/ 187,179,165, 164, 151, 149, (E(epicatequing® o a” oy PERES IRELO
556  289,0717  291,0863 137, 125, 109/ 20eV: 273, 259, Ci5H1406 ABU.REIDAH et al.. 20154, BEN
291,0863 0,0 18 - - ;
207, 189, 1651,01747, 139, 123, (18) SAID et al., 2017) Metlin'
20eV: 385, 223, 189, 161, 153, .
578 431,1902 - - - 119,113, 101 - n.i -
20eV: 451, 419, 313, 273, 255, - . B
465,1376 - B B 229,171, 137, 103 i
20eV: 419, 345, 313, 312, 273, ~ ina-
%0 545,1453 0,5/ 255,229, 187, 164, 125, 101/ (epl-)a?eieqm-naa
5451456 547,1598 2 £575 101, 10 189, C30H26010 (epi)afzelequina (GE etal., 2016)
’ ’ 107 (dimero) (19)
273,0768 -0,4/ 20 eV: 255, 229, 205, 187, 169, . -
6,06 273,0767  275,0912 137, 125, 109/ 20eV: 257, 234, Ci5H140s (ep‘)af(zze(l)‘;quma Metlin'
275,0914  -0,7 191, 163, 149, 139, 121, 107
833,2087 0,7/ 20eV: 561, 543, 435, 289, 271, (epi)afzelequina—
6,19 8332081 8352230 245, 164, 125/ 20eV: 563,545,  CasHzsO16 (epiafzelequina— (O Stal, 2003, SOUZA et

8352233 -03 409,291,273, 231, 151, 107 (epi)catequina® 21) 2> 2008, GE etal., 2016)
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Tabela 6 - Proposta de identificagao dos compostos da P-AE das folhas de C. bakeriana. (continuagdo)

Erro

- + Massa Fragmentos EM/EM Formula Tentativa de A
tr [M - H] [M+H] exata ([_’I/)T) -/+ molecular identificacao Referéncias
609,1461 002/  15eV: 528,447,283, 219, 161/ (2L, ZHANG; LU, 2012,
2 2 e : b b b 2
636  609,1462  611,1610 CarH30O16 cianina (22) %%g;%‘ et ?1'72%? 176’
611,1607 0,5 20eV: 539, 449, 287, 145 etal, )
Metlin!
(CHEN; LU; ZHAO, 2014,
449,1089 0,4/ 10eV: 431, 303, 285, 151, 125, ZHAO et al., 2014, DONG et al.,
6,68  449,1091 451,1238 107/ 20eV: 415, 397, 305, 287, C21H22011 (epi)astilbina® (23) 2017)
451,1235 0,7 259, 195, 153, 129
quercetina-3-0O- (SUN et al., 2007, KRASTEVA;
463,0882 0,0/ 20eV: 300, 301, 271, 255, 243, glucosideo/galacto- NIKOLOV, 2008,
6,89  463,0882 465,1029 151, 107 / 20eV: 304, 303, 285, C21H20012 sideo BRAUNBERGER et al., 2013)
465,1028 0,2 153, 145, 127, 109 (isoquercetina/hipero Metlin'
sideo) (24)
20eV: 287,269, 259, 180, 152,
7,10  433,1148 435,1287 - - 151, 125,107 / 20eV: 289, 271, n.i
243,153,129, 107
canferol-3-0-
447,0933 0,9/ ] glicosideo/galactosi-  (PIKULSKI; BRODBELT, 2003,
7,24  447,0937 449,1085 20eV: 301, 285, 284, 255, 151, C21H20011 deo ABU-REIDAH et al., 2015b
107/ 20eV: 303, 287, 288
447,1078 1,5 ' ’ ’ (astragalina/trifolina) Metlin'
(25)
431,0984 1,6/ 20eV:285,284,255,227, 107/ canferol-3-O- :
7,65 431,0991 433,1125 C21H20010 ramnosideo (WOJTANOV;S g’ MROCZEK,
433,1129 -0,9 20eV: 288, 287, 129, 107 )

(afzelina) (26)
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Tabela 6 - Proposta de identificagdo dos compostos da P-AE das folhas de C. bakeriana. (conclusdo)

Erro

- + Massa Fragmentos EM/EM Formula Tentativa de A
tr [M - H] [M+H] exata ([_’I/)T) -/+ molecular identificacao Referéncias
, (SOUZA et al., 2008,
779 301,0356 ; 3010354 0,7/  20¢Vi273, 221967179’ ISLIZL o lh0; quercetina (27)  WOJTANOWSKI; MROCZEK,
2018)
20eV: 257, 255, 239, 229, 211,
8,29 2850406  287,0552 151,143, 107/ 20eV: 258, 241, Ci15H1006 canferol (28) PANDEY et al., 2015)
287,0550 0,7 231,213, 1851,11165, 153, 121, Metlin!
8,94 —~ 387,1800 — — 15eV: 352, 311,207, 121, 105 — n.i —
9,10 — 838,3786 — — 30eV: 684, 548, 506, 402, 276 — n.i —
10,32 — 267,1737 — — 20eV: 211, 155, 100 — n.i —
11,05 — 363,2207 — — 20eV: 195, 177, 105 — n.i —

Nota: tr: Tempo de retengdo (min); n.i: ndo identificado; 'Biblioteca online disponivel em: https://metlin.scripps.edu/landing_page.php?pgcontent=mainPag
0 prefixo “epi” (epimero) significa que sdo dois diasteroisomeros que diferem apenas pela rotagdo de um dos carbonos quirais.
Fonte: o autor.
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Figura 14 - Estrutura dos compostos identificados na P-AE das folhas de C. bakeriana

Acido di-hidroxibenzoico Antocianina
Flavanois
OH OH 0.__OH
HO 0 O HO 0 O
COL™ "0 ;
OH OH OH
OH OH OH
HOY
(epi)catequina (epi)afzelequina acido protocatecuico cianina
(18) (20) (16) (22)
Flavonois
OH
HO (0]
OH O . WOH
O .
H;CV “'OH HaC" “OH
OH OH
epi)astilbina afzelina
CP3) (26) 27) (28)

OH OH

= OH OH

OH OH OH OH
isoquercetina hiperosideo astragalina trifolina
24) Proantocianidinas 25) OH

(epi)afzelequina-

OH (epi)afzelequina- OH (epi)afzelequina- (epi)catequina-
(epi)catequina (epi)afzelequina OH  (epi)catequina
19 OH (21)

Fonte: o autor.
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Algumas propostas de fragmentacdo para os compostos identificados serdo discutidas a
seguir.
A figura 15 mostra o espectro de massas sequencial do acido protocatecuico (16) no

modo negativo, e na figura 16 ¢ mostrada a proposta de fragmentacao.

Figura 15 — EM/EM-IES(-) do composto 16
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Fonte: o autor.

Figura 16 - Proposta de mecanismo de fragmentacao para o composto 16 no modo negativo

(0]
HO (\@ HO
‘) O - C02 :@@
—_—
HO HO
m/7 153 m/7 109

Fonte: o autor.

O espectro de massas do 4cido protocatecuico (Figura 15) mostrou um ion em m/z
153,0168, correspondendo ao seu ion molecular desprotonado [M - H]", e um fragmento com
ion em m/z 109 formado a partir da perda de 44 u de massas referentes a molécula de CO» do
acido carboxilico (LIU et al.,2007; CHEN et al., 2012). A a-eliminag¢do ¢ um tipico mecanismo
de eliminagdo de CO; a partir de produtos naturais desprotonado devido a presenga do grupo
carboxila na sua estrutura (DEMARQUIE, et al., 2016).

A figura 17 mostra o espectro de massas da (epi)afzelequina-(epi)catequina (17) e

posteriormente uma proposta de fragmentagao para esse dimero (Figura 18).
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Figura 17 — EM/EM-IES(-) do compostos 17
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Fonte: o autor.

Figura 18 - Proposta de mecanismo de fragmentacao para o composto 17 no modo

negativo

m/z7 289

Fonte: adaptado de GU et al., 2003; SARNOSKI et al., 2016 e Ge et al., 2016.
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O espectro de massas da (epi)afzelequina-(epi)catequina (Figura 18) mostrou um ion
em m/z 561,1216, correspondendo ao seu ion molecular desprotonado [M-H]". A primeira
fragmentacdo ¢ referente a clivagem quinona metideo (QM) da ligagdo interflavanica,
resultando em dois ions m/z 271 e m/z 289. Esses dois ions foram formados a partir da unidade
superior ¢ da unidade base, e como a quiralidade do carbono 3 dos flavan-3-ols ndo pode ser
diferenciada por EM, a sequéncia de ligacdo deste dimero foi deduzida como sendo
(epi)afzelequina-(epi)catequina (GU et al., 2003; SARNOSKI et al., 2016).

Os ions m/z 125 e m/z 435 sdo formados pela clivagem do anel C da unidade superior
do dimero, através do mecanismo conhecido como clivagem heterociclica do anel (HRF) (GE
et al., 2016).

A Figura 19 mostra o espectro de massas com os fragmentos do fon m/z 611 e na figura
20 encontra-se uma proposta de fragmentagao para a cianina (22) no modo positivo. A primeira
fragmentacdo mostrada ¢ referente a perda de 162 u de massas correspondente a uma das duas
hexoses, formando o ion m/z 449. A segunda fragmentacdo ¢ referente a perda da hexose

remanescente formando entdo o ion m/z 287 (LUO et al., 2017).

Figura 19 — EM/EM-IES(+) do composto 22
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Figura 20 - Proposta de mecanismo de fragmentacgao para o composto 22 no modo

positivo

m/z 449 m/7 287

Fonte: adaptado de LUO et al., 2017.

A Figura 21 mostra o espectro de massas com os fragmentos do ion m/z 301 e na figura
22 encontra-se uma proposta de fragmentacdo para a quercetina (27). A primeira fragmentacao
¢ referente a perda de 28 u de massas correspondente a molécula CO, formando o ion m/z 273.
A eliminacao de CO devido a uma contragdo do anel ¢ um processo comum em flavonoides.
Mediante a abertura do anel C pelo mecanismo retro Diels-Alder (RDA), obtém-se o ion m/z
151. Pelo mecanismo QM no anel B ocorre a formag¢dao dos ions m/z 179 ¢ m/z 121

(DEMARQUE et al., 2016).

Figura 21 — EM/EM-IES(-) do composto 27
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Figura 22 - Proposta de mecanismo de fragmentagao para o composto 27 no modo

negativo
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Fonte: adaptado de DEMARQUE et al., 2016.

6. CONCLUSAO

Através do método da microdiluicio em caldo, foi possivel avaliar a atividade
antiflingica dos extratos e particdes das folhas de Cassia bakeriana. A P-AE foi uma das que
apresentaram maior potencial antifingico. Por meio da CLAE-EM-IES foi possivel analisar a
composicdo quimica da P-AE e a identificagdo mostrou a presenca de acido fenolico,
flavonoides, proantocianidinas e antocianina. Esses compostos podem ser sugeridos como
responsaveis pela atividade apresentada pela P-AE uma vez que muitos deles ja foram avaliados
na literatura contra espécies de Candida spp. Dessa forma, as folhas da Cassia bakeriana se

mostram uma fonte promissora de compostos com atividade antifingica.
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E como perspectivas futuras, pretende-se fracionar a P-AE na tentativa de isolar

compostos bioativos presentes nesta parti¢ao.
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